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บทสรุปผู้บริหาร 

(Executive summary) 

 โรคติดเชื อปรสิตเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส้าคัญในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยและ

ประเทศอ่ืนๆ ในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เช่น ลาว เวียดนาม และกัมพูชา หน่วยงานด้านสาธารณสุขทั งใน

ระดับประเทศและระดับโลก เช่น World Health Organization (WHO) ต่างเห็นความส้าคัญของปัญหานี  

และใหก้ารสนับสนุนช่วยเหลือในด้านต่างๆ เพ่ือลดปัญหาดังกล่าว 

 จากการรณรงค์ป้องกันโดยหลายภาคส่วนท้าให้การเกิดโรคติดเชื อปรสิตมีอัตราลดลงในหลายพื นที่ 

แต่ก็ยังคงมีรายงานการเกิดโรคพยาธิใบไม้ตับและมะเร็งท่อน ้าดีอยู่ โดยพบผู้ติดเชื อพยาธิใบไม้ตับสูงถึง 16.6% 

[1] โดย 1 ใน 4 ของผู้เป็นโรคพยาธิใบไม้ตับ สามารถพัฒนาไปเป็นโรคมะเร็งท่อน ้าดี (cholangiocarcinoma, 

CCA) [2] ซ่ึงวัฒนธรรมในการบริโภคปลาแบบสุกๆ ดิบๆ ที่มีระยะติดต่อของพยาธิ ท้าให้มีโอกาสติดพยาธิ

ใบไม้ตับมากขึ น นอกจากนั น ยังมีโอกาสติดพยาธิใบไม้ล้าไส้ได้อีกด้วย ดังนั น การส้ารวจความชุกของการติด

พยาธิใบไม้ในปลาน ้าจืดจากแหล่งน ้าที่ประชาชนมักนิยมไปหาปลาเพ่ือมาประกอบอาหารหรือปลาที่ถูกขายใน

ท้องตลาด จะช่วยคาดการณ์โอกาสที่ประชากรในชุมชนนั นๆ จะได้สัมผัสหรือติดพยาธิใบไม้ตับรวมถึงพยาธิ

ใบไม้ล้าไส้อ่ืนๆ ได ้

 ในการศึกษานี  ผู้วิจัยได้เริ่มต้นการศึกษาความชุกของการติดพยาธิใบไม้ต่างๆ ในปลาที่จับ/ซื อได้จาก

แหล่งต่างๆ ในเขตอ้าเภอวารินช้าราบและพื นที่ใกล้เคียง แบ่งเป็นแหล่งน ้าตามธรรมชาติจ้านวน 7 แหล่งน ้า 

และตลาดจ้านวน 3 แห่ง ได้แก่ บ้านกุดปลาขาว บ้านบุ่งสระพัง บ้านคอนสาย บ้านหนองกินเพล บ้านหนอง

สองห้อง บ้านนาโหนนน้อย บ้านหนองคู ตลาดสดอ้าเภอวารินช้าราบ ตลาดสดชุมชนบ้านบุ่งหวาย และตลาด

สดชุมชนบ้านนาส่วง จากการตรวจดูระยะ metacercaria ที่หาง/ครีบของปลาที่จับได้จากแหล่งดังกล่าว 

พบว่า ปลาจากบ้านบุ่งสระพังและตลาดสดชุมชนบ้านนาส่วงมีระยะ metacercaria ที่บริเวณหางและครีบ 

ผู้วิจัยจึงได้เก็บตัวอย่างปลาจากทั งสองแหล่งเพ่ิมเติม ได้ปลาตัวอย่างทั งสิ น 215 ตัว แบ่งเป็นปลาจากบ้านบุ่ง

สระพัง 135 ตัว และปลาจากตลาดสดชุมชนบ้านนาส่วงอีก 80 ตัว ชนิดของปลาตัวอย่างที่ได้มาจากทั งสอง

แหล่งไม่แตกต่างกันนักและเป็นปลาที่พบได้บ่อยในแม่น ้ามูล ปลาที่จับได้จากบ้านบุ่งสระพัง ได้แก่ ปลากระมัง 

(Puntioplites falcifer) (67.4%) รองลงมา คือ ปลาโจก (Cyclocheilichthys enoplos) 23 ตัว (17.03%), 

ปลาตะเพียนทราย (Puntius brevis) 7 ตัว (5.16%), ปลาตะเพียนขาว (Barbonymus gonionotus) 6 ตัว 

(4.44%), ปลาไส้ตันตาแดง (C. apogon) และ ปลาขาวสร้อย (Henicorhynchus simensis) ชนิดละ 2 ตัว 

(1.48% ) และปลากาด้า หรือปลาอีตู๋  (Epalzeorhynchos chrysophekadion), ปลาสร้อยลูกกล้วย 

(Labiobarbus leptocheila), ปลาตะเพียนทอง (Barbonymus altus) และปลากระสูบจุด (Hampula 
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dispar) ชนิดละ 1 ตัว (0.74%) ส่วนปลาตัวอย่างจากตลาดสดชุมชนบ้านนาส่วง พบปลาทั งหมด 3 ชนิด 

ได้แก่ ปลาไส้ตันตาแดง (C. apogon) จ้านวน 33 ตัว (41.25%), ปลากระสูบจุด (H. dispar) จ้านวน 22 ตัว 

(27.5%) และ ปลาโจก (C. enoplos) 25 ตัว (31.25%) โดยปลาเหล่านี ถูกจับมาจากล้าเซบายซึ่งอยู่ใกล้เคียง

กับตลาดสดชุมชนบ้านนาส่วง ปลาตัวอย่างทุกตัวได้น้ามาย่อยด้วยเทคนิค pepsin digestion เพ่ือแยกเอา

เฉพาะระยะ metacercaria ออกมาจากเนื อเยื่อปลาและระบุชนิดพยาธิจากรูปร่างลักษณะของระยะ 

metacercaria ที่ตรวจพบภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

 จากการย่อยปลาเพ่ือแยกเอาระยะ metacercariae พบว่ามีระยะ metacercariae ที่ตรวจพบใน

ปลาจากบุ่งสระพังและตลาดชุมชนบ้านนาส่วง ทั งสิ น 231 metacercariae แบ่งเป็น metacercariae จากบุ่ง

สระพัง 165 metacercariae และจากตลาดชุมชนบ้านนาส่วง 66 metacercariae โดยส่วนใหญ่ เป็นระยะ 

metacercariae ของพยาธิ ใบ ไม้ ล้ า ไส้  Cestrocestus formosanus คิ ด เป็ น  21.21%  และ 34.85% 

ตามล้าดับ จากการตรวจระบุชนิดของระยะ metacercariae ในปลาจากบุ่งสระพังพบระยะ metacercariae 

ของ C. formosanus ในปลากระมัง (P. falcifer), ปลาโจก (C. enoplos), ปลากาด้า หรือปลาอีตู๋  (E. 

chrysophekadion), ปลาตะเพียนขาว (B. gonionotus), ปลาไส้ตันตาแดง (C. apogon) และปลากระสูบ

จุด (H. dispar) ระยะ metacercariae ของพยาธิใบไม้ล้าไส้ที่ตรวจพบรองลงมา คือ ระยะ metacercariae 

ของ Haplochis pumilio และ H. taichui โดยพบระยะ metacercariae ของ H. pumilio 10.91% และ

พบระยะ metacercariae ของ H. taichui 1.21% ระยะ metacercariae ของ H. pumilio นั นตรวจพบใน 

ปลากระมัง (P. falcifer) และปลาโจก (C. enoplos) ส่วนระยะ metacercariae ของ H. taichui ตรวจพบ

ในปลาโจก (C. enoplos) เท่านั น ส่วนปลาสร้อยลูกกล้วย หรือ Labiobarbus leptocheila ไม่พบระยะ 

metacercariae ของพยาธิใบไม้ชนิดใดเลย ส่วนปลาที่ได้จากตลาดชุมชนบ้านนาส่วง ซึ่งเป็นปลาที่ชาวบ้านจับ

มาจากล้าเซบาย พบว่า ปลาที่ชาวบ้านน้ามาขายส่วนใหญ่ ได้แก่ ปลาไส้ตันตาแดง (C. apogon), ปลากระสูบ

จุด (H. dispar) และปลาโจก (C. enoplos) ซึ่ งปลาเหล่ านี  ตรวจพบระยะ metacercariae ของ C 

formosanus 34.85% โดยตรวจพบในปลาทั ง 3 ชนิด ระยะ metacercariae ที่ตรวจพบรองลงมา คือ ระยะ 

metacercariae ของ H. pumilio โดยตรวจพบ 4.55% ในปลาไส้ตันตาแดง (C. apogon) และปลากระสูบ

จุด (H. dispar) และระยะ metacercariae ของ H. taichui พบ 1.52% ในปลาไส้ตันตาแดง (C. apogon)  

 จากการตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์  พบระยะ metacercariae ที่ ไม่สามารถระบุชนิดได้ 

(unidentified metacercaria) จากปลาทั งสองแหล่งรวมกันถึง 64.5% และเมื่อน้า DNA ของ metacercaria 

เหล่านี  มาท้าการเพ่ิมจ้านวนชิ นยีนด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ primer ที่

จ้าเพาะกับยีน Internal transcribed spacer 2 (ITS-2) ของพยาธิใบไม้ล้าไส้ H. taichui, C. formosanus 

และ primer ที่ จ้าเพาะกับ partial genomic DNA ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini และ Clonorchis 



iv 
 

sinensis พบ band ของ PCR products ที่ต้าแหน่ง 367 bp หลังจากเพ่ิมจ้านวน DNA ของ unidentified 

metacercaria ด้วย primer ที่จ้าเพาะกับยีน ITS-2 ของพยาธิใบไม้ล้าไส้ C. formosanus ซึ่งสอดคล้องกับ

กับจ้านวน base pairs ของยีน ITS-2 ของพยาธิใบไม้ล้าไส้ C. formosanus จึงสรุปได้ว่า unidentified 

metacercaria ที่ตรวจพบนั น เป็นระยะ metacercaria ของพยาธิใบไม้ล้าไส้ของ C. formosanus  

 อย่างไรก็ตาม ในการศึกษาครั งนี  ตรวจไม่พบระยะ metacercariae ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini 

แต่ตรวจพบพยาธิใบไม้ล้าไส้อ่ืนๆ ได้แก่ H. taichui, H. pumilio และ C. formosanus ซึ่งเป็นพยาธิที่ไม่ก่อ

โรครุนแรงในผู้ที่ติดเชื อ ผู้ป่วยส่วนใหญ่จะมีการเจ็บป่วยเล็กๆ น้อย เช่น ปวดท้อง ท้องเสีย ปวดมวนท้อง เป็น

ต้น เนื่องจากระยะตัวเต็มวัยของพยาธิจะฝังตัวลึกลงไปในล้าไส้เล็ก แต่การเจ็บปวดเล็กๆ น้อยๆ ก็สามารถบั่น

ทอนประสิทธิภาพในการท้างานและอาจส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจของครอบครัวและสังคมต่อไปได้ 

นอกจากนั น การตรวจพบระยะติดต่อของพยาธิในโฮสต์ตัวกลางซึ่งเป็นอาหารหลักของประชากร ยังบ่งบอกถึง

ความปลอดภัยด้านอาหารที่มาจากพื นที่นั นๆ และความส้าคัญในการส่งเสริมสุขอนามัยที่ดีให้เกิดขึ นในชุมชน

เพ่ือตัดวงจรชีวิตของพยาธิทุกชนิด 
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บทคัดย่อ 

 โรคติดเชื อพยาธิใบไม้ที่มีสาเหตุจากการรับประทานอาหารประเภทปลาน ้าจืดแบบสุกๆ ดิบๆยังคงเป็น

ปัญหาสาธารณสุขที่ส้าคัญในประชากรของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จากพฤติกรรมของประชากรในการ

รับประทานอาหารแบบสุกๆ ดิบๆ การตรวจหาระยะติดต่อของพยาธิในปลาน ้าจืดจึงมีความส้าคัญในแง่การ

ประเมินความปลอดภัยด้านอาหารของคนในชุมชน จากการตรวจดูระยะติดต่อ metacercaria ของพยาธิใน

ปลาน ้าจืดจากแหล่งต่างๆ พบว่าปลาจากแหล่งน ้าของหมู่บ้านบุ่งสระพังและปลาที่ขายในตลาดชุมชนบ้าน

นาส่ วง มี ระยะติดต่อ  metacercariae ของพยาธิ ใบ ไม้ ล้ าไส้  Centrocestus formosanus 25.11% , 

Haplochis pumilio 9.09%, Haplochis taichui 1.3% และระยะ metacercaria ที่ไม่สามารถระบุชนิดถึง 

64.5% แต่ตรวจไม่พบระยะ metacercaria ของพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini โดยปลาที่ตรวจพบ

ระยะติดต่อของพยาธิ ได้แก่ ปลากระมัง ปลาโจก กระสูบจุด ปลาไส้ตันตาแดงและปลาตะเพียนขาว และจาก

การเพ่ิมจ้านวน DNA ของระยะ metacercaria ที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ primer ที่

จ้าเพาะกับพยาธิพยาธิใบไม้ล้าไส้และพยาธิใบไม้ตับ พบ Specific DNA band ความยาว 367 bp หลังจากที่

เพ่ิ มจ้ านวน  DNA ด้ วย  primer ที่ จ้ า เพ าะกับ ยี น  ITS-2 ของ C. formosanus ซึ่ งบ่ งบอกว่ าระยะ 

metacercaria ที่ไม่สามารถระบุชนิดได้นั นเป็นระยะ metacercaria ของ C. formosanus อย่างไรก็ตามการ

ตรวจพบระยะติดต่อของพยาธิในปลาชนิดต่างๆ นั น บ่งบอกถึงการมีวงจรชีวิตของพยาธิในสิ่งแวดล้อมและการ

ขาดสุขอนามัยที่ดีของคนในชุมชน การร่วมกันสร้างให้เกิดสุขอนามัยที่ดีในชุมชนจะเป็นการตัดวงจรชีวิตของ

พยาธิให้หมดไปอย่างถาวร นอกจากนั น การตรวจไม่พบระยะติดต่อของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในปลาน ้า

จืดเลย แต่ยังคงมีรายงานอุบัติการณ์โรคพยาธิใบไม้ตับและมะเร็งท่อน ้าดีในประชากรอ้าเภอวารินช้าราบ ท้าให้

ปัจจัยในเรื่องของการติดพยาธิจากปลาน ้าจืดที่ถูกขนส่งมาจากแหล่งอ่ืน เป็นปัจจัยหนึ่งที่ควรค้านึงถึง 

 

ค้าส้าคัญ : พยาธิใบไม้ล้าไส้, เมตาเซอร์คาเรีย, PCR 
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Abstract 

 Parasitic infection through eating raw or improperly cooked fish remains a public 

health in population of Northeast.  The unchanged behavior in eating raw or inadequate 

cooked fish is provoked the important of fish examination for fluke metacercariae in terms of 

assessing food safety in community. In this study, the examination for fluke metacercariae in 

fresh water fish from various area of Warinchamrap district and neighborhood area was 

performed.  The various species of intestinal fluke metacercariae including Centrocestus 

formosanus, Haplochis pumilio and Haplochis taichui were found in fish from Ban Bung Sa 

Pang and Ba Na Saung Market as 25.11%, 9.09% and 1.3%, respectively. The cached fish that 

infected with these intestinal fluke metacercariae were Puntioplites falcifer, 

Cyclocheilichthys enoplos, Hampula dispar, Cyclocheilicthys apogon and Barbonymus 

gonionotus.  Unidentified metacercariae was presented as 64. 5%  while metacercariae of 

Opisthorchis viverrini was not detected.  Unidentified metacercariae was extracted for DNA 

and amplified with intestinal and liver fluke specific primers.  DNA band at 367 bp that 

corresponding with ITS-2 of C.  formosanus was presented after amplification with specific 

primer for C.  formosanus.  These indicated that those unidentified metacercariae was C. 

formosanus.  The presented of intestinal fluke metacercariae also indicative of the 

maintaining of intestinal fluke life cycle in environment and insanitation of residents in 

community. The encouragement in sanitation is important to perform and consumption of 

infected fish from other sources is also taking into consideration, since opisthorchiasis and 

cholangiocarcinoma cases have been reported until nowadays.  

Key words: Intestinal fluke, Metacercariae, PCR 
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บทที่ 1  

บทน ำ 

1. ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำวิจัย 

โรคติดเชื้อปรสิตยังคงเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญของภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ได้แก่ ประเทศ

ไทย ลาว พม่า กัมพูชา และเวียดนาม ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย พบผู้ติดเชื้อปรสิตหลาย

ชนิด โดยเฉพาะโรคติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ มีรายงานจ านวนผู้ป่วยสูงถึง 16.6% (1) โดย 1 ใน 4 ของผู้ป่วยโรค

พยาธิใบไม้ตับ สามารถพัฒนาไปเป็นโรคมะเร็งท่อน้ าดี (cholangiocarcinoma, CCA) (3)  

 อย่างไรก็ตาม ได้มีความพยายามในการรณรงค์  เพ่ือป้องกันการติดเชื้อปรสิตในประชากรและลด

อุบัติการณ์การเกิดโรคที่รุนแรงตามมา แต่ก็พบว่ายังมีรายงานการติดเชื้อปรสิตในประชากร โดยเฉพาะในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือซึ่งมีรายงานจ านวนผู้ป่วยอย่างต่อเนื่อง (4-6) จังหวัดอุบลราชธานีเป็นอีกพ้ืนที่หนึ่งที่พบ

การติดเชื้อปรสิตในประชากร โดยเฉพาะโรคติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ จากการส ารวจครั้งล่าสุดในพ้ืนที่อ าเภอวา

รินช าราบ จังหวัดอุบลราชธานี โดยตั้งตรงจิตร และคณะ ในปี 2550 พบความชุกของพยาธิใบไม้ตับ O. 

viverrini ถึง 14.8% ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการเกิดมะเร็งท่อน้ าดีและมะเร็งตับ จากศูนย์มะเร็ง จังหวัด

อุบลราชธานี ระหว่างปี 2540-2544 ที่มีอุบัติการณ์สูงที่สุดเมื่อเทียบกับมะเร็งชนิดอ่ืน จากข้อมูลดังกล่าว

พบว่าประชากรในจังหวัดอุบลราชธานียังคงมีการติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับสูงมาก สูงกว่าเกณฑ์ที่กรมควบคุมโรค 

กระทรวงสาธารณสุขตั้งเป้าไว้ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าประชากรในจังหวัดอุบลราชธานียังขาดสุขนิสัยที่ดีในการ

รับประทานอาหาร โดยยังมีการบริโภคอาหารประเภทปลาในวงศ์ปลาตะเพียนซึ่งเป็นโฮสต์กึ่งกลางของพยาธิ

ใบไม้ตับและพยาธิใบไม้ล าไส้อ่ืนๆ แบบสุกๆ ดิบๆ ท าให้มีโอกาสได้รับระยะติดต่อเมตาเซอร์คาเรีย น าไปสู่การ

ติดพยาธิใบไมต้่างๆ  

 การส ารวจการติดพยาธิใบไม้ในปลาที่อาศัยอยู่ตามแหล่งน้ าธรรมชาติที่ประชาชนในพ้ืนที่สามารถไป

จับเพ่ือมาประกอบอาหาร เป็นอีกแนวทางหนึ่งที่จะบอกความเสี่ยงของประชากรในพ้ืนที่ที่ใกล้เคียงแหล่งน้ า

นั้นต่อการติดเชื้อปรสิตดังกล่าว และเป็นแนวทางในการวางแผนป้องกันการติดเชื้อปรสิตจากโฮสต์กึ่งกลางได้ 

นอกจากนั้น ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาเทคนิคที่มีความไวในการตรวจหาและระบุชนิดของระยะเมตาเซอร์คา

เรีย แทนการตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ซึ่งต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญในการแยกชนิด Pitaksakulrat และคณะ (7) 

ได้น าเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ primer ที่จ าเพาะกับพยาธิใบไม้ต่างๆ มาใช้ในการ

ระบุชนิดของระยะติดต่อเมตาเซอร์คาเรียที่พบในปลาน้ าจืด นอกจากนั้น ยังมีการน าเทคนิคเดียวกันนี้ ไปใช้ใน

การตรวจหาการติดพยาธิใบไม้ในโฮสต์กึ่งกลาง เช่น ปลาวงศ์ปลาตะเพียน Cyprindnoids spp. (8-10) และ
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หอย Bithynia spp. (11, 12) และโฮสต์เฉพาะ เช่น คน (13-15) และสัตว์ทดลอง เช่น หนูแฮมสเตอร์ (16) 

โดยการเพ่ิมจ านวนชิ้นยีน ที่มีความจ าเพาะกับระยะหรือชนิดของพยาธิที่ต้องการศึกษา  

เมื่อการปรับเปลี่ยนพฤติกรรมการบริโภคกลายเป็นสิ่งที่ท าได้ยาก การวินิจฉัยการติดเชื้อพยาธิในปลา เป็น

อีกแนวทางหนึ่งในการช่วยประเมินความเสี่ยงในการติดพยาธิจากการบริโภคปลาแบบสุกๆ ดิบๆ ในประชากร

ที่อาศัยในพ้ืนที่ของแหล่งน้ าที่ตรวจพบปลาที่ติดพยาธิ การทราบชนิดของปลาที่ติดพยาธิและทราบชนิดของ

พยาธิที่ติดเชื้อในปลา ตลอดจนทราบแหล่งน้ าที่มีปลาที่ติดพยาธิ จะมีประโยชน์ต่อประชาชนในพ้ืนที่นั้นๆ ใน

การเลือกบริโภคอาหารหรือหลีกเลี่ยงการรับประทานอาหารแบบสุกๆ ดิบๆ รวมถึงหน่วยงานสาธารณสุขใน

พ้ืนที่ ที่จะมีบทบาทในการเฝ้าระวัง ควบคุม ป้องกัน ส่งเสริมให้ความรู้และค าแนะน าแก่ประชาชนเพ่ือให้

ประชาชนได้ตระหนักถึงความไม่ปลอดภัยจากการรับประทานปลาจากแหล่งน้ าที่ตรวจพบปลาที่ติดเชื้อ ใน

ด้านระบาดวิทยา สามารถบ่งบอกความชุกของปลาที่ติดพยาธิต่างๆ ได้ และการน าเทคนิค PCR มาช่วยในการ

วินิจฉัย จะช่วยให้การวินิจฉัยมีความจ าเพาะและมีความไวมากขึ้น ลดเวลาและความยุ่งยากในการตรวจ

วินิจฉัย  

 

2. วัตถุประสงค์ 

ตรวจหาระยะติดต่อเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ในปลาน้ าจืดที่มีเกล็ด (cyprinoid fish) ที่อาศัยใน

แหล่งน้ าต่างๆ ของอ าเภอวารินช าราบ จังหวัดอุบลราชธานี 

 

3. ขอบเขตงำนวิจัย 

งานวิจัยนี้เป็นการตรวจหาเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ในปลาน้ าจืดที่มีเกล็ด (cyprinoid fish) ที่จับได้

จากแหล่งน้ าตามธรรมชาติ ในพื้นที่อ าเภอวารินช าราบ จังหวัดอุบลราชธานี โดยตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์

และใช้เทคนิค polymerase chain reaction ในการยืนยันในกรณีที่ไม่สามารถยืนยันชนิดของปรสิตภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ได ้

 

4. ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1. ทราบความชุกของการมีระยะติดต่อเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ ในปลาวงศ์ปลาตะเพียนที่อาศัย

ในแหล่งน้ าต่างๆ ของอ าเภอวารินช าราบ จังหวัดอุบลราชธานี 

2. สามารถน าเทคนิค PCR มาใช้ระบชุนิดของเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ได้ 
3. หน่วยงานด้านสาธารณสุขของจังหวัดอุบลราชธานี สามารถน าข้อมูลความชุกของการมีระยะติดต่อ เม

ตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ ในปลาวงศ์ปลาตะเพียน ไปใช้ในการวางแผนป้องกันการติดเชื้อพยาธิใบไม้ได ้
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บทที่ 2 

วรรณกรรมและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. ชีววิทยำของพยำธิใบไม้ 
พยาธิใบไม้ตัวเต็มวัยอาศัยอยู่ในอวัยวะส่วนต่างๆ ของโฮสต์จ าเพาะซึ่งเป็นคนหรือสัตว์มีกระดูกสันหลัง มี

การผสมพันธุ์โดยอาศัยเพศ และออกไข่มาในอวัยวะที่มันอาศัยอยู่ ไข่ออกมาสู่ภายนอกร่างกายโดยปนออกมา

กับอุจจาระ เสมหะ หรือปัสสาวะลงสู่น้ า ไข่พยาธิใบไม้บางชนิดมีไมราซิ เดียมเจริญพร้อมที่จะฟักออกมาทันที 

บางชนิดจะฟักหลังจากถูกหอยกินเข้าไปแล้ว บางชนิดต้องใช้เวลาหลายวันหรือหลายสัปดาห์จึงจะเจริญเป็นตัว

อ่อนไมราซิเดียม เมื่อไมราซิเดียมออกจากไข่ว่ายไปในน้ าและไชเข้าสู่หอยจะเจริญเป็นสปอโรซีสต์ และจะเจริญ

ต่อไปเป็นรีเดียและเซอร์คาเรีย เมื่อเซอร์คาเรียเจริญเต็มที่ที่จะไชออกจากหอยว่ายอยู่ในน้ าเมื่อพบโฮสต์

ตัวกลางตัวที่สองที่เหมาะสมจะไชเข้าไปและสลัดหางทิ้ง และสร้างถุงซีสต์กลายเป็นระยะเมตะเซอร์คาเรีย เมื่อ

คนหรือสัตว์มีกระดูกสันหลังซึ่งเป็นโอสต์จ าเพาะมากินระยะเมตะเซอร์คาเรียซึ่งเป็นระยะติดต่อเข้าไป ตัวอ่อน

จะออกจากถุงซีสต์บริเวณส่วนต้นของล าไส้เล็กแล้วเดินทางไปยังอวัยวะที่พยาธิเหล่านั้นจะเจริญเป็นตัวเต็มวัย 

แต่ในพยาธิใบไม้เลือดจะไม่มีระยะรีเดียและเมตาเซอร์คาเรีย 

 พยาธิใบไม้สามารถจัดกลุ่มเรียกชื่ออย่างง่ายๆ ตามอวัยวะที่ตัวเต็มวัยอาศัยอยู่ได้เป็นสี่กลุ่มใหญ่ๆ 

 1. พยาธิใบไม้ล าไส้ (intestinal fluke) ตัวเต็มวัยของพยาธิใบไม้อาศัยอยู่ในล าไส้ อาจเป็นล าไส้เล็ก
หรือล าไส้ใหญ่ 
 2. พยาธิใบไม้ตับ (liver fluke) ตัวเต็มวัยอาศัยอยู่ในทางเดินน้ าดี หรือท่อน้ าดีของตับ ในที่นี้ขอ
กล่าวถึงเฉพาะ O. viverrini 
 3. พยาธิใบไม้ปอด (lung fluke) ตัวเต็มวัยอาศัยอยู่ในปอด 

แต่ในที่นี้จะขอกล่าวถึงเฉพาะพยาธิใบไม้ล าไส้และพยาธิใบไม้ตับ 

2. พยำธิใบไม้ล ำไส้ 
 พยาธิใบไม้ล าไส้มีขนาดแตกต่างกัน จึงสามารถจัดกลุ่มตามขนาดได้ดังนี้  

1. ขนาดมากกว่า 2 cm เช่น Fasciolopsis spp. 

2. ขนาดระหว่าง 0.5 – 2 cm เช่น Echinostoma spp.  

3. ขนาดเล็กกว่า 0.5 cm เช่น Haplorchis spp. : H. taichui, H. pumilio , Centrocestus 
spp. 

พยาธิใบไม้ล าไส้เหล่านี้ออกไข่ปนมากับอุจจาระ ไข่ที่ออกมาบางครั้งมีลักษณะคล้ายกันมากจนแยกชนิด

ออกจากกันยากและอาจใช้ในการวินิจฉัยชนิดพยาธิไม่ถูกต้องทั้งหมดโดยเฉพาะอย่างยิ่งไข่ของกลุ่มพยาธิใบไม้

ในกลุ่มที่มีขนาดเล็กกว่า 0.5 cm ซึ่งไข่มีลักษณะคล้ายกับไข่พยาธิใบไม้ตับ (O. viverrini) รวมถึงวงจรชีวิตที่
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คล้ายคลึงกัน สามารถติดพยาธิได้จากการกินปลาในวงศ์ปลาตะเพียนที่มีระยะติดต่อเมตาเซอร์คาเรีย

เช่นเดียวกับพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini  

3. ชีววิทยำของ H. taichui 
เป็นพยาธิใบไม้ล าไส้ขนาดเล็ก ขนาด 0.88-1.16 × 0.43-0.51 มิลลิเมตร ผิวมีหนามคลุมจากส่วนหัวไป

จนถึงระดับอัณฑะ oral sucker อยู่เกือบปลายสุดส่วนหัว คอหอยค่อนข้างกลม หลอดอาหารเห็นชัด ล าไส้

แยกเป็นสองแขนงยาวไปถึงขอบของอัณฑะ ventral sucker อยู่กลางตัว มีหนามจ านวน 13-16 อัน เรียงเป็น

รูปพัด อัณฑะมีอันเดียว รูปร่างกลมอยู่ส่วนท้ายสุด รังไข่กลมอยู่กึ่งกลางของส่วนท้าย vitelline follicles 

กระจายอยู่ส่วนท้ายมดลูกอยู่บริเวณส่วนท้ายของตัว 

 วงจรชีวิต มีหอยน้ าจืด Melanoides tuberculata เป็นโฮสต์ตัวกลางตัวที่หนึ่ง และมีปลาวงศ์ปลา
ตะเพียนเป็นโฮสต์ตัวกลางตัวที่สอง 
4. ชีววิทยำของ H. pumilio 

รูปร่างเรียว ขนาด 0.65 × 0.28 มิลลิเมตร มีหนามเล็กๆ ปกคลุมตลอดตัว oral sucker อยู่เกือบปลาย

สุดส่วนหัว ล าไส้ผนังหนาแยกเป็นสองแขนงยาวไปถึงขอบหลังของรังไข่ ventral sucker มีขนาดเล็ก มีหนาม

จ านวน 27-39 อัน รูปตัว I หรือ A เรียงเป็นแถวเดียวกันอยู่ที่ผิวด้านนอก ด้านหน้ามีตุ่มยื่นออกไป 2 ตุ่ม แต่

ละตุ่มมีหนาม 2-3 อัน อัณฑะมีอันเดียว กลม อยู่ทางด้านหลังของรังไข่ มดลูกอยู่ส่วนท้ายของตัว 

วงจรชีวิต  โฮสต์ตัวกลางตัวที่หนึ่ ง ได้แก่  หอย Melania spp., Melanoides tuberculata โฮสต์

ตัวกลางตัวที่สอง ได้แก่ ปลาวงศ์ปลาตะเพียน 

5. ชีววิทยำของ O. viverrini 
 พยาธิใบไม้ตับอยู่ในอันดับย่อย (Suborder) Prosostomata วงศ์ (Family) Opisthorchiidae ในระยะ

ตัวเต็มวัยจะอาศัยอยู่ในทางเดินน้ าดีและถุงน้ าดี พยาธิชนิดนี้ท าให้เกิดปัญหาทางด้านสาธารณสุขในประเทศ

ไทยเนื่องจากก่อให้เกิดโรคพยาธิใบไม้ตับ (opisthorchiasis) และในประชากรที่มีการติดเชื้อแบบเรื้อรัง จะมี

โอกาสพัฒนาความรุนแรงไปสู่โรคมะเร็งท่อน้ าดี (Cholangiocarcinoma, CCA) ในปัจจุบันยังมีประชากร

จ านวนมาก โดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือเป็นโรคดังกล่าว 

 พยาธิ O. viverrini ในระยะตัวเต็มวัยขณะมีชีวิต พยาธิจะมีรูปร่างเรียวยาวล าตัวบางใสและมีสีเนื้อขนาด

ของล าตัวยาว 5.5 - 9.5 มิลลิเมตร (เฉลี่ย 7.5 มิลลิเมตร) กว้าง 0.7–1.6 มิลลิเมตร (เฉลี่ย 1.4 มิลลิเมตร) 

ลักษณะเฉพาะของพยาธิใบไม้ตับ คือ พยาธิมีรูปร่างเรียวเล็กและอัณฑะมีลักษณะเป็นพู (lobe) ลึก 4 พูติดกัน 

นอกจากพบพยาธิตัวเต็มวัยในคนแล้ว ในธรรมชาติยังพบพยาธิตัวเต็มวัยได้ในแมวและสุนัข  

 วงจรชีวิตของพยาธิใบไม้ตับเริ่มจากไข่พยาธิออกมาสู่ภายนอกโฮสต์ตามทางเดินน้ าดีสู่ล าไส้เล็กและออกสู่

ภายนอกโฮสต์พร้อมกับอุจจาระ ไข่พยาธิมีขนาดเล็ก (26  13 ไมโครเมตร) รูปร่างคล้ายหลอดไฟ มีฝาปิด
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และเปลือกไข่ด้านตรงข้ามฝามีตุ่มเล็กยื่นออกมา ภายในไข่มีตัวอ่อนระยะแรก คือ ไมราซิเดียม (miracidium) 

ไข่พยาธิที่ออกมาพร้อมกับอุจจาระจะต้องลงสู่น้ า เมื่อไข่ตกลงสู่น้ า ไข่จะถูกกินโดยหอยน้ าจืดที่เป็นโฮสต์

กึ่งกลางชนิดที่หนึ่ง (first intermediate host) คือ หอยในสกุล (Genus) Bithynia spp. (17) หอยในสกุลนี้มี

ขนาด 5 - 10 มิลลิเมตร พบได้ทั่วไปในทุ่งนา สระน้ าหรือแหล่งน้ า ส าหรับในประเทศไทยหอยน้ าจืดที่เป็น

โฮสต์กึ่งกลางชนิดที่หนึ่งมีอยู่ 3 ชนิด (Species) คือ Bithynia (Digoniostoma) funiculata พบในภาคเหนือ 

B. (D.) siamnensis goniomphalos พ บ ใน ภ าคต ะวั น ออก เฉี ย ง เห นื อ  แ ล ะ  B. (D.) siamnensis 

siamnensis  พบในภาคกลาง (18) เมื่อหอยกินไข่พยาธิไมราซิเดียมจะออกจากไข่ภายในกระเพาะอาหารของ

หอยแล้วเจริญเติบโตเปลี่ยนแปลงรูปร่างในบริเวณล าไส้และอวัยวะย่อยอาหาร กลายเป็นสปอร์โรซิสต์ 

(sporocyst หรือ first generation sporocyst) ภายในสปอร์โรซิสต์มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างและเพ่ิมจ านวน

กลายเป็นเรเดีย (rediae) ภายในแต่ละเรเดียจะเจริญเติบโตเปลี่ยนแปลงรูปร่างและเพ่ิมจ านวน กลายเป็น

เซอร์คาเรีย (cercaria) ซึ่งหางยาวและมีครีบ มีชื่อเฉพาะเรียกว่า lophopleurocercous cercaria ใน

ระยะเวลาประมาณ 1 เดือน หลังจากนี้เซอร์คาเรียจะไชออกจากหอยน้ าจืดว่ายออกไปสู่น้ าแล้วไชเข้าสู่ปลาน้ า

จืดเกล็ดขาว (cyprinoid fish) ซึ่งเป็นโฮสต์กึ่งกลางชนิดที่สอง (second intermediate host) เช่น ปลาสูต 

(Hampala dispar) ปลาแม่สะแด้ง (Cyclocheilicthys siaja) ปลาปก (ปลาแก้มช้ า) (Puntius orphoides) 

ปลาซิว (Parachela oxygastroides) ปลาตะเพียนทราย (Puntius leiacanthus) ปลาตะเพียนขาว 

(Barbonymus gonionotus) ปลากระมัง (Puntioplites proctozysron) ปลาหน้าหมอง (Osteochilus 

sp.) ปลาขาวทราย (Labiobarbus lineatus) เซอร์คาเรียไชเข้าไปในเนื้อปลา ใต้เกล็ดสลัดหางทิ้งและเข้าถุง

ซิสต์  (encyst) เจริญ เติบโตเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นตัวอ่อนอีกระยะหนึ่ งเรียกว่า เมตาเซอ ร์คาเรีย 

(metacercariae) หรือ encysted cercaria โดยตัวอ่อนขดอยู่ในถุงซิสต์ และใช้เวลาประมาณ 3 สัปดาห์ขึ้น

ไปเมตาเซอร์คาเรียดังกล่าวจะเจริญเต็มที่และเป็นระยะติดต่อของพยาธิ ( infective stage) มีรายงานการพบ

เมตาเซอร์คาเรียมากที่สุดบริเวณครีบหาง ครีบอก ครีบท้อง และครีบหลังของปลาน้ าจืดเกล็ดขาวตามล าดับ 

แต่พบน้อยที่สุดบริเวณครีบทวาร เมื่อคนรับประทานอาหารที่ท าจากปลาน้ าจืดเกล็ดขาวดิบๆ หรือปรุงไม่สุก 

เนื้อปลาจะถูกย่อยโดยน้ าย่อย pepsin ในกระเพาะอาหาร ท าให้เมตาเซอร์คาเรียหลุดออกมาจากเนื้อปลา 

และถูกการบีบตัวของกระเพาะอาหารให้ไปอยู่ในล าไส้เล็กส่วนดูโอดินัม และผนังของเมตาเซอร์คาเรียจะถูก

ย่อยโดยน้ าย่อย trypsin ท าให้ตัวอ่อนในถุงซิสต์หลุดออกมาจากถุงซิสต์และเดินทางเข้าสู่ทางเดินน้ าดีไปยังท่อ

น้ าดีและถุงน้ าดี ในบริเวณดังกล่าวพยาธิจะเจริญเติบโตเป็นตัวเต็มวัยและมีการออกไข่ตั้งแต่โฮสต์กินเนื้อปลาที่

มีเมตาเซอร์คาเรียจนเจริญเติบโตเป็นตัวเต็มวัยในทางเดินน้ าดี การตรวจพบไข่ในอุจจาระจะกินเวลาประมาณ 

1-2 เดือนหลังจากได้รับเมตาเซอร์คาเรียเข้าไป (19) 
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6. ควำมชุกของระยะติดต่อพยำธิใบไม้ตับ O. viverrini ในปลำน  ำจืด 
 เนื่องจากการติดพยาธิใบไม้ตับเกิดจากการรับประทานปลาน้ าจืดที่มีเกล็ดแบบสุกๆ ดิบๆ ซึ่งเป็น

วัฒนธรรมในการรับประทานอาหารของคนในหลายพ้ืนที่ โดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและ

ภาคเหนือ จากการศึกษาในเขตจังหวัดอุดรธานี ในปี 1965 พบเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ตับในปลาสูต 

(74%) ปลาปก (65%) ปลาแม่สะแด้ง (51%) ปลาตะเพียนทราย (22%) ปลาตะเพียนขาว (3%) ปลากระมัง 

(8%) ปลาหน้าหมอง (4%) ปลาขาวทราย (3%) และปลาซิว (10%) เมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ตับที่พบ

ในปลามีปริมาณแตกต่างกันขึ้นกับท้องที่ที่ส ารวจ (18) เช่นเดียวกับผลการส ารวจในปี 1961 ของ Vajrasthira 

S และคณะ (20) ที่พบเมตาเซอร์คาเรียจากปลา 19.7- 60.4% โดยจ านวนของเมตาเซอร์คาเรียขึ้นอยู่กับ

ท้องที่เช่นกัน และในการส ารวจปลาที่ขายในตลาด จังหวัดอุดรธานี สระแก้ว ปราจีนบุรีช่วงปี 1992 – 1996 

พบการติดเชื้อระยะ metacercaria ของ O. viverini ถึง 25 – 28% (21) ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความเสี่ยงของ

ประชากรในจังหวัดดังกล่าวต่อการเป็นโรค opisthorchiasis และ CCA ในประเทศอ่ืนๆ เช่น แขวงสาละวัน 

ประเทศลาวก็มีรายงานการติดเชื้อระยะ metacercaria ของ O. viverini ในปลาน้ าจืดถึง 59.2% (22) จะ

เห็นว่าแม้เวลาผ่านไป แต่ยังคงตรวจพบระยะ metacercaria ในปลาน้ าจืดอยู่ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการระบาด

ของโรค opisthorchiasis ยังคงมีอยู่ในชุมชน โดยความชุกของ metacercaria จะขึ้นกับชนิดของปลาและ

ฤดูกาลด้วย (23) จากการส ารวจในจังหวัดขอนแก่นและมหาสารคามพบว่ามีจ านวนเมตาเซอร์คาเรียสูงในช่วง

ฤดูหนาว โดยพบความชุกสูงสุดในเดือนธันวาคมและกุมภาพันธ์ โดยในปี 1991 – 1992 พบปลาน้ าจืดใน

จังหวัดขอนแก่นที่ติดเชื้อระยะ metacercaria ของ O. viverini อยู่ถึง 29.7% โดยมีอัตราการติดเชื้อเฉลี่ย 

1.68 metacercaria ต่อ ปลา 1 ตัว และพบความชุกของการติดเชื้อ O. viverrini ในคนและหอยในอัตราที่สูง

ในช่วงต้นฤดูฝน ซึ่งการมีอุจจาระปนเปื้อนในแหล่งน้ า ประกอบกับการกัก เก็บน้ าฝนโดยเขื่อนหรือแหล่งน้ า

ต่างๆ ท าให้มีการเพ่ิมจ านวนของโฮสต์กึ่งกลางและมีการเจริญเติบโตจนครบวงจรชีวิตของพยาธิ และการ

รับประทานปลาแบบสุกๆ ดิบๆ ของประชากร ท าให้การติดเชื้อปรสิต O. viverrini ยังคงมีอยู่ในประชากร 

(24)  

7. ควำมชุกของ opisthorchiasis 
โรคติดเชื้อหนอนพยาธิเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญ จากประมาณการติดพยาธิจากประชากรทั่วโลก 

พบว่ามีประชากรกว่า 10% หรือมากกว่า 750 ล้านคนมีความเสี่ยงต่อการติดหนอนพยาธิ และมีประชากรกว่า 

80 ล้านคน มีความเสี่ยงต่อการติดพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis spp. ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (25) 

การติดพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini เป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญโดยเฉพาะในประเทศไทยและลาว (26) 

จากการประมาณการติดพยาธิ พบว่าในประเทศไทย มีประชากรกว่า 8 ล้านคนติดพยาธิ O. viverrini 

ส่วนในประเทศลาว มีประชากรอีกประมาณ 2 ล้านคนติดพยาธิชนิดนี้ (26) ในประเทศไทย พบความชุกของ
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การติดพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini มากในประชากรที่อาศัยอยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ที่มีรายงานความ

ชุกของการติดพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini สูงถึง 16.6% (27) โดยในจังหวัดอุบลราชธานีมีผู้ป่วยโรค 

opisthorchiasis คิดเป็น 20.2% (28) และจากการศึกษาเกี่ยวกับการติดพยาธิ O. viverrini พบว่า O. 

viverrini เป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้ผู้ติดเชื้อสามารถพัฒนาไปเป็นโรคมะเร็งมะเร็งท่อน้ าดีได้ ท าให้พยาธิใบไม้ตับ 

O. viverrini ถูกจัดให้อยู่ในกลุ่ม class I carcinogen (29) จากสาเหตุนี้ส่งผลให้อุบัติการณ์การเกิดมะเร็งท่อ

น้ าดีในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (3) และมักพบการติดพยาธิและการเป็นโรคมะเร็งท่อน้ าดีในประชากรที่มี

ฐานะยากจนซึ่งเป็นประชากรส่วนใหญ่ของประเทศ ท าให้ภาวการณ์การเป็นโรคนี้สูงมากในคนไทย โดย

รองลงมาจากโรคเอดส์และการติดเชื้อเอชไอวี การบาดเจ็บจากอุบัติเหตุขนส่ง โรคหลอดเลือดสมอง และ

เบาหวาน (International Policy Health Program, 2007)  

 นอกจากจะพบการติดพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในประชากรของประเทศไทยกับลาวแล้ว ยังพบการติด

พยาธิชนิดเดียวกันนี้ในประชากรของประเทศกัมพูชาและเวียดนาม ซึ่งเป็นประเทศที่อยู่ในบริเวณลุ่มน้ าโขง

ตอนล่างและมีพ้ืนที่ติดกับประเทศไทยทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ซึ่งสภาพภูมิประเทศและภูมิอากาศของ

ประเทศท่ีอยู่ในบริเวณท่ีลุ่มน้ ามีความเหมาะสมต่อการด ารงชีวิตของปรสิตหลายชนิด 

8. กำรแยกชนิดของระยะติดต่อเมตำเซอร์คำเรียโดยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR)  
 การแยกสายสัมพันธ์ของหนอนพยาธิโดยใช้ยีนที่มีความจ าเพาะนั้นท าให้สามารถระบุพื้นที่ที ่มีการ

ระบาดของพยาธิได้แน่นอนกว่าการแยกโดยใช้ลักษณะรูปร่าง เนื่องจากในบางระยะของพยาธิที่อยู่ในกลุ่ม

เดียวกัน มักจะมีรูปร่างที่คล้ายกันมา การแยกชนิดจึงท าได้เพียงในระยะตัวเต็มวัยเท่านั้น ซึ่งอาจไม่สะดวก

นัก เนื่องจากพยาธิมีหลายระยะในวงจรชีวิตและระยะที่มีความส าคัญในทางระบาดวิทยาคือระยะติดต่อ 

ซึ ่งมักจะเป็นระยะตัวอ่อน เช่น ในพยาธิ O. viverrini ที ่มีระยะติดต่อ คือ metacercaria ที ่พบอยู ่ใน

กล้ามเนื้อ ครีบ เกล็ดของปลาน้ าจืด นอกจากระยะติดต่อของ O. viverrini ยังพบระยะติดต่อของพยาธิ

ใบไม้ล าไส้ขนาดเล็ก เช่น H. taichui, H. pumilio และ H. yokogawai ซึ่งพยาธิใบไม้ขนาดเล็กไม่ได้ก่อ

พยาธิสภาพที่รุนแรงเหมือนกับพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini นอกจากนั้นยังสามารถตรวจพบระยะติดต่อ

ของพยาธิใบไม้ของสัตว์ เช่น Procerovum varium (30) ซึ่งระยะติดต่อของพยาธิใบไม้เหล่านี้ มีรูปร่างที่

คล้ายกันมาก ต้องใช้ความช านาญในการแยกชนิด ประกอบกับความรุนแรงในการก่อโรคแตกต่างกัน ท าให้

การรู้ชนิดของพยาธิจากการพบระยะ metacercaria จึงมีความส าคัญในแง่ของการป้องกันการติดเชื้อ

ปรสิตจากการรับประทานปลา 

 ในปัจจุบันมีการน าเอาเทคนิคการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรม (polymerase chain reaction; 

PCR) มาใช้ในการเพิ่มจ านวนชิ้นยีนที่จ าเพาะกับพยาธิที่สนใจเพื่อแยกและระบุชนิดของพยาธินั้นๆ แทน 

classical method ซึ่งใช้การดูรูปร่างซึ่งมีข้อเสียหลายประการ เช่น ใช้ระยะเวลานานและต้องใช้ผู้ช านาญ
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ในการระบุชนิดของพยาธิ เป็นต้น วิธี PCR ที่น ามาใช้นั ้น ได้แก่ Conventional PCR (31), RFLP-PCR 

(30) (32), real time FRET PCR (8) และ Multiplex PCR (33) โดยยีนที ่น ามาใช้ในการเป็น marker 

เช่น mitochondrial DNA ได้แก่ NADH และ COI เป็นต้น นอกจากนั้น ยังมี rDNA ได้แก่ ยีน ITS (inter 

transcribed spacer) ซึ่งเป็นยีนที่มีจ านวน copy number สูง จึงง่ายต่อการเพ่ิมจ านวนชิ้นยีนถึงแม้จะมี

จ านวน DNA template ในปริมาณน้อย ดังนั้น ยีน ITS จึงเป็นยีนที่น่าสนใจในการน ามาใช้เป็น marker 

ในการแยกชนิดหนอนพยาธิหลายชนิด ใน O. viverrini มีการค้นพบยีน ITS-2 (34) และมีการใช้ยีน ITS-2 

เป็น marker แยกชนิดระยะ metacercaria ของ O. viverrini ออกจากพยาธิใบไม้ที่อยู่ในกลุ่มเดียวกัน 

เช่น C. sinenesis, H. taichui และ H. pumilio (35) (36) (37) ซึ่งการน าเทคนิค PCR มาใช้ในการแยก

ชนิดของระยะติดต่อของหนอนพยาธิในล าไส้ ท าให้การศึกษาทางระบาดวิทยาของโรคติดเชื้อปรสิตใน

ประชากรมีความสะดวก รวดเร็ว และแม่นย ามากขึ้น ซึ่งจะส่งผลให้มีการควบคุมและป้องกันการติดเชื้อ

ปรสิตในประชากรมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 
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บทที่ 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

1. กรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจัย 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

คัดเลือกและระบุแหล่งน้ าท่ีจะท าการเก็บตัวอย่างปลาโดยคัดเลือกแหล่งน้ าท่ีอยู่ใกล้เคียงแหล่งชุมชนหรือ

หมู่บ้านของประชาชน 

เก็บตัวอย่างปลาน้ าจืด พร้อมระบชุนิดของปลาน้ าจืดนั้น  

วัดขนาดและชั่งน้ าหนักปลา นับจ านวนและน าปลาแตล่ะชนิดจากแต่ละแหล่งน้ ามาย่อยเพื่อหาเมตาเซอร์คาเรีย  

นับจ านวนเมตาเซอร์คาเรยีของ 

O. viverrini เพื่อค านวณเป็น

ความชุก ที่พบในปลาชนิดนั้น 

น าเมตาเซอร์คาเรียทีไ่ด้จากปลาแต่ละชนิด และแตล่ะแหล่งมาระบุ

ชนิด โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

สกัด Genomic DNA จากระยะเมตาเซอร์คาเรีย

ที่ไม่สามารถระบุชนิดของพยาธิได ้

(unidentified metacercariae) (2) 

เพิ่มจ านวน Partial genomic O. viverrini sequence โดยใช้ primer Trem25F และ Ov25-4R 
เพิ่มจ านวน Partial genomic H. taichui sequence, ITS-2 โดยใช้ primer LC1 และ HT4sp 
เพิ่มจ านวน Partial genomic C. formosanus sequence, ITS-2 โดยใช้ primer LC1 และ Centsp 
เพิ่มจ านวน Partial genomic C. sinensis sequence โดยใช้ primer CS1F และ CS1R 
เพิ่มจ านวน Partial genomic C. armatus sequence, COI gene โดยใช้ primer C. armatus Fwd และ C. armatus Rev 

ดตู าแหน่งของ DNA band ที่เกิดขึ้นเพื่อระบุชนิดของพยาธิ  
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2. วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

1. การเลือกต าแหน่งของแหล่งน้ าที่ศึกษา 
ปลาวงศ์ปลาตะเพียนจากแหล่งน้ าต่างๆ ในเขตอ าเภอวารินช าราบและพ้ืนที่ใกล้เคียง จ านวน 10 

แหล่ง ได้แก่ บ้านกุดปลาขาว บ้านบุ่งสระพัง บ้านคอนสาย บ้านหนองกินเพล บ้านหนองสองห้อง บ้านนา
โหนนน้อยและบ้านหนองคูและจากตลาดสดในเขตอ าเภอวารินช าราบ จ านวน 3 แห่ง ได้แก่ ตลาดสดอ าเภอ
วารินช าราบ ตลาดสดชุมชนบ้านบุ่งหวาย และตลาดสดชุมชนบ้านนาส่วงซึ่งเป็นปลาที่จับมาจากล าเซบาย  

2. การเก็บรักษาตัวอย่างปลา 
ปลาที่จากแหล่งน้ าต่างๆ จะถูกเก็บที่ 4 ˚C และน าส่งไปยังห้องปฏิบัติการวิทยาลัยแพทยศาสตร์

และการสาธารณสุข มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ปลาที่เก็บได้จะถูกระบุชนิด จัดกลุ่มตามชนิดของปลา ชั่ ง
น้ าหนักปลาแต่ละตัว วัดขนาดและนับจ านวน จากนั้น ปลาจากแต่ละแหล่งจะถูกสุ่มตรวจการมีระยะเมตา
เซอร์คาเรียที่บริเวณหางและครีบ ปลาที่ตรวจพบระยะเมตาเซอร์คาเรียจะถูกน าไปย่อยด้วยเทคนิค pepsin 
digestion (38) ที่ห้องปฏิบัติการศูนย์วิจัยโรคเขตร้อน คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น เพื่อหาระยะ
เมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini และระบุชนิดเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ชนิดอ่ืนๆ 
ถ่ายรูป (2) และนับจ านวนเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิชนิดนั้นๆ เพ่ือน าไปค านวณเป็นความชุกของระยะเมตา
เซอร์คาเรียในปลาชนิดนั้นๆ เมตาเซอร์คาเรียที่ไม่สามารถระบุชนิดของพยาธิได้ จะถูกล้างด้วยน้ าเกลือให้
สะอาด เก็บท่ี -20 ˚C เพ่ือใช้ในการสกัด DNA ต่อไป 

3. การระบุชนิดของ unidentified metacercariae โดยเทคนิค PCR 
Unidentified metacercariae ที่เก็บไว้ที่ -20 ˚C จะถูกน ามาสกัด genomic DNA (Qiagen, 

USA) เพ่ือเป็น template ในการระบุชนิดของพยาธิด้วยวิธี PCR (Tpersonal, Biometra, Germany) โดยใช้ 
primer ที่จ าเพาะกับพยาธิใบไม้ตับและพยาธิใบไม้ล าไส้ ได้แก่ O. viverrini, C. sinensis, H. taichui และ C. 
formosanus และทดสอบการปนเปื้อน DNA จากปลาตัวอย่างด้วยวิธี  PCR โดยใช้ primer ที่จ าเพาะ 
cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene ของ Cyclocheilichthys armatus หรือปลาโจกซึ่งเป็นปลา
ในวงศ์ปลาตะเพียน โดยใช้ปฏิกิริยาที่เหมาะสมกับแต่ละ primer  
 การเพ่ิมจ านวน Genomic DNA ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ใช้ primer Trem25F : 5’ 

ACA GGA AGT GGA ACC GTG TC 3’ และ Ov25-4R : 5’ AAT GAA CGG AAA TCG TGA CC 3’ ใน

ปฏิกิริยา 30 ul ที่ประกอบด้วย PCR buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.4, 50 mM KCl, 2 mM Mg2+, 0.04 

mM dNTP), 0.05 U Tag DNA polymerase (Fermentas, USA), 0.3 pmol ของ forward และ reverse 

primer โดยมี thermocycling conditions ดังนี้ initial denaturation 95˚C 5 นาที, denaturation 95 ˚C 

1 นาที, annealing 60 ˚C 1 นาที, extension 72 ˚C 1 นาที จ านวน 35 cycles และ final extension 72 
˚C 5 นาท ีซึ่งจะได้ความยาวของ PCR products ที่ 229 bp (7) 
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 การเพ่ิมจ านวน Genomic DNA ของพยาธิใบไม้ตับ C. sinensis ใช้ primer CS1F : 5’ CCA 

ACC GAG TTG GTC AAG TT 3’ และ CS1R : 5’ CAA TCC AAC GCA CTC TCT GA 3’ ในปฏิกิริยา 25 

ul ที่ประกอบด้วย PCR buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.4, 50 mM KCl, 2 mM Mg2+, 0.25 mM dNTP), 

0.06 U Tag DNA polymerase (Fermentas, USA), 0.3 pmol ของ forward และ reverse primer โดยมี 

thermocycling conditions ดั งนี้  Initial denaturation 95˚C 3 น าที , Denaturation 95 ˚C 1 น าที , 

Annealing 62 ˚C 1 นาที, extension 72 ˚C 1 นาที จ านวน 35 cycles และ final extension 72 ˚C 10 

นาท ีซึ่งจะได้ความยาวของ PCR products ที่ 283 bp (7) 

 การเพ่ิมจ านวน internal transcribed spacer 2 (ITS-2) ของพยาธิใบไม้ล าไส้ H. taichui ใช้ 

primer CS1F : 5’ CCA ACC GAG TTG GTC AAG TT 3’ และ CS1R : 5’ CAA TCC AAC GCA CTC TCT 

GA 3’ ในปฏิกิริยา 25 ul ที่ประกอบด้วย PCR buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.4, 50 mM KCl, 2 mM 

Mg2+ , 0.2 mM dNTP), 0.05 U Tag DNA polymerase (Fermentas, USA), 0.2 pmol ของ forward 

แ ล ะ  reverse primer โด ย มี  thermocycling conditions ดั งนี้  initial denaturation 94˚C 1 น าที , 

denaturation 94 ˚C 1 นาที, annealing 55 ˚C 1 นาที, extension 72 ˚C 3 นาที จ านวน 30 cycles และ 

final extension 72 ˚C 5 นาท ีซึ่งจะได้ความยาวของ PCR products ที่ 558 bp (7) 

 ก า ร เ พ่ิ ม จ า น ว น  Internal transcribed spacer 2 ( ITS-2) ข อ งพ ย า ธิ ใบ ไม้ ล า ไส้  C. 

formosanus ใช้  primer LC1 : 5’ CGA GTA TCG ATG AAG AAC GCA GC 3 และ Centsp : 5’ CCA 

ATG CCG AGA TCA CAG ACA AG 3’ ในปฏิกิริยา 25 ul ที่ประกอบด้วย PCR buffer (10 mM Tris-HCl 

pH 8.4, 50 mM KCl, 2 mM Mg2+ , 0.2 mM dNTP) , 0.05 U Tag DNA polymerase (Fermentas, 

USA), 0.2 pmol ของ forward และ reverse primer โดยมี  thermocycling conditions ดั งนี้  initial 

denaturation 94˚C 1 นาที, denaturation 94 ˚C 1 นาที, annealing 55 ˚C 1 นาที, extension 72 ˚C 3 

นาที จ านวน 30 cycles และ final extension 72 ˚C 5 นาที ซึ่งจะได้ความยาวของ PCR products ที่ 367 

bp (7) 

 การเพ่ิมจ านวน cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene ของปลา C. armatus ซึ่งเป็น

ปลาน้ าจืดในวงศ์ปลาตะเพียน ใช้ primer C. armatus Fwd : 5’ TTC TTT ATA GTA ATG CCA ATC CTT 

AT 3’ และ C. armatus Rev : 5’ AGT GAG AAA ATT GTT AGG TCT AC 3’ในปฏิ กิ ริ ย า 25 ul ที่

ประกอบด้วย PCR buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.4, 50 mM KCl, 2 mM Mg2+, 0.2 mM dNTP), 0.05 

U Tag DNA polymerase (Fermentas, USA), 0.2 pmol ของ forward และ reverse primer โดยมี 

thermocycling conditions ดั งนี้  initial denaturation 95˚C 5 นาที , denaturation 95 ˚C 30 วินาที , 
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annealing 60 ˚C 30 วินาที, extension 72 ˚C 90 วินาที จ านวน 40 cycles และ final extension 72 ˚C 

5 นาท ีซึ่งจะได้ความยาวของ PCR products ที่ 251 bp 

หลังจากท าการเพ่ิมจ านวนชิ้นยีนด้วยการท า PCR แล้ว PCR products ที่ได้จะถูกน ามาแยก
ขนาดบน 1.7% agarose gel จากนั้นย้อมด้วย ethydium bromide และดูต าแหน่งของ DNA band ภายใต้
แสง UV ด้วย Gel Documentation System (DNR Bio-Imaging Systems, Israel)  

4. วิเคราะห์ข้อมูล 
ความชุกของระยะ metacercariae ของพยาธิแต่ละชนิดและความชุกของปลาน้ าจืดชนิดต่างๆ ที่

พบการมีระยะ metacercariae ตลอดจนความสัมพันธ์ระหว่างระยะ metacercariae ของพยาธิแต่ละชนิด
กับชนิดของปลาน้ าจืดจากแต่ละแหล่ง จะถูกวิเคราะห์โดยโปรแกรม SPSS version 16.0 
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บทที่ 4 

ผลกำรวิจัยและอภิปรำยผล 

1. ชนิดและจ ำนวนปลำน  ำจืดตัวอย่ำงจำกแหล่งน  ำในชุมชน 

 ปลาวงศ์ปลาตะเพียนจากแหล่งน้ าในชุมชนในเขตอ าเภอวารินช าราบและพ้ืนที่ใกล้เคียง จ านวน 7 

แหล่งน้ า ได้แก่ บ้านกุดปลาขาว บ้านบุ่งสระพัง บ้านคอนสาย บ้านหนองกินเพล บ้านหนองสองห้อง บ้านนา

โหนนน้อยและบ้านหนองคูและจากตลาดสดในเขตอ าเภอวารินช าราบ จ านวน 3 แห่ง ได้แก่ ตลาดสดอ าเภอ

วารินช าราบ ตลาดสดชุมชนบ้านบุ่งหวาย และตลาดสดชุมชนบ้านนาส่วงซึ่งเป็นปลาที่จับมาจากล าเซบาย ได้

ถูกน ามาชั่งน้ าหนักรวม นับจ านวน ระบุชนิดของปลา และวัดขนาด ปลาประมาณ 5 – 10 ตัว จากแต่ละแหล่ง

ถูกสุ่มออกมา เพ่ือตรวจดูระยะ metacercariae ของพยาธิใบไม้ที่หางปลา ปลาจากแหล่งที่ตรวจพบระยะ 

metacercariae ที่หาง ได้แก่ ปลาจากบ้านบุ่งสระพัง (รูปที่ 1) และตลาดสดชุมชนบ้านนาส่วง (รูปที่ 2) ปลา

จากทั้งสองแหล่ง จ านวน 215 ตัว ได้แก่ ปลาจากบ้านบุ่งสระพัง 135 ตัว และปลาจากตลาดสดชุมชนบ้าน

นาส่วง 80 ตัว (ตารางที่ 1 และ 2) ได้ถูกย่อยด้วยเอ็นไซม์เปปซิน และตรวจดูระยะ metacercariae พร้อมกับ

ระบุชนิดของพยาธิใบไม ้

 จากการระบุชนิดปลาตัวอย่างจากบ้านบุ่งสระพัง ส่วนใหญ่เป็นปลากระมัง (Puntioplites falcifer) 

91 ตัว (67.4%) รองลงมา คือ ปลาโจก (Cyclocheilichthys enoplos) 23 ตัว (17.03%), ปลาตะเพียน

ทราย (Puntius brevis) 7 ตัว (5.16%), ปลาตะเพียนขาว (Barbonymus gonionotus) 6 ตัว (4.44%), 

ปลาไส้ตันตาแดง (C. apogon) และ ปลาขาวสร้อย (Henicorhynchus simensis) ชนิดละ 2 ตัว (1.48%) 

และปลากาด า หรือปลาอีตู๋ (Epalzeorhynchos chrysophekadion), ปลาสร้อยลูกกล้วย (Labiobarbus 

leptocheila), ปลาตะเพียนทอง (Barbonymus altus) และปลากระสูบจุด (Hampula dispar) ชนิดละ 1 

ตัว (0.74%) ส่วนปลาตัวอย่างจากตลาดสดชุมชนบ้านนาส่วง พบปลาทั้งหมด 3 ชนิด ได้แก่ ปลาไส้ตันตาแดง 

(C. apogon) จ านวน 33 ตัว (41.25%), ปลากระสูบจุด (H. dispar) จ านวน 22 ตัว (27.5%) และ ปลาโจก 

(C. enoplos) 25 ตัว (31.25%) 
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รูปที่ 1 ระยะ metacercariae (ลูกศรชี้) ที่บริเวณหางปลาในวงศ์ปลาตะเพียนจากบุ่งสระพัง พบว่าปลา

ตัวอย่างมีจ านวน metacercariae ที่บริเวณหางจ านวนมาก แต่ยังไม่สามารถระบุชนิดของ metacercariae 

ได้  

 
รูปที่ 2 ระยะ metacercariae (ลูกศรชี้) ที่บริเวณหางปลาในวงศ์ปลาตะเพียนจากตลาดสดชุมชนบ้านนาส่วง 

ซึ่งเป็นปลาที่ชาวบ้านจับได้จากล าเซบาย แล้วเอามาขายในตลาดของชุมชน จากภาพ พบว่าปลาตัวอย่างมี

จ านวน metacercariae ที่บริเวณหางจ านวนมาก แต่ยังไม่สามารถระบุชนิดของ metacercariae ได้  

 

2. กำรตรวจพบระยะ metacercariae ของพยำธิใบไม้ในล ำไส้ 

 จากการตรวจดูระยะ metacercariae ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ตารางที่ 1 และ 2) พบว่า ระยะ 

metacercariae ที่ ต รวจพบจากทั้ งบุ่ งส ระพั งและล า เซบ าย  (ตลาดชุ มชนนาส่ ว ง) มี ทั้ งสิ้ น  231 



15 
 

metacercariae แบ่งเป็น metacercariae จากบุ่งสระพัง 165 metacercariae และจากล าเซบาย (ตลาด

ชุมชนนาส่ วง) 66 metacercariae โดยส่ วน ใหญ่  เป็ นระยะ metacercariae ของพยาธิ ใบ ไม้ล าไส้ 

Cestrocestus formosanus (รูปที่ 3) คิดเป็น 21.21% และ 34.85% ตามล าดับ จากการตรวจหาระยะ 

metacercariae ในปลาจากบุ่งสระพัง พบระยะ metacercariae ของ C. formosanus ได้ในปลากระมัง (P. 

falcifer), ปลาโจก (C. enoplos), ปลากาด า หรือปลาอีตู๋ (E. chrysophekadion), ปลาตะเพียนขาว (B. 

gonionotus), ปลาไส้ตันตาแดง (C. apogon) และปลากระสูบจุด (H. dispar) ระยะ metacercariae ของ

พยาธิใบไม้ล าไส้ที่ตรวจพบรองลงมา คือ ระยะ metacercariae ของ Haplochis pumilio (รูปที่ 5) และ H. 

taichui (รูปที่ 4) โดยพบระยะ metacercariae ของ H. pumilio 10.91% และพบระยะ metacercariae 

ของ H. taichui 1.21% ระยะ metacercariae ของ H. pumilio นั้นตรวจพบใน ปลากระมัง (P. falcifer) 

และปลาโจก (C. enoplos) ส่วนระยะ metacercariae ของ H. taichui ในปลาโจก (C. enoplos) เท่านั้น 

ส่วนปลาสร้อยลูกกล้วย หรือ Labiobarbus leptocheila ไม่พบระยะ metacercariae ของพยาธิใบไม้ชนิด

ใดเลย (ตารางท่ี 1)  

 จากการตรวจปลาที่ได้จากตลาดชุมชนบ้านนาส่วง ซึ่งเป็นปลาที่ชาวบ้านจับมาจากล าเซบาย พบว่า 

ปลาที่ชาวบ้านน ามาขายส่วนใหญ่ ได้แก่ ปลาไส้ตันตาแดง (C. apogon), ปลากระสูบจุด (H. dispar) และ

ปลาโจก (C. enoplos) ซึ่งปลาเหล่านี้ ตรวจพบระยะ metacercariae ของ C formosanus 34.85% โดย

ตรวจพบในปลาทั้ง 3 ชนิด ระยะ metacercariae ที่ตรวจพบรองลงมา คือ ระยะ metacercariae ของ H. 

pumilio โดยตรวจพบ 4.55% ในปลาไส้ตันตาแดง (C. apogon) และปลากระสูบจุด (H. dispar) และระยะ 

metacercariae ของ H. taichui 1.52% ในปลาไส้ตันตาแดง (C. apogon) (ตารางท่ี 2) 
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รูปที่ 3 ระยะ metacercaria ของพยาธิใบไม้ล าไส้ C. formosanus ซึ่งมีรูปร่างรี และมี excretory bladder 

คล้ายเครื่องหมายกากบาทหรือรูปตัว X (ลูกศรชี้) 

 

 
รูปที่ 4 ระยะ metacercaria ของพยาธิใบไม้ล าไส้ H. taichui ซึ่งลักษณะกลมและมีหนามเรียงตัวเป็นรูปพัดที่

บริเวณ ventral sucker (ลูกศรชี้) ของตัวพยาธิ 
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รูปที่ 5 ระยะ metacercaria ของพยาธิใบไม้ล าไส้ H. pumilio ซึ่งลักษณะกลมรีและมีหนามเรียงตัวเป็นรูป

ตัว I ที่บริเวณ ventral sucker ของตัวพยาธิ ซึ่งจากภาพจะเห็นหนามไม่ชัดเจนนัก (ลูกศรชี้) 

 นอกจากตรวจพบระยะ metacercariae ของพยาธิใบไม้ล าไส้ชนิดต่างๆ แล้ว ยังมี metacercariae 

ที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ โดยปลาตัวอย่างจากทั้งสองแหล่งมีระยะ metacercariae ที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ 

รวมกันถึง 64.5% ระยะ metacercariae ที่ไม่สามารถระบุชนิดของพยาธิได้ (unidentified metacercariae) 

จากทั้งสองแหล่งน้ า (รูปที่ 6) จะถูกล้างให้สะอาดด้วย 0.85% NaCl และเก็บไว้ที่ -20 C เพ่ือรอการสกัด 

DNA ต่อไป 
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รูปที่ 6 ระยะ metacercariae ที่ไม่สามารถระบุชนิดของพยาธิได้ ซึ่งถูกจัดให้อยู่ในกลุ่ม unidentified 

metacercariae  
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ตำรำงท่ี 1 จ านวนของระยะ metacercaria ของพยาธิใบไม้ล าไส้จากตัวอย่างปลาจากบุ่งสระพัง อ าเภอวารินช าราบ จังหวัดอุบลราชธานี 

Fish species Number of 
fish 

examined 

Width Length Number of 
metacercariae 
recovered per 

host (N)1 

Number of metacercariae classified based on morphology species specific 
(%prevalence) 

Total of 
metacercariae Min 

(cm) 
Max 
(cm) 

Min 
(cm) 

(N)1Max 
(cm) O. viverrini H. taichui H. pumilio C. formosanus unidentified  

ปลากระมัง (Puntioplites 
falcifer) 

91 4.5 9 11 21 0.37 (34) - - 10 (29.41) 9 (26.47) 15 (44.12) 34 (14.72) 

ปลาโจก, Soldier river brab 
(Cyclocheilichthys enoplos) 

23 3 7 14.5 24.5 3.49 (80) - 2 (2.5) 8 (10) 23 (28.75) 47 (58.75) 80 (34.63) 

ปลากาด า, ปลาอตีู๋ 
(Epalzeorhynchos 
chrysophekadion) 

1 5.5 20 11 (11) - - - 1 (9.09) 10 (90.90)- 11 (4.76)  

ปลาสร้อยลูกกล้วย (Labiobarbus 
leptocheila) 

1 5.5 20 - - - - - - - 

ปลาไส้ตันตาแดง, Beardless 
barb (Cyclocheilichthys 
apogon) 

2 4 5 14 15.5 6 (12) - - - 1 (8.33) 11 (91.67) 12 (5.19) 

ปลาตะเพียนขาว, Java barb, 
Silver barb (Barbonymus 
gonionotus) 

6 2 3 7.5 9.5 2.17 (13) - - - 1 (7.69) 12 (92.31) 13 (5.63) 

ปลาตะเพียนทราย (Puntius 
brevis) 

7 2 3 10 12.5 0.43 (3) - - - - 3 (100) 3 (1.3) 

ตะเพียนทอง, อีแจะ, Red tailed 
tinfoil (Barbonymus altus) 

1 4.5 13 6 (6) - - - - 6 (100) 6 (2.6) 

ปลาขาวสรอ้ย, Siamese mud 
carp (Henicorhynchus 
simensis) 

2 2.3 2.8 10.5 12.5 1.5 (3) - - - - 3 (100) 3 (1.3) 

กระสูบจุด, Eye-Spot Barb, 
Spotted Hampula Barb 
(Hampula dispar) 

1 4 16 3 (3) - - - - 3 (100) 3 (1.3) 
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1 จ านวนของระยะ metacercaria 

 

ตำรำงท่ี 2 จ านวนของระยะ metacercaria ของพยาธิใบไม้ล าไส้จากตัวอย่างปลาจากตลาดชุมชนบ้านนาส่วง (ล าเซบาย) อ าเภอเดชอุดม จังหวัด

อุบลราชธานี 

Fish species Number 
of fish 

examined 

Width Length Number of 
metacercariae 
recovered per 

host (N)1 

Number of metacercariae classified based on morphology species specific 
(%prevalence) 

Total of 
metacercariae Min 

(cm) 
Max 
(cm) 

Min 
(cm) 

(N)1Max 
(cm) O. viverrini H. taichui H. pumilio C. formosanus unidentified 

ปลาไส้ตันตาแดง, 
Beardless barb 
(Cyclocheilicthys 
apogon) 

33 3 4.5 9 15 1.26 (26) - 1 (3.85) 1 (3.85) 14 (53.85) 10 (38.46) 26 (11.26) 

กระสูบจุด, Eye-Spot 
Barb, Spotted 
Hampula Barb 
(Hampula dispar) 

22 3 5 12 20 1.1 (20) - - 2 (10) 6 (30) 12 (60) 20 (8.66) 

ปลาโจก, Soldier river 
brab 
(Cyclocheilichthys 
enoplos) 

25 3 4.4 7 10 1.25 (20) - - - 3 (15) 17 (85) 20 (8.66) 

1 จ านวนของระยะ metacercaria 
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3. กำรระบุชนิดของ unidentified metacercariae โดยวิธี polymerase chain reaction 

DNA ของ unidentified metacercariae จากบุ่งสระพังและจากตลาดชุมชนบ้านนาส่วง ถูกน ามาใช้

เป็น template ในการเพ่ิมจ านวนชิ้น DNA ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction โดยใช้ primer ที่

จ า เพาะกับพยาธิ ใบไม้ตับและพยาธิ ใบไม้ล าไส้ อ่ืนๆ O. viverrini, C. sinensis, H. taichui และ C. 

formosanus พบว่า มี band ของ DNA เกิดขึ้นที่ต าแหน่ง 367 bp หลังจากที่เพ่ิมจ านวนชิ้น DNA ของ 

unidentified metacercariae โดยใช้ primer ที่จ าเพาะกับ C. formosanus (รูปที่ 7) แต่ไม่มี band ของ 

DNA เกิดขึ้นหลังจากที่เพ่ิมจ านวนชิ้น DNA ของ unidentified metacercariae โดยใช้ primer ที่จ าเพาะกับ 

O. viverrini, H. taichui และ C. sinensis (รูปที่ 7 และ 9) 

Band ของ DNA เกิดขึ้นซึ่งตรงกับต าแหน่ง DNA ของ C. formosanus ได้ถูกตัดและส่งไปวิเคราะห์

ชนิดของล าดับนิวคลีโอไทด์ และเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้กับข้อมูลที่มีอยู่ในฐานข้อมูล (National 

Center for Biotechnology Information; NCBI) โดยใช้โปรแกรม nucleotide blast พบว่ามีล าดับนิวคลี

โอไทด์ตรงกับยีน ITS-2 ของ C. formosanus (รูปที่ 8) 

 

 
รูปที่ 7 PCR products ของ pool unknown metacercaria ที่ถูกเพ่ิมจ านวนด้วย primer ที่จ าเพาะกับ

พยาธิใบไม้ตับ O. viverrini (lane 1), H. taichui (lane 2), C. sinensis (lane 3) และ C. formosanus 

(lane 4) 
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รูปที่  8 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์ที่ ได้จากการเพ่ิมจ านวน DNA ของ pool unknown 

metacercaria ด้วย primer ที่จ าเพาะกับ C. formosanus พบว่า DNA ที่ได้มีความคล้ายคลึงกับยีน ITS-2 

(Internal transcribed spacer 2) ของ C. formosanus 

 

 
รูปที่ 9 PCR products ของ unknown metacercaria ซึ่งถูกเพ่ิมจ านวนด้วย primer ที่จ าเพาะกับพยาธิ

ใบไม้ตับ O. viverrini ความยาวของ PCR products ที่เพ่ิมจ านวนได้ อยู่ที่ 162 bp (lane 1 : negative 

control (no template), lane 2 : O. viverrini metacercaria จาก endemic area, lane 3 : unknown 

metacercaria จากบุง่สระพัง, lane 4 : unknown metacercaria จากตลาดชุมชนบ้านนาส่วง (ล าเซบาย) 
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บทที่ 5  

สรุปและข้อเสนอแนะ 

 ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่างอยู่ในพ้ืนที่ลุ่มน้ ามูลตอนล่างซึ่งมีแม่น้ ามูลเป็นแม่น้ าสายหลัก และมี

แม่น้ าสาขาต่างๆ อีกหลายสาขา เช่น ล าเซบายเป็นแม่น้ าสาขาของแม่น้ ามูลที่ไหลผ่าน อ าเภอวารินช าราบ 

จังหวัดอุบลราชธานี นอกจากแม่น้ าสาขาแล้ว ในพ้ืนที่อ าเภอวารินช าราบยังมีแหล่งน้ าผิวดินอ่ืนๆ ที่เป็นสาขา

ย่อย แยกออกมาจากแม่น้ าสาขา มีหนอง บึ ง ฝาย และแหล่ งน้ า อ่ืนๆ ที่ มนุษย์สร้างขึ้น  (ที่ มา : 

http://www.haii.or.th/wiki/index.php) 

 การมีแหล่งน้ าผิวดิน ท าให้มีสัตว์และพืชน้ าหลายชนิดมาอยู่อาศัยในแหล่งน้ าดังกล่าว โดยเฉพาะปลา

ในวงศ์ปลาตะเพียนซึ่งเป็นโฮสต์กึ่งกลางที่สองของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ซ่ึงเป็นปลาที่พบเห็นได้ในแม่น้ า

มูล เช่น ปลากระสูบจุด (H. dispar), ปลาขาวนา (C. apogon) ปลาตะเพียนทราย (P. brevis) ปลาขาวสร้อย 

(H. simensis) เป็นต้น (ที่มา : http://home.kku.ac.th/pracha/) ซึ่งปลาเหล่านี้เป็นโฮสต์ที่เหมาะสมต่อ

พยาธิใบไม้ตับ O. viverrini โดยมีรายงานการตรวจพบระยะติดต่อ metacercaria ของพยาธิใบไม้ตับ O. 

viverrini ในปลาเหล่านี้ ทั้งในประเทศไทยและประเทศอ่ืนๆ ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เช่น จีน (39) 

เวียดนาม (40) และลาว (2) เป็นต้น  

 ในการส ารวจความชุกของระยะติดต่อ metacercaria ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในปลาน้ าจืด

ครั้งนี้ ได้ท าการส ารวจในปลาตัวอย่างที่ได้จากแหล่งน้ าที่แตกต่างกันจ านวน 10 แหล่ง โดยทั้ง 10 แหล่งนั้นอยู่

ในพ้ืนที่อ าเภอวารินช าราบและมี 1 แหล่ง คือ ตลาดบ้านนาส่วง อยู่ในพ้ืนที่อ าเภอเดชอุดมแต่มีพ้ืนที่ติดกับ

อ าเภอวารินช าราบ จังหวัดอุบลราชธานี แหล่งน้ าในพ้ืนที่อ าเภอวารินช าราบประกอบด้วยแหล่งน้ าตาม

ธรรมชาติจ านวน 7 แหล่งน้ า และตลาดสด 2 แห่ง แหล่งน้ าทั้ง 7 แหล่งน้ า มีลักษณะที่คล้ายคลึงกัน คือ มี

ลักษณะเป็นหนองน้ าหรือบึง อยู่ใกล้ชุมชน เป็นแหล่งน้ าที่ใช้หาปลาเพ่ือรับประทานในครัวเรือนหรือขาย ได้แก่ 

บ้านกุดปลาขาว บ้านบุ่งสระพัง บ้านคอนสาย บ้านหนองกินเพล บ้านหนองสองห้อง บ้านนาโหนนน้อยและ

บ้านหนองคู ส่วนตลาดสดนั้นเป็นตลาดสดของอ าเภอวารินช าราบ 1 แห่ง และตลาดสดของชุมชนอีก 1 แห่ง 

คือ ตลาดสดชุมชนบ้านบุ่งหวาย แหล่งที่มาของปลาที่ขายในตลาดสดทั้ง 2 แห่ง มีความแตกต่างกัน แหล่งที่มา

ของปลาที่ขายในตลาดสดอ าเภอวารินช าราบ ได้แก่ กุดปลาขาว หาดคูเดื่อ ห้วยขะยูง แหล่งที่มาของปลาที่

ขายในตลาดสดชุมชนบ้านบุ่งหวาย คือ ปลาที่จับได้จากล าโดม ส่วนแหล่งที่มาของปลาที่ขายในตลาดสดชุมชน

บ้านนาส่วง คือ ล าเซบาย ซึ่งชนิดของปลาที่จับได้จากแหล่งน้ าทั้ง 10 แหล่งนี้ มีความคล้ายคลึงกันและเป็น

ปลาที่พบได้บ่อยในลุ่มน้ ามูล ได้แก่ ปลากระมัง ปลาขาวสร้อย ปลาขาวนา ปลาโจก ปลากระสูบจุด ปลา

ตะเพียนทราย เป็นต้น นอกจากนั้น ปลาบางชนิด เช่น ปลาขาวสร้อย ปลาขาวนา ปลากระสูบจุด และปลา
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ตะเพียนทราย เป็นโฮสต์ที่เหมาะสมของระยะติดต่อ metacercaria ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini และ

พยาธิใบไม้ล าไส้อ่ืนๆ  

 หลังจากทราบแหล่งที่มาของปลาและระบุชนิดของปลาตัวอย่างแล้ว ปลาตัวอย่างที่มาจากแหล่งน้ าที่

แตกต่างกัน แหล่งละประมาณ 5 – 10 ตัว ได้ถูกน ามาตรวจดูการมีระยะ metacercaria ที่บริเวณหางหรือ

ครีบด้วยกล้องจุลทรรศน์ ซึ่งวิธีนี้ท าให้สามารถตรวจหาแหล่งน้ าที่มีปลาที่มีระยะติดต่อได้เร็วขึ้น ไม่ต้อง

เสียเวลาและเสียค่าใช้จ่ายในการย่อยปลาด้วยเทคนิค pepsin digestion อย่างไรก็ตาม วิธีนี้เป็นเพียงการ

ตรวจดูในเบื้องต้นเท่านั้น ยังไม่สามารถระบุชนิดของ metacercaria ที่ตรวจพบได้ ดังนั้น ปลาจากแหล่งน้ าที่

ตรวจพบระยะ metacercaria ที่บริเวณครีบหรือหางจะถูกน ามาย่อยด้วยเอ็นไซม์เปปซินด้วยเทคนิค pepsin 

digestion เพ่ือแยกเอาระยะ metacercaria ออกมาจากเนื้อปลา และระบุชนิดของระยะ metacercaria 

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยดูลักษณะสัณฐานวิทยา การเคลื่อนที่ของตัวอ่อน ลักษณะ excretory bladder 

เป็นต้น ซึ่งท าให้สามารถระบุชนิดของ metacercaria ได้แม่นย าขึ้น  

 จากการตรวจพบระยะ metacercaria ที่บริเวณครีบหรือหางของปลาจากบุ่งสระพังและตลาดสด

บ้านนาส่วง จึงได้ท าการเก็บตัวอย่างปลาจากแหล่งดังกล่าวเพ่ิมเติม แต่เนื่องจากสภาพอากาศที่เปลี่ยนแปลง

และปริมาณน้ าในแหล่งน้ าลดลง ท าให้ปริมาณปลาตัวอย่างที่ได้มีจ านวนน้อยกว่าที่คาดการณ์ไว้ ซึ่งอาจท าให้มี

ความคลาดเคลื่อนในการแปลผลเนื่องจากมีจ านวนตัวอย่างน้อย อย่างไรก็ตาม จ านวนปลาทั้งหมดที่ใช้ใน

การศึกษามีทั้ งสิ้น 215 ตัว ซึ่ งเพียงพอต่อการประเมินความชุกอย่างคร่าวๆ ของการมีระยะติดต่อ 

metacercaria ของพยาธิใบไม้ในปลาตัวอย่าง และจากการตรวจดูระยะ metacercaria ภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์เพ่ือระบุชนิดของพยาธิ พบว่า ปลาจากทั้งสองแหล่งมีระยะ metacercaria ของพยาธิใบไม้ล าไส้ C. 

formosanus (25.11%), H. pumilio (9.09%) และ H. taichui (1.3%) แต่ตรวจไม่พบระยะ metacercaria 

ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini และมีระยะ metacercaria บางชนิดที่ไม่สามารถระบุชนิด (64.5%) ซึ่ง 

meatacercaria ที่ไม่สามารถระบุชนิดได้เหล่านี้ (unidentified metacercariae) ได้น ามาสกัด DNA และ

เพ่ิมจ านวนชิ้นยีนด้วยเทคนิค PCR โดย primer ที่จ าเพาะกับพยาธิพยาธิใบไม้ล าไส้ C. formosanus, H. 

pumilio, H. taichui และพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini พบ DNA band เกิดขึ้นตรงต าแหน่ง 367 bp หลังจาก

ที่เพ่ิมจ านวน DNA ด้วย primer ที่จ าเพาะกับยีน ITS-2 ของ C. formosanus  

 จากการตรวจระบุชนิดของ metacercaria ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และผลการท า PCR จาก DNA 

ของ meatacercaria ที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ พบว่า ระยะ metacercaria ส่วนใหญ่ ที่พบในปลาน้ าจืดที่

อาศัยในบุ่งสระพังและล าเซบายเป็นระยะ metacercaria ของพยาธิใบไม้ล าไส้ C. formosanus รองลงมา 

คือ H. pumilio และ H. taichui ตามล าดับ 
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 พยาธิใบไม้ล าไส้ C. formosanus เป็นพยาธิใบไม้ที่พบครั้งแรกในสุนัข แต่ในปัจจุบันพบการติดพยาธิ

ชนิดนี้ในคน โดยมักพบร่วมกับการติดพยาธิใบไม้ชนิดอ่ืนๆ เช่น O. viverrini, H. pumilio, H. taichui, 

Prosthodendrium molenkampi, Phaneropsolus bonnei เป็นต้น ในประเทศไทย พบผู้ป่วยที่ติดพยาธิ 

C. formosanus ที่จังหวัดเชียงใหม่ จ านวน 1 ราย (41) ส่วนการส ารวจในประเทศลาว พบผู้ป่วย 7 ราย ที่ติด

พยาธิชนิดนี้ (42) ในประเทศไทย ถึงแม้จะมีรายงานผู้ป่วยที่ติดพยาธิ C. formosanus เพียง 1 ราย แต่ก็มี

รายงานการตรวจพบระยะ metacercaria ของพยาธิชนิดนี้ ในปลาน้ าจืดหลายชนิด (7) (43) (43) นั่น

หมายความว่าหากประชากรยังมีการรับประทานปลาน้ าจืดแบบสุกๆ ดิบๆ ก็อาจท าให้มีโอกาสติดพยาธิชนิดนี้

ได้  

 พยาธิใบไม้ H. pumilio และ H. taichui จัดเป็นพยาธิใบไม้ล าไส้ขนาดเล็ก มีระยะตัวเต็มวัยอาศัยอยู่

ในล าไส้เล็กของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมรวมทั้งคนด้วย พยาธิใบไม้ล าไส้เหล่านี้ไม่ก่อให้เกิดพยาธิสภาพและอาการ

ทางคลินิกที่รุนแรง อาจมีอาการปวดท้อง ท้องเสีย ปวดมวนท้อง เนื่องจากระยะตัวเต็มวัยของพยาธิจะฝังตัว

ลึกลงไปในล าไส้เล็ก แต่การติดพยาธิเหล่านี้ รวมทั้งพยาธิใบไม้ล า ไส้ C. formosanus ที่เป็นสาเหตุของการ

เจ็บปวดเล็กๆ น้อยๆ ในประชากรนั้น สามารถบอกถึงสุขอนามัยที่ไม่ถูกต้องในการรับประทานอาหารที่ไม่ปรุง

ให้สุกก่อน รวมถึงความปลอดภัยในด้านอาหารของชุมชนนั้นๆ ด้วย  

 การตรวจดูระยะติดต่อของพยาธิใบไม้ในปลาน้ าจืดที่อาศัยในแหล่งน้ าใกล้ชุมชนหรือปลาน้ าจืดที่ถูก

น ามาขายในตลาด นอกจากจะท าให้ทราบข้อมูลความชุกของการติดพยาธิในปลาแล้ว ยังเป็นประโยชน์ในการ

วางนโยบายป้องกันการติดพยาธิจากการกินปลาสุกๆ ดิบๆ และช่วยกระตุ้นให้ประชาชนมีความระมัดระวังใน

การรับประทานอาหารมากยิ่งขึ้น อย่างไรก็ตาม การศึกษาครั้งนี้ยังมีข้อจ ากัดในเรื่องจ านวนแหล่งน้ าและ

จ านวนปลาตัวอย่าง แต่ข้อมูลความชุกของการติดพยาธิในปลาที่ได้แสดงในการศึกษาครั้งนี้ สามารถใช้เป็น

ข้อมูลเบื้องต้นในการบอกความรุนแรงของการมีระยะติดต่อของพยาธิใบไม้ในปลาน้ าจืดได้อย่างคร่าวๆ และแม้

จะยังมีรายงานผู้ป่วยโรคพยาธิใบไม้ตับและมะเร็งท่อน้ าดีอยู่ แต่จากผลการศึกษาครั้งนี้กลับตรวจไม่พบระยะ

ติดต่อของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในปลาตัวอย่างเลย ซึ่งอาจเนื่องมาจากข้อจ ากัดที่ได้กล่าวมาแล้วข้างต้น 

ประกอบกับแหล่งน้ าผิวดินในจังหวัดอุบลราชธานีมีจ านวนมาก การตรวจดูการติดพยาธิของปลาในทุกแหล่งน้ า

อาจเป็นไปได้ยาก การท าแผนที่ทางภูมิศาสตร์ระหว่างความชุกของผู้ป่วยโรคพยาธิใบไม้ตับและมะเร็งท่อน้ าดี

กับแหล่งน้ าผิวดินในจังหวัดอุบลราชธานี น่าจะช่วยให้มีโอกาสตรวจพบแหล่งน้ าที่เป็นแหล่งกักเก็บโฮสต์ของ

พยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ได้ง่ายขึ้น นอกจากนั้น การติดพยาธิใบไม้ตับจากปลาน้ าจืดที่ถูกขนส่งจากแหล่ง

อ่ืนมาเพ่ือขายในพ้ืนที่จังหวัดอุบลราชธานีก็เป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่นักวิจัยควรค านึงถึง เพื่อหาแหล่งน้ าที่มีปลาน้ า

จืดที่มีระยะติดต่อของพยาธิใบไม้ตับและพยาธิใบไม้ล าไส้อื่นๆ เพื่อจะได้หาแนวทางป้องกันและควบคุมการเกิด

โรคพยาธิในชุมชนที่อยู่ในพ้ืนที่ใกล้เคียงกับแหล่งน้ านั้นๆ ต่อไป และจากการตรวจระยะติดต่อของพยาธิในปลา
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ชนิดต่างๆ นั้น บ่งบอกถึงการมีวงจรชีวิตของพยาธิในสิ่งแวดล้อม การร่วมกันสร้างให้เกิดสุ ขอนามัยที่ดีใน

ชุมชนจะเป็นการตัดวงจรชีวิตของพยาธิให้หมดไปอย่างถาวร 
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Survey of trematode metacercariae in in cyprinoids fish from Warinchamrap district, Ubon 

Ratchatthani province, Thailand 

J. Sripa*, B. Sripa, N. Kiatsopit, S. Piratae  

 
Objectives:  Ubon Ratchathani province is a part of North-East Thailand where prevalence of opisthorchiasis and 

cholangiocarcinoma has been reported. This cross-sectional study was performed to elucidate the status of trematode larvae 

infection in cyprinoids fish in this area following mass treatment and campaigns by Thailand’s public health agency over the 

past few years.  

Methods: Cyprinoids fish samples were collected from April 2012 to August 2014. To investigate the infection of trematode 

metacercariae in cyprinoids fish, a total of 250 fish samples was randomly collected, identified fish species and examined for 

metacercariae at the fish’s tail before being taken to the artificial digestion method. The sediments from fish digestion were 

examined for metacercariae and identified species level base on their detail morphologies under stereomicroscopy. 

Results:  From examination for trematode metacercariae in fish, three species of metacercariae, Haplorchis taichui, H. 

pumilio, and Centrocestus formosanus, were found to be prevalent in the fish hosts, whereas O. viverrini metacercariae was 

not detected.  

Conclusion: This study showed the lack of O. viverrini infection in cyprinoids fish. Prevalence of H. taichui, H. pumilio, and 

C. formosanus were reported. Also, this study provided new information about infection in first intermediate hosts of 

zoonotic trematodes in this area.   

 

Key words: Metacercariae, Cyprinoids fish, Ubon Ratchathani  

 

Introduction 

 North–East of Thailand is endemic with parasitic infection. High rate of helminth and protozoa infection in people 

living in this part of Thailand has been reported continuously more than 10 years. Many factors including the suitability of 

topography, optimal climate, availability of intermediate host and poor sanitation of habitants are promoted high incidence 

rate of parasitic infection in population of this part of Thailand. Ubon Ratchathani province is an interesting area that located 

in lower part of North–East. Warinchamrap district was an area that proven high number of cholangiocarcinoma patient (data 

during 2002 – 2011) (Hospital Based Cancer Registry, 2002 – 2011). Moreover, high prevalence of Opisthorchis viverrini and 

other helminth infection in habitants was also reported from this area (Report of Civil Society Forum of Hospital, 2011–

2012) .  This would indicatethe distribution of first and secondary intermediate host of parasitic trematodes as well as 

unchanged eating habit of local people. The exits of specific intermediate hosts of parasitic trematodes are significant factors 

to promote complete of complicated life cycle of these parasites.  Fresh water snail, Bithynia goniomphalos and cyprinoids 

fish that common found in this areas are considered to be of medical and veterinary public health significant since they were 

found as intermediate host of carcinogenic liver fluke, O. viverrini and other intestinal flukes.  

 However, there was no studies concerning of trematode larvae stage in these intermediate hosts. To elucidate the 

status of trematode infection in both freshwater snails and cyprinoids fish, the cross–sectional study was performed in area of 

Warinchamrap district.  This epidemiological situation from this study could be provided importance information of 

trematode infection.  Moreover, this is the first step to give a rough idea of the infection rates in humans and animals 

surrounding the areas and also force the effective control of parasitic infection.  

Materials and Methods 

1. Study areas  

The study areas were explored using ten years backdated data of cholangiocarcinoma patients from Ubon 

Ratchathani Cancer Hospital, Ubon Ratchathani.  The habitat and number of CCA, opisthorchiasis and other parasitic 



infection patient during 2002–2011 were determined to identify risk area for these diseases. From data review, Warinchamrap 

district also showed high number of CCA and parasitic infection patients. This indicated the existing of factors that promote 

parasitic infection in habitant including trematode intermediate hosts; Bithynia snails and cyprinoids fish. Thus, rice fields, 

canals and ponds that plenty cover in this district were the sites for snails and fish collection.  

2. Samples collection and identification  

Collection of cyprinoids fish 

Cyprinoids fish samples were random collected from natural ponds and canals in the rice field of Ko–ae sub–

district during April 2012 to August 2014. All fish were examined for trematode metacercariae at caudal fin and fish’s tail 

under light microscope. 250 fish samples that present metacercariae at their fin were transferred on ice to Tropical Disease 

Research Laboratory for artificial pepsin digestion. Fish samples were measure in body length and width, weigh and species 

identification.  Fish samples were grouped according to fish species before carried out to digestion process following 

previously described (Srisawangwong, Sithithaworn, and Tesana, 1997). Briefly, Fish were homogenized in blender then mix 

with 0.25% pepsin (Sigma Aldrich, USA) and 1.5% HCl in 0.85% NaCl solution. The mixtures were incubated in shaking water 

bath at 37 °C for 1 hour. After that, the mixtures were filtered through a series of sieves including 1,000, 300, 106 and 250 

um mesh, respectively. The filtered mixtures were precipitate in sediment jar in 0.85% NaCl solution until supernatant became 

clear.  After the supernatant was clear, metacercariae in sediment were identified under stereomicroscope base on 

morphological criteria. Intensity of trematode metacercariae was calculated by counting number of metacercariae divided on 

fish species. 

Results 

Trematode metacercariae identification 

A total of 250 fish samples consisted of 10 species of cyprinoids fish (Table 1) which found metacercariae at their 

tail and/ or caudal fin were subject to pepsin digestion and metacercariae identification.  All species of fish samples were 

infected with metacercariae in different prevalence.  The common found trematode metacercariae were Centrocestus 

formosanus, Haplochis pumilio, H. taichui with prevalence of 25.11% , 9.09%  and 1.3%  respectively. The common fish that 

caught in this area were Puntioplites falcifer, Cyclocheilichthys enoplos, C. apogon and Hampula dispar. From this survey, all 

these common fish were also infected with zoonotic trematodes including C. formosanus, H. pumilio and H. taichui with the 

difference metacercariae burden per host. Among these fish, H. dispar was showed highest of number of metacercariae per 

host than others.  In addition, 64.5%  of metacercariae isolated from all fish were indicated as unidentified metacercariae 

(Figure 2). 

Discussion 

 Prevalence of zoonotic trematode in intermediate and definitive host has been reported in many areas throughout 

Thailand, especially in the North and North–East. However, there was lack of information of zoonotic trematode prevalence 

in specific host from lower part of North–East of Thailand.  This study would be the first report that showed the status of 

zoonotic trematode infection in specific intermediate host, B. goniomphalos and cyprinoids fish from Warinchamrap district, 

the area that accumulated with high number of CCA, opisthorchiasis and other parasitic infection patients. 

Variety species of cyprinoids fish were collected from canals, rice fields and natural ponds that cover throughout 

area of Warinchamrap district.  These fish samples were found infected with various types of zoonotic trematode 

metcercariae.  This might due to the fact of the spread of animal and human feces into natural water resources that might 

allow parasites transmitted quickly and easily to their appropriated intermediate host.  In addition, prevalence of infected 



cyprinoids fish were represented complex and suitable ecosystem for trematode life cycle in this area. Though, the incidence 

of CCA and opisthorchiasis has been reported but there was no O. viverrini larvae infected in cyprinoids fish.  

Although, C. formosanus is the zoonotic trematode that has been reported in intestine of dog, but recently seven 

patients from Lao PDR were found mix infections of C. formosanus with O. viverrini and H. taichui (Chai et al., 2013). This 

infection was cause of varied symptoms in patients including epigastric pain, indigestion and occasional diarrhoea but less of 

relationships with C.  formosanus infection.  Because of C.  formosanus infection was stated that cause from frequently 

consuming raw or uncooked fresh water fish thus the attention should be paid to people who favour consume this kind of 

food.  

From survey of matacercariae in cyprinoids fish, the common local fish species were found infection with varied 

species of intestinal trematode.  Moreover, screening for metacercarial infection by examined fish caudal fin and fish’s tail 

under light microscope before carried out to artificial pepsin digestion were used in this study. This screening examination 

technique was benefit in reducing the cost and time consuming in fish digestion. However, this technique cannot identify the 

metacercariae in species level. Thus, fish digestion with pepsin enzyme to isolate metacercariae from fish meat still important 

for identify the metacercariae base on morphological criteria. However, in this study, numerous of unidentified metacercariae 

were found.  These metacercariae were atypical morphology and were not effective for identifiable metacercariae.  To 

identified these atypical metcercariae, conventional PCR with specific primer would be the appropriate method since 

specificity and sensitivity has been reported (Pitaksakulrat et al., 2013). 

From this study, parasitic infection in cyprinoids fish from Warinchamrap district are important in monitoring 

medical and veterinary public health in this area.  Moreover, data from this survey are provided important information on 

ecology and host–parasite relationships of trematode infections. However, this information would be changed according to 

many factors. Thus, monitoring of the status of parasitic infection in these intermediate hosts should be performing regularly. 
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Table 1 Prevalence of fish-borne trematode metacercariae in cyprinoids fish from Warinchamrap district, Ubon Ratchathani province. 

Fish species Number of 
fish 

examined 

Width Length Number of 
metacercariae 
recovered per 

host (N)1 

Number of metacercariae classified based on morphology species specific 
(%prevalence) 

Total of 
metacercariae Min 

(cm) 
Max 
(cm) 

Min 
(cm) 

(N)1Max 
(cm) O. viverrini H. taichui H. pumilio C. formosanus unidentified  

Puntioplites falcifer 91 4.5 9 11 21 0.37 (34) - - 10 (29.41) 9 (26.47) 15 (44.12) 34 (14.72) 
Soldier river brab 
(Cyclocheilichthys enoplos) 

23 3 7 14.5 24.5 3.49 (80) - 2 (2.5) 8 (10) 23 (28.75) 47 (58.75) 80 (34.63) 

Epalzeorhynchos 
chrysophekadion 

1 5.5 20 11 (11) - - - 1 (9.09) 10 (90.90)- 11 (4.76)  

Labiobarbus leptocheila 1 5.5 20 - - - - - - - 
Beardless barb  
(Cyclocheilichthys apogon) 

2 4 5 14 15.5 6 (12) - - - 1 (8.33) 11 (91.67) 12 (5.19) 

Java barb, Silver barb 
(Barbonymus gonionotus) 

6 2 3 7.5 9.5 2.17 (13) - - - 1 (7.69) 12 (92.31) 13 (5.63) 

Puntius brevis 7 2 3 10 12.5 0.43 (3) - - - - 3 (100) 3 (1.3) 
Red tailed tinfoil 
(Barbonymus altus) 

1 4.5 13 6 (6) - - - - 6 (100) 6 (2.6) 

Siamese mud carp 
(Henicorhynchus simensis) 

2 2.3 2.8 10.5 12.5 1.5 (3) - - - - 3 (100) 3 (1.3) 

Eye-Spot Barb, Spotted 
Hampula Barb (Hampula 
dispar) 

1 4 16 3 (3) - - - - 3 (100) 3 (1.3) 

 

 

 



 

 

 

Figure 1 Trematode metacercariae infected in cyprinoids fish from form Warinchamrap district, Ubon Ratchathani 

province.  Cyprinoids fish that found metacercariae at their caudal fin or fish’s tail were carried out for artificial 

pepsin digestion. Metacercariae of intestinal trematodes; H. taichui (A), C. formosanus (B), and H. pumilio (C) were 

found infected fish samples.  
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