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บทคัดยอ: 
 พยาธิใบไมตติอผานปลาเปนกลุมเชื้อปรสิตที่ยังคงมีความสําคัญทางการแพทยในหลาย
ประเทศในเอเชีย โดยเฉพาะ พยาธิใบไมตับ ชนิด Opisthorchis viverrini ซ่ึง ไทปที่หน่ึง ของ
ตัวกระตุนใหเกิดมะเร็ง (type-1 carcinogen) สามารถกระตุนในเกิดมะเร็งทอนํ้าดี 
(cholangiocarcinoma) แมวาตลอดระยะเวลาในการวางแผนควบคุมการติดเชื้อพยาธิชนิดน้ี จะมีการ
รณรงคการไมบริโภคปลาดิบๆ สุกๆ แตเน่ืองจากคานิยมการรับประทานอาหารของประชาชน
โดยเฉพาะในแถบภาคเหนอืและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของไทย โดยเมตาเซอรคาเรียซ่ึงเปนตวั
ออนระยะกอโรคจะฝงตวัอยูในเนื้อปลาและจะมีปริมาณสะสมในเนื้อปลามากโดยเฉพาะในชวงปลาย
ฤดูฝนถึงตนฤดูรอน การประเมินปริมาณการติดเชื้อเมตาเซอรคาเรียในปลาน้ําจืดในพ้ืนที่ที่เปนพ้ืนที่
ระบาดของ O. vivverini จึงเปนอีกวิธีหน่ึงในการวางแผนการควบคมุการติดเชื้อพยาธิชนิดน้ี เน่ืองจาก
ปริมาณการตดิเชื้อในแตละปจะแปรผันมากนอยตามปจจัยทางธรรมชาติ เชน นํ้าทวม หรือ ภาวะแลง 
ดวยวธิีการทีใ่ชด่ังเดิม (tissue compression และ tissue digestion) เพ่ือการตรวจการติดเชื้อในปลา
น้ันมีขอจํากัดในแงของเวลาและเปนเทคนิคที่ตองการกําลังคนและทักษะในการจัดจําแนกชนิดของ
พยาธิจากเมตาเซอรคาเรีย ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงพัฒนาเทคนิค Real-time multiplex PCR ซ่ึงชวยให
สามารถลดเวลาและจัดจําแนกชนิดของพยาธิที่สนใจในเวลาอันรวดเร็วกวา นอกจากนี้ยังสามารถ
ประมาณจํานวนการติดเชื้อในปลาแตละตวัไดอยางแมนยํา โดยในงานวิจัยน้ี กําหนดชนิดพยาธใิบไม
ที่สนใจ คือ O. viverrini  Haplorchis taichui และ H. pumilio ซ่ึงมักพบการติดเชื้อรวมในปลาตวั
เดียวกัน ซ่ึงมักเปนปญหาในการจัดจําแนกเน่ืองจากลักษณะสัณฐานภายนอกมีความคลายคลึงกัน 
โดยวิธีการทีไ่ดพัฒนานี้ สามารถแยกชนิดของเมตาเซอรคาเรียและประมาณจาํนวนเมตาเซอรคาเรีย
ตั้งแต 1 ถึง มากกวา 20 เม็ด โดยสามารถเทียบกับ median cycle threshold ที่แสดงผลในการทํา 
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real time PCR อยูในชวง Ct 35 ถึง Ct  24 ตามลาํดับ จากวิธทีีพั่ฒนานี้สามารถเพ่ิมความถูกตอง
ในการจัดจําแนกชนิดพยาธแิละลดจํานวนกําลังคนในการตรวจหาเมตาเซอรคาเรียในปลา โดยเฉพาะ
อยางยิ่ง ปลาที่มาจากบริเวณพื้นที่ซ่ึงมีปริมาณการติดเชื้อสูง วธิีการนี้จึงเปนทางเลือกของการประเมิน
ปริมาณการตดิเชื้อพยาธิ O. viverrini  H. taichui และ H. pumilio ของปลาในพื้นที่ซ่ึงพบการติดเชื้อ
รวมของพยาธิที่ดังกลาว     
 
คําหลัก : Multiplex real-time quantitative PCR, Opisthorchis viverrini, Haplorchis taichui, H. pumilio, 28S 

ribosomal DNA 
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Abstract: 
Fish-borne zoonotic trematodes (FZT) remain a public health concern in many Asian 

countries, especially Opisthorchis viverrini, which is a known type-1 carcinogen that can 

induce cholangiocarcinoma. Despite a campaign to eat cooked fish dishes, the consumption 

of uncooked and undercooked fish dishes is still popular. Metacercarial-stage FZT infection of 

fish is largely seasonal. Periodic assessments of the degree of infection can inform FZT 

control programs of high levels of fish infection in endemic areas. Conventional methods 

(compression and digestion) used to detect and identify metacercariae in fish are ineffective, 

because they are time-consuming and require both manpower and metacercaria-identification 

skills. This study developed a new multiplex real-time quantitative PCR method for 

discriminating and quantifying the degree of infection with O. viverrini, Haplorchis taichui and 

Haplorchis pumilio. This method can distinguish and estimate the number of metacercariae 

with a median cycle threshold range of 1 to > 20 metacercariae (Ct 35 to Ct  24). The 

method proved more effective than conventional methods, with a high degree of accuracy, 

saving both skilled manpower and time for the study of FZT prevalence, especially in 
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endemic areas. Therefore, it might serve as an alternative method for detecting and 

quantifying metacercariae of O. viverrini, H. taichui, and H. pumilio in fish from endemic areas 

with evidence of co-infection. 

 
Keywords: Multiplex real-time quantitative PCR, Opisthorchis viverrini, Haplorchis taichui, H. pumilio, 28S 

ribosomal DNA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                    


