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บทคัดย่อ
งานวิจัยนี้ท�ำการศึกษาผลของกรดฟิวซาริกต่อการเข้าสู่ซีสต์และการออกจากซีสต์ของอะแคนทามีบา 4 ไอโซเลต คือ AS กับ 

AR ที่แยกได้จากผู้ป่วยกระจกตาอักเสบ และ S3 กับ S5 ซึ่งแยกได้จากตัวอย่างดิน โดย AS, AR และS3 ถูกจัดจ�ำแนกอยู่ใน

จีโนไทป์ T4 ส่วน S5 อยู่ในจีโนไทป์ T5 เมื่อทดสอบโทรโฟซอยต์ด้วยกรดฟิวซาริกที่ความเข้มข้นครึ่งหนึ่งของค่า IC
50
 พบว่า

สามารถยับยั้งการเข้าสู่ซีสต์ของ AS ได้บางส่วน แต่ยับยั้งการเข้าสู่ซีสต์ของ AR, S3 และ S5 ได้อย่างสมบูรณ์ เมื่อทดสอบซีสต์

ด้วยกรดฟิวซาริกที่ความเข้มข้น 4 เท่าและ 8 เท่าของค่า IC
50
 พบว่ายับยั้งการออกจากซีสต์ของอะแคนทามีบาจีโนไทป์ T4 ได้

โดยขึ้นอยู่กับความเข้มข้นและระยะเวลาที่ใช้ในการทดสอบ ในขณะท่ีจีโนไทป์ T5 มีความทนทานต่อกรด ฟิวซาริกมากกว่า 

เนื่องจากยับยั้งการออกจากซีสต์หลังจาก 48 ชั่วโมงโดยไม่ขึ้นกับความเข้มข้นที่ใช้ ดังนั้นการใช้กรด ฟิวซาริกร่วมกับสารต้าน

อะแคนทามีบาอื่นๆ อาจท�ำให้การควบคุมอะแคนทามีบามีประสิทธิภาพมากขึ้น

ค�ำส�ำคัญ: อะแคนทามีบา กรดฟิวซาริก การเข้าสู่ซีสต์ การออกจากซีสต์

Abstract
This research examined effects of fusaric acid on encystment and excystment of 4 Acanthamoeba isolates including 

AS and AR isolated from the keratitis patients and S3 and S5 isolated from soil samples. AS, AR and S3 were  

classified as the genotype T4 whereas S5 was T5. Trophozoites were treated with fusaric acid at concentrations 

0.5×IC
50
. The results showed that fusaric acid partially interfered with AS encystment but it completely inhibited the 

encystment of the remaining isolates. Cysts were treated with fusaric acid at concentrations 4× and 8×IC
50
. Fusaric 

acid potentially inhibited the excystment of T4 in concentration- and time-dependent manners. On the other hand, T5 

was more resistant to fusaric acid since the inhibitory effect was observed after treatment for 48 hours and did not 

depend on concentration. Therefore, combination of fusaric acid with other anti-Acanthamoeba agents may improve 

Acanthamoeba control.
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บทน�ำ
อะแคนทามีบาเป็นโปรโตซัวท่ีด�ำรงชีวิตอิสระในสิ่งแวดล้อม 

เช่น ดิน น�้ำจืด น�้ำทะเล น�้ำประปา สระว่ายน�้ำ ระบบเครื่อง

ปรบัอากาศ คอนแทคเลนส์และตลบัเลนส์1, 2, 3 แต่เมือ่มโีอกาส

เข้าสูร่่างกายคนจะก่อโรคกระจกตาอกัเสบทีม่คีวามรนุแรงจน

ท�ำให้ตาบอดได้ นอกจากนีย้งัเป็นสาเหตขุองโรคสมองอกัเสบ

แบบแกรนูโลมาตัส และการติดเชื้ออะมีบาแบบแพร่กระจาย 

เช่น ไซนัสอักเสบเร้ือรัง ปอดอักเสบเรื้อรัง และแผลเรื้อรังที่

ผิวหนัง ซึ่งท�ำให้เสียชีวิตได้ 4 จึงมีความจ�ำเป็นต้องมีการ

ป้องกันและการรักษาโรคติดเชื้อ อะแคนทามีบาอย่างเหมาะสม 

แต่สารฆ่าอะแคนทา- มบีาทีใ่ช้ในปัจจุบนัยงัไม่มปีระสทิธภิาพ

เพียงพอ เนื่องจากเชื้อสามารถเปลี่ยนแปลงรูปร่างกลับไปมา

ได้ระหว่างระยะโทรโฟซอยต์และระยะซีสต์ เม่ือมีการใช้สาร

เคม ีเช่น น�ำ้ยาล้างคอนแทคเลนส์ 5, 6 หรอืน�ำ้ยาฆ่าเช้ือในระบบ

ปรับอากาศ7 และการใช้ยาส�ำหรับรักษาการติดเช้ือ2 อะแคน

ทามีบาจะเปลี่ยนจากโทรโฟ-ซอยต์เข้าสู่ซีสต์ซึ่งมีผนังหุ้ม 2 

ชั้นท�ำให้ทนทานต่อยาและสารเคมีต่างๆ ได้ดี เมื่อหยุดใช้ยา

และสารเคมเีหล่าน้ีโทรโฟซอยต์จะออกมาจากซสีต์ ซึง่สามารถ

เพิม่จ�ำนวนและก่อโรคได้ 8 งานวจิยัก่อนหน้านี ้Boonman และ

คณะ9 พบว่าราเอนโดไฟต์ Fusarium fujikuroi species  

complex Tlau3 ทีแ่ยกได้จากต้นรางจืดสามารถผลิตกรดฟิวซารกิ 

ซึง่ออกฤทธิฆ่์าโทรโฟซอยต์ของอะแคนทามีบาได้ โดยค่า IC
50
 

ต่อ AS, AR, S3 และ S5 เท่ากับ 0.31 ± 0.01, 0.33 ± 0.01, 

0.33 ± 0.01 และ 0.66 ± 0.01 ไมโครโมลาร์ ตามล�ำดับ ซึ่งมี

กลไกการออกฤทธ์ิโดยรบกวนการท�ำงานของ คอนแทรค

ไทล์แวคคูโอลจนท�ำให้เซลล์แตก ซ่ึงกรด ฟิวซาริกอาจไป

รบกวนการสร้างพลังงานหรือการเคล่ือนท่ีของโครงสร้าง

ภายในเซลล์จนคอนแทรคไทล์-แวคคูโอลไม่สามารถท�ำงาน

ตามปกติได้ ดังนั้นกรด ฟิวซาริกก็อาจส่งผลต่อการเข้าสู่ซีสต์

และการออกจากซีสต์ของอะแคนทามีบาได้อีกด้วย

	 งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบฤทธิ์การ

ยับย้ังการเข้าสู่ซีสต์โดยใช้กรดฟิวซาริกในระดับความเข้มข้น

ต�่ำกว่า IC
50 

ทดสอบกับระยะโทรโฟ-ซอยต์ และการยับยั้งการ

ออกจากซสีต์โดยใช้กรด ฟิวซารกิในระดบัความเข้มข้นสงูกว่า 

IC
50 

ทดสอบกับระยะซีสต์

วิธีการศึกษา
	 การเพาะเลีย้งอะแคนทามบีาระยะโทรโฟ-ซอยต์

	 อะแคนทามบีาระยะโทรโฟซอยต์เพาะเล้ียงในภาชนะ

เพาะเลี้ยงเซลล์ (Tissue culture flask) ขนาด 25 ตร.ซม.ที่มี

อาหาร PYG medium (Proteose peptone 8.8 กรัม, Yeast 

extract 0.88 กรัม, Amoeba saline solution (ASS) 400 

มิลลิลิตรผสมกับ Glucose 1 โมลาร์ ในอัตราส่วน 9:1) ตั้งไว้

ทีอ่ณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง จากนัน้ท�ำการเกบ็โทร

โฟซอยต์โดยน�ำไปแช่บนน�้ำแข็ง เป็นเวลา 3 นาที เพื่อให้ โทร

โฟซอยต์หลดุออกจากก้นภาชนะ แล้วใช้ปิเปตดดูอาหารเลีย้ง

เชื้อในภาชนะชะเบาๆ ให้โทรโฟซอยต์หลุดออก แล้วใช้ปิเปต

ดดูสารแขวนลอยโทรโฟซอยต์ประมาณ 2-3 หยดใส่ใน Hemo-

cytometer chamber เพื่อนับจ�ำนวนโทรโฟซอยต์ภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ น�ำไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว1,500 รอบต่อ

นาที อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วปรับ

ความหนาแน่นของโทรโฟซอยต์ด้วย MgCl
2
 50 มิลลิ-โมลาร์

ให้ได้ 1.6 × 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร

	 การเพาะเลี้ยงอะแคนทามีบาระยะซีสต์

	 อะแคนทามีบาระยะโทรโฟซอยต์เพาะเลี้ยงในจาน

เพาะเชื้อขนาด 60 มิลลิเมตรท่ีมี 2% Non-nutrient agar 

(NNA; Agar 2 กรมั และ ASS 100 มลิลลิติร) บนผวิหน้าเกลีย่

ด้วย E. coli ที่ถูกท�ำลายด้วยความร้อน เพื่อใช้เป็นอาหารให้

กบัอะแคนทามบีา จากนัน้หยดซสีต์ 1 หยดลงไปตรงกลาง พนั

พาราฟิล์มทีข่อบจาน ตัง้ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็นเวลา 2 สปัดาห์ 

ท�ำการเก็บซีสต์โดยเติม ASS ลงไป 1.5 มิลลิลิตร ใช้  ปิเปต

ดูด ASS ชะให้ทัว่ผวิหน้า แล้วใช้ปิเปตปลายแบนขดูทีผ่วิหน้า

วุ้นเบาๆ เพื่อให้ซีสต์หลุดออก จากนั้นดูดสารแขวนลอยซีสต์

ประมาณ 2-3 หยดใส่ใน Hemocytometer chamber เพื่อนับ

จ�ำนวนซีสต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ปั่นล้างซีสต์ด้วย ASS ที่

ความเรว็ 1,500 รอบต่อนาท ีอุณหภมิู 20 องศาเซลเซยีส เป็น

เวลา 5 นาที แล้วปรับความหนาแน่นของซีสต์ด้วย ASS ให้

ได้ 1.6 × 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร

	 การทดสอบฤทธิ์ของกรดฟิวซาริกต่อการเข้าสู่

ซีสต์

	 การทดสอบการยบัยัง้การเข้าสูซ่สีต์ได้พฒันามาจาก

การทดสอบของ Dudley และคณะ10 โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ 

กลุ่มทดลอง และกลุ่มควบคุมทางลบ แต่ละกลุ่มท�ำ 3 ซ�้ำ ดังนี้ 

กลุ่มทดลอง คือโทรโฟซอยต์ท่ีทดสอบกับกรดฟิวซาริก โดย 

เตรยีมกรดฟิวซารกิละลายในเมทานอล ให้มคีวามเข้มข้น 0.5× 

IC
50
 (Table 1) ใส่ใน 96-well tissue culture plate หลุมละ 50 

ไมโครลิตร ตั้งที่อุณหภูมิห้อง เปิดฝาทิ้งไว้ข้ามคืนเพื่อระเหย

เมทานอลออกจนหมด เติม MgCl
2 
50 มิลลิ-โมลาร์ ลงไปหลุม

ละ 25 ไมโครลติร จากนัน้ใส่โทรโฟ-ซอยต์ทีเ่ตรยีมไว้ลงไปหลมุ

ละ 25 ไมโครลิตร ส่วนกลุ่มควบคุมทางลบใช้โทรโฟซอยต์ที่

อยู่ใน MgCl
2
 โดยไม่มีกรดฟิวซาริก ทั้งสองกลุ่มถูกตั้งทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ถ่ายรูปอะแคน
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ทามีบาในแต่ละหลุมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับเพื่อ

นับจ�ำนวนอะแคนทามีบาทั้งระยะโทรโฟซอยต์และซีสต์ จาก

นั้นใส่ Sodium dodecyl sulfate (SDS) ลงในแต่ละหลุมให้ได้

ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.5% ทิ้งไว้ 2 นาที SDS จะท�ำลาย

ระยะโทรโฟซอยต์และซสีต์ทีย่งัไม่สมบรูณ์ จึงเหลือเฉพาะซีสต์

ที่สมบูรณ์เท่านั้น ถ่ายรูปเพื่อนับจ�ำนวนซีสต์ที่เหลือ ค�ำนวณ

เปอร์เซ็นต์การเข้าสู่ซีสต์ (% Encystment) ดังนี้

เวลา 5 นาที แล้วปรับความหนาแน่นของซีสต์ ด้วย 
ASS ให้ได้ 1.6  105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
 
 การทดสอบฤทธ์ิของกรดฟิวซาริกต่อการ
เข้าสู่ซีสต ์

 การทดสอบการยับยั้งการเข้าสู่ซีสต์ได้พัฒนา
มาจากการทดสอบของ Dudley และคณะ 10 โดย
แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มทดลอง และกลุ่มควบคุมทาง
ลบ แต่ละกลุ่มท า 3 ซ้ า ดังนี้ กลุ่มทด ลอง คือโทรโฟ
ซอยต์ที่ทดสอบกับกรดฟิวซาริก โดยเตรียมกรดฟิวซา
ริกละลายในเมทานอล  ให้มีความเข้มข้น  0.5 IC50 
(Table 1) ใส่ใน 96-well tissue culture plate หลุมละ 
50 ไมโครลิตร ตั้งที่อุณหภูมิห้อง เปิดฝาทิ้งไว้ข้ามคืน
เพื่อระเหยเมทานอลออกจนหมด  เติม MgCl2 50 มิลลิ-
โมลาร์ ลงไปหลุมละ 25 ไมโครลิตร จากนั้นใส่โทรโฟ-
ซอยต์ที่เตรียมไว้ลงไปหลุมละ 25 ไมโครลิตร ส่วนกลุ่ม
ควบคุมทางลบใช้โทรโฟซอยต์ที่อยู่ใน MgCl2 โดยไม่มี
กรดฟิวซาริก ทั้งสองกลุ่มถูกตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ถ่ายรูปอะแคนทามีบา
ในแต่ละหลุม ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ เพื่อ
นับจ านวนอะแคนทามีบาทั้งระยะโทรโฟซอยต์และ
ซีสต์ จากนั้นใส่ Sodium dodecyl sulfate (SDS) ลง
ในแต่ละหลุมให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.5% ทิ้ง
ไว้  2 นาที SDS จะท าลายระยะโทรโฟซอยต์และซีสต์
ที่ยังไม่สมบูรณ์ จึงเหลือเฉพาะซีสต์ที่สมบูรณ์เท่านั้น 
ถ่ายรูปเพื่อนับจ านวนซีสต์ท่ีเหลือ ค านวณเปอร์เซ็นต์
การเข้าสู่ซีสต์ (% Encystment) ดังนี ้

 
 

 
 การทดสอบฤทธ์ิของกรดฟิวซาริกต่อการ
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กลุ่มควบคุม ทางลบ  และกลุ่มควบคุมทางบวก แต่ละ
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ความแตกต่างของค่าเฉลี่ย เปอร์เซ็นต์การออกจาก      
ซีสต์ระหว่าง กลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม ถูกวิเคราะห์
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           each Acanthamoeba isolate 

 Concentrations of fusaric acid (M) 
Isolate IC50 0.5IC50 4IC50 8IC50 

AS 0.31 0.155 1.24 2.48 
AR 0.33 0.165 1.32 2.64 
S3 0.33 0.165 1.32 2.64 
S5 0.66 0.33 2.64 5.28 

 
 
 
 

% Encystment =     จ านวนซีสต์ที่สมบูรณ ์
            จ านวนอะแคนทามีบาทั้งหมด 

 100 

% Excystment =     จ านวนโทรโฟซอยต ์
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	 การทดสอบฤทธ์ิของกรดฟิวซาริกต่อการออก

จากซีสต์

	 แบ่งการทดสอบเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มทดลอง กลุ่ม

ควบคุมทางลบ และกลุ่มควบคุมทางบวก แต่ละกลุ่มท�ำ 3 ซ�้ำ 

โดยกลุม่ทดลองคอืซสีต์ทีท่ดสอบกบักรดฟิวซารกิ ท�ำการเตรี

ยมกรดฟิวซาริกละลายในเมทานอลให้มีความเข้มข้น 4× และ 

8×IC
50 

(Table 1) ใส่ใน 96-well tissue culture plate หลุมละ 

50 ไมโครลิตร ตั้งท่ีอุณหภูมิห้อง เปิดฝาท้ิงไว้ข้ามคืนเพื่อ

ระเหยเมทานอล ออกจนหมด เติม ASS ลงไปหลุมละ 25 

ไมโครลิตร จากนั้นใส่ซีสต์ท่ีเตรียมไว้ลงไปหลุมละ 25 

ไมโครลิตร ส�ำหรับกลุ่มควบคุมทางลบใช้ซีสต์ที่อยู่ใน ASS 

โดยไม่มีกรดฟิวซาริก ส่วนกลุ่มควบคุมทางบวกใช้ซีสต์ที่อยู่

ใน Polyhexamethylene biguanide (PHMB) 10 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร การทดสอบท้ังหมดถูกตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ท�ำการตรวจสอบการออกจาก

ซีสต์โดยปั่นล้างซีสต์ด้วย ASS 2 รอบ จากนั้นเพาะเลี้ยงซีสต์

เหล่านีบ้น 2% NNA เกลีย่ผวิหน้าวุน้ด้วย E. coli ทีถ่กูท�ำลาย

ด้วยความร้อน นับจ�ำนวนซีสต์และโทรโฟซอยต์ที่อยู่ในแต่ละ

จาน ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับทุกวันจนครบ  2 

สัปดาห์ ค�ำนวณเปอร์เซ็นต์การออกจากซีสต์  (% Excyst-

ment) ดังนี้

เวลา 5 นาที แล้วปรับความหนาแน่นของซีสต์ ด้วย 
ASS ให้ได้ 1.6  105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
 
 การทดสอบฤทธ์ิของกรดฟิวซาริกต่อการ
เข้าสู่ซีสต ์
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มาจากการทดสอบของ Dudley และคณะ 10 โดย
แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มทดลอง และกลุ่มควบคุมทาง
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นับจ านวนอะแคนทามีบาทั้งระยะโทรโฟซอยต์และ
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ความแตกต่างของค่าเฉลี่ย เปอร์เซ็นต์การออกจาก      
ซีสต์ระหว่าง กลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม ถูกวิเคราะห์
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AS 0.31 0.155 1.24 2.48 
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	 การวิเคราะห์ทางสถิติ

	 น�ำข้อมูลท่ีได้มาท�ำการวิเคราะห์ทางสถิติ โดยใช้

โปรแกรม IBM SPSS Statistics 23 ความแตกต่างของค่า

เฉล่ียเปอร์เซน็ต์การเข้าสูซ่สีต์ และความแตกต่างของค่าเฉลีย่

เปอร์เซ็นต์การออกจาก  ซีสต์ระหว่างกลุ่มทดลองและกลุ่ม

ควบคุมถูกวิเคราะห์โดยใช้วิธี Independent samples t-test 

ซึง่จะมคีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญัเมือ่ P-value < 0.05

Table 1 	Concentrations of fusaric acid treated with each 

Acanthamoeba isolate

Concentrations of fusaric acid (µM)

Isolate IC
50

0.5×IC
50

4×IC
50

8×IC
50

AS 0.31 0.155 1.24 2.48

AR 0.33 0.165 1.32 2.64

S3 0.33 0.165 1.32 2.64

S5 0.66 0.33 2.64 5.28

ผลการศึกษา
	 ผลของกรดฟิวซาริกต่อการเข้าสู่ซีสต์

	 โดยปกติเมือ่เพาะเลีย้งอะแคนทามบีาในอาหาร PYG 

Medium เชือ้จะอยูใ่นระยะโทรโฟซอยต์ แต่เมือ่อะแคนทามบีา

อยู่ในสภาวะท่ีไม่มีอาหารและมี MgCl
2
 ชักน�ำให้อะแคนทามี

บาสามารถเข้าสู่ระยะซสีต์ได้ โดยโทรโฟซอยต์ของ AS ในกลุม่

ควบคมุทางลบทีอ่ยูใ่น MgCl
2 
ความเข้มข้น 50 มลิลโิมลาร์ เป็น

เวลา 24 ชั่วโมงสามารถเปลี่ยนเป็นระยะซีสต์ได้ถึง 87.333 ± 

0.764 % และเมื่อเวลาเพิ่มขึ้นเป็น 48 และ    72 ชั่วโมง มีจ�ำ

นวนโทรโฟซอยต์ทีเ่ข้าสูร่ะยะซสีต์เพิม่ขึน้เป็น 90.000 ± 0.750 

และ 90.333 ± 1.127 % ตามล�ำดับ แต่เมื่อโทรโฟซอยต์ถูก

ทดสอบด้วยกรด ฟิวซาริกที่ความเข้มข้น 0.5× IC
50 

พบว่าไม่

ท�ำให้โทรโฟซอยต์ตาย แต่มีเปอร์เซ็นต์การเข้าสู่ระยะ  ซีสต์

ลดลงเหลือเพียง 18.000 ± 3.072 % ที่เวลา 24 ชั่วโมง แม้ว่า

จ�ำนวนซีสต์จะเพิ่มขึ้นเป็น 33.667   ± 0.878 และ 36.000 ± 

1.250 % ทีเ่วลา 48 และ   72 ชัว่โมงตามล�ำดบั แต่เมือ่เปรียบ

เทียบค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเข้าสู่ซีสต์ระหว่างกลุ่มควบคุม

ทางลบและกลุม่ทดลองทีเ่วลาเท่ากนัพบว่ามคีวามแตกต่างกนั

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P < 0.001) ดังแสดงใน Figure 1A

 โทรโฟซอยต์ของ AR เมื่ออยู่ใน MgCl
2 
เป็นเวลา 24, 48 และ 

72 ชั่วโมงสามารถเข้าสู่ซีสต์ได้ แต่มีจ�ำนวนน้อยกว่าเชื้อ AS 

โดยมีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเข้าสู่ซีสต์เท่ากับ 25.417 ± 

0.144, 30.083 ± 0.764 และ 31.917 ± 0.629 % ตามล�ำดับ 

แต่โทรโฟซอยต์ที่ถูกทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่ความเข้มข้น 

0.5× IC
50
 ไม่สามารถเปลีย่นเป็นระยะซสีต์ได้ในทกุช่วงเวลาที่

ทดสอบ ซึง่มคีวามแตกต่างจากกลุม่ควบคมุทางลบอย่างมนียั

ส�ำคัญทางสถิติ (P < 0.001) ดังแสดงใน Figure 1B

	 โทรโฟซอยต์ของ S3 ในกลุม่ควบคมุทางลบสามารถ

เข้าสู่ระยะซีสต์ได้ค่อนข้างน้อย คือ 4.167 ± 0.520, 4.917 ± 

0.382 และ 6.083 ± 0.382 % ที่เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง
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ตามล�ำดับ แต่อย่างไรก็ตามค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเข้าสู่ซีสต์

ยังคงแตกต่างจากกลุ ่มทดลองอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิต ิ

(P = 0.005, P = 0.002 และ P = 0.001) เนื่องจากกรดฟิวซาริก 

ที่ความเข้มข้น 0.5× IC
50 

ท�ำให้ S3 อยู่ในระยะโทรโฟซอยต์

ทั้งหมด ไม่สามารถเข้าสู่ซีสต์ได้ ดังแสดงใน Figure 1C

 	 การเข้าสู่ระยะซีสต์ของ S5 ในกลุ่มควบคุมทางลบมี

ความแตกต่างจากไอโซเลตอืน่ๆ คอืทีเ่วลา 24 ชัว่โมงมจี�ำนวน

ซสีต์เพยีง 2.500 ± 0.433 % แต่กย็งัแตกต่างจากกลุม่ทดลอง

ทีอ่ยูใ่นกรดฟิวซารกิทีค่วามเข้มข้น 0.5× IC
50 

อย่างมนียัส�ำคญั

ทางสถติ ิ (P = 0.01) เนือ่งจากโทรโฟซอยต์ทัง้หมดไม่สามารถ

เปลี่ยนเป็นระยะซีสต์ได้ เมื่อเวลาเพิ่มขึ้นเป็น 48 ชั่วโมง  

จ�ำนวนซสีต์ในกลุม่ควบคมุทางลบเพิม่ข้ึนอย่างมากเป็น 67.583 

± 2.082 % และเพิ่มขึ้นอีกเป็น 91.750 ± 1.953 % ที่เวลา 72 

ชั่วโมง ในทางตรงกันข้ามโทรโฟซอยต์ของ S5 ที่อยู่ในกลุ่ม

ทดลองไม่สามารถเข้าสู่ซีสต์ได้ และยังอยู่ในระยะโทรโฟซอย

ต์ทั้งหมด ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติเม่ือ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมทางลบ (P < 0.001) ดังแสดงใน 

Figure 1D

	 ผลของกรดฟิวซาริกต่อการออกจากซีสต์

	 ซีสต์ของ AS, AR, S3 และ S5 ถูกทดสอบด้วยกรด

ฟิวซาริกที่ความเข้มข้น 4× และ 8×IC
50
 เป็นเวลา 24 และ 48 

ชั่วโมง โดยใช้ซีสต์ใน ASS เป็นกลุ่มควบคุมทางลบ และซีสต์

ทีอ่ยูใ่น PHMB 10 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรเป็นกลุม่ควบคมุทาง

บวก จากการสงัเกตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนดิหวักลบัพบว่า

รูปร่างลักษณะซีสต์ของอะแคนทามีบาท่ีอยู่ใน ASS (Figure 

2A, 2B) และซีสต์ทดสอบด้วยกรดฟิวซาริก (Figure 2E, 2F, 

2G, 2H) ไม่มีความแตกต่างกัน แต่ซีสต์ที่อยู่ใน PHMB มีรูป

ร่างลกัษณะของโครงสร้างภายในทีถ่กูท�ำลาย (Figure 2C, 2D) 

และเมื่อน�ำมาเพาะเลี้ยงบน NNA ไม่พบโทรโฟซอยต์ออกมา 

แสดงว่า PHMB สามารถฆ่าซสีต์ได้ แต่กรดฟิวซารกิไม่ฆ่าซสีต์ 

อย่างไรก็ตามหลังจากน�ำซีสต์ที่ทดสอบด้วยกรดฟิวซาริก 

มาเพาะเลี้ยงบน NNA พบว่ามีโทรโฟซอยต์ออกมาจากซีสต์

ได้เช่นเดียวกับซีสต์ที่อยู่ใน ASS ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุมทางลบ 

แต่เปอร์เซ็นต์การออกจากซีสต์น้อยกว่าอย่างมีนัยส�ำคัญทาง

สถิติ โดยพบโทรโฟซอยต์ออกมาจากซีสต์ในวันแรกๆ ซึ่ง

เปอร์เซน็ต์การออกจากซสีต์เพิม่ขึน้ภายใน 7 วนั หลังจากนัน้

ลดลงเนื่องจากโทรโฟซอยต์บางส่วนเปลี่ยนกลับไปเป็นระยะ

ซีสต์ ดังนั้นในการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติจึงใช้การเปรียบ

เทียบค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การออกจากซีสต์ในวันท่ีมีค่าสูงสุด

ของกลุ่มควบคุมทางลบกับกลุ่มทดลอง

	 ซีสต์ของ AS ที่อยู่ใน ASS เป็นเวลา 24 ชั่วโมงมีค่า

เฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การออกจากซีสต์สูงสุดในวันที่ 3 คือ 64.917 

± 2.765 % ส่วนซีสต์ที่ทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่ความเข้ม

ข้น 4×IC
50
 มีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การออกจากซีสต์สูงสุดในวัน

ที่ 6 คือ 53.667 ± 1.041 % ซึ่งน้อยกว่าในกลุ่มควบคุมทาง

ลบอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P = 0.003) ส่วนซีสต์ที่ทดสอบ

ด้วยกรดฟิวซาริกที่ความเข้มข้น 8×IC
50
 มีโทรโฟซอยต์ออก

มาจากซีสต์สูงสุดในวันที่ 2 คือ 14.500 ± 2.634 % ซึ่งน้อย

กว่าซสีต์ในกลุม่ควบคมุทางลบและซสีต์ทีถ่กูทดสอบด้วยกรด

ฟิวซาริก 4×IC
50

 อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P < 0.001)  

ดังแสดงใน Figure 3A ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่ากรดฟิวซาริก

สามารถยับยั้งการออกจากซีสต์ของเชื้อ AS ได้โดยขึ้นอยู่กับ

ความเข้มข้นที่ใช้ เมื่อเพิ่มเวลาในการทดสอบเป็น 48 ชั่วโมง 

พบว่า AS ใน ASS มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์การออกจากซีสต์

สูงสุดในวันที่ 3 คือ 65.250 ± 3.250 % ซึ่งใกล้เคียงกับผลที่

ได้จากทีเ่วลา 24 ชัว่โมง ส่วนซสีต์ทีท่ดสอบด้วยกรดฟิวซาริก

ที่ความเข้มข้น 4× และ 8×IC
50
 มีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การออก

จากซีสต์สูงสุดในวันที่ 1 คือ 8.000 ± 1.146 % และ 10.583 

± 2.626 % ตามล�ำดับ ซึ่งน้อยกว่ากลุ่มควบคุมทางลบอย่างมี

นัยส�ำคัญทางสถิติ (P < 0.001) ดังแสดงใน Figure 3B ซึ่ง

แสดงว่าการออกฤทธ์ิของกรดฟิวซาริกในการยับยั้งการออก

จากซีสต์ขึ้นกับเวลาที่ใช้ทดสอบด้วย โดยเมื่อซีสต์อยู่ในกรด

ฟิวซาริกนานขึ้น การออกจากซีสต์ยิ่งน้อยลงอย่างเห็นได้

ชดัเจนเมือ่เปรียบเทยีบกบัผลทีไ่ด้จากการใช้ความเข้มข้นเท่า

กัน

	 ค่าเฉล่ียเปอร์เซน็ต์การออกจากซสีต์ทีไ่ด้จาก AR ใน

กลุ่มควบคุมทางลบและในกลุ่มที่ทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่

ความเข้มข้น 4×IC
50
 เป็นเวลา   24 ชั่วโมงไม่มีความแตกต่าง

กันอย่างมีนัยส�ำคัญ  (P = 0.092) ซึ่งมีค่าเท่ากับ 64.833 ± 

4.072 % และ 59.417 ± 1.233 % ตามล�ำดบั แต่เมือ่เพิม่ความ

เข้มข้นของกรดฟิวซารกิเป็น 8×IC
50
 พบว่ามค่ีาเท่ากบั 51.417 

± 3.394 % ซึง่น้อยกว่าในกลุม่ควบคมุทางลบอย่างมนียัส�ำคัญ

ทางสถติ ิ(P = 0.012) ดงัแสดงใน Figure 3C ผลทีไ่ด้สอดคล้อง

กับของเชื้อ AS ที่การออกฤทธิ์ยับยั้งการออกจากซีสต์ขึ้นอยู่

กบัความเข้มข้นทีใ่ช้ นอกจากนีร้ะยะเวลาในการทดสอบกม็ผีล

ต่อการยบัยัง้การออกจากซสีต์ด้วย โดยค่าเฉลีย่เปอร์เซน็ต์การ

ออกจากซสีต์ของ AR ทีท่ดสอบด้วยกรดฟิวซารกิทีค่วามเข้มข้น 

4× และ 8×IC
50
 เป็นเวลา 48 ชั่วโมงมีค่าสูงสุดในวันที่ 7 

คือ 55.083 ± 2.126 % และ 49.333 ± 2.126 % ตามล�ำดับ 

ซึ่งแตกต่างจากค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การออกจากซีสต์ของกลุ่ม

ควบคุมทางลบ คือ 66.583 ± 3.394 % อย่างมีนัยส�ำคัญทาง



Effects of Fusaric Acid to Inhibit Encystment and Excystment of Acanthamoeba spp. 21Vol 38. No 1, January-February 2019

สถิติโดยมีค่า P = 0.008 และ P = 0.002 ตามล�ำดับ ดังแสดง

ใน Figure 3D

	 การทดสอบกรดฟิวซาริกกับซีสต์ของ S3 ให้ผลใน

ลักษณะเดียวกับ AR คือ เมื่อใช้ที่ระดับความเข้มข้น 4×IC
50
 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมงไม่สามารถยับย้ังการออกจากซีสต์ได้ 

เนือ่งจากค่าเฉลีย่เปอร์เซน็ต์การออกจากซสีต์สงูสดุคอื 81.750 

± 2.411 % ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมทางลบ คือ 82.583 ± 

4.163 % อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ โดยมีค่า P = 0.779 แต่

เมือ่เพิม่ความเข้มข้นของกรดฟิวซารกิเป็น 8×IC
50
 ให้ค่าเฉลีย่

เปอร์เซ็นต์การออกจากซีสต์ 25.083 ± 1.942 % ซึ่งน้อยกว่า

กลุ่มควบคุมทางลบอย่างมีนัยส�ำคัญ (P < 0.001) ดังแสดงใน 

Figure 3E และเมือ่ใช้เวลาทดสอบเพิม่ขึน้เป็น 48 ชัว่โมง กรด

ฟิวซาริกทั้งที่ความเข้มข้น 4× และ 8×IC
50
 สามารถยับยั้งการ

ออกจากซีสต์ของ S3 ได้ โดยมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์การออก

จากซีสต์เท่ากับ 26.500 ± 2.947 % และ 24.083 ± 4.072 % 

ตามล�ำดับ ซึ่งน้อยกว่าผลท่ีได้จากกลุ่มควบคุมทางลบ คือ 

81.250 ± 2.136 % อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(P < 0.001) ดงั

แสดงใน Figure 3F 

	 ซีสต์ของ S5 มีความทนทานต่อการยับยั้งการออก

จากซสีต์โดยกรดฟิวซารกิมากกว่า AS, AR และ S3 เนือ่งจาก

การทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่ระดับความเข้มข้น 4× และ 

8×IC
50
 เป็นเวลา 24 ชัว่โมงไม่สามารถยบัยัง้การออกจากซสีต์

ของ S5 ได้ โดยมีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การออกจากซีสต์เท่ากับ 

68.667 ± 0.629 % และ 68.000 ± 1.561 % ตามล�ำดับ ซึ่งไม่

แตกต่างจากกลุม่ควบคมุทางลบ คอื 71.250 ± 2.817 % อย่าง

มีนัยส�ำคัญ (P = 0.250 และ P = 0.155 ตามล�ำดับ) ดังแสดง

ใน Figure 3G แต่กรดฟิวซารกิสามารถยบัยัง้การออกจากซีสต์

ของ S5 ได้เมื่อเพิ่มเวลาเป็น 48 ชั่วโมง ซีสต์ที่ทดสอบด้วย

กรดฟิวซาริกที่ระดับความเข้มข้น 4× และ 8×IC
50
 มีค่าเฉลี่ย

เปอร์เซ็นต์การออกจากซีสต์สูงสุดเท่ากับ 52.167 ± 0.577 % 

และ 50.583 ± 1.258 % ตามล�ำดบั แต่ซสีต์ทีอ่ยูใ่นกลุม่ควบคมุ

ทางลบมค่ีาเท่ากบั 70.667 ± 1.665 % ซึง่มคีวามแตกต่างกนั

อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(P < 0.001) ดงัแสดงใน Figure 3H 

แต่อย่างไรก็ตามผลที่ได้จากการทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่

ระดบัความเข้มข้น 4× และ 8×IC
50
 ไม่มีความแตกต่างกนัอย่าง

มนียัส�ำคญั (P = 0.119) แสดงให้เห็นว่าการออกฤทธิข์องกรด

ฟิวซารกิในการยบัยัง้การออกจากซสีต์ของ S5 ขึน้อยูก่บัระยะ

เวลามากกว่าความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบ
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S3 ได้ โดยมีค่าเฉล่ีย เปอร์เซ็นต์ การออกจากซีสต์
เท่ากับ 26.500  2.947 % และ 24.083  4.072 % 
ตามล าดับ ซึ่งน้อยกว่าผลที่ได้จาก กลุ่มควบคุมทางลบ 
คือ 81.250  2.136 % อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 
0.001) ดังแสดงใน Figure 3F  

ซีสต์ของ S5 มีความทนทานต่อการยับยั้ง
การออกจากซีสต์โดยกรดฟิวซาริกมากกว่า  AS, AR 
และ S3 เนื่องจากการทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่ระดับ
ความเข้มข้น 4 และ 8IC50 เป็นเวลา 24 ชั่วโมงไม่
สามารถยับยั้งการออกจากซีสต์ของ S5 ได้ โดยมี
ค่าเฉลี่ย เปอร์เซ็นต์ การออกจากซีสต์ เท่ากับ 68.667   
 0.629 % และ 68.000  1.561 % ตามล าดับ ซึ่งไม่
แตกต่างจากกลุ่มควบคุมทางลบ คือ 71.250  2.817 % 
อย่างมีนัยส าคัญ (P = 0.250 และ P = 0.155 
ตามล าดับ) ดังแสดงใน Figure 3G แต่กรดฟิวซาริก

สามารถยับยั้งการออกจากซีสต์ของ S5 ได้เมื่อเพิ่ม
เวลาเป็น 48 ชั่วโมง ซีสต์ที่ทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่
ระดับความเข้มข้น 4 และ  8IC50 มีค่าเฉลี่ย
เปอร์เซ็นต์ การออกจากซีสต์สูงสุด เท่ากับ 52.167  

0.577 % และ 50.583  1.258 % ตามล าดับ แต่ซีสต์
ที่อยู่ในกลุ่มควบคุมทางลบมีค่าเท่ากับ  70.667  
1.665 % ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P < 0.001) ดังแสดงใน Figure 3H แต่อย่างไรก็
ตามผลที่ได้จากการทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่ระดับ
ความเข้มข้น 4 และ 8IC50 ไม่มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญ (P = 0.119) แสดงให้เห็นว่าการออก
ฤทธิ์ของกรดฟิวซาริกในการยับยั้งการออกจากซีสต์
ของ S5 ขึ้นอยู่กับระยะเวลามากกว่าความเข้มข้นที่ใช้
ทดสอบ 
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S3 ได้ โดยมีค่าเฉล่ีย เปอร์เซ็นต์ การออกจากซีสต์
เท่ากับ 26.500  2.947 % และ 24.083  4.072 % 
ตามล าดับ ซึ่งน้อยกว่าผลที่ได้จาก กลุ่มควบคุมทางลบ 
คือ 81.250  2.136 % อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 
0.001) ดังแสดงใน Figure 3F  

ซีสต์ของ S5 มีความทนทานต่อการยับยั้ง
การออกจากซีสต์โดยกรดฟิวซาริกมากกว่า  AS, AR 
และ S3 เนื่องจากการทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่ระดับ
ความเข้มข้น 4 และ 8IC50 เป็นเวลา 24 ชั่วโมงไม่
สามารถยับยั้งการออกจากซีสต์ของ S5 ได้ โดยมี
ค่าเฉลี่ย เปอร์เซ็นต์ การออกจากซีสต์ เท่ากับ 68.667   
 0.629 % และ 68.000  1.561 % ตามล าดับ ซึ่งไม่
แตกต่างจากกลุ่มควบคุมทางลบ คือ 71.250  2.817 % 
อย่างมีนัยส าคัญ (P = 0.250 และ P = 0.155 
ตามล าดับ) ดังแสดงใน Figure 3G แต่กรดฟิวซาริก

สามารถยับยั้งการออกจากซีสต์ของ S5 ได้เมื่อเพิ่ม
เวลาเป็น 48 ชั่วโมง ซีสต์ที่ทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่
ระดับความเข้มข้น 4 และ  8IC50 มีค่าเฉลี่ย
เปอร์เซ็นต์ การออกจากซีสต์สูงสุด เท่ากับ 52.167  

0.577 % และ 50.583  1.258 % ตามล าดับ แต่ซีสต์
ที่อยู่ในกลุ่มควบคุมทางลบมีค่าเท่ากับ  70.667  
1.665 % ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P < 0.001) ดังแสดงใน Figure 3H แต่อย่างไรก็
ตามผลที่ได้จากการทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่ระดับ
ความเข้มข้น 4 และ 8IC50 ไม่มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญ (P = 0.119) แสดงให้เห็นว่าการออก
ฤทธิ์ของกรดฟิวซาริกในการยับยั้งการออกจากซีสต์
ของ S5 ขึ้นอยู่กับระยะเวลามากกว่าความเข้มข้นที่ใช้
ทดสอบ 
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S3 ได้ โดยมีค่าเฉล่ีย เปอร์เซ็นต์ การออกจากซีสต์
เท่ากับ 26.500  2.947 % และ 24.083  4.072 % 
ตามล าดับ ซึ่งน้อยกว่าผลที่ได้จาก กลุ่มควบคุมทางลบ 
คือ 81.250  2.136 % อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 
0.001) ดังแสดงใน Figure 3F  
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การออกจากซีสต์โดยกรดฟิวซาริกมากกว่า  AS, AR 
และ S3 เนื่องจากการทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่ระดับ
ความเข้มข้น 4 และ 8IC50 เป็นเวลา 24 ชั่วโมงไม่
สามารถยับยั้งการออกจากซีสต์ของ S5 ได้ โดยมี
ค่าเฉลี่ย เปอร์เซ็นต์ การออกจากซีสต์ เท่ากับ 68.667   
 0.629 % และ 68.000  1.561 % ตามล าดับ ซึ่งไม่
แตกต่างจากกลุ่มควบคุมทางลบ คือ 71.250  2.817 % 
อย่างมีนัยส าคัญ (P = 0.250 และ P = 0.155 
ตามล าดับ) ดังแสดงใน Figure 3G แต่กรดฟิวซาริก

สามารถยับยั้งการออกจากซีสต์ของ S5 ได้เมื่อเพิ่ม
เวลาเป็น 48 ชั่วโมง ซีสต์ที่ทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่
ระดับความเข้มข้น 4 และ  8IC50 มีค่าเฉลี่ย
เปอร์เซ็นต์ การออกจากซีสต์สูงสุด เท่ากับ 52.167  

0.577 % และ 50.583  1.258 % ตามล าดับ แต่ซีสต์
ที่อยู่ในกลุ่มควบคุมทางลบมีค่าเท่ากับ  70.667  
1.665 % ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P < 0.001) ดังแสดงใน Figure 3H แต่อย่างไรก็
ตามผลที่ได้จากการทดสอบด้วยกรดฟิวซาริกที่ระดับ
ความเข้มข้น 4 และ 8IC50 ไม่มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญ (P = 0.119) แสดงให้เห็นว่าการออก
ฤทธิ์ของกรดฟิวซาริกในการยับยั้งการออกจากซีสต์
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Figure 2 Morphological appearance of S3 cysts observed under inverted light microscope at 24 (A, C, E, G) and 
48 (B, D, F, H) hours. The photographs show cysts in ASS (A, B), treated with PHMB (C, D),  

              treated with fusaric acid at 4IC50 (E, F) and 8IC50 (G, H). The bar measures 20 m. 
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Figure 2 	 Morphological appearance of S3 cysts observed under inverted light microscope at 24 (A, C, E, G) and 

48 (B, D, F, H) hours. The photographs show cysts in ASS (A, B), treated with PHMB (C, D), treated 

with fusaric acid at 4×IC
50 

(E, F) and 8×IC
50 

(G, H). The bar measures 20 µm.
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Figure 3 Average % Excystment of AS (A, B), AR (C, D), S3 (E, F) and S5 (G, H) cysts in ASS        , PHMB    
            4IC50             and 8IC50          fusaric acid treatment at 24 (A, C, E, G) and 48 (B, D, F, H) hours.  
            (* means significant difference compared to ASS at P < 0.05)  
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Figure 3 	 Average % Excystment of AS (A, B), AR (C, D), S3 (E, F) and S5 (G, H) cysts in ASS , PHMB 

4×IC
50    

and 8×IC
50 

  fusaric acid treatment at 24 (A, C, E, G) and 48 (B, D, F, H) hours.  

(* means significant difference compared to ASS at P < 0.05) 
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วิจารณ์และสรุปผล
อะแคนทามบีาสามารถเปลีย่นรูปร่างไปมาระหว่างระยะโทรโฟซอยต์ 

และระยะซีสต์ได้ขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อม โดยในสภาวะที่ไม่

เหมาะสมกบัการด�ำรงชวีติอะแคนทามบีาจะเข้าสูซ่สีต์ เป็นการ

ปรับตัวเพ่ือให้ทนทานต่อสภาพแวดล้อมได้ ซึ่งท�ำให้การ

ป้องกันและการรักษาการติดเชื้ออะแคนทามีบาได้ผลไม่ดีเท่า

ที่ควร11 มีการรายงานว่าน�้ำยาล้างคอนแทคเลนส์บางชนิด

นอกจากฆ่าโทรโฟซอยต์ของอะแคนทามบีาไม่ได้แล้ว ยงัชกัน�ำ

ให้เกดิการเข้าสู่ซสีต์ ท�ำให้อะแคนทามบีาถกูก�ำจัดยากยิง่ขึน้6 

	 ดงันัน้จงึเป็นท่ีน่าสนใจว่ากรดฟิวซารกิทีร่ะดบัความ

เข้มข้นทีไ่ม่สามารถฆ่าโทรโฟซอยต์ได้จะส่งผลอย่างไรต่อการ

เข้าสู่ซีสต์ งานวิจัยนี้จึงท�ำการทดสอบโทรโฟซอยต์ของ AS, 

AR, S3 และ S5 ด้วยกรดฟิวซาริกที่ระดับความเข้มข้นครึ่ง

หนึ่งของค่า IC
50
 พบว่าสามารถยับยั้งการเข้าสู่ซีสต์ของ AS 

ได้บางส่วน แต่ส�ำหรบั AR, S3 และ S5 การเข้าสู่ซสีต์ถกูยบัยัง้

อย่างสมบูรณ์ โดยอะแคนทามีบายังอยู่ในระยะโทรโฟซอยต์

ทัง้หมดไม่สามารถเข้าสูซ่สีต์ได้แม้จะผ่านไปนานถงึ 72 ชัว่โมง

ก็ตาม แสดงให้เห็นว่ากรดฟิวซาริกออกฤทธิ์ยับย้ังการเข้าสู่

ซีสต์ของเชื้อจีโนไทป์ T4 (AS, AR และ S3) กับจีโนไทป์ T5 

(S5) ไม่แตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่าเม่ืออะแคนทามีบาถูก

ยบัยัง้ไม่ให้เข้าสูซ่สีต์จะช่วยให้ท�ำลายเชือ้ได้ง่ายขึน้ในการทด

สอบกรดฟิวซาริกกับซีสต์ต้องใช้ความเข้มข้นมากขึ้น คือ 4 

เท่าและ 8 เท่าของค่า IC
50 

เนือ่งจากซสีต์มคีวามทนทานต่อยา

และสารเคมีมากกว่าโทรโฟซอยต์ แม้ว่ากรดฟิวซาริกจะไม่

สามารถฆ่าซีสต์ของอะแคนทามีบาได้ แต่ยับยั้งการออกจาก

ซีสต์ได้ โดยการออกฤทธิ์ยับยั้งการออกจากซีสต์ของเชื้อ

จีโนไทป์ T4 ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นและระยะเวลาที่ใช้ แต่เชื้อ

จีโนไทป์ T5 มีความทนทานต่อกรดฟิวซาริกมากกว่า โดยขึ้น

อยู่กับระยะเวลาเท่านั้น แต่ไม่ขึ้นกับความเข้มข้นที่ใช้ แสดง

ให้เหน็ว่ากรดฟิวซารกิอาจเป็นประโยชน์ในการควบคมุอะแคน

ทามีบาที่อยู่ในระยะซีสต์ให้ไม่สามารถเปล่ียนเป็นโทรโฟซอย

ต์ที่จะก่อโรคได้

	 แม้ว่า PHMB จะมีประสิทธิภาพในการท�ำลายทั้ง 

โทรโฟซอยต์และซีสต์ได้ด ีแต่ก็เป็นพิษต่อเซลล์ของคนได้เช่นกนั12 

ในน�้ำยาล้างคอนแทคเลนส์ส ่วนใหญ่จะมี PHMB หรือ  

Chlorexidine ทีร่ะดบัความเข้มข้นต�ำ่ แม้ว่าจะฆ่าแบคทเีรยีได้ 

แต่ไม่สามารถท�ำลายอะแคนทามบีาได้13 โดยเฉพาะระยะซสีต์

ทีม่ผีนงัหุม้ 2 ชัน้ จงึมคีวามทนทานต่อสารเคมีต่างๆ เนือ่งจาก

เซลลโูลสเป็นส่วนประกอบหลกัของผนงัซสีต์ จงึเป็นเป้าหมาย

ส�ำคัญในการพัฒนาสารต้านอะแคนทามีบา Moon และคณะ12 

ได้ใช้สารยบัยัง้การสร้างเซลลโูลส คอื 2,6-dichloro-benzonitrile  

ที่ความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ หรือ Isoxaben ทีค่วามเข้มข้น 

10 ไมโครโมลาร์ พบว่าออกฤทธ์ิยบัยัง้การเข้าสูซ่สีต์ได้ แต่เมือ่

ใช้ร่วมกบั 0.00125% PHMB พบว่าสามารถท�ำลายอะแคนทามบีา 

ได้มากกว่าการใช้สารเคมแีต่ละชนดิเพยีงอย่างเดยีว นอกจากน้ี 

Abjani และคณะ14 พบว่าการใช้เอนไซม์เซลลูเลส 50 ยูนิต  

ร่วมกับ Chlorexidine ที่ความเข้มข้น 30 ไมโครโมลาร์ และ

น�้ำยาล้างคอนแทคเลนส์ที่ขายตามท้องตลาดสามารถท�ำลาย

โทรโฟซอยต์และซีสต์ได้มากขึ้น

	 แต่กลไกการออกฤทธ์ิของกรดฟิวซารกิต่ออะแคนทา

มีบาอาจจะไม่ได้มีเป้าหมายที่เซลลูโลส เนื่องจากการศึกษา

ก่อนหน้านีพ้บว่ากรดฟิวซารกิสามารถออกฤทธิไ์ด้หลากหลาย 

ได้แก่ 1) เปลีย่นความสามารถในการเข้าออกของสารผ่านเยือ่

หุ้มเซลล์ ของรากและใบพืชชนิดต่างๆ 2) ยับยั้งกระบวนการ

หายใจภายในไมโตคอนเดรียท�ำให้จ�ำนวน ATP ลดลง 3) ท�ำให้

เกดิการรัว่ไหลของอเิลก็โทรไลท์ 4) ท�ำให้เกดิการเปลีย่นแปลง

สภาพของเซลล์ 15-18 อาจเป็นไปได้ว่าการออกฤทธิ์ยับยั้งการ

เข้าสู่ซีสต์และการออกจากซีสต์ของอะแคนทามีบาเป็นผลมา

จากการรบกวนกระบวนการหายใจภายในไมโตคอนเดรียจน 

ATP ภายในเซลล์ลดลง ทัง้นีเ้นือ่งจากการเปลีย่นแปลงรปูร่าง

ระหว่างโทรโฟซอยต์และซีสต์เป็นกระบวนการที่มีการ

เปลีย่นแปลงส่วนประกอบและโครงสร้างภายในเซลล์อย่างมาก 

ซึ่งต้องอาศัยเอนไซม์หลายชนิด และใช้ ATP ในหลายขั้น

ตอน11 

	 ทางผูวิ้จยัมข้ีอเสนอแนะว่าควรท�ำการศกึษาเพิม่เตมิ

เกีย่วกบัการใช้กรดฟิวซารกิร่วมกบั PHMB หรือ Chlorexidine 

และสารท่ีออกฤทธ์ิต่อเซลลูโลสเป็นส่วนประกอบในน�้ำยาล้าง

คอนแทคเลนส์หรือน�้ำยาฆ่าเชื้อต่างๆ เพื่อเสริมฤทธิ์กันท�ำให้

มีประสิทธิภาพควบคุมการแพร่กระจายของอะแคนทาได้ดียิ่ง

ขึ้น แต่หากใช้เพื่อรักษาการติดเชื้ออะแคนทามีบาต้องใช้ด้วย

ความระมดัระวงั แม้โทรโฟซอยต์จะถกูท�ำลายได้ง่ายกว่าซสีต์ 

แต่เป็นระยะก่อโรคจึงอาจท�ำให้ผู้ป่วยมีอาการของโรครุนแรง

ขึ้นได้ในช่วงก่อนที่โทรโฟซอยต์จะถูกท�ำลาย

กิตติกรรมประกาศ
	 งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนงบประมาณจากทุน

มหาวทิยาลยัราชภัฏสวนสุนนัทา ประเภทงบประมาณแผ่นดนิ 

ประจ�ำปีงบประมาณ 2558 และคณะผู ้วิจัยขอขอบคุณ 

ผู้เกี่ยวข้องทุกท่านที่ช่วยให้งานวิจัยนี้ส�ำเร็จลุล่วง
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