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การติดเช้ือของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไม้ในปลาน ้าจืดเกลด็ขาววงศ์ปลาตะเพยีนตามพื้นท่ี 
ลุ่มน ้ามูลตอนกลางและลุ่มน ้าชีตอนบนด้วยวิธีการทางจุลพยาธิวิทยาและอณูชีววิทยา 
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บทคัดย่อ 
ปลาน ้ าจืดเกล็ดขาววงศป์ลาตะเพียนมีส่วนส าคญัในการแพร่กระจาย และเพ่ิมจ านวนตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย

พยาธิใบไมใ้นระบบนิเวศ และเป็นตวักลางส าคญัท่ีส่งผา่นโรคพยาธิใบไมต้บัในคน แต่ยงัขาดการเฝ้าระวงัทางระบาดวิทยาของ
โฮสตต์วักลางท่ีสองตามลุ่มน ้ าในพ้ืนท่ีเส่ียงของจงัหวดันครราชสีมา บุรีรัมย ์สุรินทร์ และชยัภูมิ ดงันั้นขอ้มูลการติดเช้ือในสัตว์
รังโรคจึงมีความส าคญั โดยมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาการติดเช้ือของตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไมใ้นปลาน ้าจืดเกลด็
ขาววงศป์ลาตะเพียน และสร้างแนวทางการเฝ้าระวงัแบบเฉพาะพ้ืนท่ีดว้ยวิธีการตรวจทางจุลพยาธิวิทยาและอณูชีววิทยา พ้ืนท่ี
ท าการศึกษา 11 ต  าบล ตามพ้ืนท่ีลุ่มน ้ ามูลตอนกลางและลุ่มน ้ าชีตอนบน ปลาสดจ านวน 813 ตวัอย่าง เป็นวงศ์ปลาตะเพียน
ทั้งหมด 4 ชนิดพนัธ์ุ ตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี pepsin HCL digestion และยืนยนัดว้ยวิธี PCR ช่วงฤดูหนาวพบ Haplorchoides sp. 
metacercariae 5 ต าบลในจงัหวดับุรีรัมย ์และ Opisthorchis viverrini (Ov) metacercariae 2 ต าบลในจงัหวดัชยัภูมิ ช่วงฤดูฝน 
พบ Unknown metacercariae 4 ต าบลในจังหวดันครราชสีมา ชัยภูมิ สุรินทร์ และ  Ov metacercariae 1 ต าบลในจังหวดั
นครราชสีมา การตรวจทางจุลพยาธิวิทยาของ Haplorchoides sp. metacercariae และสร้างภาพวิธานประกอบค าบรรยาย 
เป็นแหล่งอา้งอิง การศึกษาน้ีช้ีให้เห็นว่าปลาน ้ าจืดเกล็ดขาววงศป์ลาตะเพียนเป็นโฮสต์ตวักลางพยาธิใบไมไ้ดห้ลายชนิด และ
ปลาในพ้ืนท่ีลุ่มน ้ าชีตอนบนยงัคงพบการปนเป้ือนของ Ov metacercariae และการมีส่วนร่วมของหน่วยงานในพ้ืนท่ีสามารถ 
เฝ้าระวงัการระบาดของโฮสตต์วักลางพยาธิใบไมท่ี้ส่งผา่นโรคสู่คนในเขตสุขภาพท่ี 9 

ค าส าคัญ: พยาธิใบไม,้ เมตาเซอร์คาเรีย, ปลาวงศป์ลาตะเพียน, การเฝ้าระวงัเฉพาะพ้ืนท่ี 
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Abstract 
The Cyprinoid fish play a crucial role in the distribution and proliferation of trematode metacercariae in the 

ecosystem. They also serve as significant intermediate hosts transmitting liver fluke diseases to humans. However, there is a  
lack of epidemiological surveillance data on the second intermediate host in the river basins of the at -risk areas of Nakhon 
Ratchasima, Buriram, Surin and Chaiyaphum provinces. Therefore, information on infection in disease reservoir hosts is 
essential. This study focuses on the infection of trematode metacercariae and aims to develop sentinel surveillance methods 
using micromorphological and molecular techniques. The study area encompasses 11 sub -districts in the middle Mun-upper 
Chi River basin of Thailand. A total of 813 fresh fish samples, representing four species of Cyprinoid fish, were collected. The 
samples underwent pepsin HCL digestion and were subsequently confirmed via PCR, revealing the presence of Haplorchoides 
sp. metacercariae in 5 sub-districts in Buriram province during the winter season, Opisthorchis viverrini (Ov) metacercariae in 
2 sub-districts in Chaiyaphum province during the rainy season, and unknown metacercariae in 4 sub -districts in Nakhon 
Ratchasima, Chaiyaphum, and Surin provinces during the rainy season. Ov metacercariae were also found in 1 sub-district in 
Nakhon Ratchasima province during the rainy season. Micromorphological examination of Haplorchoides sp. metacercariae 
was performed, and illustrations were created as supporting references. This study emphasizes that Cyprinoid fish act as 
second intermediate hosts for many species of trematodes, and in the upper Chi River basin, there continues to be 
contamination with Ov metacercariae. The collaboration of local networks is crucial for monitoring the epidemic spread of 
intermediate hosts transmitting diseases to humans in the areas of regional health 9. 

Keywords: trematode, metacercariae, cyprinoid fish, sentinel surveillance   

บทน า 
ปลาน ้ าจืดหลายชนิดท่ีอาศัยอยู่ตามแหล่งน ้ า

ธรรมชาติเป็นโฮสต์ตวักลางท่ีสอง (secondary Intermediate 
host) ในวงจรชีวิตของพยาธิใบไม ้โดยมีตวัอ่อนระยะติดต่อ 
(infective stage) หรือเมตาเซอร์คาเรียเป็นตวัส่งผา่นจากปลา
สู่คน รวมถึงสัตวท่ี์มีกระดูกสันหลงั(1) ก็ติดเช้ือดว้ยเช่นกนั 
ในประเทศไทยพบปลาน ้ าจืดมากกว่า 570 ชนิดพนัธ์ุ และ 
มีอย่างน้อย 64 ชนิดพนัธ์ุ ท่ีมีรายงานการพบตวัอ่อนระยะ 
เมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไม ้โดยเฉพาะในวงศป์ลาตะเพียน 
(Cyprinoid)  ซ่ึงเป็นวงศ์ท่ีใหญ่ท่ีสุดของปลาน ้ า จืด (2-3)  
มีการตรวจพบตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียทั้งกลุ่มของ
พยาธิใบไมล้ าไส้ (intestinal flukes) ไดแ้ก่ Haplorchis taichui, 
Haplorchoides sp. และพย า ธิ ใ บ ไม้ ตั บ  ( liver flukes) 
Opisthorchis viverrini ท่ีองค์กรการวิจยัมะเร็งนานาชาติจดั
ให้เป็นสารก่อมะเร็งชีวภาพกลุ่มท่ี 1 จากทั้งหมด 4 กลุ่ม  
ซ่ึงพยาธิใบไม้ตับจัดเป็นสารก่อมะเร็งท่ีมีผลกระทบ 
ในมนุษยม์าก(4) ทั้งน้ีการติดเช้ือตวัอ่อนเมตาเซอร์คาเรียของ
พยาธิใบไมใ้นปลาน ้าจืดเกลด็ขาววงศป์ลาตะเพียน สามารถ 

 
ตรวจพบไดใ้นอวยัวะหลาย ๆ  ส่วนของตวัปลา รายงานวิจยั
ส่วนใหญ่พบซีสต์เมตาเซอร์คาเรียในกล้ามเน้ือของปลา 
เม่ือเทียบกบัอวยัวะส่วนอื่นๆ และมีรายงานว่าตรวจพบใน
น ้ าล้างขอดเกล็ดปลาด้วยเช่นกัน(5-6) โดยปัจจัยท่ีมีผลต่อ
ความชุก และความหนาแน่นของการติดเช้ือของตัวอ่อน
ระยะเมตาเซอร์คาเรียในปลา ไดแ้ก่ ความแตกต่างกนัของ
สภาพแวดล้อมทางกายภาพและทางเคมีในแหล่งน ้ า   
ช่วงฤดูกาล และชนิดพนัธ์ุของปลา จ านวนของตัวพยาธิ 
และโฮสต์ก่ึงกลาง เป็นตน้ และปลาบางชนิดพนัธ์ุพบมาก
ในบางฤดูกาลเท่านั้น ไม่สามารถพบไดต้ลอดทั้งปี(7-8)  

พยาธิใบไม้เป็นปรสิตก่อโรคในคน และเป็น
ปัญหาทางการสาธารณสุข โดยเฉพาะพยาธิใบไมต้บัท่ีพบ
อตัราความชุกการติดเช้ือสูงในพ้ืนท่ีภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
และภาคเหนือของประเทศไทย สาเหตุจากพฤติกรรมการ
บริโภคอาหารท่ีท าจากปลาน ้ าจืดเกล็ดขาววงศป์ลาตะเพียน
แบบปรุงดิบ หรือดิบ ๆ สุก ๆ สถานการณ์โรคพยาธิใบไม้
ตบัในประชาชนของพ้ืนท่ีเขตสุขภาพท่ี 9 ซ่ึงประกอบดว้ย
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จังหวดันครราชสีมา ชัยภูมิ บุรีรัมย ์และสุรินทร์ ตั้งแต่ปี 
พ.ศ. 2559 - 2562 จากการตรวจคดักรองโรคตามแนวทาง
ของกรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข มีอตัราความชุก
ของพยาธิใบไมต้บัสูงกว่าร้อยละ 20 จ านวน 11 ต าบล ซ่ึงมี
แนวโน้มเพ่ิมขึ้ น และลดลงแตกต่างกันไปในแต่ละปี        
โดยในปี พ.ศ. 2559 พบอตัราความชุกสูงถึง 4 ต าบล สูงสุด
ร้อยละ 41.21, ร้อยละ 29.12, ร้อยละ 26.92 ในพ้ืนท่ีจงัหวดั
บุรีรัมย ์และพบร้อยละ 21.05 ในจงัหวดัสุรินทร์ ตามล าดบั 
ในปี พ.ศ. 2560 พบอตัราความชุกลดลงเหลือเพียง 2 ต าบล 
คิดเป็นร้อยละ 27.91 ในพ้ืนท่ีจังหวดับุรีรัมย ์และร้อยละ 
22.47 ในพ้ืนท่ีจงัหวดันครราชสีมา แต่ในปี พ.ศ. 2561 กลบั
พบอตัราความชุกเพ่ิมขึ้นเป็น 4 ต  าบล และพบในพ้ืนท่ีใหม่ 
สูงสุดร้อยละ 35.68, ร้อยละ 24.12 ในพ้ืนท่ีจังหวดัชัยภูมิ, 
ร้อยละ 25.24 ในพ้ืนท่ีจังหวัดนครราชสีมา และร้อยละ 
24.32 ในพ้ืนท่ีจงัหวดับุรีรัมย ์ส่วนในปี พ.ศ. 2562 พบอตัรา
ความชุกเพียง 1 ต าบล คิดเป็นร้อยละ 27.47 ในพ้ืนท่ีจงัหวดั
ชยัภูมิ จากสถานการณ์บ่งช้ีว่าประชาชนในพ้ืนท่ียงัคงมีวิถี
ชีวิตความเป็นอยู ่และพฤติกรรมการบริโภคปลาหรืออาหาร
ท่ีท าจากปลาน ้ าจืดเกล็ดขาววงศ์ปลาตะเพียนท่ีปรุงไม่สุก 
อย่างไรก็ตามโฮสต์ตัวกลางท่ีสองของพยาธิใบไม้ตับมี
จ านวนตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย 1-2 ซีสต์ ต่อปลา 1 ตวั 
แต่ก็เพียงพอท่ีจะท าให้เกิดการติดเช้ือซ ้ าหลายคร้ังในช่วง
ระยะเวลานานหลายปีตลอดช่วงชีวิตได ้ดังนั้นปลาน ้ าจืด
เกลด็ขาววงศป์ลาตะเพียนจึงมีส่วนส าคญัในการแพร่กระจาย 
และเพ่ิมจ านวนตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไมใ้น
ระบบนิเวศตามพ้ืนท่ีลุ่มน ้ า จึงเป็นปัจจัยท่ีส่งเสริมให้
ประชาชนในชุมชนมีโอกาสติดโรคพยาธิใบไม ้โดยพบมี
รายงานการศึกษาท่ีเก่ียวข้องกับโฮสต์ตัวกลางท่ีสองของ
กลุ่มพยาธิใบไมใ้นบางพ้ืนท่ีลุ่มน ้าของประเทศไทยเป็นบาง
ช่วงเวลาเท่านั้น อีกทั้งขาดการเก็บรวบรวมขอ้มูลในรูปแบบ
การเฝ้าระวังทางระบาดวิทยาของแต่ละพ้ืนท่ี เ พ่ือใช้
ประกอบการวิเคราะห์ขอ้มูลการติดเช้ือของตวัอ่อนระยะเม
ตาเซอร์คาเ รีย ร่วมกับข้อมูลมิติด้านอื่น  ๆ ตามแผน
ยุทธศาสตร์ก าจดัปัญหาพยาธิใบไมต้บั และมะเร็งท่อน ้ าดี
ของประเทศไทย  

คณะผู ้วิจัยจึงน าหลักการเฝ้าระวังทางระบาด
วิทยาแบบเฉพาะกลุ่มหรือเฉพาะพ้ืนท่ี (sentinel surveillance) 

ร่วมกบัการตรวจวิเคราะห์ทางจุลพยาธิวิทยา และอณูชีววิทยา
มาใช้เพื่อค้นหาเมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไม้จากตัวอย่าง
ปลาน ้ าจืดเกล็ดขาววงศ์ปลาตะเพียนในพ้ืนท่ีลุ่มน ้ ามูล
ตอนกลาง  และ ลุ่มน ้ า ชีตอนบน ครอบคลุมจังหวัด
นครราชสีมา บุ รี รัมย์ สุ รินทร์  และชัยภูมิ  ดังนั้ น จึง
ท าการศึกษาการติดเช้ือของตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย
พยาธิใบไมใ้นปลาน ้ าจืดเกล็ดขาววงศ์ปลาตะเพียนท่ีเป็น
โฮสต์ตัวกลางส าคญัต่อการส่งผ่านโรคพยาธิใบไม้สู่คน 
เพื่อน าไปใชป้ระเมินสถานการณ์การแพร่ระบาดของพยาธิ
ใบไม้ และวางแผนการป้องกันควบคุมโรคพยาธิใบไม้ 
ท่ี เ ป็ นปัญหาส าคัญของเขตสุขภาพท่ี  9 ได้อย่ า ง มี
ประสิทธิภาพ ทนัต่อสถานการณ์ท่ีเปล่ียนแปลงไปได ้ทั้งน้ี
ดว้ยขอ้จ ากดัจากการแพร่ระบาดของโรคโควิด-19 ในช่วงปี 
พ.ศ.  2563 -  2564 จึงได้ด าเนินการศึกษาในช่วงปลายปี  
พ.ศ.  2564 - 2565 
วัตถุประสงค์ 

เพ่ือศึกษาการติดเช้ือของตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์
คาเรียพยาธิใบไมใ้นปลาน ้ าจืดเกล็ดขาววงศ์ปลาตะเพียน
ตามพ้ืนท่ีลุ่มน ้ ามูลตอนกลาง และลุ่มน ้ าชีตอนบนด้วย
วิธีการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา และอณูชีววิทยา 

วัสดุและวิธีการศึกษา 
รูปแบบการศึกษา เป็นการศึกษาเชิงพรรณนา 

โดยใชวิ้ธีการส ารวจแบบภาคตดัขวาง (Descriptive cross-
sectional survey study) ก าหนดพ้ืนท่ีท าการศึกษาจากอตัรา
ความชุกของโรคพยาธิใบไม้ตบัในคน ร้อยละ 20 ขึ้นไป 
ของปี พ.ศ. 2559 - 2562 โดยส ารวจการติดเช้ือของตวัอ่อน
ระยะเมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไมใ้นปลาน ้าจืดเกลด็ขาววงศ์
ปลาตะเพียนตามพ้ืนท่ีลุ่มน ้ ามูลตอนกลาง และลุ่มน ้ าชี
ตอนบนในพ้ืนท่ีจงัหวดัชัยภูมิ นครราชสีมา บุรีรัมย ์และ
สุรินทร์ จากพ้ืนท่ีท าการศึกษาจ านวน 11 ต าบล ดงัภาพท่ี 1 

ประชากรท่ีท าการศึกษาเป็นปลาน ้ าจืดเกล็ดขาว
วงศป์ลาตะเพียน และค านวณขนาดตวัอย่างส าหรับการสุ่ม
แบบง่าย เพ่ือประมาณค่าสัดส่วนของปลาน ้ าจืดแบบกรณี
ไม่ทราบจ านวนประชากร ไดเ้ท่ากบั 349.44 ดงันั้น จึงเก็บ
ตวัอย่างปลาในพ้ืนท่ีท าการศึกษาไม่น้อยกว่า 350 ตวัอย่าง 
ด าเนินการเก็บตวัอยา่งปลาในเดือนพฤศจิกายนถึงธนัวาคม 
พ.ศ. 2564 และพฤษภาคมถึงเดือนมิถุนายน พ.ศ.  2565  
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ภาพที่ 1 พ้ืนท่ีท าการศึกษาการติดเช้ือของตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไมใ้นปลาน ้ าจืด วงศ์ปลาตะเพียนตามพ้ืนท่ี 

ลุ่มน ้ามูลตอนกลาง และลุ่มน ้าชีตอนบน 

ซ่ึงอยูใ่นฤดูกาลท่ีแตกต่างกนั การศึกษาตรวจสอบชนิดพนัธ์ุ
ของปลาดว้ยการจ าแนกตามระบบอนุกรมวิธานตาม Nelson 
และคณะ(9) วดัขนาด ถ่ายภาพ และบนัทึกผลในแต่ละจุดเก็บ
ตัวอย่าง และน าปลาท่ีจ าแนกชนิดแล้วว่าเป็นปลาน ้ าจืด
เกล็ดขาวในวงศป์ลาตะเพียนใส่ถุงพลาสติก ซ่ึงแยกจุดเก็บ
ตวัอย่างปลาแห่งละ 500 กรัม ทั้งน้ีจ านวนตวัอย่างปลาใน 
แต่ละแห่งมีความแตกต่างกนัขึ้นกบัขนาดปลาท่ีเก็บตวัอย่าง
ได้ในแต่ช่วงเวลา น ามาวิเคราะห์การติดเช้ือของตัวอ่อน
ระยะเมตาเซอร์คาเ รียพยาธิใบไม้ด้วยวิ ธี  pepsin HCl 
digestion และตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ 
และกล้องจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ และสร้างภาพ
ลายเส้นวิธานระบุจุลพยาธิวิทยาประกอบค าบรรยายเน้น
ส่วนส าคัญหรือลักษณะเฉพาะของเมตาเซอร์คาเ รีย 
(taxonomic descriptions) ตามวิธีของ Shameem และ Madhavi(10) 
และ Scholz และคณะ(11) เปรียบเทียบกบัรายงานการศึกษา
ต่าง ๆ และน าตวัอย่างท่ีตรวจพบเมตาเซอร์คาเรียมาตรวจ
วิเคราะห์ยืนยนัด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา polymerase chain 
reaction (PCR) techniques เพื่อระบุชนิดพยาธิใบไมต้บัดว้ย 
PCR product ขนาด 330 bp forward primer CTG AAT CTC 
TCG TTT GTT CA reverse primer GTT CCA GGT GAG 
TCT CTC TA และ condition PCR ท่ีใช้ Heated lid 112 oC, 
Pre-denaturation 95 oC 3 นาที, Denaturation 95 oC 30 วินาที,  

Annealing 50 oC 30 วินาที, Extension 72 oC 30 วินาที, Final 
extension 72 oC 5 นาที, Store 10 oC และวิเคราะห์ขอ้มูลดว้ย
สถิติเชิงพรรณนา 

การเฝ้าระวงัแบบเฉพาะพ้ืนท่ี (Sentinel surveillance)  
ด้วยการวิเคราะห์การติดเช้ือของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์
คาเรียพยาธิใบไมต้บัในปลาน ้ าจืดเกล็ดขาววงศป์ลาตะเพียน
ตามพ้ืนท่ีลุ่มน ้ ามูลตอนกลางและลุ่มน ้ าชีตอนบน จากการ 
มีส่วนร่วมระดบัอ าเภอ/ต าบล 1) โรงพยาบาลชุมชน 1 แห่ง 
ส านกังานสาธารณสุขอ าเภอ 1 แห่ง และโรงพยาบาลส่งเสริม
สุขภาพต าบล 9 แห่ง ในการสุ่มเก็บตวัอย่างปลาและบนัทึก
ข้อมูล 2)  ส านักงานป้องกันควบคุมโรคท่ี  9 จังหวัด
นครราชสีมา และศูนย์วิจัยโรคปรสิต มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี ในการตรวจหาการปนเป้ือนของตัวอ่อน
ระยะเมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไม้ด้วยวิธีการทางจุลพยาธิ
วิทยาและอณูชีววิทยา มีระยะเวลา 10 - 15 วนัท าการ และ
รายงานผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ เพื่อแจ้ง
เตือนสู่หน่วยงานในพ้ืนท่ีท าการศึกษาทั้ง 11 ต าบล และเป็น
แนวทางการเพ่ิมประสิทธิภาพในการป้องกนัและควบคุมโรค
พยาธิใบไม้ตับ ซ่ึงเป็นโรคติดต่อท่ีต้องเฝ้าระวัง  ตาม
พระราชบญัญติัโรคติดต่อ พ.ศ. 2558 เพื่อดงัภาพท่ี 2 
 
 

1. ต าบลบา้นเป้า อ าเภอเกษตรสมบูรณ์ จงัหวดัชยัภูมิ 
2. ต าบลลุ่มล าชี อ าเภอบา้นเขวา้ จงัหวดัชยัภูมิ 
3. ต าบลบุ่งคลา้ อ าเภอเมือง จงัหวดัชยัภูมิ 
4. ต าบลบา้นเหล่ือม อ าเภอบา้นเหล่ือม จงัหวดันครราชสีมา 
5. ต าบลดอนยาวใหญ่ อ าเภอโนนแดง จงัหวดันครราชสีมา 
6. ต าบลไพศาล อ าเภอประโคนชยั จงัหวดับุรีรัมย ์
7. ต าบลถาวร อ าเภอเฉลิมพระเกียรติ จงัหวดับุรีรัมย ์
8. ต าบลบึงเจริญ อ าเภอบา้นกรวด จงัหวดับุรีรัมย ์
9. ต าบลท่าม่วง อ าเภอสตึก จงัหวดับุรีรัมย ์
10. ต าบลสะแก อ าเภอสตึก จงัหวดับุรีรัมย ์
11. ต าบลลุ่มระวี อ าเภอจอมพระ จงัหวดัสุรินทร์ 
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ภาพที่ 2 แผนผงัการเฝ้าระวงัแบบเฉพาะพ้ืนท่ี (sentinel surveillance) ดว้ยการวิเคราะห์การติดเช้ือของตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์

คาเรียพยาธิใบไมต้บัในปลาน ้าจืดเกลด็ขาววงศป์ลาตะเพียนของเขตสุขภาพท่ี 9 

ผลการศึกษา 
การติดเช้ือของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียพยาธิ

ใบไม้ในปลาน ้าจืดเกล็ดขาววงศ์ปลาตะเพียน 
ตัวอย่างปลาสดจากการส ารวจพ้ืนท่ีลุ่มน ้ ามูล

ตอนกลาง และลุ่มน ้ าชีตอนบนในจังหวัดนครราชสีมา 
บุรีรัมย ์สุรินทร์ และชยัภูมิ จ านวน 11 ต าบล ไดป้ลาตวัอย่าง
จ านวน 813 ตัวอย่าง จ าแนกเป็นวงศ์ปลาตะเพียนทั้งหมด 
(Cyprinidae) พบจ านวน 4 ชนิดพันธ์ุ คือ ปลากระสูบจุด 
(Hampala dispar) ปลาสร้อยขาว (Henicorhynchus siamensis) 
ปลาตะเพียนขาว (Barbonymus gonionotus) และปลาสร้อย
นกเขา (Osteochilus hasselti) จากการตรวจด้วยวิ ธีทาง 
จุลพยาธิวิทยา และอณูชีววิทยา ตัวอย่างปลาในช่วงเดือน
พฤศจิกายนถึงธันวาคม พ.ศ. 2564 จ านวน 372 ตัว พบการ 
ติดเช้ือของตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียใน 7 ต าบล คิดเป็น 
ร้อยละ 63.64 ระบุชนิดเป็น Opisthorchis viverrini metacercariae 
พบในต าบลบา้นเป้า อ าเภอเกษตรสมบูรณ์ และต าบลบุ่งคลา้ 
อ าเภอเมือง จังหวัดชัยภูมิ  และเป็น Haplorchoides sp. 
metacercariae พบในต าบลไพศาล อ าเภอประโคนชยั, ต าบล
ถาวร อ าเภอเฉลิมพระเกียรติ, ต าบลบึงเจริญ อ าเภอบา้นกรวด, 
ต าบลสะแก ต าบลท่าม่วง อ าเภอสตึก จงัหวดับุรีรัมย ์และ 

 
ตวัอย่างปลาเดือนพฤษภาคมถึงมิถุนายน พ.ศ.2565 จ านวน 
441 ตวั พบการติดเช้ือของตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียใน  
5 ต าบล คิดเป็นร้อยละ 45.45 ระบุชนิดเป็น Opisthorchis 
viverrini metacercariae พบในต าบลบา้นเหล่ือม อ าเภอบ้าน
เหล่ือม จงัหวดันครราชสีมา และพบตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์
คาเรียพยาธิใบไม้ท่ีไม่สามารถระบุชนิดได้ (Unknown 
metacercariae) พบในต าบลบา้นเป้า อ าเภอเกษตรสมบูรณ์, 
ต าบลลุ่มล าชี อ าเภอบา้นเขวา้ จงัหวดัชัยภูมิ ต าบลดอนยาว
ใหญ่ อ าเภอโนนแดง จงัหวดันครราชสีมา และต าบลลุ่มระวี 
อ าเภอจอมพระ จงัหวดัสุรินทร์ ดงัตารางท่ี 1 

จุลพยาธิวิทยาของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย

พยาธิใบไม้ชนิด Haplorchoides sp.  
การศึกษาลกัษณะทางจุลพยาธิวิทยาของตัวอ่อน

ระยะเมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไมช้นิด Haplorchoides sp. โดย
พบการกระจายในพ้ืนท่ีท าการศึกษา 5 ต าบลของจังหวดั
บุรีรัมย์ จากการวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยเทคนิค pepsin HCl 
digestion และตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ
ร่วมกบักลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ Haplorchoides sp. 
metacercariae มีรูปร่างและโครงสร้างเฉพาะแสดงให้เห็น 

การเก็บตวัอยา่งปลาน ้าจืดเกลด็ขาววงศป์ลาตะเพียน (ระบท่ีุมาของตวัอยา่งปลา) ไม่นอ้ยกว่า 500 กรัม (≤ 4 °C) 
 

การจ าแนกชนิดพนัธ์ุ (วดัขนาด ถ่ายภาพ และบนัทึกผล)  

 Pepsin HCl digestion (5 วนั) 

• ตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ 

• ตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ 

• สร้างภาพลายเส้นวิธานระบุจุลพยาธิวิทยา 

Polymerase chain reaction (PCR) (5 วนั) 

ออกรายงานผล และส่งผลการตรวจวิเคราะห์ เพ่ือแจง้เตือนใชใ้นการเฝ้าระวงัในพ้ืนท่ี (3-5 วนั) 
 

• สกดั DNA 
• Gel electrophosis 1.5% กบั PCR product ขนาด 

330 bp ของพยาธิใบไมต้บั 
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ถุงซีสต์ท่ีมีลักษณะรูปร่างเกือบกลม มี cystic wall 2 ชั้ น 
มองเห็นตวัอ่อนภายในซีสต์มีลกัษณะ lance-shaped มีเกล็ด
คล้ายหนาม อวัยวะยึดเกาะรอบปากส่วนบน (OS = oral 
sucker) อวยัวะยึดเกาะส่วนท้อง (VS = ventral sucker) และ 

ถุงขบัถ่ายของเสียสีน ้ าตาลเข้มเป็นเม็ดขนาดเล็กบรรจุอยู่ 
(EB = excretory bladder) และสร้างภาพลายเส้นวิธานระบุจุล
พยาธิวิทยาประกอบค าบรรยายลกัษณะจ าเพาะ เพื่อเป็นแหล่ง
อา้งอิง ดงัภาพท่ี 3 

 

 
 
ภาพที่ 3 รูปร่างและโครงสร้างของ  Haplorchoides sp. metacercariae ก าลังขยาย 400 เท่า และภาพลายเส้น  จุลพยาธิวิทยา

ประกอบค าบรรยายลกัษณะจ าเพาะ (OS = oral sucker, VS = ventral sucker, EB = excretory bladder) จากตวัอยา่งปลา
ในพ้ืนท่ีจงัหวดับุรีรัมย ์

การยืนยันทางอณูชีววิทยาของตัวอ่อนระยะเมตา

เซอร์คาเรียพยาธิใบไม้ชนิด Opisthorchis viverrini 
การตรวจวิเคราะห์เพื่อยืนยนัทางอณูชีววิทยา เพื่อ

ระบุชนิดพยาธิใบไมต้บัจากตวัอย่างปลาในพ้ืนท่ีท าการศึกษา 
น าไปสกดัดีเอน็เอ และยืนยนัดว้ย polymerase chain reaction 
(PCR) techniques กบั PCR product ขนาด 330 bp ของพยาธิ
ใบไมต้บั ตรวจสอบดว้ย Gel electrophoresis 1.5% พบการ 

แสดงแถบดีเอ็นเอให้ผลเป็นบวก (positive) หมายเลข 4  
ท่ีมีลักษณะจาง จากตัวอย่างทดสอบของต าบลบ้านเป้า 
อ าเภอเกษตรสมบูรณ์ จังหวดัชัยภูมิ และแถบหมายเลข 5 
ตวัอยา่งทดสอบของต าบลบุ่งคลา้ อ าเภอเมือง จงัหวดัชยัภูมิ 
ซ่ึงบ่งช้ีว่าเป็นตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไมช้นิด 
Opisthorchis viverrini ส่วนแถบหมายเลข 1, 2, 3, 6 และ 7 
จากตัวอย่างทดสอบให้ผลเป็นลบ (negative) ยืนยนัว่าไม่
เป็นตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไมต้บั ดงัภาพท่ี 4 

 
ภาพที่ 4 การตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค Gel electrophoresis ให้ผลบวกกบั PCR product ขนาด 330 bp ของพยาธิใบไม้ตับ 

ในแถบหมายเลข 4 และหมายเลข 5 (N = negative control, P = positive control, M = marker) 

VS 

 
EB 

 
OS 



 154 - 157 Journal of Medical and Public Health Region 4 2024; 14(2): 

ตารางที่ 1 การติดเช้ือของตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไมใ้นปลาน ้ าจืดเกล็ดขาววงศป์ลาตะเพียนท่ีพบในพ้ืนท่ีศึกษา 
(n=813) 

จุดเก็บตัวอย่างปลา
จาก 

แหล่งน ้าในพื้นที่
ศึกษา 

พฤศจิกายน - ธันวาคม พ.ศ. 2564 พฤษภาคม - มถิุนายน พ.ศ. 2565 

จ านวนปลา
ที่ตรวจ (ตัว) 

ชนิดพนัธ์ุ
ปลา 

ผลการตรวจ
วิเคราะห์ 

จ านวนปลา
ที่ตรวจ (ตัว) 

ชนิดพนัธ์ุ
ปลา 

ผลการตรวจ
วิเคราะห์ 

1 ต.บา้นเป้า  
อ.เกษตรสมบูรณ์  
จ.ชยัภูมิ 

23 ปลาสร้อย
ขาว  
ปลาตะเพียน
ขาว 

Opisthorchis 
viverrini 
metacercariae 

42 ปลาสร้อย
ขาว  
ปลาตะเพียน
ขาว 

Unknown 
metacercariae 

2 ต.ลุ่มล าชี  
อ.บา้นเขวา้ จ.
ชยัภูมิ 

9 ปลาตะเพียน
ขาว 

ไม่พบ 
metacercariae 

21 ปลาตะเพียน
ขาว 

Unknown 
metacercariae 

3 ต.บุ่งคลา้ อ.เมือง  
จ.ชยัภูมิ 

17 ปลาสร้อย
ขาว  
ปลาตะเพียน
ขาว 

Opisthorchis 
viverrini 
metacercariae 

23 ปลาสร้อย
ขาว  
 

ไม่พบ 
metacercariae 

4 ต.บา้นเหล่ือม  
อ.บา้นเหล่ือม  
จ.นครราชสีมา 

10 ปลาตะเพียน
ขาว 

ไม่พบ 
metacercariae 

45 ปลาตะเพียน
ขาว 

Opisthorchis 
viverrini 
metacercariae 

5 ต.ดอนยาวใหญ่  
อ.โนนแดง  
จ.นครราชสีมา 

108 ปลาสร้อย
ขาว  

ไม่พบ 
metacercariae 

82 ปลาตะเพียน
ขาว 

Unknown 
metacercariae 

6 ต.ไพศาล  
อ.ประโคนชยั  
จ.บุรีรัมย ์

79 ปลากระสูบ
จุด 
ปลาตะเพียน
ขาว 

Haplorchoides 
sp. 
metacercariae 

61 ปลาตะเพียน
ขาว 

ไม่พบ 
metacercariae 

7 ต.ถาวร  
อ.เฉลิมพระ
เกียรติ จ.บุรีรัมย ์

38 ปลาตะเพียน
ขาว 
ปลาสร้อย
นกเขา 

Haplorchoides 
sp. 
metacercariae 

35 ปลาตะเพียน
ขาว 

ไม่พบ 
metacercariae 

8 ต.บึงเจริญ  
อ.บา้นกรวด จ.
บุรีรัมย ์

38 ปลาตะเพียน
ขาว 
ปลาสร้อย
นกเขา 

Haplorchoides 
sp. 
metacercariae 

30 ปลาสร้อย
นกเขา 

ไม่พบ 
metacercariae 
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(n=813) (ต่อ) 

จุดเก็บตัวอย่างปลาจาก 
แหล่งน ้าในพื้นที่ศึกษา 

พฤศจิกายน - ธันวาคม พ.ศ. 2564 พฤษภาคม - มถิุนายน พ.ศ. 2565 

จ านวนปลา
ที่ตรวจ 
(ตัว) 

ชนิดพนัธ์ุ
ปลา 

ผลการตรวจ
วิเคราะห์ 

จ านวนปลา
ที่ตรวจ 
(ตัว) 

ชนิดพนัธ์ุ
ปลา 

ผลการตรวจ
วิเคราะห์ 

9 ต.สะแก อ.สตึก  
จ.บุรีรัมย ์

20 ปลา
ตะเพียนขาว 

Haplorchoides 
sp. 
metacercariae 

47 ปลา
ตะเพียน
ขาว 

ไม่พบ 
metacercariae 

10 ต.ท่าม่วง อ.สตึก 
จ.บุรีรัมย ์

10 ปลา
ตะเพียนขาว 

Haplorchoides 
sp. 
metacercariae 

25 ปลา
ตะเพียน
ขาว 

ไม่พบ 
metacercariae 

11 ต.ลุ่มระวี  
อ.จอมพระ  
จ.สุรินทร์ 

20 ปลา
ตะเพียนขาว 
ปลาสร้อย
นกเขา 

ไม่พบ 
metacercariae 

30 ปลาสร้อย
นกเขา 

Unknown 
metacercariae 

 

11 แห่ง 372 4 

Positive=7 
(63.64%),  

Negative=4 
(36.36%) 

441 3 

Positive=5 
(45.45%),  

Negative=6 
(54.55%) 

 

อภิปรายผลการวิจัย 
จากการศึกษาการติดเช้ือของตวัอ่อนระยะเมตา

เซอร์คาเรียพยาธิใบไม้ในปลาน ้ าจืดเกล็ดขาววงศ์ปลา
ตะเพียน เพ่ือเป็นแนวทางการเฝ้าระวงัแบบเฉพาะพ้ืนท่ี 
(sentinel surveillance) ของเขตสุขภาพท่ี 9 ช้ีให้เห็นว่าปลา
น ้ าจืดเกล็ดขาววงศป์ลาตะเพียนท่ีอาศยัอยู่ตามพ้ืนท่ีลุ่มน ้ า
มูลตอนกลางและลุ่มน ้ าชีตอนบนของทั้ง 4 จงัหวดั ยงัคง
เป็นโฮสต์ตวักลางของพยาธิใบไมไ้ดอ้ย่างน้อย 2 ชนิด คือ 
Haplorchoides sp. metacercariae  และ Opisthorchis 
v iverr in i  metacercar iae  รวมทั้ งพบตัว อ่อนระยะ 
เมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไม้ท่ีไม่สามารถระบุชนิดได้ 
(Unknown metacercariae) สอดคลอ้งกบัรายงานวิจยัของ
วชัริยา ภรีวิโรจน์กุล(8) ระบุว่าในพ้ืนท่ีภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ
ของประเทศไทย เป็นพ้ืนท่ีมีการแพร่ระบาดของพยาธิ
ใบไมห้ลายชนิด จากการส ารวจแบ่งเป็นช่วงฤดูหนาว และ 

 
ฤดูฝนพบการติดเช้ือของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย
พยาธิใบไมใ้นปลาสร้อยขาว ปลาตะเพียนขาว ปลากระสูบจุด 
ปลาสร้อยนกเขา จะมีการระบาดท่ีแตกต่างกันทั้งในเชิง
พ้ืนท่ีและช่วงเวลา บริเวณพ้ืนท่ีลุ่มน ้ ามูลตอนกลาง และ 
ลุ่มน ้ าชีตอนบนในช่วงฤดูหนาวจะมีการระบาดสูงกว่า
ในช่วงฤดูฝน โดยเฉพาะการพบตัวอ่อนระยะติดต่อของ
พยาธิใบไมช้นิด Haplorchoides sp. ระบาดเฉพาะในพ้ืนท่ี
จังหวดับุรีรัมยใ์นช่วงฤดูหนาว และบางพ้ืนท่ีในช่วงฤดู
หนาวท่ีตรวจไม่พบการติดเช้ือในปลาตวัอย่าง กลบัพบว่ามี
การติดเช้ือในช่วงฤดูฝน แต่พบ Opisthorchis viverrini 
metacercariae ในพ้ืนท่ีลุ่มน ้ าชีตอนบนทั้งฤดูหนาวและฤดูฝน 
การตรวจพบดังกล่าวอาจเกิดปัจจัยของสภาพแวดล้อม 
ท่ีมีผลต่อความชุกของการติดเช้ือตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์
คาเรียในปลาได้ในแต่ละช่วงเวลา ดังเช่นการศึกษาของ 
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พิสิษฐ์ สุนทราวิฑูรย์(7) และวชัริยา ภรีวิโรจน์กุล(8) กล่าวว่า
ลกัษณะทางเคมีของน ้ า ฤดูกาล ชนิดพนัธ์ุปลา เป็นปัจจยัท่ี
ท าให้พบการติดเช้ือในบางฤดูกาลเท่านั้น ซ่ึงการศึกษามี
ขอ้จ ากดัในการศึกษาทางกายภาพ และเคมีของแหล่งน ้ าท่ี
ปลาอาศยั และการตรวจทางจุลพยาธิวิทยาพบรูปร่างและ
โครงสร้างของ Haplorchoides sp. Metacercariae มีถุงซีสต์
ท่ีเกือบกลม และมองเห็น ventral sucker (VS) ชดัเจน ต่าง
จากการศึกษาของ Shameem U and Madhavi R(10) และ
การศึกษาของ Phyo Myint EE และคณะ(12) ท่ีมีถุงซีสตก์ลม
และอวยัวะยึดเกาะมองเห็นไม่ชดัเจน อาจเกิดจากการงอพบั
ของตัวอ่อนและชนิดพันธ์ุของปลาท่ีเข้าไปอาศัย จาก
การศึกษาคร้ังน้ีช่วยให้ได้ข้อมูลส าคญัท่ียืนยนัว่าบริเวณ
พ้ืนท่ีลุ่มน ้าชีตอนบนของจงัหวดัชยัภูมิ และบางส่วนท่ีไหล
ผา่นจงัหวดันครราชสีมา พบปลาท่ีติดเช้ือของตวัอ่อนระยะ
เมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไมต้บั ซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบัอตัรา
ความชุกของโรคพยาธิใบไมต้บัที่พบสูงในคนเช่นเดียวกนั 
ดังนั้นการเฝ้าระวงัทางระบาดวิทยาแบบเฉพาะพ้ืนท่ีเพ่ือ
ติดตามการแพร่กระจายของปรสิตท่ีอาศัยอยู่ในโฮสต์
ตวักลางท่ีสองของพยาธิใบไมท่ี้ส าคญัหลายชนิดตามพ้ืนท่ี
ลุ่มน ้ าหลกัไปสู่ยงัพ้ืนท่ีล าน ้าสาขาต่างๆ เป็นขอ้มูลพ้ืนฐาน
ในการก าหนดทิศทางของแผนงานป้องกันควบคุมโรค
พยาธิใบไม้ตับท่ีแม่นย  า ข้อเสนอแนะให้มีการศึกษาจาก
ตวัอยา่งปลาในพ้ืนท่ีอ่ืน ๆ ของเขตสุขภาพท่ี 9 และด าเนินการ
ครอบคลุมตลอดทั้งปี เพ่ือตรวจหา metacercariae เป็นการเฝ้า
ระวงัโรคพยาธิใบไมต้บัในภาพกวา้งของพ้ืนท่ีต่อไป 

สรุปผลการศึกษา 
ปลาน ้ าจืดเกล็ดขาววงศ์ปลาตะเพียนท่ีตรวจ

วิเคราะห์ดว้ยวิธีการทางจุลพยาธิวิทยา และอณูชีววิทยา พบ
การติดเช้ือสูงสุดเป็นชนิด Haplorchoides sp. metacercaria 
กระจายในพ้ืนท่ีลุ่มน ้ ามูลตอนกลางพบเฉพาะจังหวัด
บุรีรัมย ์และสร้างภาพวิธานประกอบค าบรรยายเป็นแหล่ง
อา้งอิง การติดเช้ือ Opisthorchis viverrini metacercariae 
พบในปลาบริเวณพ้ืนท่ีลุ่มน ้ าชีตอนบน ซ่ึงมีการระบาด 
ในพ้ืนท่ีจงัหวดัชัยภูมิและนครราชสีมา ส่วนปลาท่ีติดเช้ือ
ของตัวอ่ อนพยา ธิใบไม้ ท่ี ไม่สามารถระบุชนิดได้  

(Unknown metacercariae) พบกระจายอยู่ไดท้ั้งพ้ืนท่ีลุ่มน ้า
มูลตอนกลางและลุ่มน ้าชีตอนบน 
กติติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณส านักง านสาธารณสุขอ า เ ภอ 
โรงพยาบาลชุมชน โรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพต าบล 
อาสาสมคัรสาธารณสุขประจ าหมู่บา้นร่วมด าเนินการศึกษา
ในพ้ืนท่ี 11 ต าบล และศูนยวิ์จัยโรคปรสิต มหาวิทยาลยั
เทคโนโลยีสุรนารี และขอบพระคุณผูอ้  านวยการส านกังาน
ป้องกันควบคุมโรคท่ี 9  จังหวัดนครราชสีมา ให้การ
สนบัสนุนการศึกษาในคร้ังน้ี 

เอกสารอ้างองิ 
1. Morakote N, Sukontason K.  editors.  Medical 

parasitology: II. helminths.  3rd ed.  Chiang Mai:  Chiang 
Mai University; 2011. (in Thai) 

2. Ampan P.  Prevalence of opisthorchis viverrini infection 
in intermediate hosts in Hua Na dam area, Sisaket 
province: 2014. Disease Control Journal 2015; 4(3): 227-
40. (in Thai) 

3. Suntaravitun P, Dokmaikaw A.  Prevalence of trematode 
metacercariae in Cyprinoid fish from Rim Kok subdistrict, 
Mueang Chiang Rai district, Chiang Rai province. Journal 
of Mahanakorn Veterinary Medicine 2014; 9(2): 113-20. 
(in Thai) 

4. IARC. Biological agents. Vo. 100 B. a review of human 
carcinogens. IARC Monogr Eval Carcinog Risks Hum. 
2012; 100: 1–441. 

5. Boonpan T, Kantongdang T.  The detection of 
Opisthorchis viverrini metacercaria in Cyprinoid fish by 
polymerase chain reaction (PCR) [Research project 
B.Sc.Medical Technology].  Khon Kaen: Khon Kaen 
University; 2015. (in Thai) 

6. Kamchoo K, Chai JY. Trematode metacercariae and 
adults in cyprinoid fish from Khun Thale Swamp in Surat 
Thani province, Thailand. Parasites Hosts Dis. 2023; 
61(2): 163-71. doi:10.3347/PHD.23030 



 157 - 157 Journal of Medical and Public Health Region 4 2024; 14(2): 

7. Suntaravitun P.  Trematode metacercariae in freshwater 
fishes of Thailand. Burapha Science Journal 2014; 19(2): 
237-49. (in Thai) 

8. Purivirojkul W.  A survey of fish species infected with 
trematode metacercariae from some areas in northeast 
Thailand.  Journal of Fisheries Technology Research 
2011; 5(2): 75-86. (in Thai) 

9. Nelson J, Grande T, Wilson M. Fishes of the world, fifth 
edition. John Wiley & Sons, New York, USA,601 pp. 
Available from: https://doi.org/10.1002/9781119174844 

10. Shameem U, Madhavi R. The morphology, life-history 
and systematic position of Haplorchoides mehrai Pande 
& Shukla, 1976 (Trematoda: Heterophyidae). Systematic 
Parasitology 2004; 11:73-83. Available from: 
https://doi.org/10.1007/BF00006979 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

11. Scholz T, Ditrich O, Giboda M. Differential diagnosis of 
opisthorchid and heterophyid metacercariae (Trematoda) 
infection of flesh cyprinoid fish from Nam Ngum Dam 
Lake in Laos. Southeast Asian J Trop Med Public Health 
1991; 22:171-3. 

12. Phyo Myint EE, Sereemaspun A, Rocklöv J, Nithikathkul 
C. Discovery of carcinogenic liver fluke metacercariae in 
second intermediate hosts and surveillance on fish-borne 
trematode metacercariae infections in Mekong Region of 
Myanmar. Int J Environ Res Public Health. 2020; 17(11): 
4108. doi: 10.3390/ijerph17114108. PMID: 32526911; 
PMCID: PMC7312695. 

 
 
 
 
 

https://doi.org/10.1002/9781119174844
https://doi.org/10.1007/BF00006979

