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 โรคพยาธใิบไมเ้ลอืดซึง่มสีาเหตุจากการตดิเชือ้พยาธ ิ Schistosoma mekongi มพีาหะกึง่กลาง 

คอื หอยฝาเดยีวชนิด Neotricula aperta  ทาํใหเ้กดิโรค schistosomiasis   การศกึษาแหล่งอาศยัของ

หอยพาหะนําโรค Schistosoma mekongi พบวา่หอย Neotricula aperta สามารถพบไดใ้นแมน้ํ่าโขง

ตอนล่างและแมน้ํ่าสาขา โดยในประเทศไทยพบการรายงานของหอยชนิดน้ี สายพนัธุ ์ alpha และ 

gamma บรเิวณแมน้ํ่าโขงทีบ่า้นขีเ้หลก็ จงัหวดัอุบลราชธานี และ สายพนัธุ ์ beta บรเิวณแมน้ํ่ามลู 

จงัหวดัอุบลราชธานี  แมว้า่การเกดิโรคน้ีจะยงัไมพ่บในประเทศไทย แต่เน่ืองจากลกัษณะการตดิต่อของ

โรค ซึง่คนสามารถตดิโรคน้ีไดโ้ดยการสมัผสักบัน้ําทีม่พียาธริะยะตดิต่อ (cercaria) รวมถงึการทีป่ระเทศ

ไทยมหีอยพาหะทีส่ามารถนําโรคพยาธชินิดน้ีได ้ ทาํใหต้อ้งมกีารเฝ้าระวงัการเกดิโรค และตอ้งมกีาร

สาํรวจหอยพาหะอยา่งต่อเน่ือง   โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในกรณทีีจ่ะเริม่มกีารเปิดประเทศเขา้สูป่ระชาคม

อาเซยีนในปีค.ศ. 2015  ซึง่อาจสง่ผลใหม้กีารผา่นเขา้ออกของประชากรจากประเทศเพือ่นบา้นเพิม่มาก

ขึน้  โดยเฉพาะหากประชากรจากประเทศลาวหรอืกมัพชูาทีม่กีารตดิเชือ้เขา้มา และมสีขุลกัษณะการ

ขบัถ่ายทีไ่มด่เีพยีงพอ อาจเกดิการปนเป้ือนของไขพ่ยาธลิงสูแ่มน้ํ่าโขงซึง่มหีอยพาหะกึง่กลางจาํนวน

มาก นําไปสูก่ารระบาดของโรคในประเทศได ้ในการศกึษาน้ีไดร้ายงานแหล่งอาศยัของหอย N.aperta ใน

แมน้ํ่าโขงจงัหวดัหนองคาย ซึง่อยูต่น้น้ํากวา่ทีจ่งัหวดัอุบลราชธานี  โดยปกตลิกัษณะของหอยชนิดน้ีจะ

เกาะอยูต่ามกอ้นหนิธรรมชาตติามแก่งในแมน้ํ่า แต่หอยทีพ่บในจงัหวดัหนองคายพบเกาะบนกอ้นหนิที่

ใชเ้ป็นเขือ่นกัน้ตลิง่ ซึง่อยูบ่รเิวณรมิน้ํา   หอยทีเ่กบ็ไดจ้ากจงัหวดัหนองคาย จาํนวน  4 จุดเกบ็ตวัอยา่ง 
ไดแ้ก่ จุดที ่1 ตําบลบา้นหมอ้ อาํเภอศรเีชยีงใหม ่  จุดที ่2  ตําบลโพนสา อาํเภอทา่บ่อ  จุดที ่3 ตําบล

เวยีงคุก อาํเภอเมอืง และจุดที ่ 4 ตําบลบา้นเดื่อ อาํเภอเมอืง เมื่อนํามาตรวจสอบการตดิเชือ้พยาธ ิ S. 

mekongi โดยธรรมชาตดิว้ยวธิ ี Shedding method  ไมพ่บวา่มกีารตดิเชือ้   บนัทกึขนาดความยาว



เปลอืกของหอยแต่ละกลุ่ม เน่ืองจากพบวา่ประชากรหอยในจุดเกบ็ตวัอยา่งที ่ 1 มขีนาดรปูรา่งแตกต่าง

กนั แบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่ม  ผลการศกึษาพบวา่หอย N.aperta จากจงัหวดัหนองคาย ม ี%Susceptibility ต่อ

การตดิพยาธ ิ S.mekongi แตกต่างกนั ระหวา่ง 1.9-77.5%  โดยพบวา่หอยจากตําบลบา้นหมอ้ ขนาด

เลก็ มอีตัราการตดิพยาธสิงูทีส่ดุ คอื 77.5% ตามดว้ย หอยจากตําบลบา้นเดื่อ 70.5%  ตําบลเวยีงคุก 

26%  ตําบลโพนสา 16.5% และ หอยจากตําบลบา้นหมอ้ ขนาดใหญ่ มอีตัราการตดิพยาธน้ิอยทีส่ดุ คอื 

1.9%    โดยเมือ่เทยีบอตัราการตดิพยาธ ิ S.mekongi ของหอย  N.aperta จากจงัหวดัหนองคาย ใน

การศกึษาน้ีสงูกวา่ทีเ่คยรายงานในหอย N.aperta จากจงัหวดัอุบลราชธานี   หอยทีไ่ดจ้ากการศกึษา 

laboratory infection ของแต่ละจุดเกบ็ตวัอยา่งจะนํามาแบ่งเป็นกลุ่มทีต่ดิพยาธ ิ (มคีวามไวรบั) และกลุ่ม

ทีไ่มต่ดิพยาธ ิ (มคีวามตา้นทาน)  และนํามาศกึษาถงึความแตกต่างทางพนัธุกรรมของ mitochondrial 

cytochrome-c oxidase subunit 1 (CO1) gene   ผลการศกึษาพบวา่หอยทีก่ลุ่มทีม่คีวามไวรบัและหอย

กลุ่มทีม่คีวามตา้นทานต่อการตดิ S.mekongi ไมม่คีวามแตกต่างทางพนัธุกรรมของ mitochondrial 

cytochrome-c oxidase subunit 1 (CO1) gene  อยา่งไรกต็ามพบวา่หอยจากตําบลโพนสาและหอย

ตําบลบา้นหมอ้ ขนาดใหญ่ ซึง่มอีตัราการตดิพยาธน้ิอยกวา่ 20% และเป็นหอยทีม่ขีนาดใหญ่กวา่หอย

กลุ่มอื่นๆ ไดถ้กูจดัอยูใ่น clade เดยีวกนัแยกจากหอยกลุ่มอื่น  ซึง่ความแตกต่างดงักล่าวอาจใช ้

mitochondrial cytochrome-c oxidase subunit 1 (CO1) gene  ในการจาํแนกหอย N.aperta เป็นสาย

พนัธุช์นิดทีม่คีวามไวรบัสงูและความไวรบัตํ่าต่อ S.mekongi ได ้ 

 

คาํหลกั : หอย Neotricular aperta, แมน้ํ่าโขง, หนองคาย, พยาธใิบไมเ้ลอืด Schistosoma mekongi 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

 

Project Code : MRG5680085  
Project Title :  Genetic Variation of High Susceptible and Low Susceptible snail intermediate 
host Neotricula aperta, from Mekong River, Nong Khai to Blood Fluke Schistosoma mekongi 
Investigator : Dr. Yanin  Limpanont 
Institute:  Faculty of Tropical Medicine, Mahidol University 
E-mail Address : yanin.lim@mahidol.ac.th 
Project Period :  2 years 
 
Mekong Schistosomiasis is caused by Schistosoma mekongi which the snail Neotricula aperta 
is the intermediate host.  Thailand is not endemic area of Mekong schistosomiasis however,  
the snail intermediate host has been abundantly found.  The habitats of N.aperta in Thailand 
were previously reported in Mun and Mekong River only in Ubon Ratchathani Province.  This 
study reports new habitat of N. aperta (gamma strain) from Mekong River in Nong Khai 
Province, 130 km upstream from previous reported habitat in Ubon Ratchathani Province. While 
the habitats of N.aperta in Ubon Ratchathani Province are under the natural rocks located on 
the islet of the middle of Mekong River,  N.aperta in Nong Khai inhabited under the rockfill dam 
used for river bank soil erosion prevention.  The risk of schistosomiasis transmission  may 
increase due to common daily activities of people like fishing, swimming and any other activity 
involving water contact occur in those area.  Moreover, the transportation and migration of 
people from Laos where the prevalence of Mekong schistosomiasis was reported may be the 
potential role to introduce the disease especially if good sanitation practice of the migrants was 
not adequate.   N.aperta collected from 4 districts ie. Ban Mo, Pone Sa, Viangkuk and Ban 
Daue, Nong Khai were checked for natural infection by shedding method. The tested snail did 
not shed any Schistosome cercaria.  We concluded that there is no S.mekongi natural infection 
in N.aperta population from Nong Khai.  The snails from each sampling site were measured for 
shell length.  The susceptibility of N. aperta from Nong Khai to Schistosoma mekongi was 
tested in laboratory and the infection rate also reported. The snails from Ban Mo district were 
divided into 2 groups due to the different of their sizes (large and small). Therefore total 5 
groups ie. 1. Ban Mo (small), 2. Ban Mo (large), 3. Pone Sa, 4. Viangkuk and 5. Ban Daue 
were infected with S.mekongi miracidium stage.    %Susceptibility of N.aperta were calculated 
from the number of infected snails that release cercaria after exposed with light source divided 



by the total number of infected snails.  %Susceptibility was vary from 1.9-77.5%.  The highest 
was found in the snails from Ban Mo (small) (77.5%) followed by Ban Daue (70.5%), Viangkuk 
(26%), Pone Sa (16.5%) and Ban Mo (large) (1.9%) respectively.  The susceptibility of N.aperta 
from Nong Khai province in this study was higher than the report from Ubon Ratchathani 
Province.  The S.mekongi-positive and negative snails from each sampling site will be grouped 
into susceptible and resistant groups.  The genetic variation among susceptible and resistant 
groups from different sampling sites were evaluated by sequencing of Cytochrome oxidase 
subunit I (COI) genes.   The susceptible snail (sheded cercaria) and the resistant snail (not 
shedded cercaria) did not show difference of COI.  However the snails from Pone Sa and Ban 
Mo (large) which had lower infection rate (<20%) was grouped in same cluster apart from 
others.  The COI gene and morphology may useful to identify the high and low susceptibility 
N.aperta strains to S.mekongi infection.  
 
Keywords : Neotricular aperta, Mekong River, Nong Khai, Blood fluke Schistosoma mekongi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Executive Summary 
 
1.  ความสาํคญัและท่ีมาของปัญหา 
 
 โรคพยาธใิบไมเ้ลอืดซึง่มสีาเหตุจากการตดิเชือ้พยาธ ิ Schistosoma mekongi มพีาหะกึง่กลาง 
คอื หอยฝาเดยีวชนิด Neotricula aperta  ทาํใหเ้กดิโรค schistosomiasis   พบไดใ้นประเทศเพือ่นบา้น
ของไทย ไดแ้ก่ กมัพชูา และลาว  วงจรชวีติของพยาธใิบไมเ้ลอืดกลุ่ม Schistosome เริม่จากไขพ่ยาธทิี่
ปนเป้ือนมากบัอุจจาระของคนหรอืสตัวท์ีเ่ป็นโรคเมือ่ตกลงสูแ่หล่งน้ําธรรมชาตจิะฟกัเป็นระยะ 
miracidium ซึง่จะไชเขา้สูห่อยพาหะกึง่กลาง เจรญิเตบิโตอยูใ่นหอยพาหะ เขา้สูร่ะยะ sporocyst แบ่งตวั
และเจรญิเป็นระยะ cercaria ซึง่สามารถไชผา่นผวิหนงัของคนหรอืสตัว ์ และไปเจรญิเตบิโตอยูใ่น
รา่งกายและวางไขบ่รเิวณตบัทาํใหเ้กดิอาการทางระบบทางเดนิอาหาร ตบัและมา้มโต   แมว้า่การเกดิ
โรคน้ีจะยงัไมพ่บในประเทศไทย แต่เน่ืองจากลกัษณะการตดิต่อของโรค ซึง่คนสามารถตดิโรคน้ีไดโ้ดย
การสมัผสักบัน้ําทีม่พียาธริะยะตดิต่อ (cercaria) รวมถงึการทีป่ระเทศไทยมหีอยพาหะทีส่ามารถนําโรค
พยาธชินิดน้ีได ้ ทาํใหต้อ้งมกีารเฝ้าระวงัการเกดิโรค และตอ้งมกีารสาํรวจหอยพาหะอยา่งต่อเน่ือง   
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในกรณทีีจ่ะเริม่มกีารเปิดประเทศเขา้สูป่ระชาคมอาเซยีนในปีค.ศ. 2015  ซึง่อาจ
สง่ผลใหม้กีารผา่นเขา้ออกของประชากรจากประเทศเพือ่นบา้นเพิม่มากขึน้  โดยเฉพาะหากประชากร
จากประเทศลาวหรอืกมัพชูาทีม่กีารตดิเชือ้เขา้มา และมสีขุลกัษณะการขบัถ่ายทีไ่มด่เีพยีงพอ อาจเกดิ
การปนเป้ือนของไขพ่ยาธลิงสูแ่มน้ํ่าโขงซึง่มหีอยพาหะกึง่กลางจาํนวนมาก นําไปสูก่ารระบาดของโรคใน
ประเทศได ้
 การศกึษาแหล่งอาศยัของหอยพาหะนําโรค Schistosoma mekongi พบวา่หอย Neotricula 
aperta สามารถพบไดใ้นแมน้ํ่าโขงตอนล่างและแมน้ํ่าสาขา โดยมรีายงานการพบหอยชนิดน้ีที ่ Ban 
Sabouxai, Suvannakhet ประเทศลาว และพบที ่บา้นดา่น จงัหวดัอุบลราชธานี และที ่Kratie ประเทศ
กมัพชูา  โดยในประเทศไทยพบการรายงานของหอยชนิดน้ี สายพนัธุ ์alpha และ gamma บรเิวณแมน้ํ่า
โขงทีบ่า้นขีเ้หลก็ จงัหวดัอุบลราชธานี และ สายพนัธุ ์beta บรเิวณแมน้ํ่ามลู จงัหวดัอุบลราชธานี ตัง้แต่ปี
ค.ศ. 1997    อยา่งไรกต็ามจากการสาํรวจหอยน้ําจดืของทมีสาํรวจในปีทีผ่า่นมาพบวา่ทีแ่มน้ํ่าโขงใน
จงัหวดัหนองคายซึง่อยูต่น้น้ํากวา่ทีจ่งัหวดัอุบลราชธานี เป็นแหล่งอาศยัของหอย N.aperta เชน่กนั โดย
ยงัไมเ่คยมรีายงานการพบหอยชนิดน้ีในบรเิวณดงักลา่ว  ประกอบกบัพืน้ทีม่คีวามเสีย่งต่อการ
แพรก่ระจายของโรค เชน่ ใกลก้บัทา่เรอืขา้มชายแดนไทย-ลาว  หรอืเป็นพืน้ทีท่ีป่ระชาชนมโีอกาสสมัผสั
กบัน้ํา (เขา้มาเล่นน้ํา จอดเรอื)  เป็นตน้ ทาํใหใ้นการศกึษาครัง้น้ี เลอืกพืน้ทีศ่กึษาในจงัหวดัหนองคาย  
เพือ่ตอ้งการทราบถงึการแพรก่ระจายของหอยในพืน้ทีแ่ละความไวรบัของหอย  N.aperta ในจงัหวดั
หนองคายต่อการตดิเชือ้พยาธใิบไมเ้ลอืดชนิด Schistosoma mekongi   
 เน่ืองจากการศกึษาการตดิเชือ้พยาธไิมเ้ลอืดในหอ้งปฏบิตักิาร ตอ้งใชเ้วลาในการเลีย้งหอยเป็น
ระยะเวลาเกอืบ 2 เดอืน ซึง่เป็นเวลานาน และตอ้งมหีอ้งปฏบิตักิารสาํหรบัผลติไดอะตอมสาํหรบัเป็น
อาหารใหก้บัหอย ซึง่ใชเ้วลาและแรงงานมาก  ในการศกึษาน้ีจงึตอ้งการหาความแตกต่างทางพนัธุกรรม



ของหอยทีม่คีวามไวรบัและไมม่คีวามไวรบัต่อเชือ้ S. mekongi  เพือ่อาจนําขอ้มลูทีไ่ดม้าใชใ้นการ
จาํแนกหอยในการศกึษาการเฝ้าระวงัโรคพยาธใิบไมเ้ลอืดในอนาคต ทดแทนการศกึษาการตดิเชือ้พยาธิ
ในหอ้งปฏบิตักิาร  โดยการเปรยีบเทยีบความแตกต่างของ DNA sequence ของ mitochondrial 
cytochrome-c oxidase subunit 1 (CO1) และ mitochondrial 16s rRNA gene ซึง่มรีายงานวา่เป็น
ตําแหน่งยนีทีเ่หมาะสมต่อการศกึษา geographical pattern และ genetic subpopulation  
  
2.  วตัถปุระสงค ์
 
 -  เพือ่ศกึษาความไวรบัของหอย Neotricula aperta  (gamma strain) ทีอ่าศยัในแมน้ํ่าโขง 
จงัหวดัหนองคายต่อการตดิเชือ้พยาธใิบไมเ้ลอืดชนิด Schistosoma mekongi 
 -  เพือ่ศกึษาความแตกต่างทางพนัธุกรรมของหอย Neotricula aperta  (gamma strain) ทีม่ี
ความไวรบัต่อการตดิเชือ้พยาธใิบไมเ้ลอืดชนิด Schistosoma mekongi แตกต่างกนั 
 
3.  ระเบียบวิธีวิจยั 
 
 -  การกาํหนดพืน้ทีศ่กึษา   
 พืน้ทีจ่งัหวดัหนองคายทีต่ดิกบัแมน้ํ่าโขง ไดแ้ก่ อาํเภอสงัคม อาํเภอศรเีชยีงใหม ่ อาํเภอทา่บ่อ 
อาํเภอเมอืงจงัหวดัหนองคาย อาํเภอโพนพสิยัและอาํเภอรตันวาปี  ซึง่คดิเป็นความยาวของแมน้ํ่า
ประมาณ 100 กโิลเมตร  การสาํรวจพืน้ทีส่าํหรบัเกบ็ตวัอยา่งจะกระจายไปตลอดแมน้ํ่าโขง แต่เน่ืองจาก
ทีอ่ยูอ่าศยัของหอยชนิดน้ีมลีกัษณะจาํเพาะ ทาํใหไ้มส่ามารถอยูไ่ดต้ลอดลาํน้ํา  อาจพบไดจ้าํกดัเป็นบาง
จุด  ดงันัน้การเลอืกพืน้ทีเ่กบ็ตวัอยา่งจะใชเ้กณฑด์งัน้ี (1) เป็นพืน้ทีท่ีม่ลีกัษณะเหมาะสมในการเป็น
แหล่งทีอ่ยูอ่าศยัของหอย N.aperta  ไดแ้ก่ บรเิวณทีน้ํ่าตืน้ มคีวามลกึไมเ่กนิ 3 เมตร  น้ําใส และมกีอ้น
หนิกระจายอยูบ่รเิวณพืน้น้ํา  หรอืบรเิวณเกาะ แก่ง กลางแมน้ํ่า  และ (2) เป็นบรเิวณทีม่คีวามเสีย่งต่อ
การเกดิโรคพยาธใิบไมเ้ลอืด เชน่ บรเิวณทา่เรอื  ดา่นขา้มชายแดนไทย-ลาว  หรอืบรเิวณทีป่ระชาชนมี
โอกาสสมัผสักบัน้ําสงู เชน่ เล่นน้ํา หรอืเป็นแหล่งทอ่งเทีย่ว   โดยหลงัจากสาํรวจพืน้ทีแ่ลว้ จะพยายาม
เลอืกจุดเกบ็ตวัอยา่งอยา่งน้อย 3 จุด ใหก้ระจายในแต่ละอาํเภอใหม้ากทีส่ดุ เพื่อจะไดเ้หน็การกระจาย
ของหอยชนิดน้ีในจงัหวดัหนองคาย   
 
 -  การเกบ็ตวัอยา่งหอย 
 
 เกบ็กอ้นหนิซึง่เป็นทีย่ดึเกาะของหอย  N.aperta    เกบ็ตวัอยา่งโดยใชแ้ปรง  บนัทกึจุดเกบ็
ตวัอยา่งดว้ยระบบ GIS  นําหอยทีเ่กบ็ไดก้ลบัมาศกึษาต่อทีห่อ้งปฏบิตักิารภาควชิาเวชศาสตรส์งัคมและ
สิง่แวดลอ้ม คณะเวชศาสตรเ์ขตรอ้น มหาวทิยาลยัมหดิล  นํามาเลีย้งในถาดเลีย้ง ใหอ้าหารดว้ยได
อะตอม เปลีย่นน้ําเป็นระยะ 



 -  การตรวจการตดิเชือ้ S.mekongi ในหอยจากธรรมชาต ิ(natural infection) 
 หลงัจากเลีย้งหอยปรบัสภาพเป็นเวลา 1-2 สปัดาห ์นําหอยทีไ่ดม้าตรวจหา furcocercous 
cercaria ชนิดไมม่ ีeye spot ซึง่เป็นลกัษณะของ S.mekongi โดยวธิกีาร shedding method 
 
 -  การทาํใหห้อย N.aperta ตดิเชือ้ S.mekongi ในหอ้งปฎบิตักิาร 
 เกบ็ไขพ่ยาธใิบไมเ้ลอืดจากหนู ICR mice ทีต่ดิเชือ้ S.mekongi (รายละเอยีดดงัขอ้เสนอ
โครงการวจิยั)  นํามากระตุน้ดว้ยแสงไฟให ้miracidia ออกจากไข ่ นบัจาํนวน miracidia และนํามาใชใ้น
การ infect หอย N.aperta โดยการใหห้อยสมัผสักบัพยาธโิดยตรงในน้ํา  ใชอ้ตัรา 5 miracidia ต่อหอย 1 
ตวั  และใชห้อยในการทดลองกลุ่มละ 200 ตวั  เลีย้งหอยในทีม่ดื เป็นระยะเวลา 6-8 สปัดาห ์ โดยนํา
หอยมาตรวจการตดิพยาธดิว้ยวธิ ี sheding method เป็นระยะ  เมือ่สิน้สดุการทดลอง รายงานผลเป็น 
infection rate ของแต่ละ sampling site 
 
 -  DNA amplification and sequencing 
 หอยทีไ่ดจ้ากการศกึษา laboratory infection ของแต่ละ sampling site จะนํามาแบ่งเป็นกลุ่มที่
ตดิพยาธ ิ(มคีวามไวรบั) และกลุ่มทีไ่มต่ดิพยาธ ิ(มคีวามไวรบัตํ่า)   ทาํการสกดั DNA และเพิม่ปรมิาณ 
DNA ทีต่อ้งการโดยวธิ ีpolymerase chain reaction (PCR) โดยใช ้primer ทีจ่าํเพาะต่อ mitochondrial 
cytochrome-c oxidase subunit 1 (CO1) และ mitochondrial 16s rRNA gene  เกบ็รกัษา Genomic 
DNA ทีไ่ดเ้พือ่ใชเ้ป็น template สาํหรบัสง่ DNA sequencing โดย thermal cycle sequencing   นํา 
sequence ทีไ่ดม้าหาความแตกต่างระหวา่งหอยทีม่คีวามไวรบัและไมม่คีวามไวรบัโดยใช ้Clustal W 
program 
 
3.  ผลการศึกษา 
 
จุดทีพ่บหอย N.aperta ในจงัหวดัหนองคาย 
 
 การสาํรวจบรเิวณพืน้ทีจ่งัหวดัหนองคายทีต่ดิกบัแมน้ํ่าโขง เพือ่เกบ็ตวัอยา่งหอย N.aperta ซึง่

ในการสาํรวจครัง้แรกเดอืน พฤษภาคม 2556 พบอุปสรรคเรือ่งระดบัน้ําทีส่งูกวา่คา่เฉลีย่ของระดบัน้ํา

แมน้ํ่าโขงปีอื่น  กระแสน้ําแรงและขุน่ เน่ืองจากปรมิาณน้ําฝนมาก  และสว่นหน่ึง ตัง้ขอ้สณันิษฐานวา่

อาจเกดิจากการปล่อยน้ําจากเขือ่นของประเทศจนี ทาํใหก้ารเขา้ถงึแหล่งอาศยัของหอยเป็นไปดว้ยความ

ยากลาํบาก และอาจเป็นอนัตรายต่อผูส้าํรวจ จงึตอ้งปรบัแผนการดาํเนินงาน จงึตอ้งออกเกบ็ตวัอยา่งอกี

ครัง้ ในฤดแูล้ง เพือ่ใหน้ํ้าลดระดบัลงจนสามารถลงไปเกบ็กอ้นหนิทีเ่ป็นแหล่งอาศยัของหอย N.aperta 

ได ้  



   การสาํรวจครัง้ที ่2 ในชว่งเดอืนเมษายน 2557 สามารถเกบ็ตวัอยา่งหอยไดท้ัง้หมด 4 จุด จาก 
1) ตําบลบา้นหมอ้ อาํเภอศรเีชยีงใหม ่  2) ตําบลโพนสา อาํเภอทา่บ่อ  3) ตําบลเวยีงคุก อาํเภอเมอืง
หนองคาย และ 4) ตําบลบา้นเดื่อ อาํเภอเมอืงหนองคาย 
 
การตรวจการตดิเชือ้ S.mekongi ในหอยจากธรรมชาต ิ(natural infection) 
 
 นําหอยทีไ่ดม้าตรวจหา furcocercous cercaria ชนิดไมม่ ี eye spot ซึง่เป็นลกัษณะของ 

S.mekongi โดยการสุม่ตรวจหอยจากแต่ละจุดเกบ็ตวัอยา่ง จุดละ 30 ตวั ดว้ยวธิกีาร shedding method 

ไมพ่บ cercaria  

การศกึษาความไวรบัของ N.aperta ต่อการตดิเชือ้ S.mekongi ในหอ้งปฎบิตักิาร 
 
 ตรวจสอบความไวรบัของหอยแต่ละกลุ่มโดยวธิ ีShedding method สปัดาหล์ะ 1 ครัง้ เริม่ตัง้แต่
วนัที ่43  พบวา่หอยแต่ละกลุ่มมอีตัราการตายและมคีวามไวรบัต่อการตดิ S.mekongi แตกต่างกนั โดย
ม ี%susceptible อยูร่ะหวา่ง 1.9 – 77.5%  โดยพบวา่หอยจากตําบลบา้นหมอ้ ขนาดเลก็ มอีตัราการตดิ
พยาธสิงูทีส่ดุ คอื 77.5% ตามดว้ย หอยจากตําบลบา้นเดื่อ 70.5%  ตําบลเวยีงคุก 26%  ตาํบลโพนสา 
16.5% และ หอยจากตําบลขบา้นหมอ้ ขนาดใหญ่ มอีตัราการตดิพยาธน้ิอยทีส่ดุ คอื 1.9%  และมี
ระยะเวลาเริม่ปล่อย cercaria แตกต่างกนั  โดยกลุ่มทีเ่ริม่พบ cercaria shedding เรว็ทีส่ดุคอืที ่ 50 วนั 
(บา้นหมอ้, ขนาดเลก็) และ กลุ่มทีเ่ริม่พบ cercaria shedding ชา้ทีส่ดุคอืที ่ 169 วนั (บา้นหมอ้, ขนาด
ใหญ่)  
 
การศกึษาความแปรผนัของ mt cytochrome-c oxidase subunit 1 (CO1) และ mt 16s rRNA gene 
  
 เมือ่เปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโิอไทดเ์บสของ mt cytochrome-c oxidase subunit 1 (CO1) และ 

mt 16s rRNA gene เบือ้งตน้จากหอย N.aperta จากจงัหวดัหนองคายพบวา่ mt 16s rRNA gene ของ

แต่ละตวัอยา่งไมม่คีวามแตกต่างกนั จงึเลอืกใช ้ mt cytochrome-c oxidase subunit 1 (CO1) ใน

การศกึษาความแตกต่างของหอยทีม่คีวามไวรบัและมคีวามตา้นทานต่อการตดิพยาธ ิS.mekongi  ลาํดบั

นิวคลโิอไทดข์อง COI gene จาํนวน 43 ตวัอยา่ง มคีวามยาวอยูใ่นชว่ง 679-686 คูเ่บส  เมือ่ปรบัสาย 

DNA ดว้ยโปรแกรม Bioedit ไดค้วามยาวของลาํดบันิวคลโิอไทดจ์าํนวน 678 คูเ่บส นําไปวเิคราะหแ์ละ

สรา้ง Phylogenetic tree ไมพ่บวา่ความแตกต่างของลาํดบันิวคลโิอไทดข์อง mt cytochrome-c oxidase 

subunit 1 (CO1) gene  มคีวามสมัพนัธก์บัความไวรบัของหอยต่อพยาธใิบไมเ้ลอืด S.mekongi    

อยา่งไรกต็ามพบวา่หอยจากตําบลโพนสาและหอยตําบลบา้นหมอ้ ขนาดใหญ่ ซึง่มอีตัราการตดิพยาธิ

น้อยกวา่ 20% และเป็นหอยทีม่ขีนาดใหญ่กวา่หอยกลุ่มอื่นๆ ไดถู้กจดัอยูใ่น clade เดยีวกนัแยกจาก



หอยกลุ่มอื่น  ซึง่ความแตกต่างดงักล่าวอาจใช ้mitochondrial cytochrome-c oxidase subunit 1 (CO1) 

gene รว่มกบัลกัษณะทาง morphology ในการจาํแนกหอย N.aperta เป็นสายพนัธุช์นิดทีม่คีวามไวรบั

สงูและความไวรบัตํ่าต่อ S.mekongi ได ้ 

   
4. วิจารณ์ผลการศึกษา 
 
 การศกึษาน้ีพบวา่หอย N.aperta จากจงัหวดัหนองคาย  สามารถตดิเชือ้พยาธใิบไมช้นิด 
Schistosoma mekongi ในหอ้งปฎบิตักิาร ซึง่อตัราการตดิเชือ้ทีพ่บสงูกวา่ทีเ่คยรายงานในหอยจาก
จงัหวดัอุบลราชธานี  ประกอบกบัแหล่งทีอ่ยูอ่าศยัของหอยทีพ่บ คอื กอ้นหนิรมิน้ํา เป็นการสนบัสนุนวา่ 
การเฝ้าระวงัการเกดิโรคพยาธใิบไมเ้ลอืด ตอ้งคาํนึงถงึการเกดิโรคในจงัหวดัหนองคายดว้ย  ซึง่แต่เดมิ
การศกึษาจาํกดัอยูเ่พยีงแมน้ํ่าโขงและแมน้ํ่ามลูบรเิวณจงัหวดัอุบลราชธานีเทา่นัน้    
 แมว้า่ในการศกึษาน้ีจะไมพ่บความแตกต่างของ mt cytochrome-c oxidase subunit 1 (CO1) 
gene ในหอยทีม่คีวามไวรบัและหอยทีม่คีวามตา้นทานต่อ S.mekongi   แต่จากขอ้มลู %susceptibility 
บ่งชีว้า่ หอยจากแหล่งทีอ่ยูอ่าศยัต่างกนั อาจมคีวามไวรบัไมเ่ทา่กนั   และขนาดอาจมผีลต่อการตดิโรค  
ทัง้น้ีควรมกีารศกึษาเพิม่เตมิถงึลกัษณะทางพนัธุกรรมของหอยทีม่คีวามสมัพนัธก์บัความตา้นทานโรค  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



เน้ือหางานวิจยั 
 

Genetic Variation of High Susceptible and Low Susceptible snail intermediate host  

Neotricula aperta, from Mekong River, Nong Khai to Blood Fluke Schistosoma mekongi 
 
 
Introduction 
 
 Mekong Schistosomiasis is caused by Schistosoma mekongi which the snail Neotricula 

aperta is the intermediate host.  Clinical signs and symptoms of Mekong schistosomiasis are 

cachexia, hepatosplenomegaly, stunting and retardation of puberty, decompensation of portal 

hypertension with ascites and rupture of esophageal varices.  Esophageal bleeding is usually 

the cause of death (Urbani et al, 2002).  All known endemic areas lie along the Mekong river 

and include Champassac Province, of southern Laos, and Cambodia north of Kratié (Attwood et 

al, 2001; Muth et al., 2011).  Although the prevalence of Mekong schistosomiasis was not found 

in Thailand, the natural snail intermediate host, Neotricula aperta gamma strain, was known that 

inhabit in Mekong River Basin in Ubon Ratchathani. Moreover, Asian Economic Community 

(AEC) will start in 2015. Then, people movements across the border will be enormous. It is 

known that S. mekongi is reported in Laos PDR.  Therefore the survey of N.aperta along 

Mekong River, especially Thai-Lao border is needed in order to develop monitoring strategy of 

Mekong schistosomiasis in Thailand. 

 

  From the review of Attwood and Upatham (2012), N. aperta is found only in shallow 

areas (typically 0.5 to 3 m deep) of the lower Mekong River and some of its tributaries ranging 

from Ban Sabouxai, Suvannakhet Province, Laos, to Ban Dan, Ubon Ratchathani Province, 

Thailand.  However the recent annual snail survey of Department of Social and Environmental 

Medicine revealed that the habitats of N. aperta γ strains were also found in upstream of 

Mekong River Basin in Nong Khai where never been reported before.  It is obvious that some of 

N. aperta habitats were disrupted area from human intervention or human activities which may 



alter the ecological balance of intermediate host habitats.   Some of N. aperta habitats found in 

the survey may able to increase the risk of disease transmission because the common daily 

activities of people like fishing, swimming and any other activity involving water contact occur in 

those area.  Moreover, the transportation and migration of people from Laos where the 

prevalence of Mekong schistosomiasis was reported may be the potential role to introduce the 

disease especially if good sanitation practice of the migrants was not adequate. 

 

 Even tough, the region of Thailand is not endemic area of Mekong schistosomiasis but 

where the potential intermediate host has been abundantly found.  The surveillance of the 

natural infection in snail intermediate host N. aperta together with the laboratory susceptibily to 

S. mekongi should be conducted to understand the potential of N.aperta inhabit in Thailand 

regions of Mekong River to act as an intermediate host of the disease. 

 

 There are several reports indicated the different of susceptibility level of N. aperta to 

Schistosoma mekongi but most of them focus on the snail population in Mekong River Basin in 

Cambodia and Laos (Shimada et al, 2007; Attwood et al, 1997).  The susceptibility of N. aperta 

was tested only by laboratory infection which took more than 1 month.   

 

 In this study, the natural and laboratory S. mekongi infection of N. aperta inhabit in 
Nong Khai will be evaluated to determine the susceptibility level and we also try to define the 
genetic variation between high susceptibility and low susceptibility of N. aperta population to S. 
Mekongi by comparing DNA sequence of mitochondrial cytochrome-c oxidase subunit 1 (CO1) 
and mitochondrial 16s rRNA gene of N. aperta which may use as a marker for S. mekongi 
susceptibility in the future surveillance. 
 
 
 
 



Objective  
 
1. To examine the susceptibility of Netricula aperta gamma-strain collected from Nong Khai, 
along Mekong River to S. mekongi  
2. To determine the informative loci as a marker for detection of susceptibility in N. aperta to S. 
mekongi 
 
 Methodology 
 
1. Sampling site identification  

 Approximately three sampling sites of N. aperta will be chosen from the shore along 

Mekong River in Nong Khai.  The criteria of sampling site selection will depend on:  

- The characteristic of the suitable area for snail habitat. N. aperta is exclusively epilithic 

or epixylic (on rotting wood), found only in shallow areas (typically 0.5 to 3 m deep) of the 

Mekong River and some of its tributaries.  The snails are restricted to areas where the current 

is moderate (around 2 x 103 m3s-1), clear and the bed rock forms (almost flat) platforms where 

algal aufwuchs is extensive.  The islet on the middle of the river or the bank of the river are the 

good place for snail habitat.  

 - The area where the transmission of the disease might occur such as immigration at 

Thai-Laos border, area that has water contact activity (swimming, laundry areas) and boat 

mooring. 

2. Collection of N. aperta  

 The stones or rotten wooden sticks will be picked up from the Mekong River and search 

for the colonies of N. aperta.  Small brushes and forceps were used to remove snails from 

stones found in the river.  The sampling areas will be recorded by GIS.  The snails will be 

maintained in plastic thermos with 24 hr-aeration until sent to laboratory at the Department of 

Social and Environmental Medicine, Faculty of Tropical Medicine Mahidol University, Bangkok, 

Thailand.     



3. Detection of S. mekongi natural infection in N. aperta 

 One week after collection, the snails will be examined for the natural infection of S. 

mekongi.  The snails will be exposed to white light for 2 hr and examined for the shedding of 

furcocercous cercariae (lacking eye spot) which are judged as a sign of a patent infection with 

S. mekongi.   

 

4.   Laboratory infection of N. aperta with S. mekongi 

 S.mekongi originally isolated from a positive dog taken from Khong Island, Laos in 1970. 

N. aperta was maintained as an intermediate host and ICR mice as the definitive host in Applied 

Malacology Laboratory, Department of Social and Environmental Medicine, Faculty of Tropical 

Medicine.  ICR mice were anesthetized by intraperitoneal injection with 5% pentobarbital sodium 

(Abbot Laboratories, USA) 40 mg/kg and cercariae were applied to the abdominal skin for 1 hr.  

Infected mice were maintained in the Laboratory for at least 8 weeks before dissection.  To 

collect the miracidia for infect the snail, liver and intestine were excised from ICR mice and the 

organs were cut into pieces and homogenized in a Waring blender.  Samples were suspended 

in normal saline, allowed to precipitate and then transferred to distilled water and exposed to 

fluorescent light.  Hatched miracidia were collected with a micropipette, counted under a 

dissecting microscope.  Then 200 N. aperta γ-strain snails from each sampling sites will be 

individual exposed with 5 miracidia.  Exposed N. aperta were reared in aerated filtered water in 

the dark room.  From week 6 until week 8, the snails were exposed to light for 2 h 

weekly for shedding of cercariae.  The emerging cercariae were counted under a dissecting.   

The infective rate of each sampling sites will be recorded.   

 

5. DNA amplification and sequencing 

 After the laboratory infection, the snails from each sampling sites will be divided into 

high susceptible (positive of infection) and low susceptibility (negative of infection).  The snails 

were gently crushed and the body separated from the shell.  The gut and digestive gland were 



removed and DNA extracted from the remainder by standard methods.  Selected DNA 

sequences were amplified by polymerase chain reaction (PCR).  Amplification of a section of 

the coding region of the mt cytochrome-c oxidase subunit 1 (CO1) was achieved with the 

universal primer (HCO-2198 and LCO-1490 primer pair) developed by Folmer et al (1994), 

following the recommended cycling conditions.  Part of the mt 16s rRNA gene was amplified 

using the primers of Palumbi et al (1991). 

 

 Total genomic DNA was used as a template for PCR amplification using standard PCR 

conition.  Sequences were determined directly from the PCR template by thermal cycle 

sequencing.  Sequences from high susceptibility and low susceptibility snails were assembled 

and aligned using CLUSTAL W program.   

 
Results 
 

N.aperta habitat 

 The survey of N.aperta habitat performed in May 2013 was unable to collect any snails.  

The high level of Mekong River is the important obstacle for survey team to reach the snail’s 

habitat which is under the rock in Mekong River (Figure 1A).  The water level was higher than 

average water level recorded from Mekong commission.  The current was strong and turbid 

which may caused by the high precipitation rate in that year and the water from Chinese dam.   

 The second attempt to collect the snails from Nong Khai was done in dry season during 

21-25 April, 2014 (Figure 1B).  The water level was 1.96-2.0 meters.  In that time, the survey 

team was able to pick up the rock under the water and observed for N. aperta.   N.aperta 

attached on the below side of the rock.  The snails were collected by brush and kept in plastic 

bowl with aeration until went back to laboratory.  The sampling site in May 2013 and in April 

2014 is shown in table 1.  We found total 4 locations (Table 2 & Figure 2) that could collect the 

snails for laboratory infection. The water quality of each sampling sites was shown in table 3. 



Most of water quality parameter in April 2014 was similar to those in May 2013 except water 

turbidity. In May 2013 the turbidity was 48.5-60.5 NTU but decrease to 14.2-14.6 NTU in the 

second survey in April 2014.    

 

 

Figure 1  Water level of Mekong River, Nong Khai on 17 May 2013 (1A) and 23 April 2014 

(1B). 

 

Table 1 Sampling site on May 2013 and April 2014 

Sampling 
site 

Sub district District May 2013 April 2014 

1 Ban Mo Si Chiang Mai + (N=4) + 
2 Ban Mo Si Chiang Mai - - 
3 Panprao Si Chiang Mai - - 
4 Pone Sa Tha Bo + (N=10) + 
5 Wiang Kuk Mueang Nong Khai - + 
6 Ban Dua Mueang Nong Khai ND + 
+ N.aperta was found     - N.aperta was not found    ND not determined 

  

 

 



 

Table 2 Neotricula aperta sampling sites. 

Sampling site Sub district District Province 
1 Ban Mo Si Chiang Mai Nongkhai 
2 Pone Sa Tha Bo Nongkhai 
3 Wiang Kuk Mueang Nong Khai Nongkhai 
4 Ban Dua Mueang Nong Khai Nongkhai 

 

 

 

Figure 2  The location of Neotricula aperta habitat in Nong Khai, Thailand 

  Ban Mo, Si Chiang Mai district  

  Pone Sa, Tha Bo district 

  Wiang Kuk, Mueang Nong Khai district 

  Ban Dua, Mueang Nong Khai district 

 

 



Table 3  Water quality of Neotricula aperta habitats 
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1 29.5 0.13 6.52 8.41 171 14.2 0.12 0.1 0.2 0.002 0.67 315 
2 29.4 0.13 6.42 8.12 171 14.2 0.15 0.13 0.3 0.001 0.67 313 
3 30 0.13 7.02 8.13 171 14.6 0.09 0.26 0.3 0.001 0.67 318 
4 31.4 0.14 6.65 8.46 171 14.6 0.11 0.12 0.5 0.002 0.67 328 
   

  N.aperta in site 1 (Ban Mo, Si Chiang Mai district), 2 (Pone Sa, Tha Bo district) and 3 

(Wiang Kuk, Mueang Nong Khai district) inhabited under the rockfill dam used for river bank 

soil erosion prevention. While N.aperta in site 4 (Ban Dua, Mueang Nong Khai district) were 

found under small natural rock near the river bank.  Figure 3-6 showed the sampling sites of 

N.aperta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
  

  
Figure 3       Site  Ban Mo, Si Chiang Mai district 

 

  
  

  
Figure 4     Site  Pone Sa, Tha Bo district 

 



  
  

  
Figure 5  Site  Wiang Kuk, Mueang Nong Khai 

 

  
  

  
Figure 6  Site  Ban Duae, Mueang Nong Khai 

 



N.aperta characteristics 

 N.aperta collected from all sampling sites in Nong Khai were identified as gamma race 

based on their morphology and molecular identification.  The unique character of gamma race 

is having 4 black pigment spots on the mantle which clearly seen.  The average shell length of 

the snails varied in different sampling sites from 1.09 - 3.53 mm.  The snails from Ban Mo (site 

1) were divided into 2 types depended on their size and their color. The snail pictures were 

demonstrated in Figure 7-11.   

 

 

  
 

Figure 7   Neotricula aperta from Ban Mo Type 1 (small) 
 
 

  
 

Figure 8    Neotricula aperta from Ban Mo Type 2 (large) 
 



  
 

Figure 9   Neotricula aperta from Pone Sa 
 
 

  
 

Figure 10    Neotricula aperta from Viangkuk 
 
 

  
 

Figure 11    Neotricula aperta from Ban Duae 
 
 

 The average shell length of the snails in each group are significant different (p<0.05).   
The smallest snail was from site 1 Ban Mo (small) (1.60+0.23) mm followed by  site 3 Viangkuk 

(1.90+0.27), Site 4 Ban Duae (2.50+0.28),  site 1 Ban Mo (large) (2.69+0.32) and site 2 Pone 

Sa (3.03+0.34), respectively.   Shell length of N.aperta was shown in Table 4 and Figure 12. 



 
Table 4  Shell length (mm) of N.aperta collected from Nongkhai 
 
 

Group Mean N 
Std. 

Deviation Minimum Maximum 
Site 1 Ban Mo type 1 1.6027 100 .22706 1.09 2.35 
Site 1 Ban Mo type 2 2.6905 100 .32002 2.02 3.44 
Site 2 Pone Sa 3.0316 100 .33835 2.02 3.53 
Site 3 Vieangkuk 1.8992 100 .27380 1.34 2.69 
Site 4 Ban Daue 2.5015 100 .27759 1.68 3.11 
Total 2.3451 500 .59745 1.09 3.53 

 
 

 

 

 

Figure 12  Average shell length (mm) of N.aperta collected from Nongkhai. 

 

 

 



Laboratory infection of N. aperta with S. mekongi 

 After the snails were infected with S.mekongi miracidium, the snails were stimulated for  

cercariae shedding every week after 43 days of infection.  The snails from each sampling site 

showed different susceptibility to the infection and mortality.  %Susceptibility of N.aperta were 

calculated from the number of infected snails that release cercaria after exposed with light 

source divided by the total number of infected snails.  %Susceptibility varied from 1.9-77.5%.  

The highest was found in the snails from Ban Mo (small) (77.5%) followed by Ban Daue 

(70.5%), Viangkuk (26%), Pone Sa (16.5%) and Ban Mo (large) (1.9%) respectively (Table 5 & 

Figure 13). The earliest cercaria shedding was found within 50 days in the snail from site 1 

(type 1, small) .While the snails from site 1 (type2, large) started releasing cercaria after 169 

days (Figure 14).  The onset and duration of cercaria shedding were shown in Figure 14.  

Mortality rate was shown in Table 5 and Figure 15. 

 

Table 5   %Susceptibility of N.aperta from Mekong River, Nong Khai  to S.mekongi infection 

compared with N.aperta from Ubon Ratchathani Province and %mortalrity of N.aperta after 180 

days of infection  

Strain Location %Mortality % Susceptible 

gamma Ban Mo, Nongkhai,Type 1 (small) 9.5 77.5 

gamma Ban Mo, Nongkhai,Type 2 (large) 45.7 1.9 

gamma Pone-Sa, Nongkhai 47 16.5 

gamma Viangkuk, Nongkhai 37 26 

gamma Ban Daue, Nongkhai 21.5 70.5 

*alpha  Khammarat, Ubon Ratchatani  -  2.7  

*gamma  Khammarat, Ubon Ratchatani  -  20  

*beta  Pibun Mungsahan, UR  -  58.5  

* Upatham et al. 1980 



 

 

Figure 13 % Susceptible snail to S.mekongi miracidia infection 

 

 

 

 

Figure 14 Onset and duration of cercaria shedding period 
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Figure 15 Mortality rate of the snails after infected with S.mekongi miracidia. 

 

COI gene sequencing and phylogenetic analysis 

 Total 43 samples of N.aperta from Ban Mo Type 1 (small), Ban Mo Type 2 (large), 
Pone-Sa, Viangkuk and Ban Daue were grouped to positive or negative-cercaria shedding 
snail.  The size of COI sequences ranged from 679-686 bp.  Phylogenetic trees (Figure 16) 
were prepared by Neighbor-Joining method.  The positive (susceptible) and negative (resistant) 
snails did not show the different of COI sequences.  However the snails from Pone Sa and Ban 
Mo (large) which had lower infection rate (<20%) was grouped in same cluster apart from 
others.   
 



 

 Neg-Vieng_Kuk-3

 Neg-Vieng_Kuk-4

 Neg-Ban_Mo(s)-4

 Pos-Ban_Mo(L)-1

 Pos-Ban_Mo(s)-1

 Pos-Ban_Due-1

 Pos-Ban_Due-4

 Pos-Ban_Due-2

 Pos-Vieng_Kuk-3

 Neg-Vieng_Kuk-2

 Neg-Ban_Due-3

 Neg-Ban_Mo(s)-5

 Pos-Ban_Due-3

 Neg-Ban_Mo(s)-3

 Neg-Ban_Mo(s)-2

 Neg-Vieng_Kuk-5

 Pos-Vieng_Kuk-1

 Pos-Vieng_Kuk-2

 AF188227 XBF-LAO

 KM099103 TK-NK

 Pos-Ban_Mo(s)-2

 Neg-Vieng_Kuk-1

 Neg-Ban_Due-2

 Neg-Vieng_Kuk-6

 Neg-Ban_Due-4

 Neg-Ban_Due-1

 Neg-Ban_Due-5

 Neg-Ban_Mo(L)-1

 Neg-Ban_Mo(L)-5

 Neg-Ban_Mo(L)-3

 Pos-Ban_Mo(L)-2

 Neg-Ban_Mo(L)-2

 Neg-Ban_Mo(L)-4

 Pos-Ban_Mo(L)-3

 Neg-Pone_Sa-2

 Neg-Pone_Sa-4

 Neg-Pone_Sa-1

 Pos-Pone_Sa-3

 Neg-Ban_Mo(s)-1

 Pos-Pone_Sa-2

 Neg-Pone_Sa-5

 Pos-Pone_Sa-1

 Neg-Pone_Sa-3

 Neg-Pone_Sa-6

 Neg-Ban_Mo(L)-6

 AF188218 gamma KC-KHM

 AF188225 gamma KR-UB

 AF188212 alpha KR-UB

 AF188214 beta MR-UB

0.005



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16  Evolutionary relationships of N.aperta from Nong Khai 
The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method. The optimal tree with 
the sum of branch length = 0.14883401 is shown. The tree is drawn to scale, with branch 
lengths in the same units as those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic 
tree. The evolutionary distances were computed using the Maximum Composite Likelihood 
method and are in the units of the number of base substitutions per site. The analysis involved 
49 nucleotide sequences. Codon positions included were 1st+2nd+3rd+Noncoding. All positions 
containing gaps and missing data were eliminated. There were a total of 553 positions in the 
final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA6. 
 



Discussion and Conclusion 
 
 We concluded that there is no S.mekongi natural infection in N.aperta population from 
Nong Khai.  However, the susceptibility of N. aperta from Nong Khai to Schistosoma mekongi 
was proved in laboratory and also reported the infection rate range from 1.9-77.5%.  The 
previous studies indicate the infection rate of N.aperta was highest in beta strain from Pibun 
Mungsahan, Ubon Ratchathani Province which is 58.5%.  While the infection rate of alpha 
strain from Khammarat, Ubon Ratchathani is 2.7% and gamma strain from Khammarat, Ubon 
Ratchathani is 20%.  The high infection rate of N.aperta from Nong Khai suggested that we 
should concern the possibility of disease transmission in Nong Khai in addition to only in Ubon 
Ratchathani.  The S.mekongi-positive and negative snails from each sampling site will be 
grouped into susceptible and resistant groups.  The genetic variation among susceptible and 
resistant groups from different sampling sites were evaluated by sequencing of Cytochrome 
oxidase subunit I (COI) genes.   The susceptible snail (sheded cercaria) and the resistant snail 
(not shedded cercaria) did not show difference of COI.  However the snails from Pone Sa and 
Ban Mo (large) which had lower infection rate (<20%) was grouped in same cluster apart from 
others.  The COI gene and morphology may useful to identify the high and low susceptibility 
N.aperta strains to S.mekongi infection.  
 
Recommendation for future research 
  
 The future studies on genetic variation of susceptible and resistant snails by compare 
other gene or other methods may useful for expand our knowledge on the informative loci as a 
marker for detection of susceptibility in N. aperta to S. mekongi 
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Distribution of Neotricula aperta (Gastropoda Pomatiopsidae), the snail host of Mekong 

schistosomiasis in the Mekong River Basin, Thailand and their susceptible to Shistosoma mekongi 
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  Mekong Schistosomiasis is an important waterborne parasitic disease caused by blood fluke 

Schistosoma mekongi.   Neotricula aperta,  the  snail  intermediate host of  S. mekongi  are  found  in 

lower Mekong  region  in Cambodia,  Laos and Thailand. The habitats of N.aperta  in Thailand were 

previously  reported  in Mun  and Mekong River  only  in Ubon  Ratchathani  Province.    In  this  study 

N.aperta were obtained  from Mekong River at 1) Khammarat district, 2) Kong  Jeum district, Ubon 

Ratchathani Province, 3) Si Chiangmai district, Nong Khai Province and from Mun River at 4) Pibun 

Mungsahan  district, Ubon  Ratchathani  Province  during  2010‐2012.      Conventional morphological 

method and molecular method using partial DNA sequences of mitochondrial cytochrome‐c oxidase 

subunit 1 (cox1) were used to identify N.aperta.  N. aperta (beta strain) were found in the Mun River 

while N. aperta (gamma strain) were found in the Mekong River.  This study reports new habitat of 

N. aperta (gamma strain) from Mekong River in Nong Khai Province, 130 km upstream from previous 

reported habitat in Ubon Ratchathani Province. While the habitats of N.aperta in Ubon Ratchathani 

Province are under the natural rocks located on the islet of the middle of Mekong River,  N.aperta in 

Nong  Khai  inhabited  under  the  rockfill  dam  used  for  river  bank  soil  erosion  prevention.    The 

susceptibility of N. aperta from Nong Khai to Schistosoma mekongi was tested in laboratory and the 

infection rate also reported.   
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Abstract. Neotricula aperta (Gastropoda: Pomatiopsidae), the snail intermediate host of Schistosoma mekongi,
is found in Cambodia, Laos, and Thailand. We update information on the distribution of this species in the Mekong River
and its tributary, the Mun River, in Thailand. DNA sequences of a portion of the mitochondrial cytochrome c oxidase
subunit 1 were obtained from N. aperta collected from different locations and used to confirm species and strain identities.
Specimens of the b-strain were found in the Mun River, whereas specimens of the g-strain were found in the Mekong River.
The g-strain (with molecular confirmation of identity) is newly reported from Nong Khai Province, where it occurred in a
habitat novel for this species: under paving slabs instead of under natural bed rocks, where agal aufwuchs is extensively
located on the islet in the middle of the Mekong River. The new location is approximate 400 km upstream from the nearest
previously known site for this species.

INTRODUCTION

Mekong schistosomiasis is an important waterborne parasitic
disease caused by the blood fluke Schistosoma mekongi. Focal
transmission of this disease is known from Khong Island,
Champassac Province, Lao People’s Democratic Republic
(PDR) and Kratié, Stung-Treng, and Rattanakiri Provinces,
Cambodia.1 S. mekongi uses the freshwater snail Neotricula
aperta (family Pomatiopsidae, subfamily Triculinae) as an
intermediate host to complete its lifecycle2,3; a-, b-, and
g-strains of N. aperta can be differentiated by shell size, shape,
sculpture, mantle pigment patterns, ecology, time of develop-
ment, and minor aspects of anatomy. Of these, the g-strain
is the most important vector for S. mekongi. In 1986, the
Tropmed Technical Group reported that the a- and g-strains
were found in the Mekong River ranging from Savannakhet,
Lao PDR to Kratié in Cambodia.4 The b-strain of N. aperta
occurred exclusively in the Mun River in Phibun Mangsahan
District, Ubon Ratchathani Province (UB), Thailand. In 2008,
the reported range of the a- and g-strains was extended north-
ward to the Nam Hinboun in Khammouanne Province, Lao
PDR and a total of 31 localities spanning nine river systems
in Cambodia, Lao PDR and Thailand.5

Although transmission of Mekong schistosomiasis is not
known from Thailand, populations of the potential intermedi-
ate host have been found. Routine activities of villagers living
near the habitats of N. aperta potentially expose them to the
risk of infection. To date, the known habitats of N. aperta in
Thailand are limited to the Mun and Mekong Rivers in
UB.3,4,6 N. aperta has not yet been reported from upstream
portions of the Mekong within Thailand.
Conventional identification methods may not be adequate

for N. aperta because of its small size, high prevalence of con-
vergent evolution, and relatively high degree of intraspecific
variation among anatomical characters.3 There are some stud-
ies of genetic variation among different strains of N. aperta

based on allozyme differences,7–9 restriction fragment length
polymorphism (RFLP),10 and nucleotide sequence differ-
ences.5,7,11,12 Attwood and others5 and Attwood and Johnston11

investigated genetic variation and the phylogenetic relation-
ships of mitochondrial DNA sequences among the different
strains of N. aperta from six populations11 and 31 sites5 of
central and southern Lao PDR, eastern Cambodia, and north-
east Thailand.
Here, we report molecular identification of N. aperta col-

lected in northeastern Thailand in 2010–2012. The g-strain
was found at a new locality in the Mekong River, and the
b-strain was found in the Mun River. DNA sequences of
mitochondrial cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) of these
snails were used to place the newly found populations in a
phylogenetic context with previously studied populations.
These genetic data will be important for epidemiological
investigations of Mekong schistosomiasis.
Wherever it has been reported,N. aperta has been found on

natural substrates, such as under natural bed rocks where agal
aufwuchs are located on islets in the middle of the Mekong
River.1 Here, we report a new non-natural substrate for
N. aperta in the Mekong River in Thailand.

MATERIALS AND METHODS

Sampling. Samples were collected from four localities in two
provinces in northeastern Thailand (Nong Khai [NK] and UB)
(Figure 1 and Table 1). Live snails were identified on the basis
of general characteristics, conchology, and habitat.3 Samples
were preserved in absolute ethanol until DNA extraction.
DNA amplification and sequencing. The whole-snail speci-

mens (26 in total) were individually crushed, and DNA was
extracted using the Nucleospin Tissue Kit (Macherey-Nagel
GmbH & Co, Duren, Germany). The DNA was eluted in 100
mL distilled water, 5 mL of which was used for the polymerase
chain reaction (PCR). A PCR specific for the partial cox1
gene sequence was conducted with primer set forward primer:
5¢ ATG ATC TGG GTT AGT AGG TAC TG 3¢and reverse
primer: 5¢ AGC AGG ATC AAA AAA AGC TGT A 3¢,
resulting in an amplicon size of 598 base pairs (bp). The

*Address correspondence to Wanchai Maleewong, Department of
Parasitology, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Khon
Kaen 40002, Thailand. E-mail: wanch_ma@kku.ac.th
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primers were based on published sequences of N. aperta
(AF188224).11

Amplification was done using a GeneAmp PCR System
9700 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Singapore). The
DNA template was initially denatured at 94°C for 5 minutes.
The amplification procedure consisted of 35 cycles at 95°C for
30 seconds (denaturation), 53°C for 30 seconds (annealing),

and 72°C for 30 seconds (extension), with a final extension at
72°C for 10 minutes. The PCR product was run on a 1%
agarose gel to confirm amplification and estimate product
length and quantity. DNA direct sequencing was performed
using the Applied Biosystems 3730 +I DNA Analyzer and
ABI Big Dye, version 3.1 (Applied Biosystems, Foster City,
CA) in both directions with the same PCR primers. The cox1

Figure 1. Sampling localities ofN. aperta. The stars indicate the sampling area in NK (TK) and UB (Ban Bung Khi Lek, KJ, and Kang Sapue).

Table 1

Sampling details and accession numbers of N. aperta in the Mekong River and the Mun River, Thailand

Species Strain* Localities Number Accession numbers Sampling date

N. aperta g Ban Bung Khi Lek, Mekong River, KR-UB† 6 KM099100–KM099102 and
KM099109–KM099111

4/23/2010

N. aperta g Mekong River, KJ-UB† 3 (KJL); 3 (KJH) KM099096–KM099099,
KM099112, and KM099113

4/24/2010

N. aperta b Kang Sapue, Mun River, UB† 2 KM099114 and KM099115 4/30/2010
N. aperta b Kang Sapue, Mun River, UB† 3 KM099116–KM099118 11/30/2012
N. aperta b Kang Sapue, Mun River, UB† 3 KM099119–KM099121 11/27/2010
N. aperta g Mekong River, TK-NK† 6 KM099103–KM099108 12/1/2012
N. aperta a Mekong River, KR-UB‡ 3 AF188210–AF188212 4/22/1997
N. aperta b Mun River, UB‡ 4 AF188213–AF188216 4/24/1997
N. aperta g Kracheh Province, Mekong River, Cambodia‡ 3 AF188217–AF188219 5/2/1996
N. aperta g Khong Island, Laos‡ 2 AF188220 and AF188221 4/20/1997
N. aperta g Mekong River, UB‡ 5 AF188222–AF188226 4/22/1997
N. aperta g Xé Bang Fai River, Khammounne Province, Laos‡ 1 AF188227 3/27/1998

*Strain identified by morphology.
†Samples collected from this study.
‡Information from the GenBank database.11
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gene sequences of the N. aperta samples were analyzed using
a standard nucleotide basic local alignment search tool
(BLASTN) search through the National Center of Biotech-
nology Information. The sequences were also aligned and com-
pared with the available sequence data for N. aperta in the
GenBank Database using the multiple sequence alignment
program ClustalW. A phylogenetic tree was constructed using
the maximum likelihood method with MEGA, version 5.13

The Hasegawa–Kishino–Yano model, with non-uniformity of
evolutionary rates among sites modeled by using a discrete
g-distribution (+G), was found to be the best model.13 Support
for groupings within the tree was evaluated by bootstrapping
with 1,000 resamplings. All sequences were submitted to the
GenBank database (Figure 2 and Table 1).

RESULTS

The partial cox1 DNA sequences (553 bp excluding the
primer sequences) of 26 specimens of N. aperta collected
from four localities in the Mekong and Mun Rivers, Thailand
have been deposited in GenBank under accession numbers
KM099096–KM099121 (Figure 2 and Table 1). When aligned
and compared with published data, 18 of our sequences
proved to represent the g-strain and 8 of our sequences
proved to represent the b-strain (Figure 2 and Table 1). All

b-strain samples came from the Mun River, and all g-strain
representatives came from the Mekong River. Similarities
between sequences ranged from 97% to 99%. Variation
within sampling sites was found in Ban Bung Khi Lek,
Khammarat District (KR) and Khong Jeum District (KJ),
UB. It is also worth noting that the populations were para-
phyletic and coincided with the KR clades for the snails sam-
pled in this study but not so with the GenBank KR data,
which formed a separate clade. As a consequence, only snails
of the b-strain from the Mun River population formed a
monophyletic clade (Figure 2).
Morphological examination of N. aperta from KJ revealed

two different patterns of mantle pigmentation. Consequently,
the KJ snails were coded as marked pigmentation (KJH) and
reduced pigmentation (KJL). Phylogenetic analysis showed
that KJH fell into a single clade but that KJL separated into
two clades.
A new population of N. aperta (g-strain) is described here

from Ban Tha Kathin (TK), Sri Chiang Mai District, NK Prov-
ince well upstream of previously known populations in the
Mekong River. Although the habitats of N. aperta in KR and
KJ are under natural rocks located on islets in the middle of the
Mekong River, specimens of N. aperta at the TK-NK site were
found under the rocks, which were used together with concrete
paving for prevention of soil erosion along the river bank.

Figure 2. Maximum likelihood tree based on 18 published and 26 new partial cox1 gene sequences of N. aperta a-, b-, and g-races. Accession
numbers are shown for sequences obtained from a public DNA database. Sequences newly obtained for this study are indicated in bold.
A published sequence of Tricula bollingi from Chiang Mai (AF339847) was used as an outgroup. CM = Chiang Mai; KC = Kracheh Province;
KHM = Cambodia; KI = Khong Island; LAO = Laos; MR = Mun River; XBF = Xé Bang Fai.
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DISCUSSION

In northeast Thailand, three strains of N. aperta have been
recognized (a, b, and g) on the basis of shell size and body
pigmentation.1 However, the small size of triculine snails
leads to problems in assessing character states and technical
difficulties in their identification. These problems together
with convergent evolution in the group and a relatively high
degree of intraspecific variation in anatomical characters sug-
gest that nucleotide sequence data will be useful in resolving
relationships in cases where anatomy is ambiguous.11 This is
supported by our finding that N. aperta snails (g-strain) from
KJ-UB fell into two groups according to their mantle pigmen-
tation; however, the molecular data failed to group the snails
according to pigmentation.
DNA sequences of N. aperta g-strain were examined for

phylogenetic studies of triculine snails6 and evaluation of geo-
graphical patterns and to identify genetic subpopulations or
clades.4 Mitochondrial genes were selected, because with
their maternal pattern of inheritance and smaller effective
population size, they were considered to represent potentially
better records of phylogenetic events at the intraspecific level.
As in other studies on N. aperta phylogeny, the b-strain

from the Mun River was clearly located in a different clade
from the a- and g-strains from the Mekong River. The genetic
isolation of the b-strain appears to have a geographical
basis.10 The Mun River populations seem more stable in these
results than in the results of earlier studies,5 which might be
because of the Pak-Mun Dam preventing dispersal of snails.
The Pak-Mun Dam was opened in 1994 and may have affected
our study more than earlier studies.11 However, the effect on
b-strain diversity and long-term popular trends may need to
be monitored.
Samples of the N. aperta g-strain from KJ-UB and those

from KR-UB fell into several different places on the phyloge-
netic tree, whereas those from TK-NK occupied a single region
on the tree. Such a genetic subdivision of the N. aperta g-strain
was also recorded in the study by Attwood.10 Attwood10 sug-
gested that the N. aperta g-strain from the KR-UB site may
have originated in smaller rivers draining the highlands of
central Laos and that it then colonized the Mekong River and
became a part of the g-strain population in UB. This hypothesis
suggests that N. aperta populations in the Mekong River are
not stable and exist as a metapopulation. The lack of genetic
diversity among snails from the TK-NK site might be explained
by an origin in highland streams and lack of dispersal of snails
from the lowland reaches of the Mekong River.10

This is the first report of the N. aperta g-strain from the
Mekong River in NK Province, Thailand. The identification
was supported by molecular evidence from the mitochondrial
cox1 gene. In addition, this is the first report of this snail from
an anthropogenic habitat (i.e., paving slabs) rather than a
natural substratum.
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