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                         เอกสารแนบหมายเลข 2/1 
บทคัดยอ  
 
รหัสโครงการ:  MRG5380075 
 
ชื่อโครงการ: การพัฒนาเทคนิคการตรวจแยกชนิดและประมาณจํานวนตวัออนระยะติดตอของ
พยาธิใบไมตดิตอผานปลาดวยเทคนิค Multiplex real-time PCR ในพื้นที่แพรกระจายรวมของ 
พยาธิใบไมตบั (Opisthorchiid liver flukes) และพยาธิใบไมลําไสขนาดเล็ก (Heterophyid intestinal 
flukes)  
 
ชื่อนักวิจัย  อาจารย ดร. อุรุษา  แทนขาํ 
  ภาควิชาปรสติหนอนพยาธ ิ คณะเวชศาสตรเขตรอน  มหาวิทยาลยัมหิดล  
 
อีเมล:  urusa.tha@mahidol.ac.th  
 
ระยะเวลาโครงการ: 2 ป 
 
บทคัดยอ: 
 พยาธิใบไมตติอผานปลาเปนกลุมเชื้อปรสิตที่ยังคงมีความสําคัญทางการแพทยในหลาย
ประเทศในเอเชีย โดยเฉพาะ พยาธิใบไมตับ ชนิด Opisthorchis viverrini ซึ่ง 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นอีกวิธีหนึง่ในการวางแผนการควบคมุการติดเชื้อพยาธิชนิดน้ี เนื่องจาก
ปริมาณการตดิเชื้อในแตละปจะแปรผันมากนอยตามปจจัยทางธรรมชาติ เชน น้ําทวม หรือ ภาวะแลง 
ดวยวธิีการทีใ่ชด่ังเดิม (tissue compression และ tissue digestion) เพ่ือการตรวจการติดเชื้อในปลา
นั้นมีขอจํากัดในแงของเวลาและเปนเทคนิคที่ตองการกําลังคนและทักษะในการจัดจําแนกชนิดของ
พยาธิจากเมตาเซอรคาเรีย ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงพัฒนาเทคนิค Real-time multiplex PCR ซึ่งชวยให
สามารถลดเวลาและจัดจําแนกชนิดของพยาธิที่สนใจในเวลาอันรวดเร็วกวา นอกจากนี้ยังสามารถ
ประมาณจํานวนการติดเชื้อในปลาแตละตวัไดอยางแมนยํา โดยในงานวิจัยนี้ กําหนดชนิดพยาธใิบไม
ที่สนใจ คือ O. viverrini  Haplorchis taichui และ H. pumilio ซึ่งมักพบการติดเชื้อรวมในปลาตวั
เดียวกัน ซึ่งมักเป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 ปลาที่มาจากบริเวณพื้นที่ซึ่งมีปริมาณการติดเชื้อสูง วธิีการนี้จึงเปนทางเลือกของการประเมิน
ปริมาณการตดิเชื้อพยาธิ O. viverrini  H. taichui และ H. pumilio ของปลาในพื้นที่ซึ่งพบการติดเชื้อ
รวมของพยาธิที่ดังกลาว     
 
คําหลัก : Multiplex real-time quantitative PCR, Opisthorchis viverrini, Haplorchis taichui, H. pumilio, 28S 

ribosomal DNA 
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  เอกสารแนบหมายเลข 2/2 
Abstract  
 
Project Code:  MRG5380075  
 
Project Title:  Development of technique for discriminating species and estimating numbers 
of metacercariae of fish-borne trematodes in an area of mixed infection between Opisthorchiid 
liver flukes and Heterophyid intestinal flukes by using multiplex real-time PCR    
 
Investigator: Lecturer Dr. Urusa Thaenkham 
 
E-mail Address: urusat.tha@mahidol.ac.th 
 
Project Period: 2 years 
 
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 
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 เอกสารแนบหมายเลข 3 
 
Executive summary  

In this study, the most effective approach for fish examination was multiplex real-time 
quantitative PCR method for discriminating the FZT species, O. viverrini, H. taichui, and H. 
pumilio. This was also used to estimate the number of metacercariae per fish. Currently, the 
means used to examine metacercariae in fish are compression and digestion methods. 
However, the limitations of these methods are accuracy, underestimation and time-consuming 
to identify all metacercariae. 
 The advantages of multiplex real-time quantitative PCR over the two conventional 
methods are higher accuracy to discriminate species of metacercariae, even when there are 
large numbers of subjects, and speed when working manually. This developed method is 
sensitive enough to detect a metacercaria of O. viverrini and/or H. taichui / H. pumilio in the 
same reaction that contains the genomic DNA of other parasites. Based on the numbers of 
metacercariae detected using the median cycle threshold value, the numbers of 
metacercariae of each parasite can be estimated more accurately when compared with the 
results of metacercaria separation and identification using the digestion and microscopic 
examination. 

 The method developed was used to examine fish containing metacercariae from O. 
viverrini-endemic areas in Sa Kaeo Province, Thailand, in March 2012. Four species of 
cyprinoid fish with reportedly high degrees of infection were examined. It was found only B. 
gonionotus and C. enoplos were infected with O. viverrini, with larger numbers than H. dispar 
and P. orphoides. The results obtained by digestion and real-time PCR methods were similar. 
However, real-time PCR was more accurate when the numbers of metacercariae were large, 
could contain many kinds of unknown and/or difficult to identify metacercariae, and where it is 
difficult to separate each species manually under a stereomicroscope. Both digestion and 
real-time PCR provided better results than the compression method. The multiplex real-time 
quantitative PCR assay developed in the present study is an alternative method of detecting 
and quantifying numbers of metacercariae of O. viverrini, H. taichui and H. pumilio in fish from 
endemic areas, where there is evidence of parasite co-infection. The method developed may 
be a useful tool for detecting FZT metacercariae in aquaculture fish in O. viverrini-endemic 
areas, and so contribute to the effective control of opisthorchiasis. 
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วัตถุประสงค  
 1. เพ่ือพัฒนาเทคนิคในการตรวจแยกชนดิของพยาธิทีมี่การติดเชื้อปะปน ระหวางพยาธิใบไม
ตับ (Opisthorchiid liver flukes: OLF) และพยาธิใบไมลําไสขนาดเล็ก (Heterophyid intestinal 
flukes: HIF) ในเนื้อปลาซ่ึงมีเมตาเซอรคาเรียของพยาธิทั้งสองกลุมนี้ดวยเทคนิค Multiplex real-time 
PCR 
 2. เพ่ือเพ่ิมผลสัมฤทธิใ์นการตรวจสอบแยกชนิดของพยาธิและประมาณจํานวนการติดเชื้อใน
ปลาซึ่งเปนโฮสตก่ึงกลางลําดับที่ 2 ของพยาธิใบไมตบั (OLF) และพยาธิใบไมลาํไสขนาดเล็ก (HIF) 
ในพื้นที่ที่มีการติดเชื้อรวมระหวางพยาธิ 2 กลุมน้ี ดวยเทคนิค Multiplex real-time PCR 
 3. เพ่ือนําผลวิจัยที่คาดวาจะไดรับไปเพิม่ศักยภาพงานวิจัยของนักวิจัยวุฒิเมธีวิจัยของ สกว. 
ซึ่งกําลังศึกษาเก่ียวกบัการแพรกระจายและโครงสรางประชากรของพยาธิใบไมตบั (OLF) และพยาธิ
ใบไมลําไสขนาดเล็ก (HIF) เพ่ือเพ่ิมผลสัมฤทธิ์ในการวางแผนควบคุมการติดเชื้อพยาธิใบไมตับและ
โรคมะเร็งทอนํ้าดี ในแถบลุมนํ้าโขง 
 
วิธีทดลอง 
การเก็บตวัอยาง 
 ปลา 4 ชนิดซ่ึงมีสถิติการพบการติดเชือ้พยาธิใบไมตับ (Opisthorchis viverrini) มากใน
การศึกษากอนหนาน้ี ในพืน้ที่จังหวัดสระแกว ไดแก ปลาตะเพียนขาว (Barbonymus gonionotus) 
ปลาตะโกก (Cyclocheilichthys enoplos) ปลากระสูบจุด (Hampala dispar) และปลาแกมช้ํา 
(Puntius orphoides) (Sithithaworn et al., 1997; Waikagul, 1998) โดยปลาแตละชนิดถูกจับมาจาก
คลอง หนอง บึง ในพื้นทีต่าํบลบานคลองน้ําใส จังหวัดสระแกว ประเทศไทย ชนิดละ 25 ตวั ในการ
เก็บตวัอยางปลาแตละครั้ง (Georeference coordinate 12° 35' 60''N 102° 4' 60''E) โดยทําการเก็บ
จํานวน 3 คร้ัง คร้ังแรกในเดือนธันวาคม 2554 คร้ังที่ 2 ในเดือนมีนาคม 2555 และครั้งสุดทายในเดือน
พฤษภาคม 2555 ทั้งน้ีปลาหมอไทย (Anabas testudineus) ซ่ึงอยูในตระกูล Anabantidae ถูกเก็บ
เพ่ือนํามาตรวจหาเมตาซอรคารเรียดวย 
 

 
ปลาตะเพียนขาว (Barbonymus gonionotus) ตระกูล Cyprinidae 
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    ปลาตะโกก (Cyclocheilichthys enoplos) ตระกูล Cyprinidae 

 

 
           ปลากระสูบจุด (Hampala dispar) ตระกูล Cyprinidae 

 
ปลาแกมช้ํา (Puntius orphoides) ตระกูล Cyprinidae 

 

 
  ปลาหมอ Anabas testudineus) ตระกูล Anabantidae 

รูปที่ 1   ปลาน้ําจืดในตระกลู Cyprinidae ที่พบอัตราการติดเชื้อพยาธิใบไมตับ O. viverrini ใน
ปริมาณสูงในพื้นที่จังหวัดสระแกว และ ปลาหมอในตระกูล Anabantidae ซึ่งมีรายงานการติดเช้ือ 
Heterophyid intestinal fluke สูง   
 
 ปลาที่เก็บไดจากพ้ืนที่ในชวงเวลาดังกลาวขางตนถูกเกบ็มาในน้ําแข็งและนํามาตรวจหาเมตา
เซอรคาเรียในปลาที่หองปฏิบัติการของภาควิชาปรสิตหนอนพยาธิภายใน 5 ชัว่โมง ปลาแตละตวัจะ
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ถูกนํามาตรวจอยางละเอียดโดยแยกตรวจเปนสวนไดแก เน้ือ และครีบ โดยทําการตรวจบนกระจกใส
ประกบกัน 2 แผน โดยเรียกวิธีนีว้า Tissue compression โดยเปนวิธีการตรวจหาเมตาเซอรคาเรีย
แบบหยาบผานกลองสเตอรโิอไมโครสโคป จากการดูผานกลองดังกลาว ดังรูปที่ 2 โดยจํานวนและ
ชนิดของพยาธิจะถูกบันทึกไวเปนขอมูลดิบเบื้องตน 

 
  

รูปท่ี 2  เมตาเซอรคาเรียของ O. viverrini ในเนื้อปลาทีท่าํการตรวจดวยวิธ ี tissue 
compression และมองใตกลอง stereo-microscope กําลังขยาย 10 เทา  
 
จากน้ัน ทุกชิ้นสวนของปลาแตละตัวจะถูกนําไปยอยดวยสารละลาย pepsin ประมาณ 1 

ชั่วโมงที่ 37 C ปลาที่ผานการยอยแลวแตละตวัจะถูกนําไปกรองผานตะแกรงรอนลวดที่มีรูเล็กๆ 
ประมาณ 1 มิลลิเมตร พอใหเมตาเซอรคาเรียลอดผานออกมาได ในขั้นตอนน้ีรอยละของจํานวนการเม
ตาเซอรคาเรียที่สูญหายจะถูกคํานวณเพ่ือเปนมาตรฐานวาในการรอนเมตาเซอรคาเรียทุกครั้งจะมี
จํานวนที่หายไปเทาใด เมตาเซอรคาเรียที่ไดจากขัน้ตอนขางตนจะถูกนําไปแยกชนิดและนบัจํานวน
โดยผานกลองสเตอริโอไมโครสโคป ผลการจัดจําแนกเบื้องตนน้ีจะถกูบันทึกเปนขอมูลชุดท่ี 2 ของเม
ตาเซอรคาเรียที่พบในปลาแตละชนิด เมตาเซอรคาเรียจากขั้นตอนนี้จะถูกเก็บแยกจากปลาแตละตวัใน 
70% เอทิลแอลกอฮอล และนําไปเก็บไวที ่-20C จนกวาจะนํามาใช 
 
การเตรียมตวัอยาง DNA เพ่ือการ PCR และการออกแบบ primer และ probes สําหรับ 
multiplex-real time PCR  
 จากการศึกษากอนหนาน้ีพบวาโดยทัว่ไป O. viverrini มักพบปะปนกับ Haplorchis taichui 
และ H. pumilio ดังนั้นในการศึกษาน้ีจึงเนนหนักไปท่ีเชื้อปรสติหนอนพยาธิทัง้ 3 ชนิดขางตน ใน
ขั้นตอนการเริม่การทํา real time PCR จําเปนที่ตองมีการทดสอบประสิทธิภาพของ primer และ 
probe ที่ออกแบบ ดังนั้นเมตาเซอรคาเรียจํานวน 10 เม็ดจากทั้ง 3 ชนิดปรสิตถูกนําไปสกัด DNA เพ่ือ
เตรียมไวในขัน้ตอนทดสอบดังกลาว จากการสกัดจะไดปริมาณ DNA ประมาณ 2 ng /l (จากเมตา
เซอรคาเรียจํานวน 10 เม็ด) โดยใชชุดสกัด Genomic DNA Mini Kit (Geneaid, Taipei, Taiwan) 
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ตัวอยางเมตาเซอรคาเรียทีใ่ชในขั้นตอนนีถู้กนํามาจากตัวอยางทีเ่ก็บไวในภาควิชาปรสิตหนอนพยาธิ
จากโครงการของรองศาสตราจารย จิตรา ไวคกุล นักวจัิยที่ปรึกษาของโครงการ 
 Probes และ primers ที่ใชในการดําเนนิงานวิจัยออกแบบจากขอมูล DNA sequence ของ 
28S rDNA ของ O. viverrini, H. taichui และ H. pumilio โดยตัดเอา P. varium จากที่วางแผนไวเดิม
ออกเน่ืองจากไมพบในพื้นทีศ่ึกษา ในการทดลองน้ี เนื่องจากการนําตัวอยางเมตาเซอรคาเรียมาจาก
เน้ือปลาเพ่ือทดสอบ ตองมาตัวควบคมุความผิดพลาดในการ amplify ซึ่งเรียกวา internal 
amplification control ซึ่งเปน probe และ primer ของปลาในตระกูล Cyprinidae ดวย โดย probe 
และ primer ที่ใชทั้งหมดในการศึกษามีดังตอไปน้ี 
 
ตารางท่ี 1 Real-time PCR primers & probes for 3 target FZTs & IAC 
Target 

species 

Probe Sequence (5  3) Tm (C) Amplicon 

size (bp) 

Fluorophore 

H. taichui  
 
(HM004185) 

28S-F 

28S-R 

Taichui-P 

GAAACCCAAAGGCGAAGTG

GGGTCTCAACATGTACGCTCAT 

CGGTGACGAACACCAAAAAATGTCACC 

57.5

62.1 

68.2 

185 56FAM/ 3 

BBQ 

H. pumilio 

(HM004186) 

 

28S-F 

28S-R 

Pumilio-P 

GAAACCCAAAGGCGAAGTG

GGGTCTCAACATGTACGCTCAT 

CCGATGACGAACACTGAAGTGTCACCA 

57.5

62.1 

69.9 

183 5YAK/ 3 

BBQ 

O. viverrini 

(HM004188) 

28S-F 

28S-R 

Opis-P 

GAAACCCAAAGGCGAAGTG

GGGTCTCAACATGTACGCTCAT 

CGATGACAAACTCTGAATAGGGTCATCACACC 

57.5

62.1 

72.5 

182 5LC610/3 

BBQ 

P. ticto 

( NC_00865

8)  

PT-F 

PT-R 

IAC-P 

CATTTACAATTGCAGACGGAG

CGT AAA GGA ATA GTC ATA CTA CGT C 

GAAGCTGCCGCCTGATACTGACACTT 

57.5

62.5 

69.5 

207 5LC670/3 

BBQ 
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Primers และ probes ทั้งหมดออกแบบโดย LC probe design software (Roche Applied Science) 
และสังเคราะห probe โดยติดสีฟลูโอเลสเซนตสําหรับ TaqMan based real-time PCR assay (Tib 
Molbiol, Berlin, Germany) 
หมายเหตุ ในการทดลองน้ี เน่ืองจากการนําตัวอยางเมตาเซอรคาเรียมาจากเน้ือปลาเพ่ือทดสอบ ตอง
มาตัวควบคุมความผิดพลาดในการ amplification ซึ่งเรียกวา internal amplification control (IAC) ซึ่ง
เปน probe และ primer ของปลาในตระกลู Cyprinidae   
 
 PCR amplicons ของ 28S ribosomal RNA-specific target โดยใช PCR condition 
ดังตอไปน้ี PCR mixture (30 l) ซึ่งประกอบดวย TopTaq Master Mix (TopTaq DNA Polymerase 
PCR buffer ซึ่งมี 1.5 mM MgCl2 และ 200 M ของแตละ dNTP), 20 mole ของแตละ specific 
primer และ 2 ng ของ genomic DNA จากแตละ species PCR amplification ดวยการทํา 

conventional PCR โดยประกอบดวยรอบ PCR ดังนี ้ 95C ประมาณ 3 นาที ตามดวย 34 รอบของ 
45 วินาท ีที ่ 95C, 30 วนิาที ที่ 60C และ 30 วนิาที ที่ 72C โดยทํา final extension ที ่ 72C 
ประมาณ 8 นาที โดยหลังจากทํา PCR แลวจะได PCR product ขนาด185 bp ของพยาธิทกุชนิดที่
ศึกษา โดย PCR product ที่ไดจะถูกนําไปทําใหบรสิทุธิ์ดวยการ แยก band ของ PCR product ที่
จําเพาะใน 1% agarose gel หลังจากน้ัน Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, 
Taipei City, Taiwan) โดยทําตามคูมือทีใ่หไวประกอบของชุด kit โดย PCR product บริสุทธิ์แลวจะถูก
นํามาตรวจสอบบน 2% agarose gel โดย purified PCR product ถูกนําไปหาลําดับเบสเพ่ือยืนยัน
ความถูกตองและจําเพาะของ primer โดยใชเทคนิค BigDyeIM Terminator cycling กับเครื่อง 

Automatic Sequencer 3730xl (Macrogen, Seoul, Korea)  ผลของการ sequence ถูกนําไป
ตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบสโดย BioEdit version 7.0 program (Hall, 1999) และตรวจสอบ
ความจําเพาะของ primer DNA sequences โดยโปรแกรม BLAST ผาน GenBank วาเปน 28S 
ribosomal DNA หรือไม (McGinnis & Madden, 2004) 
 
การเตรียม PCR product บริสุทธ์ิจากบริเวณที่เหมาะสมเพ่ือใชสราง Standard curve และการ
หาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรบัการทาํ Real time multiplex PCR 
ในการทํา Multiplex real time PCR การทําการทํา internal amplification control เปนสิ่งสําคญัใน
การควบคุมความจําเพาะและความไวของการทํา PCR ในสภาวะที่มีการปะปนของ DNA ชนิดอ่ืนซ่ึง
ไมใช DNA ของพยาธิทีต่องการศึกษา โดยในการศึกษาน้ีเนื่องจากในการเตรียมตัวอยางเมตาเซอร
คาเรียอาจมีเนื้อปลาปะปนมาดวย ซึ่งเปนปลาในตระกลู Cyprinidae แตเน่ืองจากในป 2008 อินทพันธ
และคณะ (Intaphan et al., 2008) ไดทาํการออกแบบท้ัง probe และ primers สําหรับปลาตระกูลน้ี
แลว (ตามตารางที่ 1) ผูวิจัยจึงนํามาใชเพ่ือเปน IAC ของการศึกษานี้โดย probe จะทําการตดิสีฟลูโอ
เรสเชนต LC670 สําหรับ TaqMan probe ซึ่งจะใชสาํหรับเคร่ือง LightCycler 480 system II     โดย
หลังจากทดสอบความจําเพาะของ primer ดวยการรัน PCR รหัสพันธุกรรมจาก PCR productซึ่งมี
ขนาดประมาณ 207 bp ถกูนําไปตรวจสอบโดยการหาลําดับเบสดวยวธิีการเชนเดียวกับในขอ 2  
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              Primers และ probes ที่ออกแบบสําหรับ Haplorchis taichui, H. pumilio และ Opisthorchis 
viverrini ในตารางที่ 1 ทําการหาสภาวะที่เหมาะสมในการทํา multiplex real time PCR และสราง 
standard curve สําหรับการทํา real time PCR นี้ ในการทดลองมี primer เพียง 1 คูทีใ่ชสําหรับทั้ง 3 
species ของพยาธิ และมี primer อีกคูสําหรับ IAC การหาความเขมขนที่เหมาะสมทดสอบในชวง
ความเขมขนระหวาง 0.3-1.0 M โดยใช LightCycler480 Probes Master Mix Kit (Roche Applied 
Science, Mannheim, Germany) ซึ่งประกอบดวย FastStart Taq DNA polymerase, reaction 
buffer, dNTP mix, and MgCl2 เปนนํ้ายาที่เหมาะสมสาํหรับเคร่ือง LightCycler 480 system II  ใน
การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมนี้จะใช genomic DNA 0.2 ng / l ของทั้งเชื้อพยาธิและปลาแกมช้ํา 
โดยกําหนดรอบของการทาํ real time PCR ดังนี้ initial denaturation ที ่95C เปนเวลา 10 min ตาม
ดวย 65 cycles ที่ 95C เปนเวลา 10 วินาที และ 60C เปนเวลา 45 วินาท ี จากการทดสอบ primer 
ไมควรให PCR product ที่มี primer dimer ใน PCR product ตอจากน้ัน ความเขมขนของ probe ที่
ใชจะถูกทดสอบจากชวงความเขมขนทีกํ่าหนดคือ ระหวาง 0.05-0.1 M โดยทดสอบในขบวนการ 
PCR ตามสภาวะที่กําหนดขางตน  
 หลังจากไดความเขมขนของ primer และ probe ที่เหมาะสมเพ่ือนํามาสราง standard 
curve เพ่ือการกําหนดมาตรฐานของ คา cycle threshold (Ct) ตอความเขมขนของ genomic DNA 
โดยกําหนดชวงความเขมขน DNA เปน serial 10-fold dilutions ของ purified PCR product จากสวน 
the DNA target region ของ species พยาธิทีต่องการศึกษา เน่ืองจาก DNA template เปน PCR 
product ไมใช plasmid จึงตองคํานวณหาจํานวน copies ของ PCR target จากสูตรตอไปน้ี  
  
   [DNA amount (ng) x 6.022x1023]/ [length x (1x109) x 650] 
 
ในการศึกษาน้ีใช PCR product ความเขมขน 10-3-10-8 ng จึงคิดเปน  5 x105 – 5x101 ของจํานวน 

copy ของสวน PCR target และสําหรับ IAC ซึ่งเปน internal control ไมตองการการทําการปรับความ
เขมขน DNA เพียงทําที่ความเขมขนต่ําสุดน้ันคือที่ 10-7 ng ซึ่งเม่ือคํานวณตามสูตรจะไดเปน 4.5 x 
102 จํานวน copy ของ PCR target ของปลาแกมช้ํา ในการทดสอบทําการทดสอบท้ังแบบที่มีและไมมี 

IAC ในการทาํ multiplex reactions ทั้งน้ีเพ่ือเปนตวัชี้ถึงผลที่เกิดจากการมีตัวรบกวนปฏิกิริยา  ในการ
ทํา PCR จะทําในแตละตวัอยางจํานวน 3 ซ้ํา ดวยเครื่อง LightCycler 480 System II (Roche 
Applied Science, Mannheim, Germany) ในการตรวจวัดการเกิด PCR product จะตรวจวัดแบบ 
real time ดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงในแตละ annealing step ที่ 510, 580, 610 และ 660 nm 
สําหรับ H. taichui, H. pumilio, O. viverrini และ P. orphoides ตามลําดับ โดยคา cycle threshold 
(Ct) value จะเปนคารายงานจํานวนของรอบ PCR ที่ตรวจวัดไดจากสัญญาณแสงจาก PCR 
fluorescence การคํานวณ Efficiency ของการทํา real time PCR จะถูกคํานวณโดยการ plotting เทียบ
กับ serial dilution series (ซึง่สามารถอางถึงจํานวน copies ของ DNA target) การ plot ดังกลาวจะได 
standard curve เพ่ือเปนมาตรฐานในการประมาณ DNA ในการทําปฏิกิริยาจากตัวอยางที่ไมทราบ
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ชนิดและความเขมขนตอไปในทั้งแบบ single and multiple targets ในขบวนการ multiplex real time 
PCR 
 

การทาํ Multiplex real-time quantitative PCR และตรวจหาเช้ือพร้อมประมาณจาํนวนเมตา
เซอรค์าเรีย 
 Probe ที่ออกแบบดังในตารางที่ 1 ถูกนํามาทดสอบหาความจําเพาะกับ heterologous DNA 
จากพยาธิดังตอไปน้ี Haplorchis yokogawai Procerovum varium Stellantchasmus falcatus 
Haplorchoides sp. รวมถงึ Clonorchis sinensis ในสภาวะทีเ่หมาะสมสําหรับการทํา Quantitative 
testing กับจํานวนเมตาเซอรคาเรียของ H. taichui H. pumilio และ O. viverrini จากจํานวน 1, 2 ถึง 
10, 11 ถึง 20, และ > 20 (21 ถึง 30) genomic DNA ของตวัอยางถูกนํามาสกัดโดย Genomic DNA 
Mini Kit (Geneaid Biotech Ltd, Taipei City, Taiwan) ตามวธิีที่กําหนดมาตามคูมือที่แนบมากับ kit 
โดยผลจากการทําเมตาเซอรคาเรียตามจํานวนขางตนจะถูกเก็บเอามาวิเคราะหเทียบกับจํานวนที่ได
จากปลาแตละตัวในทองที่จรงิ (ซึ่งจากการสกัดจะมีเศษเนื้อปลาปนอยูบางเล็กนอย) โดยจํานวนเมตา
เซอรคาเรียแตกตางกันไปในแตละชนิดของปลาและชวงเวลาที่จับ  เมตาเซอรคาเรียจากปลาแตละตวั
จะถูกนํามารวมเพ่ือสกัดพรอมกันโดยไมตองแยกชนิดของพยาธิเพ่ือนําไปใชทดสอบ real-time 
quantitative PCR ในสภาวะทีเ่หมาะสม ในการน้ีจะใชปริมาณของ PCR แตละ mixture เปน 20 l 
ซชึ่งประกอบดวย PCR buffer (LightCycler 480 Probe Master), 0.3 M ของแตละ primer, 0.06 
M ของแตละ probe และ 1 l ของ DNA ตนแบบ โดยแตละชุดปฏิกิกริยาจะทาํทั้งหมด 3 ซ้ําและทํา 
negative control (ปราศจาก DNA ตนแบบ) และ positive control (10-6 ng ของ purified PCR 
product ของแตละพยาธิ) แตละ reaction จะเติม 10-7ng ของ purified PCR product ของ P. 
orphoides เพ่ือใหแนใจจะไมมีผลตอการยับยั้งปฏิกิรยิาที่ตองการ โดยจากการทดลองกําหนดให ใน
กรณีของ negative control คา Ct ไมควรเกิน Ct 39 และในกรณีของ IAC คา Ct ตองไมนอยกวา 33 
จึงจะถือวามีสิ่งยับย้ังปฏิกิรยิาจากการสกัด DNA  
 
การวิเคราะหท์างสถิติ 
 เพ่ือความถูกตองจากการแยกแยะ species จากการทํา PCR และจํานวน metacercariae 
ระหวางวธิี classical (tissue compression และ digestion) และวธิี real-time PCR ซึ่งผลความ
ถูกตองใช Chi-square test โดยใช SPSS software (version 18, SPSS Inc., Chicago, IL) โดยคา P-
value < 0.05 ถือวานาเชื่อถอื 
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ผลการทดลอง  
 จากการตรวจหาเมตาเซอรคาเรียของ O. viverrini ในปลาที่จบัจากพื้นที่ตําบลคลองนํ้าใส 
จังหวัดสระแกว จํานวน 3 คร้ัง คร้ังที ่1 ในเดือนธันวาคม 2554 คร้ังที ่2 ในเดือนมีนาคม 2555 และคร้ังที ่
3 ในเดือนพฤษภาคม 2555 พบวาจํานวนเฉล่ียของเมตาเซอรคาเรีย O. viverrini ตอจํานวนปลาที่ตรวจ
สูงสุดในปลาโจกในเดือนธันวาคม 2554 (ชวงปลายฝนเขาฤดูหนาว) คิดเปนอัตราเฉล่ียตอปลาที่ตรวจ
ทั้งหมดเทากบั 4.9 เม็ด (68/14) ในเดือนธนัวาคม 2554 เปนชวงทีพ่บเมตาเซอรคาเรีย O. viverrini มาก
ที่สุด เมื่อเทียบกับชวงเวลาอ่ืนและในเดือนพฤษภาคม 2555 (ชวงส้ินฤดูรอนตนฤดูฝน) เปนชวงทีพ่บเม
ตาเซอรคาเรีย O. viverrini นอยที่สุด ทัง้นี้เมตาเซอรคาเรียทีพ่บโดยมากเปนพวก unknown species ซึ่ง
จะไมนับและนํามาคํานวณในทีน่ี้ จากการเก็บและตรวจปลาทั้งหมดไมพบเมตาเซอรคาเรียใดๆ เลยใน
ปลาหมอซ่ึงเปนปลาในตระกลู Anabantidae แตจะพบเฉพาะปลาในตระกูล Cyprinidae 3 ชนิด ไดแก 
ปลาโจก ปลาตะเพยีนขาว ปลาแกมช้ํา ทัง้นีป้ลากระสูบจุดไมสามารถหาไดไดพื้นที่ในชวงเวลาที่
ทําการศึกษา จึงไมสามารถบันทกึผลได (รูปที่ 3) 
 สรุปตัวอยางตัวออนพยาธิจากปลาในตระกูล Cyprinidae จากการเก็บตัวอยางปลาท้ังหมด 3 
คร้ัง พบการติดเช้ือในปลากวา 80 % เปน O. viverrini โดยเปนผลที่ไดจากวธิ ีtissue compression และ 
digestion   

รูปท่ี 3. จาํนวนเมตาเซอรคาเรียที่เก็บไดจากปลา 3 ชนิดในตระกูล Cyprinidae (ปลาโจก ปลาตะเพียน
ขาว และปลาแกมช้ํา) และ อีก 1 ชนิดในตระกูล Anabantidae (ปลาหมอ) ในพืน้ที่ตําบลคลองนํ้าใส 
จังหวัดสระแกว 3 ชวงเวลา ไดแก ชวงปลายฤดูฝนเดือนธันวาคม 2554  ชวงตนฤดูรอน เดือนมนีาคม 
2555 และชวงปลายฤดูรอน เดือนพฤษภาคม 2555     
 
 ผลการแยกเมตาเซอรคาเรียจากเนื้อปลาโดยเทคนิค digestion ไดมีการทดสอบความ
คลาดเคล่ือนของวิธกีารดังกลาวในการรักษาจํานวนเมตาเซอรคาเรียกอนและหลังกระบวนการยอยและ
รอนแยกเมตาเซอรคาเรียจากเนื้อปลา พบวาเมื่อส้ินสุดกระบวนการสามารถรักษาจํานวนเมตาเซอร

จํานวนเมตาเซอรคาเรียจากตัวอยางปลา ตําบลคลองน้ําใส จังหวัดสระแกว 
ในเดือนธันวาคม 2554  มีนาคม และพฤษภาคม  2555
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คาเรียไวไดกวา 99% ผลดังกลาวสามารถประกันไดวาเมื่อทําการยอยและแยกเมตาเซอรคาเรียจากเนื้อ
ปลามีความผิดพลาดเพยีงเล็กนอยในการสูญหายของเมตาเซอรคาเรีย  
 
การหา Standard curve 
 การทาํ Multiplex real-time PCR โดยใชเคร่ือง LightCycler 480 system II โดยอุณหภูมิที่

เหมาะสมในการ run อยูที่ 60C เมื่อไดสภาวะที่เหมาะสมในกระบวนการดังกลาว Standard curve จึง
ถูกวัดจากจาํนวน copy ของ PCR product โดยตรง เพื่อใชเปนตัวเทียบกับปริมาณ DNA ที่ไดจากเมตา
เซอรคาเรียจํานวน 1 เม็ด ของพยาธทิุกชนิดที่ศึกษา ซึ่ง standard curve ของ O. viverrini H. taichui 
และ H. pumilio ไมมีความแตกตางกนั (รูปที่ 4) 

 
รูปท่ี 4  Standard curve จาก serial dilution ของ PCR product จากความเขมขน 10-3–10-7ng คิดเปน
จํานวน copy number เทากบั 5.1x107 – 5.1x103 copies ตามลําดับ  
  
นอกจากนีย้ังพบวาเมื่อเอา DNA ของ purified PCR product จากทัง้ 3 species ขางตนมารวมกนั และ
การใส IAC หรือไมใสลงในปฏิกิริยา ใหผลความแตกตางไปบางเล็กนอยดังตาราง 
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ตารางที ่2 สภาวะที่แตกตางที่สงผลตอการกาํหนด Standard curve 
 Single target Multiple target  

(without IAC) 
Multiple target  

(with IAC) 
Efficiency Sensitivity 

(numbers 
of PCR 
copies) 

Efficiency Sensitivity 
(numbers 
of PCR 
copies) 

Efficiency Sensitivity 
(numbers 
of PCR 
copies) 

H. taichui 99.5% 
R2 = 0.99 

50 104%
R2 = 0.99 

50 102% 
R2 = 0.99 

50

H. pumilio 95.0% 
R2 = 0.99 

50 99.5%
R2 = 0.99 

50 100% 
R2 = 0.99 

50

O. viverrini 99.5% 
R2 = 0.99 

50 105%
R2 = 0.99 

50 104% 
R2 = 0.99 

50

IAC 95.0% 
R2 = 0.99 

45 n/a n/a 99.5% 
R2 = 0.99 

45

 
 
การตรวจสอบ Species พยาธิและการประมาณจํานวนเมตาเซอรคาเรียผาน median cycle 
threshold value (Ct value)  
 จาก Reaction ที่ผานการหาสภาวะที่เหมาะสมแลวจึงนาํมาศึกษาโดยการทาํ multiplex real-
time PCR กับเมตาเซอรคาเรียที่ไดจากปลาในพืน้ทีโ่ดย species และจํานวนทีพ่บพบวาผลจากการ
ตรวจโดยเทคนิค real-time PCR พบวาหากพบเมตาเซอรคาเรียเพียง 1 เม็ด จะสามารถเทียบกับ Ct 
value ที่ 35 แตหากจาํนวนเมตาเซอรคาเรียอยูที่ประมาณ 2-10 เม็ด Ct value จะประมาณ 30 แตหาก
จํานวนอยูระหวาง 11-20 เมด็ Ct value จะอยูที่ประมาณ 26 แตกรณีที่จาํนวนเมตาเซอรคาเรียมากกวา 
20 เม็ด Ct value จะมากกวา 24 ดังตารางท่ี 3 และรูปที่ 5 
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ตารางที ่3 ประมาณจํานวนเมตาเซอรคาเรียผาน median cycle threshold value (Ct value) 
Parasites Numbers of metacercariae Median Ct value 

H. taichui, H. pumilio, and 

O. viverrini 

1 35 (34-36) 

2-10 30 (28-33) 

11-20 26 (24-28) 

>20  24 

 

 
รูปท่ี 5 ผลการปริมาณจํานวนเมตาเซอรคาเรียของเชือ้ปาราสิต 3 ชนิด ไดแก H. taichui H. pumilio 
และ O. viverrini ดวยวิธี real-time multiplex PCR โดยใช TaqMan probe ที่ติดสาร fluorophores 
จําเพาะตอ DNA สวน 28S rDNA ของเช้ือปราสิตทั้ง 3 ชนิด  
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การประเมินประสิทธิผลของการตรวจหาเมตาเซอรคาเรียในปลาดวยวธิ ี Conventional method 
และวธิี real-time PCR 
 ในการ run PCR ทุกคร้ังจาํเปนที่ผลของ control ไมวาจะเปน positive, negative หรือ IAC ตอง
ใหผลดีทุกคร้ังเพื่อใหผลที่ไดจากการทาํ multiplex real-time PCR นาเช่ือถือ จากการตรวจสอบโดยใช
วิธี real-time PCR เมื่อเทยีบกับวิธ ีtissue compression และ digestion ใหผลดังตารางที่ 4 
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ตารางที ่4 ประสิทธิผลของการตรวจหาเมตาเซอรคาเรียในปลาดวยวธิี Conventional method และวิธี real-time PCR 
Fish species No. 

of 
fish  

No. of metacercariae in fish (positive) 
                   Compression                                    Digestion  
(and identification under stereomicroscopy) 

Real-time PCR 

Ov Ht Hp Unk Ov Ht Hp Unk Ov Ht Hp Unk 
Barbonymus 
gonionotus 

20 0 (16) 
2-10 (4) 
 

0 0 >10 (20) 0 (9) 
1 (6) 
2-10 (5) 
 

0 0 >10 (20) 0 (9) 
1 (6) 
2-10 (4) 
11-20 (1) 

0 0 n/a 

Cyclocheilichthys 
enoplos 

20 0 (15) 
1 (2) 
2-10 (3) 

0 
 

0 >10 (20) 0 (9) 
1 (3) 
2-10 (8) 
 

0 0 (18) 
1 (2) 

>10 (20) 0 (9) 
1 (3) 
2-10 (7) 
11-20 (1) 

0 0 (16) 
1 (4) 

n/a 

Hampala dispar 20 0 0 
 

0 >10 (20) 0 (19) 
2 (1) 

0 0 >10 (20) 0 (19) 
2-10 (1) 

0 0 n/a 

Puntius orphoides 20 0 0 
 

0 >10 (20) 0 (19) 
2 (1) 

0 0 >10 (20) 0 (19) 
2-10 (1) 

0 0 n/a 

No. of fish positive  9 0 0 80 24  2 80 24 0 4  
% of fish positive  11.3 0 0 100 30 0 2.5 100 30 0 5 n/a 
Time for manually 
work per 10 fish 

 50 min - 2.5 hrs 1 day  1.5 hrs 
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ในการศึกษาจากการตรวจปลาในพืน้ที่พบวาหากใชวิธี Tissue compression จะพบปลา
ติดเช้ือ O. viverrini เพียง 9% โดยไมพบการติดเช้ือ Haplorchis เลยในปลา แตเมื่อใชวิธ ี
digestion พบวาปลาติดเช้ือ O. viverrini ประมาณ 30% โดยพบเมตาเซอรคาเรียของ H. pumilio 
ในปลาโจก โดยผลของวิธ ีreal-time PCR ใหผลไมตางจากวธิีนี ้

จากตารางขางตนแสดงผลวา Multiplex real-time quantitative PCR ใหผลดีกวาและ
แมนยํากวาวิธ ี tissue compression แตใหความถูกตองของผลการตรวจสอบทั้งชนิดและจํานวน
ของเมตาเซอรคาเรียไดใกลเคียงกับวิธ ี digestion โดยเมื่อนําเอาวธิ ี digestion และ real-time 
PCR เทียบกับวิธี tissue compression ใหความแตกตางอยางมีนยัยะสําคัญดังตารางที ่5 
 
ตารางที ่ 5 เทียบความถูกตองของผลการตรวจสอบท้ังชนิดและจํานวนของเมตาเซอร
คาเรียวธิี digestion และ real-time PCR เทียบกบัวธิี tissue compression 

Examination 

method 

N Positive 

frequency (%) 

Negative 

frequency (%) 

Chi-square 

(df) 

P value 

Compression 80 9 (11.25) 71 (88.75) 9.561 (1) 0.002

Digestion/ 

Real-time PCR 

25 (31.25) 55 (68.75)   

 
แตหากเปรียบเทียบระหวางวิธ ี real-time PCR และ digestion แมนวาจะใหความถูกตองแมนยาํ
เทาเทียมกนั แตวิธี digestion ตองการความสารถของผู identify เมตาเซอรคาเรียและตองใชเวลา
ในการแยกเมตาเซอรคาเรียออกมา identify ใตกลอง light microscope ซึ่งจะใชเวลานานมาก
หากจํานวนเมตาเซอรคาเรียที่ไดจากทองทีม่ีปริมาณมากโดยอาจจะตองใชเวลานานหลายชั่วโมง
ในการทํางานใหเสร็จซ่ึงเปนขอดีของวิธี real-time PCR เหนือวิธี digestion เนื่องจากเปนวธิีที่ไม
ตองการผูมีความสามารถในการ identify เมตาเซอรคาเรียและใชเวลาไมนานในการทราบผล โดย
คิดความตางในชวงเวลาเปน 16 เทา (ตารางท่ี 4) 
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง และขอเสนอแนะสาํหรับงานวจิยัในอนาคต 
เนื่องจากในปจจุบัน การกนิอาหารทีป่รุงจากปลาดิบๆ สุกๆ ยงัเปนเมนูทีน่ิยมเนือ่งจาก

เปนส่ิงที่สอดแทรกอยูในวัฒนธรรมการรับประทานอาหารของประชากรบางพ้ืนที่ เชน การนิยมกนิ
ปลาลา กอยปลาในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ของไทย ทําใหโรคติดตอผานปลายงัคงเปน
ปญหาหนกั โดยเฉพาะการติดเช้ือพยาธิใบไมตับ O. viverrini อยางไรก็ตาม พืน้ที่ในการแพร
ระบาดของพยาธิชนิดนี้มกัอยูในพืน้ที่เดียวกับพยาธิใบไมลําไสขนาดเล็ก Heterophyid intestinal 
flukes (HIFs) โดยลักษณะของตัวออนระยะติดเช้ือในปลาของพยาธทิัง้ 2 กลุม มีความคลายคลึง
กันตองการผูทีไ่ดมีความรูในการแยกชนิดของพยาธิจากระยะติดตอในปลา โดยบอยคร้ังมกั
ประสบปญหาเม่ือตองการศกึษาความชุกของพยาธิในพืน้ที่ระบาดเพื่อเปนขอมูลในการเฝาระวงั
การติดเช้ือแกสาธารณสุขเพือ่กระจายความรูสูชุมชนตอไป 

การศึกษานี้เปนการพัฒนาวธิีการตรวจแยกชนิดของพยาธิใบไมตับ O. viverrini และ
พยาธิใบลําไสขนาดเล็ก Heterophyid intestinal fluke และประมาณจํานวนตัวออนระยะติดเช้ือ
ในปลาโดยใชเทคนิค Multiplex real-time quantitative PCR ซึ่งสามารถจําแนกชนดิของพยาธิ O. 
viverrini, H. taichui และ H. pumilio ไดพรอมๆ กับสามารถประมาณจํานวนของเมตาเซอรคาเรีย
ไดในเวลาเดียวกันได  

ในอดีตมักพบปญหาในการตรวจชนิดพยาธิและนับจํานวนของเมตาเซอรคาเรียจากวิธ ี
Tissue compression ซึ่งจากการศึกษานี้ประเมนิไดวามีความนาเชือ่ถือของวิธีดังกลาวนัน้ตํ่ากวา
วิธี Digestion และ Real-time PCR อยางมีนยัสําคัญ (P<0.05; 0.002) ซึ่งหากทาํการตรวจ
ประมาณการติดเช้ือดวยวิธ ี Tissue compression จะมีความนาเชื่อถือในผลการประเมนิตํ่า 
อยางไรก็ตามจากการศึกษาการประเมินความถูกตองคลาดเคล่ือนของการประมาณจํานวนและ
การจําแนกชนดิพยาธพิบวาความถกูตองของวิธี Digestion และ Real-time PCR มีความเทาเทียม
กันในแงของความถูกตองแมนยาํ แตมีความแตกตางกนัในเชิงของเวลาที่ใช โดยวธิี digestion จะ
ใชเวลาในการตรวจปลาทีม่ีเมตาเซอรคาเรียที่มีปริมาณการติดเช้ือสูงมากกวากนัถงึ 16 เทา 
เนื่องจากวิธี digestion ตองการความถกูตองและความชํานาญของผูตรวจแยกชนดิของเมตาเซอร
คาเรียใตกลอง stereo-microscope และในบางกรณีอาจไมสามารถแยกชนิดจากสัณฐานคราวๆ 
ได จําเปนตองดูลักษณะเพือ่จําแนกชนิดผานกลอง Light microscope ซึ่งอาจจะตองเวลานาน
เปนวนัเพื่อใหไดผลที่ละเอียดและถูกตอง ซึ่งหากเทียบกับความถูกตองแลว Rea-time PCR จึง
สามารถเปนวธิีที่นาํมาใชเพิม่ประสิทธิภาพและประสิทธิผลในการทําตรวจแยกชนดิและประมาณ
จํานวนเมตาเซอรคาเรียจากปลาในทองที่ไดในปริมาณมากในเวลาจํากัด 

จากวธิี Multiplex real-time quantitative PCR ที่พัฒนาข้ึน นําไปใชเพื่อกับการปลาที่ได
จากพืน้ที่ทีม่ีรายงานพบการติดเช้ือพยาธิใบไมในปลาน้ําจืด ที่ตําบลคลองน้ําใส จังหวัดสระแกว 
ประเทศไทย โดยผลจากการตรวจปลาทัง้ 4 ชนิดไดแก ปลาโจก ปลาตะเพยีนขาว ปลาแกมช้าํ 
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และปลาหมอ พบวา ปลาในตระกูลปลาโจกเปนปลาทีพ่บการติดเช้ือสูงสุด ซึง่ใหผลสอดคลองกับ
วิธี digestion โดยสามารถตรวจแยกชนิดพรอมประมาณจํานวนของเมตาเซอรคาเรียไดในเวลา
เดียวกนั จากวิธีการขางตนมีศักยภาพเหนือกวาวธิี tissue compression เนื่องจากวธิี real-time 
PCR สามรถตรวจหาตรวจพบเมตาเซอรคาเรียของ H. pumilio หนึง่เม็ดจากปลาโจก 2 ตัว ซึง่
ใหผลสอดคลองกับวธิี digestion และ identification 

ในการพัฒนาเทคนิค PCR ที่ผานมาเปนการพัฒนาเพื่อใชในการแยกชนิดพยาธไิดเพียง
หนึง่ถงึสองชนดิเทานั้นและไมสามารถประมาณจํานวนของเมตาเซอรคาเรียได ซึง่อาจเปน
ขอจํากัดในการที่ตองการใชเทคนิค PCR กับการตรวจปลาที่มีเมตาเซอรคาเรียปริมาณมากๆ และ
มีการปะปนกันจากพยาธิหลายชนิด โดยประโยชนจากเทคนิคทีพ่ฒันานีน้าจะเปนประโยชนตอ
งานตรวจหาพยาธิใบไมติดตอผานปลาชนดิ O. viverrini, H. taichui, และ H. pumilio ซึ่งมกั
พบปะปนกนัในทองที ่ แมนวาเทคนิคที่พฒันาจะใชคาใชจายสูง หากแตสามารถนํามาใชกับงาน
ตรวจวินิจฉัยในงานที่ตองการความถูกตองและมีความจาํกัดในแงของเวลา นอกจากนี้ เทคนิคนี้
อาจนาํไปประยุกตใชสําหรับงานตรวจวนิิจฉัยไขพยาธจิากอุจจาระได เนื่องจาก probe และ 
primer มีศักยภาพในการแยกชนิดของพยาธิทั้งสามชนิดขางตนแมปริมาณ DNA ตนแบบจะมอียู
ในปริมาณนอย   
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ภาคผนวก 
 
1. การตรวจหาเมตาเซอรคาเรียในเนือ้ปลาดวยเทคนิค tissue compression  
 เทคนิคนี้เปนวธิีการตรวจหาเมตาเซอรคาเรียหรือตัวออนพยาธิที่ฝงตัวอยูในเนื้อเยื่อของ
โฮสต โดยใชการกดเนื้อเยื่อบนแผนกระจกใสบางจํานวน 2 แผน โดยมีวิธีการปฏิบัติดังตอไปนี้ 
1.1. วัสดุและอุปกรณ 
 - ถาดพลาสติก 
 - ไมบรรทัด 
 - แผนกระจกบางใสขนาด 10 x 15x 0.5 เซนติเมตร 
 - เคร่ืองชั่งน้ําหนกัอยางหยาบ 
 - มีด 
 - กลองจุลทรรศนชนิด Stereo-microscope 
 - น้ําเกลือ (0.85% NaCl) 
 - หลอดหยด (Dropper) 
 - เคร่ืองนับจํานวนแบบมือกด (Hand tally counter) 
1.2. วิธีทาํ 
 - แยกชนิดปลา วัดขนาด และช่ังน้ําหนกัปลาแตละตัว พรอมใหหมายเลข 

- ลางปลาใหสะอาดแลวเอามีดเปดชองทองของปลาเพื่อเอาอวัยวะภายในออกทั้งหมด 
 - แรเนื้อปลาออกแลวแยกหนังของปลาแตละตัว 

 - สวนเนื้อปลา เอามาวางไวบนกระจกใสหนาประมาณ 0.5 เซนติเมตร ใส 0.85% NaCl 
ประมาณ 5 หยด เพื่อไมใหเนื้อปลานั้นแหงเกนิไป 
- กดทับเนื้อปลาดวยกระจกอีกบาน ขนาดซึ่งมีขนาดเทากัน จนเนื้อปลาแผออก 
- นาํเนื้อปลาที่อยูระหวางแผนกระจกไปสองดูใตกลอง Stereo-microscope เพื่อตรวจหา
ตัวออนระยะเมตาเซอรคาเรียพรอมทัง้จาํแนกชนิดของเชื้อปรสิตจากสัณฐานภายนอก นับ
จํานวนแยกตามชนิดและบันทกึผล  

 
2. การแยกเมตาเซอรคาเรียจากเน้ือปลาดวยวธิี tissue digestion  
 วิธีนีม้ีวัตถุประสงคเพื่อตรวจหาปรสิตที่อาศัยในเนื้อเยือ่ โดยการยอยดวยสารละลาย
น้ํายอยสังเคราะหชนิด Pepsin ซึ่งจะทาํใหปรสิตที่มถีูกแยกออกจากเสนใยของเนื้อเยื่อจึงงายตอ
การตรวจพบและการจัดจําแนกชนิดอีกดวย 
2.1. วัสดุและอุปกรณ 
 - บีกเกอร ขนาด 50 มิลลิลิตร 
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 - แผนพลาสติกใสถนอมอาหาร (Plastic wrap) 
 - ปากคีบ (Forceps) 
 - มีด 
 - ถาดแกว (Petri dish) 
 - แทงแกวคนสาร (Stirring rod) ความยาว 10 นิว้  
 - สารละลายน้าํยอยสังเคราะหชนิดเปปซิน ความเขมขน 0.5% และอัตราสวนของ 
เนื้อเยื่อ : สารละลายน้ํายอยคือ 1: 10 
 - น้ําเกลือ (0.85% Nacl) 
 - เคร่ืองนับจํานวนแบบมือกด (Hand tally counter) 
 - พาสเตอร ไปเปต (Pasteur pipette)  
  
สารละลายเปปซิน 10 มิลลลิิตร ความเขมขน 0.5%
ผงเปปซนิ (มลิลิกรัม) 50
กรดเกลือเขมขน (Hydrochloric acid)
(มิลลิลิตร)  

0.05

น้ํากล่ัน (มิลลิลิตร) 10
 - อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 37 องศาเซลเซียส 
2.2. วธิีทาํ 
 - สับตัวอยางเนื้อเยื่อใหเปนช้ินเล็กๆ 
 - คีบช้ินเนื้อใสลงในบีกเกอรดวยปากคีบ 
 - เติมสารละลายเปปซินในอัตราสวนของ ตัวอยางเนื้อเยื่อ ตอ สารละลายเปปซิน 
ประมาณ 1 ตอ 10 
 - ต้ังหลอดแกวในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิเพื่อใหน้ํายอยทํางานที ่37 องศาเซลเซยีส โดยใน
ระหวางนั้นใหคอยคนดวยแทงแกวคนสารทุกๆ 15 นาท ี
 - ภายหลังการยอยสมบูรณ เติมน้ําเกลือลงไปอีก 1 สวน แลวคนใหสารแขวนลอยฟุง  
 - เนื้อปลาและสารแขวนลอยที่เกิดจากการยอยจะมีน้ําหนักเบากวาเมตาเซอรคาเรีย 
ดังนัน้เมตาเซอรคาเรียจะตกลงสูกนของบีกเกอรภายในเวลา 10นาที  
 - เมื่อปลอยใหเกิดการตกตะกอนประมาณ 10 นาท ี เทสารแขวนลอยดานบนบีกเกอรออก 
1 สวน จากทั้งหมด 2 สวน โดยในการเท จะเทแบบคร้ังเดียว เพื่อไมใหเกิดการฟุงของตะกอน
ดานลางที่มีเมตาเซอรคาเรียอยูดวย  
 - เทสารแขวนลอยที่ถกูทาํใหใส และงายตอการตรวจสอบเมตาเซอรคาเรีย ลงในถาดแกว
ใส  
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 - ตรวจหาปรสิตภายใตกลองสเตอริโอ (Stereo-microscope) พรอมจําแนกแนกชนิดโดย
สัณฐานภายนอก และนับจํานวนแตละชนดิ 
 - ใชพาสเตอรไปเปตดูดเมตาเซอรคาเรียเก็บรักษาไวใน 80% EtOH ที่ -20 องศาเซลเซียส 
เพื่อใชในข้ันตอน real-time PCR ตอไป 
 
3. การจัดจําแนกชนิดของเมตาเซอรคาเรียจากสัณฐานภายนอก 
 
ชนิด/ ลักษณะ O. viverrini H. taichui H. pumilio 

ขนาดและรูปราง รูปไข รูปไข ทรงกลม 

สีของพาเรนไคมา สีเหลืองและมเีม็ดสี
กระจายทั่วไป 

สีน้ําตาล สีเหลืองและมเีม็ดสี
กระจายทั่วไป 

ชองวางภายในซีส นอยมาก นอยมาก นอยมาก 

ขนาดของ oral 
sucker 

ใหญ ใหญ ใหญ

ขนาดของ  
ventral sucker 

ใหญ เปน modified 
sucker ลักษณะ
คลายหว ี กลวย 
(Crescentic group 
of sclerites)  

เห็นไมชัดเจน  

ลักษณะของ 
excretory bladder 

O- or V-shape
 

O- or V-shape
 

O-shape 

เมตาเซอรคาเรีย 
(x100) 
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4. การออกแบบ PCR primers และ TaqMan probe 
4.1. หลักการการออกแบบ primer 

 การเลือก Primer หรือ DNA สายส้ันๆ ที่สามารถเขาคูสมกับ DNA ตนแบบทีบ่ริเวณ
จําเพาะนั้นเปนสวนซ่ึงสําคัญที่สุดจะเปนตัวกําหนดวาการเพิม่จํานวน DNA ในกระบวนการ PCR 
จะประสบผลสําเร็จหรือลมเหลว ดังนัน้กอนเร่ิมกระบวนการ PCR การออกแบบและพิจารณา 
primer ที่เหมาะสมจงึเปนงานแรกๆ ทีต่องทําใหถกูตองแมนยาํ โดยในการเลือก primer ที่ดีมี
หลักการดังนี ้

- เลือก primer ที่มีการกระจายตัวของ base  ตาง ๆ เหมอืนกันกับ sequence ที่เราจะเพิ่ม
จํานวน หลีกเหล่ียง primer ที่มี polypyrimidine หรีอ polypurine และควรมีจํานวน G+C 
ประมาณ 50% ข้ึนไปจากความยาวของ primer 

- หลีกเหล่ียง primer ที่จะเกิด secondary structure เชน hairpin และ primers  
- หลีกเหล่ียง primer ที่จะทาํใหเกิด primer dimer โดย primer ทั้ง 2 เสน จะตองไมมปีลาย

ดาน 3' ของ primer ไปเขาคูสมกันเองกับ primer ดวยกันเอง 
-  มีคา Tm อยูในชวง 55-65°C และคา Tm ของ primers ทั้งคูควรมีคาใกลเคียงกนัโดยการ

หาคา Tm ของ primer โดยการใช software หรือ สูตรคํานวณงาย ๆ ดังนี ้
                                         

Tm = 4 (G+C) + 2 (A+T) 
 

ซึ่งจะไดคา Tm อยางคราว ๆ จากนั้นเปรียบเทียบการทาํ PCR โดยใชอุณหภูมิ 
annealing ทีต่างกนั (ประมาณ 3-5°C) หลาย ๆ อุณหภูมิ โดยใชสําหรับข้ันตอน annealing ควร
เปนอุณหภูมิตํ่ากวา 50°C  โดยหากตํ่ากวานี้จะมีโอกาสทําใหการเขาคูของ primer ในบริเวณที่ไม
จําเพาะทําใหได PCR product ผิดจากที่ตองการ ในขณะที่หากใชอุณหภูมิสูงไปก็จะเพิ่ม
ความจาํเพาะเจาะจงระหวาง primer กบับริเวณที่ตองการให primer ลงเกาะ ซึง่จะสงผลใหใน
บางคร้ังอาจจะทําใหได PCR product ในปริมาณนอยหรืออาจไมไดเลย สําหรับความเขมขนของ 
primers ที่เหมาะสมควรอยูในชวง 0.1-0.6 μM (ยกเวนในบางกรณี อาจใชความเขมขนถงึ 1 μM) 
การใช primers ในปริมาณทีม่ากเกินไป จะทําใหโอกาสการเกิด mispriming  primer-dimer และ 
non-specific amplified product เพิ่มสูงข้ึนในทางกลับกัน การใช primers ในปริมาณทีน่อย
เกินไป จะทำให primers ในปริมาณทีน่อยเกินไป จะทําให primers ถูกใชหมดกอนปฏิกิริยาส้ินสุด
ลง เปนผลใหผลผลิตของปฏิกิริยาลดลง 
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4.2 บริเวณที่ออกแบบ primers จาก 28 S ribosomal sequences 

 

 
 
ซึ่ง primers คูนี้เปนคูเดียวทสีามารถเพิ่มขยายปริมาณ DNA ของ O. viverrini H. taichui และ H. 
pumilio ในขนาดประมาณ 180 คูเบส 
 
5. การออกแบบ Taqman probe สําหรบั multiplex realtime PCR 
 Taqman Probe เปนการใช oligonucleotide เสนเดียว โดยปลาย 5' ของ probe จะมี
การติดฉลาก reporter dye และภายในสาย probe หางจาก reporter dye ไมเกิน 5 คูเบส จะติด
ฉลากดวย Quencher dye หลังจากการ hybridization แลว เมื่อ reporter dye ถูก excite ดวย
แสงแสงจะถานเทพลังงานผานไปที่  Quencher dye โดย Quencher dye จะดูดซบัพลังงานนัน้ไว 
แลวคายออกมาในรูปของแสงท่ีมชีวงความยาวคล่ืนเพิม่ข้ึน เมื่อกระบวนการ PCR เขาสูชวงการ
สรางดีเอ็นเอสายใหม 5' exonuclease activity ของเอ็นไซม Taq DNA polymerase จําทาํการ
ยอย Taqman probe ทําให reporter dye หลุดเปนอิสระและหางจาก Quencher fluorophore 
ดังนัน้ fluorescence ของ reporter fluorophore จะถูกวัดได ในระหวางแตละรอบของ PCR 
cycle แสง fluorescence จะเพิ่มข้ึนเพราะมีจํานวน reporter fluorophore ที่เปนอิสระ สะสมมาก
ข้ึนเร่ือยๆ 
5.1. การออกแบบ Taqman probe 
 Probes สามารถออกแบบโดยใช Primer design software สําหรับเคร่ือง real-time PCR 
รุน LightCycler 480 system II โดยมหีลักการดังตอไปนี ้
 - Probe ตองมีความยาวระหวาง 13 ถึง 25 คูเบส 

 - Melting temperature (Tm) ควรอยูในชวงประมาณ 68C ถึง 70C    
 - GC content ควรอยูในชวงระหวาง 30% ถึง 50% 

Forward primer 

Reverse primer
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 - ดาน 5’ ไมควรลงทายดวย guanosine residue เนื่องจาก guanosine residue ที่อยู
ใกลเคียงกับ reporter dye สามารถระงับ reporter fluorescence แมนวาจะถกู cleavage แลว  
 - หลีกเล่ียงการใช sequences สายยาวๆ ที่มี identical nucleotides มาออกแบบ probe   
5.2. ตําแหนงของ Taqman probe  
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Six species of heterophyid intestinal flukes (HIFs) constitute the major endemic zoonotic fish-borne patho-
gens in Asia: Haplorchis taichui, H. pumilio, H. yokogawai, Procerovum varium, Stellantchasmus falcatus, and
Centrocestus formosanus. Several different species of these parasites are often found co-infecting the same
second intermediate fish host. Because of their morphological similarities, differentiating between species
of HIF metacercariae is difficult, time-consuming, and frequently results in misidentification. In this study,
we aimed to develop an efficient and accurate method of identifying metacercariae of these 6 HIFs. Metacer-
cariae were roughly grouped together, based on morphological characteristics seen under a stereomicro-
scope. Then, PCR-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) was used to identify the exact
species of each metacercaria, using the 28S ribosomal RNA gene as the genetic marker and MboII as the re-
striction enzyme. Using a combination of morphological and molecular methods eliminates the need for
DNA sequencing and infecting animal subjects to obtain adult worms, increases accuracy, and decreases
the need for laborious morphological identification. Because the method is simple, rapid, and relatively
cheap compared with PCR-sequencing, it may be an effective tool for epidemiological studies of HIFs in en-
demic areas.

Crown Copyright © 2011 Published by Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
1. Introduction

Heterophyid intestinal flukes (HIFs) of the family Heterophyidae
include several species pathogenic to humans, including Haplorchis
taichui, H. pumilio, H. yokogawai, Procerovum varium, Stellantchasmus
falcatus, and Centrocestus formosanus which cause heterophyiasis
[1,2]. H. taichui has been suggested as an etiological agent causing ir-
ritable bowel syndrome-like symptoms [3]. In addition, brain inva-
sion by an H. pumilio adult worm has been reported, evidenced by
encapsulated eggs in human brain tissues [4].

Human pathogenic HIFs are widely distributed across East and
Southeast Asia. HIF infection is an emerging public health issue in
the Lower Mekong Basin, such as Lao PDR, Vietnam, and Thailand
[1,2]. Humans become infected with HIFs by consuming uncooked
or improperly cooked fish [1,2,5,6]. Several families of fish, particular-
ly certain species of the family Cyprinidae, harbor HIF metacercariae,
the infective-stage larvae [7,8]. The fish then facilitate the transmis-
sion of parasites to definitive hosts in endemic areas [1,9]. As long
as HIF cycles are maintained in the environment, and humans do
Ratchathewi, Bangkok, 10400,
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not change their eating behaviors, re-infections and chronic infec-
tions can occur [1].

Current estimations of HIF prevalence is mainly done through fish
examination [10,11]. Metacercariae in or on the fish body are separat-
ed and then the parasite species is typically microscopically identified
based on morphology [12]. Since the morphological criteria for classi-
fying HIFs is difficult and complicated [13], misidentification often oc-
curs if the method is performed by a novice.

PCR-based molecular identification has been used to confirm the
identity of HIF metacercariae following morphological analysis
[14,15]. Chuboon and Wangsawad [15] developed a method based on
the High Annealing Temperature-Random Amplified Polymorphic
DNA (HAT-RAPD) technique. However, this method has only been test-
ed for 4 species and shows inadequate sensitivity. The PCR-Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) method is an alternative
approach, used for the molecular identification of helminthes [16].
This method can provide specific band patterns of many species, using
highly conserved regions, such as rDNA genes, as a genetic marker
[17-19].

In this study,we aimed to develop aneffectivemethod to identify the
metacercariae of the 6 human pathogenic HIFs common to East and
Southeast Asia: Haplorchis taichui, H. pumilio, H. yokogawai, Procerovum
varium, Stellantchasmus falcatus, and Centrocestus formosanus [1,2].
. All rights reserved.
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Table 1
Predicted 28S rDNA fragments of 6 human pathogenic-heterophyid intestinal flukes
after MboII digestion in PCR-RFLP.

Species PCR amplicons
of 28S rDNA

MboII cleavage site
(nucleotide position)

Predicted fragment
size (base pair)

Haplorchis taichui 1290 356, 508 152,356, 782
H. pumilio 1286 356 356, 930
H. yokogawai 1290 356, 474, 1110 118, 180, 356, 636,
Procerovum varium 1290 356, 474 118, 356, 816
Stellantchasmus
falcatus

1291 355, 473, 694 117, 221, 355, 597,

Centrocestus
formosanus

1286 356, 696 340, 356, 590

Note: bold face: fragments corresponding to species-specific bands.

Fig. 1. Sensitivity of the designed PCR primers. A serial genomic DNA dilution ofH. taichui
(representative of all species studied) was amplified by 28S-Het_RFLP F&R primers.
Lane 1: 100 bp ladder marker. Lanes 2 to 6: PCR products of serial genomic DNA dilution
from 1 ng, 10−1 ng, 10−2 ng, 10−3 ng, and 10−4 ng, respectively.
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Mixed infections, involving two or more of these species, often occur in
intermediate fish hosts, and also in humans [20]. As a first step, the
metacercariae of these 6 HIFs were roughly identified morphologically
under a stereomicroscope. Then, using a simple PCR-RFLP method
with large subunit ribosomal DNA (LSU rDNA; 28S rDNA) as the DNA
marker, the exact species was determined. The 28S rDNA amplicons
provided specific band patterns for each parasite after cleavage with
the restriction enzyme,MboII. The combined morphological and molec-
ular-assaymethods provided an effective guideline for the identification
of metacercariae of the 6 human pathogenic HIFs.

2. Materials and methods

2.1. Sample collection and identification of metacercariae

Samples of freshwater fish – of the species Barbodes gonionotus,
Anabas testudineus, Trichogaster trichopterus, and Mystus singaringan –

were collected from natural water sources in Thailand. Metacercariae
were separated from the fish by pepsin digestion method [21] and
identified under a light microscope, according to the Haplorchiinae
morphological identification criteria [13]. Then, 100 metacercariae
of each species were selected by the characteristics seen under a
60× magnification stereomicroscope. Since we could not obtain the
metacercariae of S. falcatus, the rough characteristics of encysted
metacercaria of this parasite were followed, as described by Chai et
al. [22]. A photograph of an S. falcatus metacercaria was taken by
one of the authors in Vietnam. For the molecular study, we used
voucher specimens of adult S. falcatus worms from patients in Nam
Binh Province, Vietnam.

2.2. PCR conditions

Genomic DNA was extracted from 10 metacercariae per species
(~2 ng/μl) and from 5 adult worms of S. falcatus (~4 ng/μl) using tis-
sue genomic DNA mini kits (Geneaid, Taiwan), according to the man-
ufacturer's protocol. The concentrations of genomic DNAs were
measured by NanoDrop® spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Inc., Delaware, USA). PCR primers were designed from
28S rDNA sequences of H. taichui, H. pumilio, H. yokogawai, P. varium,
S. falcatus, and C. formosanus (GenBank accession nos. HM004181,
HM004173, HM004177, HM004182, HM004174, and HQ874600, re-
spectively). The PCR primers used were 28S-Het-RFLP F (5′CTA ACA
AGG ATT CCC TYA GTA AC 3′) and 28S-Het-RFLP R (5′TTC GAT TAG
TCT TTC GCC C 3′). PCR amplicons were approximately 1290 bp in
length. 50 μl of each PCR reaction was composed of the 1xTopTaq
master mixed kit (1U TopTaq polymerase, 1.5 mM MgCl2, and TopTaq
polymerase buffer), 20 pmol of each primer, and 1 μl of the DNA tem-
plate. The genomic DNA of H. taichui, the representative species, was
prepared as serial dilutions (1 ng/μl to 10−4 ng/μl) to evaluate the
sensitivity of the designed primers. The PCR reactions were adjusted
to final volume by adding sterile double-distilled water. PCR reactions
were carried out with initial denaturation at 95 °C for 3 min, followed
by 34 cycles of 95 °C for 45 s, 60 °C for 45 s, and 72 °C for 1 min. The
final extension was performed at 72 °C for 8 min.

2.3. PCR-RFLP

About 1290 bp of 28S rDNA sequences of each species were
obtained from GenBank to draw the digestion sites of MboII and to
determine the expected fragment sizes (Table 1). Genomic DNA was
extracted from a single metacercaria (~0.2 ng/μl) of each species
studied, and PCR was performed as described above. After purifying
the PCR products with the Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit
(Geneaid, Taiwan), about 500 ng each of purified PCR product was
digested with the restriction enzyme MboII (New England BioLab
Inc., Massachusetts, USA) at 37 °C for 45 min. The enzymatic digestion
was stopped by heating at 65 °C for 15 min. The final digested PCR
amplicons were run on a 2% agarose gel at 50 V for 1 hour and the
band patterns were visualized on a UV transilluminator. The PCR-
RFLP figure was photographed with Gel Documentation (G-Box
(HR); Syngene, UK).

2.4. Identification of species-specific bands

Various combinations of extracted genomic DNA solution of each
HIF (~0.2 ng/μl used for each species) were artificially mixed to see
the resolutions of the mixed PCR-RFLP band patterns. PCR was carried
out according to the condition described in Section 2.2. All possible
two-species combinations were studied. In addition, the genomic
DNA of all 6 species were combined together to determine band-pat-
tern resolution.

3. Results

3.1. Primer-set sensitivity and PCR-RFLP band patterns

Using the PCR primers described, partial 28S rDNA was amplified
at all dilutions, from 1 ng to 10−4 ng (Fig. 1). The PCR-RFLP band pat-
terns of 6 HIFs were examined after the digestion of 28S rDNA ampli-
cons with MboII (Fig. 2). As predicted by the MboII cleavage-site
analysis (Table 1), species-specific bands were observed at the
expected molecular-size positions (Fig. 2). In addition to the spe-
cies-specific bands, all 6 species shared the ~356 bp band. The



Fig. 2. PCR-RFLP band patterns of 28S rDNA amplified amplicons from the 6 HIFs stud-
ied digested withMboII. Lane 1: 100 bp ladder marker. Lanes 2 to 7: band patterns of H.
taichui, H. pumilio, H. yokogawai, P. varium, S. falcatus, and C. formosanus, respectively.
The fragment size shows on the right of the figure.
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118 bp band was shared by H. yokogawai, P. varium and S. falcatus,
which was also predicted by the cleavage-site analysis (Table 1).

3.2. PCR-RFLP band patterns of mixed metacercarial DNA

To evaluate the resolution of the PCR-RFLP band patterns where N1
specie's DNA were present simultaneously in the same tube, the ge-
nomic DNA of multiple HIF species were mixed together artificially
and examined by PCR-RFLP assay. According to the species-specific
band patterns, the PCR-RFLP could distinguish between species for
every pair of HIFs (Fig. 3). Even when all 6 species were present at
the same time, the species-specific bands were still identifiable in
gel-electrophoresis.

4. Discussion

The identification of heterophyid-intestinal-fluke (HIF) metacer-
cariae, based on morphology alone, is difficult because subtle charac-
teristic differences are sometimes hard to discern. This is true even
under a light microscope, particularly for the modified ventral sucker.
The accuracy of this method depends on investigators with vast
knowledge and extensive experience. As surveying natural fish popu-
lations to determine parasite prevalence may result in a large number
of samples, identifying all these metacercariae individually is laborious
and time-consuming. Because of this, animal subjects are often infected
Fig. 3. PCR-RFLP band patterns of 28S rDNA amplified amplicons artificially mixed together t
each species. Lane 1: ladder marker. Lanes 2 to 16: mixed genomic DNA between two specie
Hp: H. pumilio, Hy: H. yokogawai, Pv: P. varium, Cf: C. formosanus, and Sf: S. falcatus.
with metacercariae and subsequently euthanized to obtain adult
worms, which are much easier to identify morphologically [12].

Nowadays, molecular identification by PCR-RFLP can be used ef-
fectively with a wide variety of phyla [18,23,24] to confirm species
based on species-specific band patterns of the target gene, after diges-
tion with restriction enzyme. The PCR-RFLP method can identify spe-
cies quickly, without the need for expensive DNA sequencing-based
assays. In this study, the PCR-RFLP method was used to differentiate
6 human pathogenic HIFs: Haplorchis taichui, H. pumilio, H. yokogawai,
Procerovum varium, Stellantchasmus falcatus, and Centrocestus formo-
sanus. We used the 28S rRNA gene as a DNA marker because it has
enough fixed nucleotide differences among all 6 species studied.
After digesting the PCR amplicons with MboII, all 6 parasites were
clearly distinguishable from each other due to their respective
species-specific band patterns (Fig. 2). Moreover, this gene has previ-
ously been used for studying their phylogenetic relationships with
other species in the family Heterophyidae [25].

After roughly grouping the metacercariae by morphological char-
acteristics (Table 2), each metacercarial species was confirmed by
PCR-RFLP. The combination of morphological and molecular methods
provides a simple approach to identifying the metacercariae of the 6
HIFs studied, without having to infect animal subjects or sequence
DNA. Only a few morphological characteristics of the metacercariae
are key to the preliminary separation of species. PCR-RFLP also re-
quires only 1 metacercaria. As shown in Fig. 3, two co-incident meta-
cercarial species can be clearly discriminated. Even when all 6
different types of suspected species were mixed together in the
same PCR and digestion reactions, the species-specific bands were
still identifiable.

As an alternative to PCR-RFLP, multiplex PCR could also have been
used for the molecular identification of other helminths [26,27]. How-
ever, species-specific primers for each species would be necessary to
avoid misidentification, which is rather costly compared with PCR-
RFLP. The present results clearly showed species-specific bands in
PCR-RFLP, even when the DNA of multiple species were mixed to-
gether (Fig. 3); therefore, it is unnecessary to employ more expensive
multiplex PCR. PCR-RFLP is also more sensitive and specific than HAT-
RAPD [15].

Since the PCR-RFLP developed here could detect very small
amounts of genomic DNA (≈10−4 ng), it may also have useful appli-
cations in identifying the cercarial stages of the same 6 species from
freshwater snails, and the molecular diagnosis of parasite eggs in
human or animal fecal samples from HIF-endemic areas.

In this study, we specifically developed PCR-RFLP to identify 6
human pathogenic HIFs common to East and Southeast Asia. To
apply this method to other species in the family Heterophyidae, 28S
rDNA sequence data are required. Because the PCR-RFLP method
o simulate co-infections, then digested withMboII. 0.2 ng of genomic DNA, was used for
s being possible. Lane 17: the band pattern of all species mixed together. Ht: H. taichui,
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Table 2
Morphological characterization of HIF metacercariae pathogenic to humans. Images are 60× magnification and observed under a stereomicroscope.

Species/characters H. taichui H. pumilio H. yokogawai P. varium S. falcatus C. formosanus

Shape Elliptical Round Elliptical Elliptical Elliptical Elliptical
Color of parenchyma Brownish Yellowish with small dots

of pigment scattered
Yellowish Yellowish Yellowish Yellowish

Body in cyst space Nearly full Nearly full Nearly full Nearly full Space ++ Space +
Oral sucker Large Large Small Small Small With circumoral spines
Ventral sucker Crescentic group of sclerites Never Never Never Never Ventral sucker-like
Excretory bladder O- or V- shape O-shape O- or V-shape O-shape (look like

oil vacuole inside)
O-shape X-shape

Metacercaria (×100)
Scale bar=50 μm
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described here is simple and relatively cheap, it can increase the accu-
racy of species identification and decrease time wastage. This will
allow for more precise and efficient measurements of HIF prevalence
in intermediate hosts, especially freshwater fish.
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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 
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accuracy, saving both skilled manpower and time for the study of FZT prevalence, especially 

in 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. 
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INTRODUCTION 

 Infections with fish-borne zoonotic trematodes (FZT), particularly Opisthorchis 

viverrini and heterophyid intestinal flukes, have been a public health problem, especially in 

Southeast Asia (Chai et al., 2005; Keiser and Utzinger, 2005). Around 67.3 million people are 

at risk of O. viverrini infection, and it has been estimated that 10 million people have been 

infected by this parasite (Keiser and Utzinger 2005, 2009). O. viverrini is a type 1 carcinogen 

that can induce cholangiocarcinoma (Kaewpitoon et al., 2008; IARC, 2011). Although the 

consumption of properly cooked fish has been encouraged for the more effective control of 

FZT infections, traditional uncooked fish dishes, such as Koi-Pla, Pla-Som, and Pla-La, 

remain popular, particularly in northeastern Thailand and Lao PDR (Kaewpitoon et al., 2008; 

Rangsin et al., 2009). Therefore, infections with these parasites remain frequent. 

 There are several reports of metacercarial contamination of aquacultured fish in FZT-

endemic areas, such as southern China, Vietnam, and Thailand (Lun et al., 2005; Phan et al., 

2010; Saenphet et al., 2008). These findings reveal a potential transmission route for parasites 

to non-endemic areas through the market chain (Phan et al., 2010a). In addition, the 

aquaculture industry in FZT-endemic areas has expanded to supply an increasingly global 

market (FAO, 2010). The ability to detect fish contaminated with infective-stage FZT is 

important for prevention and control (Johansen et al., 2010). Knowing the prevalence of fish 

contamination with metacercariae, especially in endemic areas, is important for evaluating the 

risk of FZT infection, especially by O. viverrini (Phan et al., 2010b). Recently, two techniques 

have been used, the compression and digestion methods. These conventional techniques have 

limitations, largely in their being time-consuming not just in identifying species of 

metacercariae which are found, but particularly in providing prevalence information of FZT in 

endemic areas, where large numbers of fish need to be examined (Kumchoo et al., 2005). 

Although more sensitive, specific and timesaving methods, such as techniques based on 
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polymerase chain reaction (PCR), have been developed, most aim to detect and discriminate 

different species of parasite eggs in stool (Sanpool et al., 2012; Sato et al., 2010; Lovis et al., 

2009). 

 Among these PCR-based techniques, real-time PCR is the most powerful tool for 

small DNA template samples. This method can discriminate between 3-4 different pathogenic 

species, and can simultaneously evaluate amounts of DNA. Real-time quantitative PCR is 

also very useful in determining degrees of contamination of parasites from different sources 

(Basuni et al., 2011). The method has been used to detect and quantify pathogenic parasites 

contaminating a number of different sources, such as stool and the larvae of intermediate 

hosts (Basuni et al., 2011; Jarvi et al., 2012). 

 The present study aimed to develop an effective technique for discriminating between 

species of FZT (O. viverrini, Haplorchis taichui, and H. pumilio) that frequently co-infect the 

same fish intermediate host. This study also aimed to determine levels of metacercarial 

infection in fish, and to evaluate methods developed using conventional parasitological 

techniques. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Sample collection 

 Four species of barbs, Barbonymus gonionotus (silver barb), Cyclocheilichthys 

enoplos (soldier river barb), Hampala dispar (spotted hampala barb), and Puntius orphoides 

(red check barb) were selected among freshwater fish, because of their reportedly high 

prevalence of infection with FZT in endemic areas (Sithithaworn et al., 1997; Waikagul, 

1998). Twenty fish of each species were collected from canals in Tambon Ban Khlong Nam 

Sai, Sa Kaeo Province, Thailand (Georeference coordinate 12° 35' 60''N 102° 4' 60''E) in 

March 2012 for detecting and determining the number of metacercariae in each fish. H. 
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taichui, H. pumilio, and O. viverrini metacercariae, for optimization of real-time PCR 

conditions, was obtained from a sample stock collection at the Department of Helminthology, 

Faculty of Tropical Medicine, Mahidol University. 

 

Compression and digestion methods 

 Fish samples were preserved in ice and transported to the Department of 

Helminthology, Faculty of Tropical Medicine, Mahidol University, Thailand within 5 hours. 

The fish were kept on ice during examination. The length and weight of each fish was 

recorded before the metacercaria-examination process began. Fish samples were about 15 cm 

in length and were < 200 g in weight. The whole body of each fish was examined using the 

compression method: first by grinding the body, then compressing the ground meat between 

thin glass plates (Sayasone et al., 1997; Vichasri et al., 1982). FZT metacercariae per fish 

were identified and their numbers estimated. Afterwards, each fish was digested in 1% pepsin 

to release metacercariae from muscle (WHO, 1995). Digested fish muscle was put on a sieve 

(1 mm x 0.5 mm) and washed in normal saline 3 times, until small particles flowed through 

the sieve holes. Normal saline containing the metacercariae was left for 15 min, then half of 

the solution was discarded, and all metacercariae collected from each fish. The potential 

inaccuracy of metacercarial recovery was considered by setting 3 replications, and the 

digested fish meat was found to contain 10 metacercariae. After the digestion process, the 

percentage of metacercariae recovered could be determined. Metacercariae recovered from 

each fish were identified under a stereo-microscope, and the number of metacercariae 

obtained from each species was counted. Metacercariae were identified based on the 

morphological characteristics described by Keawkes (2003) for O. viverrini, and Thaenkham 

et al. (2011) for heterophyid intestinal flukes (Keawkes, 2003; Thaenkham et al., 2011). 
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Preparation of purified PCR target region for construction of standard curve 

Ten metacercariae of each parasite – Haplorchis taichui, H. pumilio, and O. viverrini 

– were extracted using a Genomic DNA Mini Kit (Geneaid, Taipei, Taiwan). Around 2 ng /l 

(from 10 metacercariae) of genomic DNA of each species were obtained and used as DNA 

template for preparing each PCR target region. PCR amplicons of 28S ribosomal RNA-

specific target were conducted using primers, as shown in Table 1. The PCR mixture (30 l) 

contained TopTaq Master Mix (TopTaq DNA Polymerase, PCR buffer with 1.5 mM MgCl2 

and 200 M each dNTP), 20 mole of each specific primer, and 2 ng of genomic DNA from 

each species. PCR amplification was performed by conventional PCR, consisting of 95C for 

3 min, followed by 34 cycles for 45 sec at 95C, 30 sec at 60C, and 30 sec at 72C. The final 

extension was carried out at 72C for 8 min. Around 185 bp PCR amplicon sizes were 

obtained for each species, which were purified by isolating DNA-specific fragments from 1% 

agarose gel using a Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, Taipei City, Taiwan), 

as per the manufacturer’s instructions. The purity of the PCR fragments was checked by 

running on 2% agarose gel. Purified PCR products were aliquoted and sequenced by 

BigDyeIM Terminator cycling, and run with Automatic Sequencer 3730xl (Macrogen, Seoul, 

Korea). DNA sequences were checked manually by electropherogram comparison, using the 

BioEdit version 7.0 program (Hall, 1999). Checked sequences were aligned with the available 

sequences in GenBank via the BLAST program to confirm the PCR target as 28S ribosomal 

DNA (McGinnis & Madden, 2004). 

Internal amplification control (both primers and probes for Puntius spp.) was 

conducted as per the internal control system developed by Intapan et al. (2008). The probe 

used was modified to TaqMan probe (5’ LC670-GAA GCT GCC GCC TGA TAC TGA CAC 

TT-BBQ) using LC probe design software (Roche Applied Science, Mannheim, Germany). 

Genus-specific primers for Puntius were used to amplify the 207-bp PCR amplicon from P. 
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orphoides. The PCR product was confirmed and analyzed by sequencing, using BLAST 

program and following the process described above. 

 

Optimization of real-time multiplex PCR assay 

The primers and probes for Haplorchis taichui, H. pumilio and Opisthorchis viverrini 

were designed from 28S rDNA sequences by LC probe design software (Roche Applied 

Science) and synthesized for TaqMan based real-time PCR assay (Tib Molbiol, Berlin, 

Germany) (Table 1). One pair of specific primers was used for the three parasites in the same 

reaction. Optimal primer concentrations of the parasites studied and IAC were initially 

evaluated in the range 0.3-1.0 M with LightCycler480 Probes Master Mix Kit (Roche 

Applied Science, Mannheim, Germany) containing FastStart Taq DNA polymerase, reaction 

buffer, dNTP mix, and MgCl2. 0.2 ng / l genomic DNA from each parasite studied and from 

P. orphoides was used for amplification. The reactions were carried out in a LightCycler 420 

System II using the following thermal protocol: denaturation at 95C for 10 min, 65 cycles at 

95C for 10 sec, and 60C for 45 sec. Primer concentration, giving a specific product without 

dimer formation, was selected for evaluating probe concentration. The probe concentration of 

each species was also evaluated in the range 0.05-0.1 M, with optimized PCR concentration 

in the same protocol. Subsequently, optimal primer and probe concentrations were determined 

separately, with serial 10-fold dilutions of purified PCR product of the DNA target region of 

each species. The number of copies of the PCR target was calculated using following the 

formula: [DNA amount (ng) x 6.022x1023]/ [length x (1x109) x 650]. 10-3-10-8 ng of PCR 

targets (5 x105 – 5x101 number of copies) and 10-7 ng of IAC (4.5 x 102 numbers of copies) 

were also used for amplification with multiplex reactions, with and without the presence of 

IAC, to determine the presence of PCR inhibitors. Three (3) replications of each real-time 

PCR reaction and analysis were performed using a LightCycler 480 System II (Roche 
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Applied Science, Mannheim, Germany). Fluorescence was measured during the annealing 

step of each cycle at 510, 580, 610, and 660 nm for H. taichui, H. pumilio, O. viverrini and P. 

orphoides, respectively. The cycle threshold (Ct) value was reported as the number of PCR 

cycles that could detect the amplified PCR fluorescence signal. Efficiency was calculated by 

plotting against the serial dilution series (refer to numbers of copies of DNA target) to create 

the standard curve. Standard curve estimations were performed for both single and multiple 

targets. 

 

Real-time quantitative PCR amplification and species discrimination 

The probes shown in Table 1 tested specificity against the heterologous DNA control, 

which was derived from other Heterophyid intestinal flukes (Haplorchis yokogawai, 

Procerovum varium, Stellantchasmus falcatus, and Haplorchoides sp.) and Clonorchis 

sinensis. Optimized conditions were used for quantitative testing with different numbers of 

metacercariae of H. taichui, H. pumilio, and O. viverrini: from 1, 2 to 10, 11 to 20, and > 20 

(21 to 30) metacercariae. The genomic DNA of all the above samples was extracted using a 

Genomic DNA Mini Kit (Geneaid Biotech Ltd, Taipei City, Taiwan), as per the 

manufacturer’s instructions. Afterwards, metacercariae from each fish (along with little fish 

flesh debris after digestion method) were extracted with a Genomic DNA Mini Kit, using the 

same approach. The genomic DNA of various numbers of metacercariae and genomic DNA 

of the pool metacercariae from each fish were processed by real-time multiplex PCR with 

optimized conditions. The amplification reaction mixture (20 l) contained PCR buffer 

(LightCycler 480 Probe Master), 0.3 M of each primer, 0.06 M of each probe, and 1 l of 

template DNA. Each reaction was performed together with a negative control (without DNA 

template) and positive control (10-6 ng of purified PCR product of each parasite). To each 

reaction was added 10-7 ng of purified PCR product of P. orphoides to ensure there was no 
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inhibition during the PCR reaction. Each PCR mixture reaction completed 3 replications. 

More than 39 in terms of Ct value, or no amplification at all, was considered a negative result. 

In addition, reactions amplified with Ct values > 33 by IAC were considered inhibited by 

DNA extraction factors. 

 

Statistical analysis 

 The accuracy of species discrimination, the number of metacercariae examined during 

classical and real-time PCR assays were analyzed by Chi-square test using SPSS software 

(Version 18, SPSS Inc., Chicago, IL). A P-value < 0.05 was considered significant. 

 

RESULTS 

Optimization of real-time PCR assay 

 Standard curves of single and multiple targets for the parasites studied and IAC were 

constructed, based on optimized primer and probe concentrations. The efficiency of the real-

time reactions is reported in Table 2. The results indicated high sensitivity (50 copy numbers 

of PCR target for parasites, and 45 copy numbers of PCR target for IAC) and efficiency for 

each parasite to amplify and co-amplify in the same reaction. The Ct value obtained from 

estimating the standard curve revealed that the sensitivity of both the single and multiplex 

real- time PCR assays was similar. The presence and absence of IAC did not change the 

results of the PCR assays. 

 

Species discrimination and estimation of numbers of metacercariae detected with 

median cycle threshold value 

The optimized reaction showed the specificity of the probes for H. taichui, H. pumilio 

and O. viverrini. The results showed no amplification curve for heterologous DNA controls. 
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The numbers of metacercariae from the optimized reactions were then estimated for the 3 

species studied, with AIC in each reaction. Single parasite metacercariae were detected at a Ct 

value of ≈ 35. Between 2 and 10 metacercariae were detected at a Ct value of ≈ 30, while 

between 11 and 20 metacercariae were detected at ≈ 26. If the numbers of metacercariae were 

> 20, the Ct values detected were frequently > 24 (Table 3). 

 

Evaluation of potential between conventional methods and real-time PCR methods of 

fish examination 

In all PCR runs, the controls (negative, positive and IAC) showed an appropriate 

result; there was no amplification curve for negative controls, but there were for the positive 

controls. An amplification curve was seen in the internal amplification controls of all 

reactions. Table 4 shows the detection of metacercariae from 4 species of cyprinid fish, based 

on 3 different methods: compression; digestion, then identification using stereomicroscopy; 

and multiplex real-time quantitative PCR. After digestion, the metacercariae would be used to 

test in the real-time PCR reaction, during the digestion process, 100% of the metacercariae 

were recovered by testing 3 times. All metacercariae from the digestion method were 

amplified in the real-time PCR reaction. 

The numbers of each parasite metacercaria were counted / estimated per fish. Based 

on the compression method, only 9% of fish were positive for O. viverrini, while no 

Haplorchis spp. metacercaria was seen. Based on the digestion method, 30% of the fish were 

positive for O. viverrini. A single metacercaria of H. pumilio was found in each of two C. 

enoplos. The numbers of metacercariae detected are shown in Table 4. By multiplex real-time 

quantitative PCR, the numbers of positive fish and metacercariae detected were similar to the 

digestion method, but differed about 16-fold in time consumed (Table 4). Comparing each 
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detection method, the results of the compression approach differed significantly from both 

digestion and real-time PCR (P 0.05; 2 test) (Table 5). 

DISCUSSION 

 In this study, the most effective approach for fish examination was multiplex real-time 

quantitative PCR method for discriminating the FZT species, O. viverrini, H. taichui, and H. 

pumilio. This was also used to estimate the number of metacercariae per fish. Infection with 

these parasites can easily occur among people who eat improperly cooked fish dishes, even 

though it is known to be one risk behavior for infection (Nithikethkul et al., 2004). However, 

the prevalence of metacercariae has reportedly been inconsistent during the year; this resulted 

from seasonal dependence (Noikong et al., 2011). The period from the end of the rainy season 

to the summer season is when, in areas of the Lower Mekong Basin, high prevalence of FZT 

is usually found, particularly O. viverrini (Noikong et al., 2011; Touch et al., 2009). 

Currently, the means used to examine metacercariae in fish are compression and digestion 

methods (Terres and Puga, 2011; WHO, 1995). In the compression method, fish muscle is 

compressed between two thin glass plates. Metacercariae contained in the muscle are then 

examined under a stereomicroscope and rough identification of species or groups of parasites 

is made. This method is suitable for the observation of metacercariae in field areas. However, 

the numbers of metacercariae can be underestimated. For the digestion method, metacercariae 

are separated from fish muscle before identification of the metacercariae. The advantage of 

this method is that all metacercariae recovered can be identified carefully under stereo- and/or 

light microscope. However, the limitation of this method is that it is time-consuming to 

identify all metacercariae accurately. 

 The advantages of multiplex real-time quantitative PCR over the two conventional 

methods are higher accuracy to discriminate species of metacercariae, even when there are 

large numbers of subjects, and speed when working manually (Table 4). This method is 
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sensitive enough to detect a metacercaria of O. viverrini and/or H. taichui / H. pumilio in the 

same reaction that contains the genomic DNA of other parasites. Based on the numbers of 

metacercariae detected using the median cycle threshold value (Table 3), the numbers of 

metacercariae of each parasite can be estimated more accurately when compared with the 

results of metacercaria separation and identification using the digestion technique. However, 

the real-time PCR method requires no special technical expertise to identify metacercariae. 

The method developed can also be applied to examine large numbers of fish with high 

accuracy over short periods of time. 

 The method developed was used to examine fish containing metacercariae from O. 

viverrini-endemic areas in Sa Kaeo Province, Thailand, in March 2012. Four species of 

cyprinoid fish with reportedly high degrees of infection were examined. It was found only B. 

gonionotus and C. enoplos were infected with O. viverrini, at far higher levels than H. dispar 

and P. orphoides (Table 4). The results obtained by digestion and real-time PCR methods 

were similar. However, real-time PCR was more accurate when the numbers of metacercariae 

were large, could contain many kinds of unknown and/or difficult to identify metacercariae, 

and where it is difficult to separate each species manually under a stereomicroscope. Both 

digestion and real-time PCR provided better results than the compression method (Tables 4 

and 5). By real-time PCR, a single metacercaria of H. pumilio was detected in 4 C. enoplos, 

while the digestion method could find a metacercaria from this species in only 2 fish. 

However, no Haplorchis was found in any of the fish examined using the compression 

method. This suggests that the number of metacercariae can be underestimated if the 

examiner uses an inappropriate method, which, in turn, may affect the reporting of FZT 

prevalence. 

 A number of studies have successfully developed means of detecting metacercariae, 

but they are still limited in the number of species they can detect (only one species in the PCR 
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reaction) and also in terms of their being unable to estimate large numbers of metacercariae 

accurately (Intapan et al., 2008; Cai et al., 2012). The advantage of the developed multiplex 

real-time quantitative PCR over previous PCR-based methods is the increased ability of PCR 

to detect the infective stage of O. viverrini and other Haplorchis at the same time. The new 

method is also useful to quantify the number of infections in fish, which is important 

information for O. viverrini control programs. The method developed is very expensive, 

especially for the cost of probes labeled with fluorophores, but becomes cheap and effective 

when it is used among larger samples, particularly during routine fish examinations. Another 

limitation of the developed method is use of the real-time PCR operating system, which may 

vary across different machines. Therefore, adjustment for optimizing conditions of real-time 

PCR might be required before using the developed protocol. 

 In conclusion, the multiplex real-time quantitative PCR assay developed in the present 

study is an alternative method of detecting and quantifying numbers of metacercariae of O. 

viverrini, H. taichui and H. pumilio in fish from endemic areas, where there is evidence of 

parasite co-infection. The method developed may be a useful tool for detecting FZT 

metacercariae in aquaculture fish in O. viverrini-endemic areas, and so contribute to the 

effective control of opisthorchiasis. 
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Table 1: Real-time PCR primers & probes for 3 target FZTs & IAC 

Target species Probe Sequence (5  3) Tm (C) Amplicon size 

(bp) 

Fluorophore 

H. taichui  
 
(HM004185) 
 
 

28S-F 

28S-R 

Taichui-P 

 

GAAACCCAAAGGCGAAGTG 

GGGTCTCAACATGTACGCTCAT 

CGGTGACGAACACCAAAAAATGTCACC 

 

57.5 

62.1 

68.2 

 

185 

 

56FAM/ 3 BBQ 

 

 

H. pumilio 

(HM004186) 

 

28S-F 

28S-R 

Pumilio-P 

GAAACCCAAAGGCGAAGTG 

GGGTCTCAACATGTACGCTCAT 

CCGATGACGAACACTGAAGTGTCACCA 

57.5 

62.1 

69.9 

183 5YAK/ 3 BBQ 

O. viverrini 

(HM004188) 

28S-F 

28S-R 

Opis-P 

GAAACCCAAAGGCGAAGTG 

GGGTCTCAACATGTACGCTCAT 

CGATGACAAACTCTGAATAGGGTCATCACACC 

57.5 

62.1 

72.5 

182 5LC610/3 BBQ 

P. ticto 

( NC_008658)  

PT-F 

PT-R 

IAC-P 

CATTTACAATTGCAGACGGAG 

CGT AAA GGA ATA GTC ATA CTA CGT C 

GAAGCTGCCGCCTGATACTGACACTT 

57.5 

62.5 

69.5 

207 5LC670/3 BBQ 

 

Table 1



Table 2: Efficiency and sensitivity of developed multiplex real-time PCR with single and multiple DNA target as described in the Methods 

section.   

 
 Single target Multiple target (without IAC) Multiple target (with IAC) 

Efficiency Sensitivity 
(numbers of PCR 

copies) 

Efficiency Sensitivity 
(numbers of PCR 

copies) 

Efficiency Sensitivity 
(numbers of PCR 

copies) 
H. taichui 99.5% 

R2 = 0.99 
50 104% 

R2 = 0.99 
50 102% 

R2 = 0.99 
50 

H. pumilio 95.0% 
R2 = 0.99 

50 99.5% 
R2 = 0.99 

50 100% 
R2 = 0.99 

50 

O. viverrini 99.5% 
R2 = 0.99 

50 105% 
R2 = 0.99 

50 104% 
R2 = 0.99 

50 

IAC 95.0% 
R2 = 0.99 

45 n/a n/a 99.5% 
R2 = 0.99 

45 

 

Table 2



Table 3: Numbers of metacercariae & median Ct values 
 

Parasites Numbers of metacercariae Median Ct value 

H. taichui, H. pumilio, and 

O. viverrini 

1 35 (34-36) 

2-10 30 (28-33) 

11-20 26 (24-28) 

>20   24 

 

Table 3



Table 4: Comparison of the detection of metacercariae from 4 species of cyprinid fish based on 3 different methods  
 

Fish species No. 

of 

fish  

No. of metacercariae in fish (positive) 

                   Compression                                    Digestion  

(and identification under stereomicroscopy) 

Real-time PCR 

Ov Ht Hp Unk Ov Ht Hp Unk Ov Ht Hp Unk 

Barbonymus 

gonionotus 

20 0 (16) 

2-10 (4) 

 

0 0 >10 (20) 0 (9) 

1 (6) 

2-10 (5) 

 

0 0 >10 (20) 0 (9) 

1 (6) 

2-10 (4) 

11-20 (1) 

0 0 n/a 

Cyclocheilichthys 

enoplos 

20 0 (15) 

1 (2) 

2-10 (3) 

0 

 

0 >10 (20) 0 (9) 

1 (3) 

2-10 (8) 

 

0 0 (18) 

1 (2) 

>10 (20) 0 (9) 

1 (3) 

2-10 (7) 

11-20 (1) 

0 0 (16) 

1 (4) 

n/a 

Hampala dispar 20 0 0 

 

0 >10 (20) 0 (19) 

2 (1) 

0 0 >10 (20) 0 (19) 

2-10 (1) 

0 0 n/a 

Puntius orphoides 20 0 0 

 

0 >10 (20) 0 (19) 

2 (1) 

0 0 >10 (20) 0 (19) 

2-10 (1) 

0 0 n/a 

No. of fish positive  9 0 0 80 24  2 80 24 0 4  

% of fish positive  11.3 0 0 100 30 0 2.5 100 30 0 5 n/a 

Time for manually 

work per 10 fish 

 50 min - 2.5 hrs 1 day  1.5 hrs 

 

Table 4



Table 5: Statistical analysis 
 

Examination 

method 

N Positive 

frequency (%) 

 

Negative 

frequency (%) 

Chi-square 

(df) 

P value 

Compression 80 9 (11.25) 71 (88.75) 9.561 (1) 0.002 

Digestion/ 

Real-time PCR 

25 (31.25) 55 (68.75)   
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