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บทคัดยอ 

 
  ปจจุบันการใชยากลุม azole เพื่อรักษาโรคติดเชื้อยีสตเปนที่นิยมใชกันแพรหลาย และรายงานเชื้อ  

Candida ดื้อตอยา fluconazole ในยากลุม azole มีเพิ่มขึ้น  เช้ือ Candida เหลานี้มักแยกจากผูปวยเอดส  ซึ่งมัก
มีประวัติการใชยา fluconazole  ในที่นี้ คณะผูวิจัยจึงมีวัตถุประสงคศึกษากลไกการดื้อยา fluconazole ในระดับ

โมเลกุลใน Candida สายพันธุที่แยกไดจากรอยโรคในชองปากของผูปวยเอดสและมีความไวรับตอยา 

fluconazole (Minimum inhibitory concentration, MIC = 2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ในหลอดทดลอง  ดวย

การกระตุนในสภาวะที่มีความเขมขนยาที่สูง จากนั้นศึกษาในระดับโมเลกุล  การกระตุนในหลอดทดลองโดยการ

เพาะเลี้ยงเช้ือเซลลเดี่ยวจากสายพันธุดังกลาวในอาหารเลี้ยงเช้ือ RPMI ที่มียา fluconazole ที่ความเขมขนสุดทาย
เปน 8  16  32  และ 64 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  (กลุม 2 – 5 ตามลําดับ) เปนเวลานาน 60 วัน และหาคา MIC 
ของเชื้อในวันที่ 0  15  30  และ  60 หลังจากการกระตุน  ดวยวิธี Microdilution broth อิงมาตรฐาน CLSI M 
27-A    ผลการศึกษาพบวา หลังการกระตุนแลว15 วัน เช้ือทุกกลุมที่ถูกกระตุน (inducible strain) มีคา MIC 
เพิ่มสูงขึ้นจาก 2 เปน 32 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และหลัง50 วัน พบวา รอยละ 40 ของเชื้อในกลุม 5 เทานั้น ที่มีคา 
MIC สูงขึ้นถึง 64 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร คา MIC ที่เพิ่มขึ้นนี้มีความเสถียรอยางนอย 30 วัน  ตอมาได

ทําการศึกษาลําดับเบสของยีน ERG11  ของ inducible strain ที่มีคา MIC เพิ่มสูงขึ้น โดยวิธี PCR  พบลําดับ
เบสไมมีความแตกตางจากสายพันธุเดิมที่มีความไวรับตอยา และเมื่อเปลี่ยนเปนกรดอะมิโนก็ใหผลเชนเดียวกัน 
อยางไรก็ตามทั้งลําดับเบสของเชื้อทั้งสองกลุมนี้มีความแตกตางจากสายพันธุที่แยกไดจากผูปวยที่ดื้อตอยา โดยมี

ความแตกตางกัน 1 เบสที่ตําแหนงที่สอง (จาก TCA ไปเปน TTA)  สงผลใหกรดอะมิโนเปลี่ยนจาก  Leucine 
เปน Serine ที่ตําแหนง 421  ซึ่งเปนตําแหนงที่ยังไมเคยมีรายงานการศึกษามากอน  นอกจากนี้ไดทําการศึกษา

การแสดงออกของ putative gene ที่เกี่ยวของกับการดื้อยาในกลุม azole  คือ MDR1  CDR1   CDR2  และ 

TAC1 (CDR1 และ CDR2 transcriptional gene) ใน inducing strain ที่มีคา MIC เพิ่มขึ้นหลังจากการ
กระตุนแลว 30 และ 50 วัน โดยวิธี Reverse Transcriptase PCR (RT – PCR)  ผลการศึกษา พบการ

แสดงออกของยีน MDR1 CDR1  CDR2  และ TAC1 แตการแสดงออกนั้นไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุเดิมที่ไวรับตอยา  
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Abstract 

 
Nowadays, the azoles group has been widely used for yeast infection treatment.  Also, 

the reports of resistance Candida against fluconazole have increasing and these yeasts were 
commonly isolated from AIDS persons whom were treated with fluconazole. Here we focused on 
the in vitro molecular mechanisms of fluconazole resistance in susceptible clinical Candida 
albicans isolate from oral lesion (Minimum inhibitory concentration, MIC = 2 μg/ml) by treated 
each single cell from the susceptible wild type isolate in RPMI-1640 broth containing of 8, 16, 
32, and 64 μg/ml fluconazole, final concentration, (group 2-5, respectively) for 60 days.  Then, 
their MICs at day 0, 15, 30, 50, and 60 were investigated using standard procedure CLSI-M27A.  
The result showed that the MIC of all the inducible strains after 15 days increased from 2 to 32 
μg/ml whereas that of 40% of group 5, after 50 days, rose to 64 μg/ml. The stability of these 
increasing values remained until at least 30 days. Later, Sequence analyses of ERG11 of those 
increasing MIC strains were performed by PCR. No difference between those and wild type was 
observed so as their amino acids. However, one base difference between inducible strain and the 
resistance wild type isolate (TCA to TTA) was detected, resulting L421S amino acid alteration 
which has not yet been reported.  In addition, expression of putative genes involved in azoles 
resistance, MDR1, CDR1, CDR2, and TAC1 (transcriptional of CDR1 and CDR2) of MIC raising 
strains at day 30 and day 50 was investigated by Reverse Transcriptase PCR (RT – PCR).  It was 
shown that the expression of all these putative genes was observed with no significance difference 
to the either susceptible wild type or resistance wild type isolate.    
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บทนํา (Introduction) 
  
 Candida albicans (C. albicans)  เปนเชื้อราจําพวกยีสต (yeast) ซ่ึงพบเปน normal flora อยูบริเวณเยื่อ
บุปาก ทางเดินอาหารและชองคลอด โดยอยูในรูปของ yeast form เมื่อมีปจจัยสงเสริมเหมาะสม เชื้อนี้จะ
กอใหเกิดโรคไดจากจํานวนที่เพิ่มขึ้น และหรือ virulences factor อ่ืน ๆ  จึงจัดเปนเชื้อฉวยโอกาส 
(opportunistic fungus) ประเภทหนึ่ง โดยสวนใหญเชื้อมักจะเปลี่ยนรูปจาก yeast เปน pseudohyphae และ
หรือ hyphae การเปลี่ยนรูปแบบเชนนี้ก็เปน virulence factor ประเภทหนึ่ง ที่กอใหเกิดโรคเรียก 
candidiasis หรือ candidosis พยาธิสภาพพบไดในหลายอวัยวะ เชน ในชองปาก  ระบบสืบพันธุ และการ
ติดเชื้อทั่วทุกระบบของรางกาย (1) สําหรับอัตราการกอโรคคิดไดเปนรอยละ 50 ของโรคที่เกิดจากเชื้อใน
กลุม Candida ทั้งหมด (2) ในปจจุบันโรค Oropharyngeal candidiasis (OPC) เปนโรคในกลุมโรค 
candidiasis ที่พบไดบอยคือ พบไดในผูปวยกลุมมะเร็งหรือเปลี่ยนถายอวัยวะที่ไดรับยากดภูมิตานทาน 
หรือในกลุมที่มีภูมิตานทานบกพรอง โดยเฉพาะอยางยิ่งในผูปวยโรคเอดส แตในบางครั้งโรคติดเชื้อ 
Candida สามารถพบไดในคนที่มีสุขภาพปกติ เชน  vaginal infection ซ่ึงพบไดในผูหญิงที่มีสุขภาพปกติ  
Oral candidiasis แบงตามอาการทางคลินิก ไดเปน 5 แบบ คือ  
 1.  Acute pseudomembranous candidiasis (oral thrush) เปนลักษณะอาการที่พบบอยที่สุด เกิด
จากการบุกรกุของเชื้อ Candida ในบริเวณ buccal mucosa เปนรอยโรคฝาขาวเปอยยุยคลายคราบ
น้ํานมที่บริเวณกระพุงแกม เยื่อบุเพดานปาก นอกจากนีย้ังอาจพบวาการอักเสบที่เยื่อบุดานลาง เหน็
เปนรอยแดง มักพบในเด็กเล็ก ๆ และในคนสูงอายุ สําหรับในกรณีผูปวยตดิเชื้อไวรัส HIV จะพบวา
รอยโรคมีความรุนแรง ลามไปที่ล้ินและหลอดอาหาร (pharynx) ทําใหเกิดความลําบากในการ
รับประทานอาหาร  เปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหผูปวยน้ําหนกัลด 
 2. Acute atrophic candidiasis (antibiotic candidiasis) เปนอาการที่อาจเกิดจากเชื้อเปนสาเหตุ
โดยตรงหรือเกิดหลังจาก pseudomembrane ของ thrush หลุดจากรอยโรค มักพบในคนไขที่ไดรับ
การรักษาดวยยาปฎิชีวนะ (antibiotic) หลายชนิดเปนเวลานาน หรือผูปวยที่ไดรับการรักษาดวย 
corticosteroid โดยบริเวณทีพ่บบอยมักเปนบริเวณดานบนของลิ้น 
 3. Chronic atrophic candidiasis เปนชนิดที่พบบอยที่สุดในผูตองใสฟนปลอมและมีสุขภาพทาง
ชองปากผิดปกติและ มักพบเปน chronic erythema และ edema ของ palate ที่อยูใตแผนฟนปลอม  
 4. Candida cheilosis or perleche   มีอาการเจ็บมากที่มุมปากทั้งสองขาง เปนผ่ืนแดง, เปอย, และ
รอยโรคแตกเปนรอง (erythema, maceration,  fissuring) และ พบบอยในผูสูงอายุที่ไมมีฟนหรือฟน
ขบกันไมดีทําใหมีน้ําลายคางที่มุมปากบอยๆ  
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 5. Chronic hyperplastic candidiasis (candida leukoplakia) ลักษณะอาการเปนฝาขาวที่หนาติด
แนนพบในคนไข chronic mucocutaneous candidiasis 
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การสํารวจแนวความคิดและการวิจัยที่เกี่ยวของ (Survey  of  Related  Literature) 
 
การรักษาผูปวย Candidiasis ไมจําเปนตองรักษาผูปวยทุกรายที่พบเชื้อ Candida เนื่องจาก

เชื้อที่แยกไดอาจเปน normal flora แตเมื่อไรก็ตามที่เชื้อเปลี่ยนเปนเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic 
fungi) เชน ในกรณีเปนผูปวยภูมิตานทานบกพรองหรือไดรับยากดภูมิตานทานก็จาํเปนตองไดรับ
การรักษา และการรักษาในผูปวยบางรายตองใชเวลานาน โดยทั่วไปยาที่ใชในการรักษา ไดแก  ยา
ในกลุม polyene และ azole ซ่ึงยับยั้งการสรางผนังเซลลและ nucleotide (3)   
การแยกประเภทของยาตานเชื้อรา   จําแนกได 2 แบบ คือ 

1. โครงสรางทางเคมี  จําแนกเปน 

• กลุม polyene (amphotericin B, nystatin) 

• กลุม azole ไดแก imidazole derivatives (miconazole, ketoconazole), triazole 
(itraconazole, fluconazole)  

• กลุมfluorinated pyrimidine derivatives :flucytosine, allylaminederivatives 
(terbinafine) 

• อ่ืนๆ เชน griseofulvin, tolnaftate, undecylenic acid เปนตน 
2. การใชทางคลินิก จําแนกไดเปน 

• ประเภทที่ไดรับยาแบบฉีดและรับประทานเพื่อการรักษาการติดเชื้อทั่วรางกาย 
(systemic fungal infection) ไดแก amphotericin B, ketoconazole, griseofulvin   

• ประเภทยาทาหรือยาเหน็บ เพื่อการรักษาการติดเชื้อเฉพาะที่ (Topical infection) 
ไดแก nystatin, tolnaftate, econazole  

 
ตําแหนงการออกฤทธิ์ (target of action) ของยาตานเชื้อรามีหลายตําแหนงขึ้นอยูกับชนิดของยา  
(รูปที่ 1)   สรุปไดดังนี้ 

1. ยากลุม polyoxins ออกฤทธ์ิขัดขวางการสราง chitin ซ่ึงเปนสวนประกอบสําคัญของ
ผนังเซลล (cell wall) และยา papulacandin echinocandin และ aculeacin ที่ออกฤทธิ์
ขัดขวางกระบวนการสราง beta-glucan (รูป 1 ตําแหนง 1)   

2. ยากลุม polyenes จะทําใหเยื่อหุมไซโตพลาสซึม (cytolasmic membrane) เสีย
คุณสมบัติการปกปองเซลล และยากลุม azoles allylamines morpholines และ 
tolnaftate จะไปขัดขวางความสมบูรณกระบวนการสราง ergosterol ที่เยื่อหุมไซโตพ
ลาสซึม (cytolasmic membrane) (รูป 1 ตําแหนง 2)    
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3. ยาที่มีฤทธิ์ขัดขวางกระบวนการการสังเคราะหสารพันธกุรรมและการสรางโปรตีน 
ไดแก ยา 5-fluorocytosine (รูป 1 ตําแหนง 3)  

4. ยาที่ออกฤทธิ์ที่ microtubule คือ ยา griseofulvin   (รูป1 ตําแหนง 4)  
 
 

 
 
รูป 1  ผังแสดงตําแหนงการออกฤทธิ์ของยาตานเชื้อราชนิดตางๆ ในเซลลเชื้อรา   1   ผนังเซลล 

(cell wall) และกลุมยาที่ออกฤทธิ์ที่ cell wall   2  เยื่อหุมไซโตพลาสซึม (cytoplasmic membrane) 

และกลุมยาที่ออกฤทธิ์ที่ cytoplasmic membrane   3    แหนงที่มีการสงัเคราะหกรดนิวคลิอิค และยา

ที่ออกฤทธิ์เกี่ยวกับการสังเคราะหดังกลาว  และ  4   ตําแหนงทีน่ิวเคลียสแบงตัวและยาที่เกีย่วของ 
(2)  
 
 
 

1 

2 

4 

3 



 5

กลไกการทํางานของยาตานเชื้อรา (Mechanism of action of antifungal drug)   
  

1.  Polyenes  เปนกลุมยาทีจ่บักับ ergosterol ที่เยื่อหุมเซลล และทําใหเยื่อหุมเซลลของเชื้อ
รามีคุณสมบัติการซึมผานมากขึ้น เกดิการรั่วของ monovalent, divalent cation เชน Na+, K+, Ca++ 

และสาร metabolite อ่ืนๆ จากภายในเซลลสูนอกเซลล และทําใหเซลลตายในที่สุด  ยากลุมนีไ้ดแก  
amphotericin B (รูป 2) เปนยาฆาเชื้อรา (fungicidal) ที่ออกฤทธิ์ครอบคลุมเชื้อราหลายชนิด เชน 
Candida spp.  Aspergillus spp. และ Histoplasma capsulatum เปนตน อยางไรกต็ามยากลุมนี้มี
ขอจํากัดในการบริหารยา คือ ตองใหทางเสนเลือด (intravenous vein, IV) เทานั้น และการดดูซึม
ของยาในทางเดินอาหารต่ํา    นอกจากนี้ยังมีผลขางเคียง (side effect) กบัผูปวย เชน มีความเปนพษิ
สูงกับไต  ทําใหมีอาการปวดศรีษะ เปนไข  หลอดโลหิตดําอักเสบ (Thrombopheblitis) และ อาการ
แพ จึงมีการพยายามพัฒนาเปนรูปแบบลโิปโซม (liposome) เพื่อใหมีการดูดซมึที่ดีขึ้นและใหมี
อาการขางเคียงนอยลง ในทีสุ่ดก็มีอีกหนึ่งรูปแบบเกิดขึน้ แตอยางไรกต็าม ยังมีขอเสียอีกเล็กนอยใน
เร่ืองราคาตนทุน 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูป 2โครงสรางทางเคมีของ amphotericin B (4) 

 
2. Azole เปนยาดานเชื้อราชนิด fungistatic ทําหนาทีข่ัดขวางกระบวนการสราง 

ergosterol   เมื่อพิจารณาโครงสรางของยา จะแบงไดเปน 2 กลุม คือ  
2.1   กลุม imidazoles มีโครงสรางที่ประกอบดวย 1 hexagonal ring และ 2 

pentagonal        
         ring ซ่ึงมีไนโตรเจน 2 โมเลกุล/ ring 
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2.2 กลุม triazoles เปนกลุมที่โครงสรางของยาเปน pentagonal ring ประกอบดวย
ไนโตรเจน 3 โมเลกุล/ring 

 
เนื่องดวยขีดจาํกัดของยา amphotericin B ในการบริหารยา  การดูดซึม และผลขางเคียงของ

ยา ทําใหในปจจุบันนยิมใชยาในกลุม azole ในการรักษาโรคติดเชื้อรามากขึ้นโดยเฉพาะอยางยิ่งใน
กลุมโรคติดเชื้อ Candida  ยากลุมนี้มีการพัฒนาเปนลําดับดังนี้ คือ เริ่มจากกลุม imidazole ไดแก 
clotrimazole miconazole และ ketoconazole ตอมาเปนกลุม triazoles ไดแก fluconazole (5) (รูป3) 
itraconazole และvoriconazole ยากลุมนี้ใชกันอยางแพรหลาย และมีประสิทธิภาพสูง มีขอดี คือ มี
ความปลอดภยัในการบริหารยา ทําใหมีผลขางเคียงกับผูปวยนอยกวายาในกลุม polyenes และยงั
สามารถบริหารไดทั้งทางการกินและฉีดเขาเสนเลือดดํา (6)   ยากลุม azole นี้จึงเปนทีน่ิยมใชในการ
รักษา OPC  ทําใหอัตราการใชยาตัวนี้ในการรักษามากขึ้น (7, 8)  ดวยอุบัตกิารณการดื้อยาของเชื้อ 
C. albicans  ในผูปวยมจีํานวนเพิ่มขึ้น (9-15)  ผนวกกับการใชยากลุม azlole ในผูปวยที่มีภมูิ
ตานทานบกพรองมีผลกระทบตอการรักษาไมวาจะเปนจํานวนครั้งของการใหยา การตอบสนองตอ
ยา และอัตราการตายของผูปวยที่เกิดขึ้นจากการรักษา  ในป ค.ศ. 1998 White และคณะไดรายงานวา
การดื้อตอยานัน้พบทั้ง primary และ secondary resistance  และมหีลักฐานการรายงานอีกหลายฉบับ
ที่แสดงถึงความสอดคลองของการดื้อยาทางดาน in vivo และ in vitro เมื่อวิเคราะหสาเหตุการดื้อยา
ระหวาง in vivo และ in vitro ในผูปวย systemic  infection พบวา ปจจัยในผูปวยเองเปนปจจยัสําคัญ 
คือ อาการโรคยิ่งรุนแรง การตอบสนองตอการรักษาจะมีนอยลง  การที่เชื้อสราง biofilm ในชอง
ปาก  บริเวณที่คาสาย  catheter เยื่อบุตาง ๆ ก็เปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเกิดการดื้อตอยา ทั้ง ๆ ที่เมื่อ
ทําการศึกษาเชื้อเหลานี้ศึกษา in vitro แลว เชื้อนัน้ก็เปนสายพันธุที่ไวรับตอยา (susceptible strain)  
หรือในทางตรงกันขาม การติดเชื้อที่เกิดจากเชื้อที่มีคุณสมบัติดื้อยากไ็มไดบงชีว้าการรักษาโรคที่
เกิดจากเชื้อนัน้จะลมเหลว    
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รูป 3  โครงสรางทางเคมีของ fluconazole (systemictic name:2-(2,4-difluorophenyl)- 1,3-bis (1H-
1,2,4-triazol-1yl) propan-2-ol) (8) 
 

สาร ergosterol เปนอนุพนัธหนึ่งของ sterol ที่มีปริมาณคิดเปน 25 % ของน้ําหนกั
สารประกอบในcell wall ของเชื้อรา  สารนี้จึงเปนตําแหนงที่สําคัญตําแหนงหนึ่งในการออกแบบยา
ตานเชื้อราที่นยิมใชในปจจบุัน กระบวนการสราง ergosterol เร่ิมจาก substrate Acetyl - CoA 
จากนั้นตองใชเอนไซมหลายชนิดซึ่งคลายกบัเอนไซมในกระบวนการสรางสาร chloresterol ของ
สัตวเล้ียงลูกดวยน้าํนม  กระบวนการนีป้ระกอบดวยหลายขั้นตอนในการเปลี่ยนจนกระทั่งไดเปน
สาร ergostrol ดังรูป 4(A) – 4(B)  
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รูป 4  กระบวนการสราง ergosterol และตาํแหนงการถูกยับยั้ง   แสดงตําแหนงทีย่ากลุม azole เขา
ทําปฎิกิริยากับเอมไซมระหวางกระบวนการสราง ergosterol ที่ควบคมุดวยยีน ERG    แสดง
กระบวนการขดัขวางการสราง ergosterol และเกดิเปน toxic sterol (modified from (16)) 
 
ขั้นตอนที่สําคัญที่ยากลุม azole เขาไปขัดขวางการสรางสาร ergosterol คือ ขั้นตอนที่ยาจับกับ
เอนไซม C14α - lanosterol demethylase เมื่อได intermediate compound เปน lanosterol  ยีน 
ERG11 ทําหนาที่ควบคุมการทํางานเอนไซมนี้ ในที่สุดจะเกิดเปน toxic sterol (รูป 4(B) ขวาสดุ) 
แทนการเกิดเปนสาร ergosterol  ผลสุดทาย คือ เชื้อก็จะถูกทําลายเนือ่งจากไมมีสาร ergosterol ใน 
cell wall  
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ปจจัยที่เกี่ยวของกับการดื้อยา  (ตาราง 1)  ไดแก  

• ตัวเชื้อ เชน ปริมาณเชื้อ  ความสามารถในการสราง  biofilm การเปลี่ยนรูปรางของ
ยีสตเปนเสนสาย และสายพนัธุ    

• ยา เชน คณุสมบัติเปน fungistatic หรือ fungicidal  ปริมาณของยา และจํานวนครั้ง
ในการใหยา การสะสมของยา กลไกการทํางานของยา (Phamacokinetic) และ 
Drug – drug interaction    

• ผูปวย เชน สภาวะการตอบสนอง   ตําแหนงที่เกดิพยาธิสภาพ  ความรุนแรงของ
การติดเชื้อ  การที่มีส่ิงแปลกปลอมเชน การคาสาย catheter เปนตน (17, 18)  

ตาราง 1   ปจจัยที่ทําใหเกิด clinical antifungal drug resistance (19) 
  

  Fungal factors             Drug  factors                 Host (and other) factors 
 

Initial  MIC Fungistatic  nature of  drug Immune  status 
Cell  type  Dosing Site  of  infection 
   Yeast/hyphae               Frequency         Severity  of  infection 
    Switch phenotype          Quantity       Presence  of  foreign materials 

 (dentures, catheters, prosthetic 
valves)                

    Serotype Schedule (intermittent Abscess  formation 
    vs  continuous) 
Genomic  stability  Cumulative dose      Patient noncompliance with drug 
regimen 
Size of population            Pharmacokinetics 
Population  Absorption 
“bottlenecks” Distribution 
Biofilms Metabolism 
 Drug – drug interactions 
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กลไกการดื้อยา (Antifungal resistant mechanism)   
 ในที่นี้จะขอกลาวเฉพาะกลไกการดื้อยา fluconazole ของเชื้อ C. albicans มี 3 กระบวนการ 
ดังนี ้ 
 1.   Ergosterol biosynthesis  pathway  

ยาในกลุม azole จะจับกบั lanosterol 14α – demethylase ซ่ึงเปนเอนไซมที่ถอดรหัสจาก
ยีน ERG11  ทําใหกระบวนการสราง ergosterol ไมสมบูรณ ฉะนั้นปริมาณของ ergosterol ใน cell 
wall จึงลดลงไปดวย ในขณะเดียวกนัในเซลลจะมีการสะสมสาร  14α – methlyated sterols  เชน  
lanosterol และ 14α – methyl -3, 6 – diol ซ่ึงทําใหโครงสรางของ cell wall เปล่ียนไปดังที่ไดกลาว
มาแลวขางตน     จากการทบทวนผลงานการศึกษาตาง ๆ ที่เกี่ยวกับกลไกการดื้อยา fluconazole อาจ
สรุปวาเกิดจาก 3 กลไก ดังนี้   

1.1  การเกิดการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสของยีน ERG11 (mutation of ERG11 gene) มี
ผลทําให   ลําดับ amino acid เปล่ียนแปลงไป    คือ   P450 dependent sterol C14-

α-demethylase  มีโครงสรางเปลี่ยนไปจากเดิม    ดังนั้น ความสามารถของการจับ
ระหวางยากับเอนไซมจึงลดลงทําใหการสราง ergosterol (รูป5A) เปนไปอยาง
ปกติ   มีรายงานการเปลี่ยนแปลง amino acid ในโครงสรางหลายตําแหนง (point 
mutation) อยางไรก็ตาม ผลการศึกษาที่มีรายงานมาแลวก็ยังไมสามารถจะสรุปได
ชัดเจนถึงผลที่กอใหเกิดกลไกการดื้อยา 

1.2 การแสดงออกของยีนมากเกิน (Overexpression of  ERG11 gene)  กลไกโดยทัว่ไป
ของการดื้อยาในกลุม eukaryote cell  สวนใหญเกิดจากการเพิ่มจํานวนยีน มักมา
จากการเพิ่มจํานวนยีน เนื่องจากการเพิ่มจาํนวนยีนมกัสงผลถึงการเพิ่มการทํางาน
ของยีนดวย ในที่นี้ เมื่อ ERG11 ของเชื้อ C. albicans มีจํานวนเพิ่มขึ้น ก็จะทําให
เกิดโปรตีนเพิม่ขึ้นดวย โปรตีนดังกลาวคือ เอนไซม P450 dependent sterol C14-

α-demethylase  ดังนั้นในการรักษาจึงจําเปนตองใชยาในปริมาณมากขึ้น เพื่อให
การจับระหวางยากับเอนไซมมีความสมดลุย ซ่ึงจะสงผลใหเกิดการยับยั้ง
กระบวนการสราง ergosterol (รูป 5B) อยางไรก็ตามมรีายงานขัดแยงกับทฤษฎีที่
กลาวมา (20, 21) และยังไมสามารถศึกษาถึงผลที่เกิดจากการ overexpress ของยีน
นี้เพียงยีนเดียวได 

1.3  การเปลี่ยนแปลงกระบวนการสราง ergosterol         ซ่ึงเกิดจากการทํางานของ 
Erg3p ใน inactivated form   (Alteration in the ergosterol biosynthesis by 
inactivation of Erg3p) โดยทั่วไป  กระบวนการสราง ergosterol จะสมบูรณได
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ตองอาศัยยีนหลายชนิดในการทํางาน  ขั้นตอนสําคัญอีกขั้นตอนหนึ่งที่มี
ผลกระทบตอการดื้อยาจะเปนกระบวนการการทํางานของยีน ERG3 ที่ควบคุมการ
สราง Erg3p (∆ 5,6 desaturase) ในกรณีที่ยา fluconazole ทําปฎิกริิยากับ C14-
lanosterol demethylase และเกดิการสะสมของสารกลุม14 – methyl intermediate 
ที่เปน intermediate compound    โปรตีน Erg3p จะทําหนาที่เปล่ียนสารกลุมนี้ไป
เปน 14 α– methylergosta – 8,24(28) – dien – 3,6 – diol (รูป 4Bและ 5E) ซ่ึงเปน 
toxic sterol ดังนั้น ถาไมมีการทํางานของยีน ERG3 หรือ Erg3p เชื้อก็ไมควรจะ
เกิดการดื้อตอยา (16, 22)  ขอมูลเหลานี้เปนเพียงสมมติฐานขั้นตน และพบวาเชื้อ
ตาง genus และ specie กอ็าจใหผลที่แตกตางกันได เชน การทดลองในเชื้อ  S. 
cereviseae กบั C. albicans นั้นใหผลตามสมมติฐานขางตน แตใน C. glabrata 
ใหผลที่แตกตาง 

 
 2. ABC (ATP-binding cassette) transporters  

กระบวนการสงยาออกจากเซลลในเชื้อ C. albicans มียีนที่เกี่ยวของกับ ABC transporters 6 
ยีน ขณะนี้มีรายงานการศกึษาเกีย่วกับการทํางานของยนีเพียง 4 ยีนคือ CDR1-4 และเฉพาะยนี 2 
ชนิดเทานัน้ คอื CDR1 และ CDR2 ที่มีหลักฐานการแสดงความสัมพันธของยีนกับการเกิด multiple 
azole resistance (Itraconazole, Ketoconazole และ Fluconazole เปนตน) เชน ในการทดลองเมื่อ
ใสพลาสมิดที่มีจํานวนยนีเหลานี้สูงใน S. cerevisiae ที่ delete ยีนนีแ้ลว  พบวาเชื้อมีความสามารถ
ในการดื้อตอยาสูงขึ้น (23-25)  และพบวา หนาที่ของ CDR1 และ CDR2 ใน C. albicans คลายกับ
หนาที่ของยนี PDR5 ใน S. cerevisiae (23, 26) สําหรับกลไกการทํางานของ ABC transporters เร่ิม
ขึ้นเมื่อมีการจบัระหวาง small hydrophobic substrate molecules ที่ตําแหนง nucleotide binding 
domains (27)  กับบริเวณ high affinity site ดานในของ plasma membrane  ทําให substrate ผานไป
ยังสวน extracellular leaflet โดยกระบวนการทํางานนีย้งัตองอาศัยการ  hydrolysis ของ ATP (รูป
5D, 6 ) จึงจะทําใหมีการสงผานของยาออกนอกเซลลเชือ้ได 

ในปจจุบนัมีรายงานการพบยีนใหมที่นาจะมีบทบาทสําคัญในกลไกการดื้อยา คือ ยนี TAC1 
ทําหนาที่เปน transcriptional activator ของยีนกลุม CDR  โดย Tac1p เปนโปรตีนในกลุมของ zinc 
– finger protein (28) การทํางานของ Tac1p จะจับกับ drug response element (DRE) บริเวณที่มี
สวนซ้ําของเบส CGG สองครั้ง ตําแหนงของยีนนี้อยูใกลกับบริเวณ mating – type – like (MTL) 
locus  ในป ค.ศ. 2004 Coste และคณะรายงานเกีย่วของระหวางยนี TAC1 กับการดื้อยา โดยในการ
ทดลอง ทําการกระตุนเชื้อ non TAC1 - C. albicans ดวย homozygous clinical azole-resistant strain 
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(DSY296) ที่มี TAC 1 allele  (28)   ปรากฎวาเชื้อที่ถูกกระตุนมีการแสดงออก (expression) ของยีน 
CDR1 และ CDR2 เพิ่มสูงขึ้น  และเมื่อนํา azole-susceptible clinical strain (DSY294) ที่เปน 
heterozygous  มาทดสอบ  ผลการทดลองที่ได คือ เชื้อที่ถูกกระตุนไมดื้อตอยา fluconazole เมื่อมี
การศึกษาดวยวิธี Microarray และ Northern blot analysis พบวา TAC1 ทําใหเกิด overexpression 
ของ azole – resistant strains โดย upregulate ของ CDR1 และ CDR2 (29) และยังควบคุมการ
แสดงออกของยีนอื่นอีกอยางนอยส่ียีน คือ RTA3  IFU5   HSP12 และ PDR16 (28, 30) นอกจากนี้
ยังมีอีกหลายการทดลองที่บงบอกถึงความเกี่ยวของระหวาง homozygosity ที่ mating – type locus 
กับ azole – resistance ใน clinical isolates (31)  และยีนนีม้ี 7 subtype  คือ TAC1-1 ถึง TAC1-7 (32) 

3. Major facilitator protein or Mdr1p (multidrug resistance protein 1)  
  ยีน MDR1หรือ BEN1 ควบคุมการสราง major facilitators (MFS) protein ที่มีผลจําเพาะทํา
ใหเชื้อดื้อตอยา fluconazole โปรตีนเหลานี้อยูบริเวณ plasma membrane ทําหนาที่เปน proton 
antiporters คือ ทําใหสารในกลุม hydrophobic compounds ไหลออกจากเซลล สารเหลานั้น ไดแก 
benomyl, methorexate, cycloheximide, benztriazoles, 4 – nitroquinoline – N - oxide, fluconazole 
และ sulfometuron methyl (33, 34)  นอกจากนีย้ังมีรายงานการศึกษาพบวา เมื่อ disrupt MDR1 ใน 
clinical isolate ที่มีความไวรับสูงตอยา fluconazole จะเกิดการดื้อยาขึน้ (35) นอกจากนีย้ังพบวา 
benomyl สามารถกระตุนการทํางานของยนี MDR1 ได แตในบางสายพันธุที่ดื้อตอ fluconazole บาง
สายพันธุ อาจมี mutation ใน trans regulatory factor เปนอีกหนึง่ปจจยัรวมดวย (36, 37) (รูปที่ 6 )  
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รูป 5  กลไกการดื้อยา C. albicans แยกตามรายละเอียดดังนี้ A: การเปลี่ยนแปลงลาํดับเบสใน ยนี 
ERG11, B : การเพิ่มexpressionของยีน ERG11, C : ลักษณะของเชื้อที่ไวตอยา Fluconazole, D : การ
เพิ่มexpressionของเยีนที่สราง efflux pump, E :  การเปลี่ยนแปลงสวนประกอบของ sterol (38) 
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รูป 6 ผังแสดงกลไกการดื้อยา Fluconazole ในเชื้อ Candida (39)  การลดลงของยาเนื่องจาก 
upregulation ของ ABC (ATP-binding cassette) และ ยนี major facilitator multidrug transporter  
ความสามารถที่ลดลงของ ERG11p ตอการจับกับยา Fluconazole  การเพิ่มขึ้นของERG11p ใน

เซลล  Inactivated form ของ Erg3p (sterol C5,6-desaturase) ขัดขวางการสราง 14α-methyl-3,6-
diol ซ่ึงเปนสารพิษ    

 
การศึกษาการดื้อยาในหลอดทดลองโดยสวนใหญจะทาํการศึกษาในเชื้อ S. cereviseae  

และ C. albicans โดยเชื้อทีใ่ชในการศึกษาเปนเชื้อ (population of cells) ที่เก็บในหองปฏิบัติการ
หลังจากแยกไดจากรอยโรคของผูปวย รายงานการศกึษาเมื่อนําเชื้อมาทํา single step selection โดย
กระตุนเชื้อนัน้ในยา fluconazole ที่มีความเขมขนสูงถึง 128 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบ mutant ที่เปน 
recessive ERG3 และมี overexpression ของ ERG11 นอกจากนีย้ังมีรายงานการพบยีนอื่นที่เกี่ยวของ
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กับการสราง ergosterol เกี่ยวของกับกลไกการดื้อยา  หลังจากทดลองโดยการทํา individual gene 
deletion ตอมาเมื่อทําการศึกษา second step wise selection สําหรับ resistance mutant โดยกระตุน
ดวยยาที่ความเขมขน 16 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปน 32 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และความเขมขน
สุดทายเปน 128 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบ mutation ในยีน PDR1  มีผลกับการ overexpress ของ 
ABC transporter genes (PDR5  และ SNQ2)  แตไมมีการ overexpress ของ major facilitator gene 
(FLR1) หรือใน ERG11 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา มียีนหลายยีนที่เกิดการ mutation และมีผล
ตอการดื้อตอยากลุม azole และการเกิด mutation ที่มีผลตอการดื้อยานั้นขึ้นอยูกับชนิด selective 
pressure  

การศึกษาใน C. albicans พบวาการ overexpress ของยีน CDR1 CDR2 MDR1 และ ERG11 
กับการดื้อยามรูีปแบบที่ไมแนนอน เชนเดียวกับการเกดิ mutation  เมื่อทําการวิเคราะหดวย 
microarray จะพบการ overexpress ของยีน 2 รูปแบบ  แบบแรก คือมีการ overexpression ของยีน 
CDR1 มากกวายนีอื่น และแบบที่สอง พบระดับการเปลี่ยนแปลงในยีน MDR1 มากที่สุดเมือ่
เปรียบเทียบกบัยีนอื่น ๆ ในชวงแรกหรือชวงหลังของการถูกกระตุน โดยพบในสายพนัธุที่มี
คุณสมบัติดื้อแบบเสถียร (stable resistance)   

ผลจากการศึกษากลไกการดือ้ยาโดยศกึษาทั้ง in vitro และ in vivo (เชื้อที่ใชในการศึกษา
เปนเชื้อแยกไดจากผูปวยโดยตรง) ใหผลที่ใกลเคียงกัน โดยมีผลสืบเนื่องจากการ mutation ของยีน
ที่มีรายงานแลวหลายตวัและอาจจะเกิดจากยีนอื่น ๆ  ที่ยังไมมีรายงานมากอน  การศึกษาในป ค.ศ. 
1998  Lopez – Ribot  และคณะ  รายงานวาเชื้อทีแ่ยกไดจากผูปวย 3 ราย ที่มีคา MIC สูง มีการ
แสดงออกของยีน CDR 1 ไมสอดคลองกัน คือ เชื้อทีแ่ยกไดจากผูปวย 2 ราย มกีารแสดงออกของ
ยีน CDR 1 มากกวายีน CDR 2  MDR1 และ ERG11 โดยมีระดับของคา MIC ที่ตางกัน และเชื้อที่
แยกไดจากผูปวยอีกรายหนึ่งมกีารแสดงออกของยีนทั้ง 4 ตัวไมแตกตางกันทั้ง ๆ ที่คา MIC มี
ระดับสูงกวาเชื้อ 2 สายพันธุขางตน   การศึกษาดังกลาวไมสามารถแสดงใหเห็นถึงกลไกการดื้อยา
อยางชัดเจน เมื่อทําการศึกษาเชื้อที่แยกไดในระยะเวลาตางกันจากผูปวยติดเชื้อไวรัส HIV สายพันธุ
ที่แยกไดในชวงตนที่คา MIC เร่ิมสูงขึ้น ระดับของ MDR1 เพิ่มขึ้น ตามดวยการเปลี่ยนแปลงของยนี 
ERG11 และในสายพันธุที่แยกไดในชวงทายมียีนในกลุม CDR  ที่ overexpress (40) มีรายงานที่
สอดคลองกัน(41, 42) เชน ในป ค.ศ 1996 Sanglad และคณะ(41) พบความสัมพันธระหวางปริมาณ
สูงของ mRNA ของ CDR1  CDR2  MDR1 และ ERG11 กับการดื้อยาของเชือ้ หลังจากที่ได
ทําการศึกษาใน clinical isolate จากผูปวยติดเชื้อไวรัส HIV  ป ค.ศ. 2001 Perea และคณะ พิสูจนให
เห็นวา การ overexpress ของ efflux pump ทําใหเชื้อ C. albicans ดื้อตอยา fluconazole สูงขึ้นไดถึง 
85% เมื่อเปรียบเทียบกับ wild type (42) และยังมกีารศกึษาวาการเปลีย่นแปลงของระดับ mRNA 
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ของ putative ยีนทีเ่กี่ยวของกับกลไกการดื้อยามีความสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส
หรือไม โดยศึกษาใน clinical isolate จํานวนมาก ไมพบวา มีความสัมพนัธกัน และการเกิดการดื้อยา
เกิดจากหลายกลไกและมีความซับซอนจําเปนตองศึกษาเพิ่มเติมเกีย่วกบัปจจัยทางพนัธุศาสตร
ตอไป (17)   นอกจากนี้ยังมกีารทดลอง in vitro ที่ใหผลสอดคลองกับผลขางตน ดวยการ knockouts 
ยีนที่ควบคุมระบบ efflux pump โดยใช Candida  เปนตนแบบในการศกึษา (23, 41) 
  ในชวงระยะเวลา 10 ปนี้ พบวาเชื้อ C. albicans ที่แยกจากผูปวยในโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ 
มีแนวโนมของการดื้อตอยา fluconazole เพิ่มขึ้น เชนเดียวกับประเทศอื่น และดวยวิธีการใชยา 
fluconazole มีความหลากหลายในแตละประเทศ  ในทีน่ี้ จึงมีวตัถุประสงคที่จะศกึษากลไกการดื้อ
ยา โดยมุงหาความสัมพันธระหวาง transcriptional regulation ของยีนที่ควบคุม molecular 
mechanism ของ multidrug resistance จากเชื้อ C. albicans โดยกระตุน single cell ของเชื้อที่มีความ
ไวรับมาดวยยา fluconazole  ตรวจวัดคา MIC และศึกษาexpressionของ cDNA และลําดับเบสของ
ยีน ERG11และการแสดงออกของยีน CDR1CDR2 MDR1 และ TAC1ใน azole – sensitive และ 
azole – resistant isolates โดยวิธี Reverse  Transcriptase -  PCR (RT – PCR)   
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วัตถุประสงค 
1. ศึกษาการทํางานของ putative resistant genes ไดแก  ERG11  MDR1  CDR1  CDR2 

และ TAC1 ใน C. albicans ที่ถูกกระตุนใหดื้อยาดวย fluconazole 

2. ศึกษาการเปลีย่นแปลงของลําดับเบสบนยีน ERG11 ใน C. albicans ที่ถูกกระตุนใหดื้อ
ยาดวย fluconazole 
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วิธีการวิจัย (Procedure) 
 

1. การคัดเลือกและการเตรียมเชื้อ C. albicans ที่ใชในการศกึษา 
 การคัดเลือกเชือ้ 

เชื้อ C. albicans จํานวน  6 สายพันธุ คือ K39.1 K44.1 K49.1 K51.1 K54.1 และ K78.1 ซ่ึง
แยกไดจากรอยโรคในชองปากผูปวยเอดสที่เปนโรคติดเชื้อยีสตที่ชองปาก (Oropharyngeal 
candidiasis) และผูปวยเหลานี้มีประวัตไิดรับการรักษาดวยยาตานเชื้อรา (ตาราง 2) และเชื้อเหลานี้
เก็บรักษาที ่ -70 องศาเซลเซียส หนวยราวทิยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย  เกณฑการคัดเลือกเชื้อ ในการศึกษานีค้ัดเลือกจากเชือ้ที่มีคา Minimum Inhibitory  
Concentration (MIC) ที่แสดงถึงความไวรบัตอยา fluconazole  
 วิธีการทดสอบที่ใชในการคัดเลือกสายพันธุ คือวิธี Epsilometer (Etest) (AB biodisk, 
Solna, Sweden) เพื่อหาคา MIC วิธีการที่ใชในการทดสอบอางอิงตามคําแนะนําของผูผลิต (Etest 
Reading Guide for Yeast: Etest technical guide4, AB Biodisk, Sweden) กลาวโดยยอคือ วางแผน
ยา fluconazole  ที่มีความเขมขนของยาเปน gradient ระหวาง 0.016 ถึง 256 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
บนอาหารเลี้ยงเช้ือ RPMI 1640  ที่มีเชื้อทีต่องการทดสอบ (ความเขมขนของเชื้อ C. albicans ที่ใช
ในการทดสอบคือ 0.5 McFarland) บมที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 – 48 ชั่วโมง และอานผล  
สําหรับ วิธี Microdilution test อางอิงตามวธีิมาตรฐานของ  NCCLS – M27 – A (NCCLS; National 
Committee for Clinical Laboratory Standards) (รายละเอียดวิธีการทําในวิธีดําเนินการวิจัยขอ 4 ) 
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ตาราง 2 แสดงเชื้อ C. albicans จํานวน 6 สายพันธุที่แยกไดจากรอยโรคในชองปากผูปวยเอดสที่
เปนโรค Oropharyngeal candidiasis จํานวน 6 ราย และผูปวยเหลานี้ไดรับการรักษาดวยยาตานเชื้อ
รา  
 
 

C. albicans ชนิดของยาและขนาดยาที่ใชในการรักษา 

K39.1 
K44.1 
K49.1 
K51.1 
K54.1 
K78.1 

   Diflucan 400  mg/day 
   Diflucan 50 mg/day 
   Nizoral 
   Diflucan 400 mg/day 
   Sporal 200 mg/day 
   Diflucan 

 
  
 การเตรียมเชื้อสําหรับการศึกษากลไกการดือ้ยา 

นําเชื้อทั้ง 6 สายพันธุ ซ่ึงเก็บรักษาที่ -70 องศาเซลเซียส มาเลี้ยงในหลอดทดลองที่ม ี 
Sabouruad  dextrose broth (SDB) ปริมาณ 3 มิลลิลิตร เขยาที่ 140 รอบ/นาที อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนัน้นํามา streak บน Sabouruad dextrose agar (SDA) เก็บที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นนาํเชื้อสายพันธุที่เลือกนั้นมาแยกเปน
เซลลเดี่ยวดวยวิธี Singel cell manipulation ภายใตกลองจุลทรรศนที่ดัดแปลงโดย ศาสตราจารย
แพทยหญิง ศมนีย  ศุขรุงเรือง (วิธีการแยกเซลลไดรับคําแนะนําจากคุณบุญชวย  เอี่ยมโภคลาภ  
หัวหนาหองปฎิบัติการจุลชีววิทยา  สถาบันบําราศนราดรู) และบมเซลลที่แยกไดนัน้ (รูป 7) บน 
SDA เปนเวลา  1 วัน  จากนัน้ inoculate เชื้อที่เจริญแลวนั้นใน flask ที่มี SDB ปริมาณ 25 มิลลิลิตร 
เขยาดวยอัตราเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลานาน 16 ชั่วโมง ที่ 30 องศาเซลเซียส  เชื้อนี้ใชในการ
ทดลองเกี่ยวกบัการกระตุนตอไป  

 
2. การกระตุน C. albicans ดวยยา fluconazole (ตาราง 3)    เชื้อที่ใชในการทดลองนี้เปน 

single cell ที่เตรียมไวในขอ 1  จํานวนซ้ําในกลุมควบคมุและกลุมทดลองที่ความเขมขนยาที่ตางกนั
เทากับ 5 ซํ้า 
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รูป 7  แสดงการแยกเซลลเดีย่วดวยเครื่อง Single manipulator  (A) แสดงการแยก single cell ของ C. 
albicans ที่ศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน  (B)  ลูกศรแสดงปลายของหลอดแกวที่แยก single cell 
ออกมา 
  

2.1  กลุมควบคุม (Control group) : เปนกลุมการทดลองที่ปราศจากยา  วิธีการ เล้ียงเชื้อ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (SDB) ที่ไมมียา  โดยเชื้อที่ใชตองปรับใหมีความขุนเริม่ตนเปน 0.5 
McFarland  ถายเชื้อปริมาณ 0.5 มิลลิลิตรลงในอาหารเลีย้งเชื้อ RPMI 1640  ปริมาณ 4.5 มิลลิลิตร  
เขยาดวยอัตราเร็ว 150 รอบ/นาทีที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง  จากนั้นถายเชือ้จากหลอดวนั
แรกปริมาณ 1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองที่มี RPMI 1640 ใหม ปริมาณ 9 มิลลิลิตร  และเลี้ยงใน
สภาวะเชนเดียวกับที่ไดกลาวไวขางตน ทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อเชนนี้ทุกวัน จนกระทั่งถึงวนัที ่
60 นับจากวนัแรกที่ถายเชื้อ  เก็บเชื้อในวันที่ 0 (วนัแรก)  15  30  50  และ 60 วัน  เพื่อนํามาทดสอบ
คา MIC  ดวยวิธี Microdilution test (ตามวธีิในขอ 3 ) สกัดดีเอน็เอ  และอารเอ็นเอ (ตามวิธีในขอ 4 
และ 5  ตามลําดับ) 

 2.2  กลุมทดลอง (Experimental group) : เปนกลุมการทดลองที่กระตุนเชื้อดวยยาทีม่ี
ความเขมขนตาง ๆ กัน ความเขมขนสุดทายเมื่อใสเชื้อแลวมีปริมาณเทากับ 8  16  32  และ 64 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ตารางที่3)  ความขุนของเชื้อที่ใชในการทดลองใหเร่ิมตนที่ 0.5 McFarland 
เชนเดียวกับกลุมควบคุมวิธีการกระตุนโดยถายเชื้อที่ปรับความขุนแลวปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI 1640 ที่มียาความเขนขนตาง ๆ กันดังกลาวขางตนปริมาณ 
4.5 มิลลิลิตร เขยาดวยอัตราเร็ว 150 รอบ/นาทีที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง จากนั้นถายเชือ้ 
1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองใหมที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI 1640 ปริมาณ 9 มิลลิลิตร และเลี้ยงใน
สภาวะเชนเดียวกับที่ไดกลาวไวขางตน ทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อเชนนี้ทุกวัน จนกระทั่งถึงวนัที ่
60 นับจากวนัแรกที่ถายเชื้อ  เก็บเชื้อในวันที่ 0 (วนัแรก)  15  30  50  และ 60 วัน  เพื่อนํามาทดสอบ

A B
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คา MIC  ดวยวิธี Microdilution test (ตามวิธีในขอ 3) สกัดดีเอน็เอ  และอารเอ็นเอ (ตามวิธีในขอ 4 
และ 5  ตามลําดับ) ทุกขั้นตอนมีการทดลองซ้ําอยางนอย  3  คร้ัง 
 
ตาราง 3 แสดงผังการเตรียมความเขมขนของยา fluconazole  เปน ไมโครกรัม/ไมโครลิตร (มก./
มล.) ในการกระตุนเชื้อ C. albicans (0.5 McFarland) ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว RPMI 1640 
 

ลําดับที่ อาหารเหลว 
RPMI 1640 

(มล.) 

ปริมาณ 
C. albicans 

(มล.) 

ความเขมขนยา / 
ปริมาณยา  

(มก./มล.,/มล.)* 

ความเขมขนสุดทาย
ของยา 

(มก./มล.) 

ปริมาตรรวม    
 (มล.) 

1 
2 
3 
4 
5 

4.5 
4.0 
4.0 
4.0 
4.0 

0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 

- 
80 

160 
320 
640 

- 
8 
16 
32 
64 

5.0 
5.0 
5.0 
5.0 
5.0 

* เติมปริมาณยา 0.5 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเหลว RPMI 1640 จํานวน 4.0 มิลลิลิตรและเชื้อจํานวน 0.5 
มิลลิลิตร 

 
 

3. การทดลองเพือ่หาคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
  การเตรียม stock solution ของยา fluconazole  

 เตรียม stock solution ในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อใหยามีความเขมขนเปน 10 เทาของ
ความเขมขนสดุทายที่ใชทดสอบ เก็บที่ – 70 องศาเซลเซียส เมื่อจะทาํการทดลองหาคา MIC จึงนํา 
stock solution มาเจือจางเปน 10 เทา การเตรียมยาและการทดสอบหาคา MIC ทําตามวิธีมาตรฐาน
ของ NCCLS – M27 – A (43) ความเขมขนสุดทายของ fluconazole  ที่ใชในการทดสอบ คือ 0.125  
0.25  0.5  1  2  4  8  16  32  และ 64 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

ยาบริสุทธิ์ของ fluconazole ไดรับอภินนัทนาการจาก รศ.ดร.อุทัย  สุวรรณกูฎ คณะเภสัช
ศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  และบรษิัทสยามฟารมาซูติคอล จํากัด 
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การหาคา MIC ดวย Microdilution  Broth technique (43)  
เปนการทดลองหาคา MIC ใน microtiter plate โดยปนลางเชื้อทั้งกลุมควบคุมและกลุม

ทดลอง ณ วันตาง ๆ ที่ไดเกบ็ไวดวยน้ํากลัน่ปราศจากเชือ้จํานวน 2 คร้ัง   และปรับความเขมขนของ
เชื้อใหเปน 1.5 x 106 CFU หรือ 0.5 McFarland ใน 0.85% NaCl จากนัน้ทําการเจือจางอีก 1:50 ดวย 
0.85% NaCl เมื่อจะทดสอบหา MIC จะเชื้อเจือจางลงไปอีก 1:20 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว RPMI 
1640 เพื่อใหไดเชื้อที่มีปริมาณเปน 1 x 103 – 5 x 103 CFU/ml (working inoculum) 

วิธีการทดลอง เติม working inoculum ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ใน well ของ microtiter 
plate  และเติมยา fluconazole ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 0.125  0.25  0.5  1  2  4  8  16  32  และ 
64  ไมโครกรัม/ไมโครลิตร จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง โดยมกีลุม
ควบคุม คือ ตรวจสอบ sterility ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว RPMI 1640  ตรวจสอบ sterility ของยา  
การเจริญของเชื้อโดยปราศจากยา  และควบคุมคุณภาพของยาทดสอบโดยใชเชื้อสายพันธุมาตรฐาน 
C. parapsillosis ATCC 22019 ควบคูไปดวย  ซ่ึงคา MIC ของเชื้อสายพันธุมาตรฐานนี้จะตองมีคา
ระหวาง 2 – 8 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร (รูป 8) 
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รูป 8 การหาคา MIC ดวย Microdilution technique ใน microtiter plate Well A1, B1,C1, ,… H1  
เปนการควบคมุการทดลองและตรวจสอบ sterility ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว RPMI 1640  Well A2, 
B2……..H2) เปนการควบคมุการเจริญของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI 1640 ที่ไมมี fluconazole 
เพื่อใชเปนการเปรียบเทียบการเจริญของเชื้อในการอานคา MIC ในแถว 3 ถึง 12 ที่เปนเชื้อกลุม
ทดลอง โดยแถวที่ 3 ถึง 12 มีเชื้อในอาหาร RPMI 1640 มี fluconazole ที่มีความเขมขนตั้งแต 0.125   
0.25  0.5   1     2    4    8    16   32   และ 64  ไมโครกรัม / ไมโครลิตร ตามลําดับ     

4.   การเตรียม DNA ของเชื้อ  C. albicans    
 เล้ียงเชื้อที่ตองการทดสอบทั้งกลุมควบคุมและกลุมทดลองในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว SDB  
เขยาที่ 140 รอบ/นาที อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24 ช่ัวโมง หลังจากนัน้นํามาปนลาง
ดวยน้ํากลั่นจํานวน 2 คร้ัง ที่ 5,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมหิอง  จากนั้นสกัด DNA ดวยชุด WizardTM 
Genomic DNA Purification system (Bio-Rad, USA.) โดยดดัแปลงจากวิธีในคูมือของชุดสกัด ดังนี้ 
คือ ใส sterile glass beads ใน eppendorf ที่มีเชื้อที่ปนลางแลวในอัตราสวน 1:1 เติม lysis buffer 
ปริมาณ 300 ไมโครลิตร  เขยาดวย vortex นาน 10 นาทีสลับกับแชในน้ําแข็ง 5 นาที ประมาณ 3 
คร้ัง หลังจากนั้นนําไป spin ดูดของเหลวสวนบนใสในหลอดใหม เติม lysis buffer ปริมาณ 300 
ไมโครลิตร  ตั้งทิ้งไว 10 นาที แลวจึงนําไปปนดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  
เก็บสวนที่เปนตะกอนไว แลวเติม nuclei lysis buffer ปริมาณ 300 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ  เติม 
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protein precipitate buffer ปริมาณ 100 ไมโครลิตร  ตั้งทิ้งไว  1 นาที แลวจึงนําไปปนดวยความเร็ว 
13,000 รอบ/นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  เก็บสวนใสใสหลอดใหม เติม cold isopropanol ปริมาณเปน  
2.5 เทา เก็บที ่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยางนอยนาน 2 ชั่วโมง  นํามาปนดวยความเร็ว 13,000 
รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 25 นาที  และลางตะกอนขาวดวย cold 98% 
absolute ethanol, air dry  นํามาละลายดวย 1x TE buffer เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 

 
5. การเตรียม RNA ของเชื้อ C. albicans  

 เล้ียงเชื้อที่ไดหลังจากผานการกระตุนดวยยาแลวใน flask ที่มี SDB ปริมาตร 30  มิลลิลิตร  
เขยาที่ 100 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นนํามาปนเก็บ
เชื้อและลางดวยน้าํกลั่นปราศจากเชื้อ 2 คร้ัง ดวยความเร็ว 5,000 รอบ/นาที  ที่อุณหภูมิหอง  
ตกตะกอน RNA โดยการเติม sodium acetate buffer ปริมาณ 10 มิลลิลิตร, 10% SDS ปริมาณ 1 
มิลลิลิตร และ hot saturated phenol in sodiumacetate buffer ปริมาณ10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
แลวนําไปอุนใน waterbath ที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที สลับกับ vortex 30 วินาที ทําจนครบ 
5 นาที จึงแชใน Ethanol ice bath ทันที ปนดวยความเร็ว 5,000 รอบ/นาที  ที่ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที  ดูดเฉพาะของเหลวสวนลางทิ้งไปเทานัน้ ทําการตกตะกอนซ้ําอีก 1 คร้ัง แลวจึงดดู
ของเหลวใสสวนบนใสหลอดใหม  เติม chloropane ดวยอัตราสวน 1: 1 vortex อีก 2 นาที จึงนําไป
ปนดวยความเร็ว 5,000 รอบ/นาท ีที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี  ดูดสวนใสสวนบนใสหลอด
ใหมเติม chloroform : isoamyl (24:1) ลงไปอัตราสวน 1:1 ปนดวยความเร็ว 5,000 รอบ/นาที ที่ 4 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  นําสวนใสสวนบนใสหลอดใหม เติม 3M sodiumacetate ดวย
อัตราสวน 1/10 และ 2.5 เทาของ cold isopropanol เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมงถึง
ขามคืน นํามาปนดวยความเร็ว 5,000 รอบ/นาที  ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน  25 นาที จากนัน้ 
เทสวนของเหลวทิ้ง ใช pipette ดูดของเหลวใหหมด แลวจึงเติม 3 M sodium acetate และ cold 
isopropanol อีกครั้ง นําไปเกบ็ที่ -70 องศาเซลเซียสเปนเวลาขามคืน นํามาปนดวยความเร็ว 13,000 
รอบ/นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 25 นาที เทสวนของเหลวทิง้ไป ปนลางอีกครั้งดวยน้ํายา 
98% cold absolute ethanol ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 
นาที หลังจากนั้นเทสวนใสทิ้งใหหมด ละลายในน้ํากล่ันที่ปราศจากเชื้อ ที่ treated ดวย DEPC 
ปริมาณ 30 – 50 ไมโครลิตร  วัดความเขมขนและความบริสุทธิ์ของ RNA ดวย เครือ่ง 
spectrophotometer (SmartSpecTM3000 , Bio – Rad, USA) ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร เก็บ 
RNA ที่ไดไวที่ -70 องศาเซลเซียส 
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6.  การสังเคราะห cDNA และ ปฎิกิริยาลูกโซ  reverse – transcription PCR (RT – PCR)   
 นํา RNA ที่เตรียมไวขางตนมา treated ดวย DNase RQ1 (Promega, USA) เพื่อใหได RNA 
ที่ปราศจาก DNA (DNA–free RNA) ปริมาณ 2 ไมโครกรัม ตามวิธีดังตอไปนี ้ 
 

DNase RQ1 condition  
RNA in TE buffer     3   ไมโครกรัม 
RQ1 RNase – Free  DNase  10x reaction buffer  3 ไมโครลิตร 
RQ1 RNase-Free DNase      3 ไมโครลิตร 
Nuclease-free water to a final volume of                              10      ไมโครลิตร 
บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  เติมน้ํายา RQ1 DNase stop solution ปริมาณ  3 

ไมโครลิตร บมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  นํา DNA-free RNA ที่ไดมาทํา RT – PCR 
ดวย RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, USA) โดยการดดัแปลงจากคูมือ
ปฎิบัติการของชุด kit  ตามขั้นตอน ดังนี ้

 
RT – PCR conditon 
Total DNA – free RNA      2 ไมโครกรัม 
oligo(dT)18 primer (0.5 ug/ul)     1 ไมโครลิตร 
RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor (20U/μl)   1 ไมโครลิตร 
5x reaction buffer      4 ไมโครลิตร 
10 mM dNTP      2 ไมโครลิตร 
M – MuLV Reverse Transriptase (200 U/ul)  1 ไมโครลิตร 
เติม DEPC-treated water  ใหเปน               20               ไมโครลิตร   
ผสมใหเขากันและปนตก บมที่ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที  แลวตอดวย 70  องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  จะได PCR product 
  

 
7. การเพิ่มจํานวนยนี ERG11  CDR1  CDR2  MDR1  และ TAC1 ของเชื้อ C. albicans  
อาศัยวิธีการทาํปฏิกิริยาลูกโซ พีซีอาร (Polymerase chain reaction, PCR)  สําหรับ primer 

ที่ใชมีรายละเอียด ดังตาราง 4 
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ยีน ERG11 (ความยาว 1.6  กิโลเบส) 
      PCR reaction (ปริมาตรทั้งหมด 20 ไมโครลิตร) ประกอบดวย 

   DNA template   1 ไมโครลิตร 
   10x PCR buffer   5 ไมโครลิตร 
   10 mM dNTP   2 ไมโครลิตร 
   5 pmol of each primer  1 ไมโครลิตร  
   Taq polymerase   0.5 ไมโครลิตร  
   Distilled water   9.5 ไมโครลิตร 
 PCR condition 
  Stage 1   : 95 C      1   นาที  1 รอบ 
  Stage 2   : 95 C     1   นาที 
    : 65 C     1 นาที 
    : 72 C     2 นาที 
  Stage 3   : 72 C   10 นาที 
  
 ยีน MDR1, CDR1, CDR2 และTAC1 (ความยาว 2.4, 3.5, 3.6, และ1.8 กโิลเบส ตามลําดับ)  
  PCR reaction (ปริมาตรทั้งหมด 30 ไมโครลิตร) ประกอบดวย 
   DNA template   1.5 ไมโครลิตร 
   10x PCR buffer   3 ไมโครลิตร 
   25 mM dNTP   2.4 ไมโครลิตร 
   30 pmol of each primer  0.2 ไมโครลิตร  
   Taq polymerase   0.2 ไมโครลิตร  
   Distilled water              22.5 ไมโครลิตร 
  PCR condition 
  Stage 1 : 94 C      2   นาที  1 รอบ 
  Stage 2 : 94 C   40   วินาท ี
               : 55 C   30 วินาท ี
               : 72 C     3 นาที 
  Stage 3 : 72 C   10 นาที 

35 รอบ 

45 รอบ 
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ทําการตรวจสอบขนาด PCR products ที่ไดดวยการ run บน 1% agarose gel ยอมดวย ethidium 
bromide 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  และถายภาพภายใตแสงอุลตราไวโอเล็ตดวยเครือ่ง Gel doc 
รุน  2000  ( ฺBiorad, USA.) 
 
ตาราง 4  รายช่ือ primer  ที่ใชในการทํา PCR 
 

     Primers     Sequences 
ERG11 :   
CaERG2  Forward   
CaERG3  Reverse 
 

MDR1  :    
MDR1 Forward 
MDR1 Reverse 
 

TAC1    :    
TAC1  Forward 
TAC1 Reverse 
 

 
5’ –  TCATAACTCAATATGGCTATTGTTG – 3’ 
5’ – GAAAGTTGCCGTTTTATTAAAACATAC – 3’ 
 
  
5’ – ACCTAAGATTTTGCACTCGG – 3’   
5’ – GATGAAACCCAACACGGAACTACC – 3’ 
 
 
5’ – ATGGACGCTTCACTGTCACTGGGA – 3’ 
5’ – AGCACAGGTCGTTCACCAGCAAC – 3’ 
 

  
 8.  การหาลําดบัเบสยีน ERG11  

  Purify PCR product ของยีนที่เตรียมไวดวย QIAamp DNA purification kit (Qiagen, USA) 
ตามคําแนะนําในคูมือของชุดทดสอบ จากนั้นนาํไปหาลําดับเบสโดยใช ABI Prism BigDye 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit primer แสดงในตาราง 5 
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ตาราง 5   รายช่ือ primer ที่ใชในการทํา ERG11 Sequencing 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   Primers     Sequences 
CaERG11 - 01 
CaERG11 - 02 
CaERG11 - 03 
CaERG11 - 04 
CaERG11 - 05 
CaERG11 – 06 
CaERG11 - 07 
CaERG11 – 08 

5’ – TTAGGTCCAAAAGGTC – 3’ 
5’ – CATGACCTTTTGGACC – 3’ 
5’ – GACCGTTCATTTGCTC – 3’ 
5’ – GAGCAAATGAACGGTC – 3’ 
5’ – ATTCTTATGGGTGGTC – 3’ 
5’ – GCAGAAGTAGAAGCAC – 3’ 
5’ – TCTCCAGGTTATGCTC – 3’ 
5’ – CCCATCTAGTTGGATC – 3’ 
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ผลการวิจัย (Result) 
  

การคัดเลือกและการเตรียมเชื้อ C. albicans 
 เชื้อ C. albicans ที่แยกไดจากรอยโรคในชองปากผูปวยตดิเชื้อไวรัส HIV ที่มีอาการ OPC 
รวมดวย มจีํานวน 6 สายพันธุ เมื่อนํามาทดสอบความไวรับตอยา fluconazole ดวยวิธี  Etest  ไดผล 
ดังแสดงในตาราง 6  พบวา เชื้อมีความไวรับ (Susceptible strain) จาํนวน 1 สายพันธุ  เชื้อที่มี
แนวโนมที่จะดื้อตอยา (Susceptible – dose dependent strain) จํานวน 1 สายพันธุ และเชื้อที่ดื้อตอ 
(Resistance strain) จํานวน 4 สายพันธุ  ในการศึกษานี้เลือกสายพันธุ K44.1 เปนเชือ้ที่มีความไวรบั
ตอยา fluconazole และ K39.1 เปนเชื้อดื้อตอยา (Resistance control)  

เนื่องจากในการทดลองนี้ ทางคณะผูวจิัยไดทําการหาคา MIC ดวยวิธี Microdilution test  
พบวาคา MIC ของ K44.1 มีคาเทากับ 2 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร และ K39.1 มีคาเทากับ >256 
ไมโครกรัม/ไมโครลิตร  

 
การกระตุน C. albicans ดวยยา fluconazole 
     จากการกระตุน single cell ของสายพันธุ K44.1  และเชื้อจํานวน 25 สายพันธุ  (No. 1-25, 
ตาราง 7) พบวา คา MIC มีการเปลี่ยนแปลงจาก 2 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร เปน 32 ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร คิดเปน 16 เทาจากคาเริ่มตนในทุกกลุมทดลอง หลังจากการกระตุนดวยยา fluconazole 
ที่ความเขมขนตาง ๆ เปนเวลานาน 15 วนั   การเปลี่ยนแปลงของคา MIC มีคาคงที่จนถึงวันที ่ 60 
ของการทดลอง  ยกเวนในกลุมที่ 5 ที่กระตุนเชื้อดวยยาความเขมขน 64 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร 
พบวา คา MIC สูงขึ้นเปน 2 เทาจาก 
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ตาราง 6 คา MIC ของ C. albicans  ที่แยกไดจากชองปากผูปวยติดเชื้อ HIV  เมื่อศึกษาดวยวิธี Etest 
 

Strains of   C. albicans 
คา MIC 

(ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) 
   การแปลคา MIC  

K39.1 
K44.1 
K49.1 
K51.1 
K54.1 
K78.1 

>256 
8 

48 
96 

>256 
>256 

Resistance 
Susceptible 

S-DD* 
Resistance 
Resistance 
Resistance 

     
 *Suseptible – Dose Dependent (มีแนวโนมที่จะดื้อยาที่ใชทดสอบ) 
 
 

คา MIC ที่เพิ่มขึ้น คือ จาก 32 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร เปน 64 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร (2 ใน 5 
single cells, รอยละ40) หลังจากการกระตุนนาน 50 วัน  สําหรับกลุมที่ 3 ที่กระตุนเชื้อดวยยาที่
ความเขมขน 16  ไมโครกรัม/ไมโครลิตร พบวา มี 1 ตัวอยาง ที่คา MIC สูงขึ้นเปน 64 ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร ตั้งแตวนัที่ 30 ของการกระตุน (1/5 single cell, 20%) แตในวนัที่ 50 ของการกระตุน
พบวาคา MIC ลดลงเปน 32 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร เชนเดยีวกับที่พบในกลุมทดลองที่ 4 (1/5 
single cell, 20%)   
 เชื้อที่ถูกกระตุนหลัง 60 วัน ดังตาราง 7 ถูกนํามาทดสอบความเสถียร (Stability) ของการ
ดื้อยา พบวาเชือ้ทุกกลุมมีความเสถียร คือไมมีการเปลี่ยนแปลงกลับไปที่คา MIC กอนการกระตุน 

 
การวิเคราะหลําดับเบส ERG11  

 การศึกษาลําดบัเบสของยีน ERG11 จาก DNA และ cDNA ของเชื้อเดียวกัน จาก
เชื้อ wild type ที่เปนสายพันธุดื้อยา (resistance wyildtype strain)  K39.1   และสายพนัธุที่มีความไว
รับตอยา (susceptible wildtype strain) K44.1 และสายพนัธุที่มีการเปลี่ยนแปลงคา MIC หลังจากถูก
กระตุนดวยยา ไดแก   11D30 (single cell no. 11 จากกลุมที่ 3 ที่กระตุนแลว 30 วัน)  11D50  (single 
cell no. 11 จากกลุมที่ 3 ที่กระตุนแลว 50 วัน)  23D30 (single cell no. 23 จากกลุมที่ 5 ที่กระตุนแลว 
30 วัน) และ 23D50 (single cell no. 23 จากกลุมที่ 5 ที่กระตุนแลว 50 วัน) ทั้งหมดจํานวน 6 สาย
พันธุ  เร่ิมดวยการทํา PCR ปรากฎวา PCR product ที่ไดมีขนาดประมาณ  1.6 กิโลเบส   (รูปที่ 8) ทํา
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การ sequence PCR product ที่ไดดวย primers ที่กลาวมาแลวในตาราง 5  ผลของลําดับเบสของเชื้อ
แตละตวัแสดงอยูใน Appendix; complete sequence    เมื่อนําผลที่ไดมาเปรียบเทยีบพบวา มีการ
เปล่ียนลําดับเบส Thymine  (T) เปน Cytosine (C)(ตาราง 8)    
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ตาราง 7 แสดงคา MIC ของเชื้อในกลุมควบคุม (กลุมที่ 1) และกลุมทดลอง (กลุมที่ 2 – 5 ) ที่กระตุนดวยยา 
fluconazole ที่มีความเขมขนสุดทายเปน 8  16  32  และ 64  ไมโครกรัม/ไมโครลิตร (มก./มล.)  เปนเวลานาน 60 
วัน โดยตัวอยางที่ใชเปนเชื้อที่เจริญจาก เซลลเดี่ยวของสายพันธุ K 44.1 
 

คา MIC ท่ีวัดไดในแตละ2ชวงเวลาที่ทําการเลี้ยง (มก./มล.)        กลุมทดลองที่ 

0 15 30 50 60 
     

2 
2 

2 
2 

2 
2 

2 
2 

2 
2 

2 2 2 2 2 

 กลุมท่ี 1 : ความเขนขนสุดทาย =  0  มก./มล.  
                    No. 1 
                    No. 2 
                    No. 3 
                    No. 4 
                    No. 5 

2 
2 

2 
2 

2 
2 

2 
2 

2 
2 

 
2 
2 

 
32 
32 

 
32 
32 

 
32 
32 

 
32 
32 

2 32 32 32 32 
2 32 32 32 32 

   กลุมท่ี 2 : ความเขนขนสุดทาย =  8 มก./มล.  
                    No. 6 
                    No. 7 
                    No. 8 
                    No. 9 
                    No. 10 2 32 32 32 32 

 
2 
2 
2 

 
32 
32 
32 

 
64 
32 
32 

 
 32 
 32 
 32 

 
32 
32 
32 

2 32  32  32 32 

  กลุมท่ี 3 : ความเขนขนสุดทาย = 16 มก./มล.  
                    No. 11 
                    No. 12 
                    No. 13 
                    No. 14 
                    No. 15 2 32 32 32 32 

 
2 

 
32 

 
32 

 
32 

 
32 

2 32 32 32 32 
2 32 64 32 32 
2 32 32 32 32 

  กลุมท่ี 4 : ความเขนขนสุดทาย = 32 มก./มล. 
                    No. 16 
                    No. 17 
                    No. 18 
                    No. 19 
                    No. 20 2 32 32 32 32 

 
2 

 
32 

 
32 

 
32 

 
32 

2 32 32 64 64 
2 32 32 64 64 
2 32 32 32 32 

กลุมท่ี 5 : ความเขนขนสุดทาย =  64 มก./มล. 
                    No. 21 
                    No. 22 
                    No. 23 
                    No. 24 
                    No. 25 2 32 32 32 32 

วัน*
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 รูปท่ี 9 แสดงขนาด PCR product ของยีน ERG11จาก template cDNA; lane M = marker 

(λHindIII)  lane 1 – 6 = PCR product ของ 11D30  11D50  23D30  23D50  K44.1 และ K39.1 
ตามลําดับ (kb = กิโลเบส) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

kb M   1    2    3    4    5    6 

1.6 kb 

9.4 
4.3 
2.3 
2.0 
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ตาราง 8 แสดง point mutation ของยีน ERG11 ในเชื้อแตละตัว  
 
      เชื้อ      Sequence 
 

K39.1  ATG    AAG    ATT     TAC    AAA    AAT    TAC    CAT    CAG    TCA    ATA    ACA    
CTA     TTA    AGG   AAA     CTC   TTA    GAA   TGC     ATA    TGC    CAT    TAC      
ATT    CTA    TTT     TTA    GAA    AAG   TTA   CTA    ACC     CAT    TAA 
     

K44.1  ATG    AAG    ATT    TAC    AAA    AAT     TAC    CAT    CAG   TCA    ATA    ACA    
CTA      TTA    AGG   AAA   CTC    TCA    GAA      TGC    ATA    TGC  CAT    TAC    
ATT    CTA      TTT    TTA    GAA    AAG    TTA    CTA      ACC   CAT    TAA 
     

 11 D30  ATG    AAG    ATT    TAC    AAA    AAT    TAC    CAT    CAG    TCA    ATA    ACA    
CTA     TTA    AGG   AAA    CTC    TCA    GAA    TGC    ATA    TGC     CAT    TAC    
ATT    CTA     TTT     TTA    GAA    AAG   TTA    CTA    ACC    CAT    TAA 
     

11 D50    ATG    AAG    ATT    TAC    AAA    AAT    TAC    CAT    CAG    TCA    ATA    ACA     
CTA     TTA    AGG   AAA   CTC    TCA    GAA    TGC    ATA     TGC   CAT    TAC     
ATT     CTA   TTT    TTA    GAA    AAG    TTA    CTA    ACC     CAT    TAA 
    

23D30     ATG    AAG    ATT    TAC    AAA    AAT    TAC    CAT    CAG    TCA    ATA    ACA     
CTA     TTA    AGG    AAA    CTC    TCA    GAA    TGC    ATA    TGC    CAT    TAC     
ATT     CTA     TTT    TTA     GAA     AAG   TTA    CTA    ACC    CAT    TAA 
 

23D50   ATG    AAG    ATT     TAC    AAA    AAT    TAC    CAT    CAG    TCA   ATA    ACA     
CTA    TTA    AGG    AAA    CTC    TCA    GAA    TGC    ATA    TGC    CAT    TAC     
ATT    CTA    TTT    TTA    GAA      AAG    TTA    CTA    ACC    CAT    TAA 

 
 
 
จากการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสดังกลาวนั้นเมื่อนําไป translate เปน amino acid ของยีน 

ERG 11 ดวยโปรแกรม Expasy translate tool (44) พบวามีการเปลี่ยนแปลง amino acid บนยีนนัน้  
คือการเปลี่ยนจาก T ไปเปน C ทําใหเปล่ียน amino acid จาก  Leucine (L) ไปเปน  Serine (S)  ดงั
แสดงในตาราง 9 (Appendix; complete amino acid sequence) 
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ตาราง 9 แสดงการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่เกิดจาก point mutation ของยีน ERG 11  
 
Strains       Amino acid  Sequence 
 

       K39.1 Met K I Y K N Y H Q S I T L L R K L L E C I C H Y I L F L E K L L T H Stop  

     K44.1 Met K I Y K N Y H Q S I T L L R K L S E C I C H Y I L F L E K L L T H Stop 

    11 D30  Met K I Y K N Y H Q S I T L L R K L S E C I C H Y I L F L E K L L T H Stop 

    11 D50  Met K I Y K N Y H Q S I T L L R K L S E C I C H Y I L F L E K L L T H Stop 

    23 D30  Met K I Y K N Y H Q S I T L L R K L S E C I C H Y I L F L E K L L T H Stop 

    23 D50  Met K I Y K N Y H Q S I T L L R K L S E C I C H Y I L F L E K L L T H Stop 

 
 
การศึกษาการแสดงออกของยีน  MDR1 CDR1  CDR2  และ TAC1   

 การศึกษาการแสดงออกของยีน ศกึษาทั้งในเชิงคุณภาพ (qualitative)  และ เชิงกึ่งปรมิาณ 
(semi – quantitative)  ในเชงิคุณภาพ เปนการศึกษาวา ยนี MDR1 TAC1 CDR1 และ CDR2 มีการ
แสดงออกของหนาที่หรือไม โดยใชปฏิกริยา RT-PCR และในปฎกิิริยาดงักลาวมี template cDNA ที่
มีความเขมขนเทากัน ซ่ึงไดจากการทดสอบความไวดวยการตรวจสอบความเขมของ band cDNA 
หลังจาก run electrophoresis ปรากฏวา ความเขมขนของ cDNA ของยีน MDR1 CDR1และ CDR2 มี
คาประมาณ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (0.2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตอ PCR reaction)  ในขณะที่
ความเขม cDNA ของยีน TAC1 มีคาประมาณ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (0.02 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ตอ PCR reaction)  (รูป 9) ในกึ่งคุณภาพ เปนการสังเกต density ของ PCR product  band ดวยการ
ใช Quality One Program (Bio – Rad) เปรียบเทียบระหวางยีนเดียวกันในสายพันธุตางกัน  ผลการ
ทดลองพบวา ยีน MDR1 มีการแสดงออกในสายพนัธุที่มีคา MIC สูงขึ้นหลังจากการกระตุนดวยยา
ที่ความเขมขนเทากับ 16 และ 64 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร ดวยเวลาที่ตางกัน คือ สายพันธุ 11 D30 
11 D50; 23 D30  23 D50  (ตาราง 7) มี density ระหวาง 148.06 – 180.34  (ตาราง 10) และมีความ
ยาว 2.4 kb (รูป 10)  สําหรับยีน TAC1 ซ่ึงทําหนาที่เปน transcriptional factor ของยีน CDR1 และ 
CDR2 นั้น มีความยาว 1.8 กโิลเบส (รูป 11) และมีการแสดงออกในทกุสายพันธุ ยกเวนสายพันธุ 11 
D50 โดย density  มีคาอยูระหวาง 105.3 – 184.12 (ตาราง 10) การแสดงออกของยนีนี้ในสายพันธุ
เดียวกันไมไดขึ้นกับระยะเวลาที่เชื้อถูกกระตุนดวยยา ดงัผลของ 11 D30 และ 11 D50  สวนผลของ
ยีน 2 ยีนที่ TAC1 ควบคุม คอื ยีน CDR1 และ CDR2 นั้น พบวา CDR1มี ความยาว 3.4 กิโลเบส (รูป 
12)  และมีการแสดงออกในสายพันธุ 11D50 23D50 และ susceptible wildtype เทานั้น ดวย density 
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ที่มีคาอยูระหวาง 84.09 – 107.38  (ตาราง 10)  อีกยีนหนึ่ง คือ ยีน CDR2 มีความยาว 3.5 กิโลเบส 
(รูป 13) และมีการแสดงออกในทกุสายพนัธุ ยกเวนสายพันธุ 11D30 และ resistance wildtype โดย 
density  มีคาอยูระหวาง 96.9 – 114.77  (ตาราง 10)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 10 แสดงการทดสอบความไวของ template cDNA ในปฏิกิริยา PCR สําหรับยีน TAC1 และ

ขนาดของ PCR product : M  = λHindIII marker , lane 1– 6 เปนความเขมขนของ cDNA ที่ 1,000, 

100, 10, 1  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, 100, 10, และ 1  นาโนกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ  
 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3 

4.3 

2.3 
2.0 

kb M    1    2     3   4     5    6 

1.8 kb 
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รูป 11 แสดงขนาดของ PCR product ของยีน MDR1จาก template cDNA;  lane M = marker 

λHindIII ในขณะที่ lane 1 และ 2 แสดงผลการทํา PCR จาก cDNA ของเชื้อ K39.1 และ K44.1 ที่
ความเขมขนของ cDNA =   0.02 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  สําหรับ lane 3 = negative control 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูป 12  แสดงขนาด PCR product  ของยีน TAC1จาก template cDNA; lane 1 = marker λHindIII 
ในขณะที่ lane 2 – 6 แสดงผลการทํา PCR จาก cDNA ของเชื้อ K39.1  23D30  11D30  11D50  
23D50  และ K44.1 ที่ความเขมขนของ cDNA =   0.02 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 13  แสดงขนาด PCR product ของยีน CDR1 จาก template cDNA; lane M = marker λHindIII 
ในขณะที่ lane 1 – 4แสดงผลการทํา PCR จาก cDNA ของเชื้อ K39.1 K44.1 11D30 และ 23D30 ที่
ความเขมขนของ cDNA =   0.02 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูป 14 แสดงขนาด PCR product ของยีน CDR2 จาก template cDNA; lane M = marker λHindIII 
ในขณะที่ lane 1 – 5 แสดงผลการทํา PCR จาก cDNA ของเชื้อ K44.1  K39.1  11D30  11D50   และ  
23D50  ที่ความเขมขนของ cDNA =   0.2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
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ตาราง 10  แสดงคาความเขมของ band (PCR product)  ของยีน MDR1  TAC1 CDR1 และ CDR2 
จากการใช  template cDNA ที่มีความเขมขนเทากันในการทําปฎิกิริยา PCR  
 

Strain/isolates MIC  (มก./มล.) MDR1 TAC1 CDR1 CDR2 
K39.1 ํ 

K44.1 ํ  ํ  

11 D30* 

23 D30**   

11 D50***  

23 D50****   

 >256 

8 

64 

32 

32 

64 

148.79 

172.46 

148.06 

180.34 

179.97 

163.35 

105.3 

106.92 

105.3 

159.54  

X 

184.12 

X 

88.21 

X 

X 

84.09 

107.38 

X 

107.14 

X 

96.9 

114.77 

105.27 

   ํ K39.1 :  wild type resistance strain 
   ํ  ํ K44.1 :  wild type susceptible strain  
*11 D30 :  สายพันธุที่ไดจาก single cell no. 11 และกระตุนดวยยาที่ความเขมขน 16 มก./มล. นาน 30 วัน 
**11 D50 :  สายพนัธุที่ไดจาก single cell no. 11 และกระตุนดวยยาทีค่วามเขมขน 16 มก./มล. นาน 50 วัน 
 ***23 D30 :  สายพันธุที่ไดจาก single cell no. 23 และกระตุนดวยยาที่ความเขมขน 64 มก./มล. นาน 30 วัน 
****23 D50 :  สายพันธุที่ไดจาก single cell no. 23 และกระตุนดวยยาที่ความเขมขน 64 มก./มล. นาน 50 วัน 
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อภิปรายผลและขอสรุป (Discussion and Conclusion) 
  

ในปจจุบนัมีรายงานการพบเชื้อที่เปน azole – resistant strain เพิ่มสูงขึ้น โดยเฉพาะใน
ผูปวยติดเชื้อไวรัส HIV และไดรับการรักษาดวยยากลุม azole เปนระยะเวลานาน (45, 46) เทาที่มี
รายงานการศกึษา พบวา สาเหตุของการดื้อยาเกดิเนื่องจากการทํางานรวมกนัของหลายกลไก (37, 
40) เชน overexpression หรือ mutation ของยีน ERG11 CDR1 CDR2 และMDR1 ในการศึกษานี้ได
เลือกเชื้อจากผูปวยตดิเชื้อ HIV ที่มีอาการของ OPC และมีประวัตกิารรักษาดวยยาตานเชื้อรากลุม 
azole จํานวน 2 สายพันธุ คือ K39.1 เปน resistance wildtype และ K44.1 เปน susceptible wildtype  
นอกจากนี้คา MIC ที่เปล่ียนแปลงไปขึน้อยูกับสภาวะสิ่งแวดลอม ซ่ึงในการทดลองนี้ คือ ความ
เขมขนของยาและระยะเวลาในการกระตุนเชื้อ ซ่ึงเปรียบไดกับสภาวะที่อาจเกดิขึ้นในการรักษาใน
คนไข  การศกึษานี้ไดกระตุนเชื้อ susceptible wildtype strain ใหกลายเปน resistance strain โดย
แสดงเปนคา MIC ที่เปล่ียนแปลงไป ดังแสดงในตาราง 7 โดยอางอิงเกณฑ NCCLS วาคา MIC < 8 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปน  susceptible strain   คา MIC = 16 – 32 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปน 
susceptible – dose dependent strain และ คา MIC > 64 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปน resistant strain 
(47) การทดลองหาคา MIC ในที่นี้ มีสองวธีิและเปนวิธีที่เปนมาตรฐาน คือ  Etest กับ Microdiltuion 
test พบวาคา MIC ที่ไดจากวิธี Etest มีคามากเปน 3 เทาของคา MIC ที่ไดจากวิธี Microdilution test  
ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Matar และคณะในป 2003 (48)  นอกจากนี้ เชื้อที่ใชในการศึกษานี้
แตกตางจากการศึกษาอื่น ๆ คือ ใช single cell ที่มาจากสายพันธุเดยีวกันเพื่อไมใหมีการแปรปรวน
ของประชากรเชื้อในแตละการทดลอง  และจากผลการทดลองมีการแสดงใหเห็นวา single cell ที่
นํามาทดลองในยาที่มีความเขมขนเดียวกนั ก็ใหผลที่แตกตางกัน แสดงดวยคา MIC ในตาราง 7    
 ดังที่ทราบกลไกการดื้อยาเปนผลสืบเนื่องจากการทํางานรวมกันของยนีหลายตวั(16) ยีนที่
ใชในการศึกษา ไดแก ยนี ERG11  MDR1  CDR1  CDR2   และ TAC1 สําหรับยีน ERG11 มีหนาที่
ควบคุมการสรางเอนไซม lanosterol 14α – demethylase ใน ergosterol biosynthetic pathway มี
รายงานการพบ point mutation หรือ hot spot หลายตําแหนงของยีนสงผลใหเกดิการเปลี่ยนของ 
amino acid  เชน ตําแหนง R476K (21)  ตําแหนง G129A  ตําแหนง Y132H  ตําแหนง S405F  
ตําแหนง G464S(49)  ทําใหโครงสรางเอนไซมบริเวณทีจ่ับกับยามกีารเปลี่ยนแปลงมผีลทําใหยาไม
สามารถออกฤทธิ์ในการรักษาโรคได แตในการศึกษานี้ ลําดับเบสทั้งใน DNA และ cDNA ไมมี
ความแตกตางกันเปนการยืนยันลําดับเบสเมื่อพิจารณา point mutation ไมพบการเปลี่ยนแปลงของ
ยีนและ amino acid ในยนี ERG11 เมื่อเปรียบเทียบสายพันธุ K44.1 wild type susceptible strain 
และ inducing strain กับ K39.1 wild type resistant strain  พบวา amino acid ที่ตาํแหนง 421 คือ 
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Leucine (L) ซ่ึงเปน amino acid ชนิดเดียวกันกับใน susceptible C. albicans strain 6408/8(50)  แต
ใน amino acid ของ K44.1 และกลุมที่ถูกกระตุน เปน Serine (S)  จะสังเกตไดวา การเปลี่ยนแปลง
ของamino acid L421S นาจะมีผลเกี่ยวกบักลไกการดื้อยานอยมาก  และยังไมมีผูรายงายการเกดิ 
point mutation ในตําแหนงนี้  นอกจากนีย้ังพบวา ทีต่ําแหนง 412 ในเชื้อจากการศึกษานี้ทั้งหมด
เปน Glutamine (Q) ขณะที่ C. albicans strain 6408/8 เปน Arginine (R)  ฉะนั้นบรเิวณตําแหนงนี้ 
ไมพบรูปแบบที่แนนอนของ amino acid ทั้งใน susceptible และ resistance strain จึงอาจไมใช
ตําแหนงสําคญัที่เกี่ยวของกบักลไกการดื้อยาโดยตรง 

สําหรับผลการศึกษาในยนี MDR1 ในงานวิจยัคร้ังนี้ สามารถตรวจพบ mRNA ของยีน 
MDR1 ทั้งที่เปน wild type และ inducing strain   ดังแสดงในตาราง 11  และยังตรวจพบ mRNA  
ของยีน CDR1  และ CDR2 ในเชื้อบางสายพันธุ  เชน susceptible wild type strain: K44.1  และสาย
พันธุที่กระตุนดวยยาเปนเวลานาน 50 วัน  แตไมพบ mRNA ของยีนทั้งสองใน  resistance wild type 
strain : K39.1  ความไมสัมพันธกันระหวางการ express ของยีนกับการดื้อยาในการศึกษานี้เปนใน
ทํานองเดียวกบัผลการศึกษาที่เคยมีรายงานมากอนนีแ้ลว (17) 

ป ค.ศ. 2004 มีรายงานการพบ transcriptional factor ที่จําเปนในการ express ของยีน CDR1  
และ CDR2 คือ ยีน TAC1(51)  จึงเปนยนีสําคัญที่ควรนํามาศึกษารวมกับยีน CDR1  และ CDR2   ใน
การศึกษานี้สามารถตรวจพบ mRNA ของยีนTAC1 ในชวงระยะเวลา 30 วัน และ 50 วนั   ในเชื้อทุก
สายพันธุ  แสดงวา ณ ชวงเวลานั้นยีน TAC1 ถูกกระตุนใหมีการ express ของยีนมากขึ้น  ยกเวนใน
สายพันธุที่ถูกกระตุนเปนเวลานาน 50 วนั 1 สายพันธุ  คือ 11D50     อยางไรกต็ามปริมาณการ 
express ของทั้ง resistance wild type และ susceptible wild type  ไมพบความแตกตาง   แตส่ิงที่
นาสนใจ คือ ใน inducing strain สายพันธุ 23 มี expression ของยีน TAC1 มากกวาสายพันธุอ่ืน และ
มี expression เพิ่มขึ้นเปนลําดับ ตามระยะเวลานานของการถูกกระตุนดวยยา (ตาราง 11)  ซ่ึง
สอดคลองกับคา MIC ที่เพิ่มขึ้นจาก 32 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปน 64 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

โดยสรุปเราสามารถจําลองการดื้อยาของเชือ้ โดยการกระตุนใหเชื้อดื้อยาทาง in vitroได 
และคา MIC ที่สูงขึ้นมีความเสถียรไมนอยกวา 30 วันหลังการกระตุนดวยยา ผล expression ของยีน  
MDR1  และTAC1 (ควบคุมการทํางานของยีน  CDR1 และ  CDR2 ) ไมพบความสอดคลองกันกบั
การดื้อยา  นอกจากนี้พบความหลากหลายของลําดับเบส (polymorphism) ในยีน ERG11 ที่ไมมีการ
รายงานมากอน ซ่ึงตองทําการทดลองเพื่อศึกษากลไกตอไป  
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ขอเสนอแนะ (Suggestion for Further Work) 
1. ควรทําการพิสูจนตอไปวา inducible single cell ที่มีคา MIC ตางกันและคงที่นั้น มีผล

สืบเนื่องจากลาํดับเบสและการแสดงออกของยีนอยางไร โดยทําการศกึษาดวยการเพิ่ม
จํานวนเชื้อที่เปน single cell ที่มีคา MIC ตางกันในแตละชวง และนําไปศึกษาทั้งลําดบั
เบสและการแสดงออกของ putative gene : ERG3, ERG11, MDR1, CDR1, CDR2 และ 
TAC1 

2. ศึกษา function ของแตละยนี เชน อาศัยหลักการ RNAi เปนตน 
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สวนผนวก (Appendix) 
 

Amino acid Sequence of  ERG11 gene 
 

1. K39.1 (Resistance strain) 
X N D Y R H L I L V A Stop C S Q Q I S I L L G V P F V Y T Stop Y G N I Y I H I R K D R A 
P L V F Y W I P W F G S A A S Y G Q Q P Y E F F E S C R Q K Y G D V F S F Met L L G K I 
Met T V Y L G P K G H E F V F N A K L L Met F L L K Met L I S I Stop L L Q F S V K G L F 
Met I V Q I L D Stop W N K K N L L N L L Stop L L I H L K D Met F L R L E K K F Stop I I 
L L L Met K V S N Stop K K K L Met G L P Met L Stop K L N Q K L L F S L L Q D L Y L V 
Met K Stop E E F L T V H L L N Y I L I Stop I K V L P L L I L F S L I Y L L E T Stop C C S K 
E N L C Y L Y Y L I R K K L N Stop E E N V V I L I Q I V I Stop L I P Y Stop F I Q L I K Met 
V Stop K Stop L I K K L L I F Stop L V F L W V V N I L L L L L L L G S C Y I Stop V K N L 
I Y K Met L F I K K L L N C Stop K K K V V I Stop Met I Stop L Met K I Y K N Y H Q S I T L 
L R K L L E C I C H Y I L F L E K L L T H Stop E S L K P I I L F Q K V I Met F Stop F L Q V 
Met L I L V K D I L I T L K I L I Q L D G I L L L P K L I L F H L T L L Met K L I Met G L G 
K F L K G F L H L I Y H L V V V D I D V L X N N L L Met F N W E P F Stop L L L F I T 
Stop D G L L Met V I K C L T L I I V Q W W F Y L L N Q Q K S F G K K E K L V C F N K R 
P T F K 
 

2. K44.1 (Susceptible strain) 
X Q Y E D Y Y F L S L S V T Q Q I S I L L G V P F V Y N L V W Q Y L Y S L R K D R A P 
L V F Y W I P W F G S A A S Y G Q Q P Y E F F E S C R Q K Y G D V F S F Met L L G K I 
Met T V Y L G P K G H E F V F N A K L S D V S A E D A Y K H L T T P V F G K G V I Y D 
C P N S R L Met E Q K K F A K F A L T T D S F K R Y V P K I R E E I L N Y F V T D E S F 
K L K E K T H G V A N V Met K T Q P E I T I F T A S R S L F G D E Met R R I F D R S F A 
Q L Y S D L D K G F T P I N F V F P N L P L P H Y W R R D A A Q K K I S A T Y Met K E I 
K L R R E R G D I D P N R D L I D S L L I H S T Y K D G V K Stop L I K K L L I F Stop L V 
F L W V V N I L L L L L L L G S C Y I Stop V K N L I Y K Met L F I K K L L N Y Stop K K 
K V V I Stop Met I Stop L Met K I Y K N Y H Q S I T L L R K L S E C I C H Y I L F L E K L 



 49

L T H Stop E S L K P I I L F Q K V I Met F Stop F L Q V Met L I L V K D I L I T L K I L I Q L 
D G I L L L P K L I L F H L T L L Met K L I Met G L G K F L K G F L H L I Y H L V V V D I 
D V L X N N L L Met F N W E P F Stop L L L F I T Stop D G L L Met V I K C L T L I I V Q 
W W F Y L L N Q Q K S F G K K E K L V C F N N G X N F Q 
 

3. 11 D30 
G A W P X I I V X C V G L L P H X N Q A V X H L G Stop X S R N S X C F X Q N G N F Q 
R K D R A P L V F Y W I P W F G S A A S Y G Q Q P Y E F F E S C R Q K Y G D V F S F 
Met L L G K I Met T V Y L G P K G H E F V F N A K L S D V S A E X A Y X H L T T P V F 
G K G V I Y D C P N S R L Met E Q K K F A K F A L T T D S F K R Y V P K I R E E I L N Y 
F V T D E S F K L K E K T H G V A N V Met K T Q P E I T I F T A S R S L F G D E Met R R 
I F D R S F A Q L Y S D L D K G F T P I N F V F P N L P L P H Y W R R D A A Q R K X L L 
L I Stop K K L N Stop E E N V V I L I Q I V I Stop L I P Y Stop F I Q L I K Met V Stop K Stop 
L I K K L L I F Stop L V F L W V V N I L L L L L L L G S C Y I Stop V K N L I Y K Met L F I 
K K L L N C Stop K K K V V I Stop Met I Stop L Met K I Y K N Y H Q S I T L L R K L S E C 
I C H Y I L F L E K L L T H Stop E S L K P I I L F Q K V I Met F Stop F L Q V Met L I L V K 
D I L I T L K I L I Q L D G I L L L P K L I L F H L T L L Met K L I Met G L G K F L K G F L 
H L I Y H L V V V D I D V L G N N L L Met F N W E P F Stop L L L F I T Stop D G L L Met 
V I K C L T L I I V Q W W F Y L L N Q Q K S F G K K E K L V C F N N R A T F 

 
4. 11 D50 

S L Met A L I I F C P L V L H N R S A I L L G V P F V Y N L V W Q Y L Y S L R K D R A P 
L V F Y W I P W F G S A A S Y G Q Q P Y E F F E S C R Q K Y G D V F S F Met L L G K I 
Met T V Y L G P K G H E F V F N A K L S D V S A E X A Y X H L T T P V F G K G V I Y D 
C P N S R L Met E Q K K F A K F A L T T D S F K R Y V P K I R E E I L N Y F V T D E S F 
K L K E K T H G V A N V Met K T Q P E I T I F T A S R S L F G D E Met R R I F D R S F A 
Q L Y S D L D K G F T P I N F V F P N L P L P H Y W X T X Met L L K R K S L L L I Stop K 
K L N Stop E E N V V I L I Q I V I Stop L I P Y Stop F I Q L I K Met V Stop K Stop L I K K L 
L I F Stop L V F L W V V N I L L L L L L L G S C Y I Stop V K N L I Y K Met L F I K K L L 
N C Stop K K K V V I Stop Met I Stop L Met K I Y K N Y H Q S I T L L R K L S E C I C H Y I 
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L F L E K L L T H Stop E S L K P I I L F Q K V I Met F Stop F L Q V Met L I L V K D I L I T 
L K I L I Q L D G I L L L P K L I L F H L T L L Met K L I Met G L G K F L K G F L H L I Y 
H L V V V D I D V L G N N L L Met F N W E P F Stop L L L F I T Stop D G L L Met V I K C 
L T L I I V Q W W F Y L L N Q Q K S F G K K E K L V C F I T R P P S 

 
5. 23 D30 

X S A W P Stop I I V X C V G C Y L X G T S Q Stop I I W V X K R N S A C F X Q N G N F Q 
R K D R A P L V F Y W I P W F G S A A S Y G Q Q P Y E F F E S C R Q K Y G D V F S F 
Met L L G K I Met T V Y L G P K G H E F V F N A K L S D V S A E X A Y X H L T T P V F 
G K G V I Y D C P N S R L Met E Q K K F A K F A L T T D S F K R Y V P K I R E E I L N Y 
F V T D E S F K L K E K T H G V A N V Met K T Q P E I T I F T A S R S L F G D E Met R R 
I F D R S F A Q L Y S D L D K G F T P I N F V F P N L P L P H Y W R R D A A Q K K I S A 
T Y Met K E I K L R R E L V I L I Q I V I Stop L I P Y Stop F I Q L I K Met V Stop K Stop L I 
K K L L I F Stop L V F L W V V N I L L L L L L L G S C Y I Stop V K N L I Y K Met L F I K 
K L L N C Stop K K K V V I Stop Met I Stop L Met K I Y K N Y H Q S I T L L R K L S E C I 
C H Y I L F L E K L L T H Stop E S L K P I I L F Q K V I Met F Stop F L Q V Met L I L V K D 
I L I T L K I L I Q L D G Y C C C Q S Stop F C F I Stop L F Stop Stop S Stop L W V W E S F 
Stop R G F F T L F T I W W W Stop T Stop Met Y W G T I C L C S I X N H F N Y F C L Stop 
L K Met D Y Stop W L Stop S A Stop P Stop L Stop F N G G F T Y Stop T S R N H L G K K R 
N L Y V L I P X P X F 

 
6. 23 D50 

X N I Stop G L L F F V L S V T N R S V Y Y Stop G F H L F T T Stop Y G N I Y I H Stop E K 
I E L H Stop C F I G F L G L V L Q L H Met V N N L Met N F S N H V V K S Met V Met Y F 
H L C Y Stop G K L Stop R F I Stop V Q K V Met N L F S Met L N Y L Met F L L K Met L I N 
I Stop L L Q F S V K G L F Met I V Q I P D Stop W N K K N L L N L L Stop L L I H L K D 
Met F L R L E K K F Stop I I L L L Met K V S N Stop K K K L Met G L P Met L Stop K L N Q 
K L L F S L L Q D L Y L V Met K Stop E E F L T V H L L N Y I L I Stop I K V L P L L I L F S 
L I Y L Y L I I G D V Met L L K R K S L L L I Stop K K L N Stop E E N V V I L I Q I V I Stop 
L I P Y Stop F I Q L I K Met V Stop K Stop L I K K L L I F Stop L V F L W V V N I L L L L L 
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L L G S C Y I Stop V K N L I Y K Met L F I K K L L N C Stop K K K V V I Stop Met I Stop L 
Met K I Y K N Y H Q S I T L L R K L S E C I C H Y I L F L E K L L T H Stop E S L K P I I L 
F Q K V I Met F Stop F L Q V Met L I L V K D I L I T L K I L I Q L D G I L L L P K L I L F H 
L T L L Met K L I Met G L G K F L K G F L H L I Y H L V V V D I D V L G N N L L Met F N 
Stop E P F Stop L L L F I T Stop D G L L Met V I S A Stop P Stop L Stop F N G G F T Y Stop 
T S R N H L G K K R N L Y V L I K R Q P F Q 
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Candida_albicans_strain_6408/8      ------ATGGCTATTGTTGAAACTGTCATTGATGGCATTAATTATTTTTT 
K39.1_ERG                           ----------------------NNNAAACGATTATAGGCACTTAATTTTA 
K44.1_ERG                           ----------------------NNNNNCAGTATGAGGATTATTATTTTTT 
11.1d30                               AGGTGCCTGGCCCTGNATTATAGTTCNATGCGTGGGGTTGTTACCTCACN 
11.1_d50                            -----------------------GGTCATTGATGGCATTAATTATTTTTT 
23.2d30                             ----------------------NNCCCACATATGAGGCTTATTATTTTTT 
23.2D50                             ----------------------NNNNAACATATGAGGCTTATTATTTTTT 
                                                                    *        *   *     
 
Candida_albicans_strain_6408/8      GTCCCTTAGTGTTACACAACAGATCAG-TATATTATTAGGGGTTCCATTT 
K39.1_ERG                           GTCGCTTAGTGTT-CACAACAGATCAG-TATATTATTAGGGGTTCCATTT 
K44.1_ERG                           GTCCCTTAGTGTTACACAACAGATCAG-TATATTATTAGGGGTTCCATTT 
11.1d30                             GGAACCAGGCAGT--ANATCATTTGGGGTAAANAAGTAGAAACTCTGNAT 
11.1_d50                            GTCCCTTAGTGTTACACAACAGATCAGCTATATTATTAGGGGTTCCATTT 
23.2d30                             GTCCCTTAGTGTT-CACAACAGATCAG-TATATTATTAGGGGTTCCATTT 
23.2D50                             GTCC-TTAGTGTT-ACCAACAGATCAG-TATATTATTAGGGGTTCCATTT 
                                    *       *   *    * **  *  * ** *  * ***    **    * 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      GTTTACAACTTAGTATGGCAATATTTATATTCAT-TAAGAAAAGATAGAG 
K39.1_ERG                           GTTTACA-CTTAGTATGGCAATATTTATATTCATATAAGAAAAGATAGAG 
K44.1_ERG                           GTTTACAACTTAGTATGGCAATATTTATATTCAT-TAAGAAAAGATAGAG 
11.1d30                             GTTTTNA--TCAAAACGGCAACTTTCA---------AAGAAAAGATAGAG 
11.1_d50                            GTTTACAACTTAGTATGGCAATATTTATATTCAT-TAAGAAAAGATAGAG 
23.2d30                             GTTTACA-CTTAGTATGGCAATATTTATATTCAT-TAAGAAAAGATAGAG 
23.2D50                             GTTTACAACTTAGTATGGCAATATTTATATTCAT-TAAGAAAAGATAGAG 
                                    ****  *  * *  * *****  ** *         ************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      CTCCATTAGTGTTTTATTGGATTCCTTGGTTTGGTTCTGCAGCTTCATAT 
K39.1_ERG                           CTCCATTAGTGTTTTATTGGATTCCTTGGTTTGGTTCTGCAGCTTCATAT 
K44.1_ERG                           CTCCATTAGTGTTTTATTGGATTCCTTGGTTTGGTTCTGCAGCTTCATAT 
11.1d30                             CTCCATTAGTGTTTTATTGGATTCCTTGGTTTGGTTCTGCAGCTTCATAT 
11.1_d50                            CTCCATTAGTGTTTTATTGGATTCCTTGGTTTGGTTCTGCAGCTTCATAT 
23.2d30                             CTCCATTAGTGTTTTATTGGATTCCTTGGTTTGGTTCTGCAGCTTCATAT 
23.2D50                             CTCCATTAGTGTTTTATTGGATTCCTTGGTTTGGTTCTGCAGCTTCATAT 
                                    ************************************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      GGTCAACAACCTTATGAATTTTTCGAATCATGTCGTCAAAAGTATGGTGA 
K39.1_ERG                           GGTCAACAACCTTATGAATTTTTCGAATCATGTCGTCAAAAGTATGGTGA 
K44.1_ERG                           GGTCAACAACCTTATGAATTTTTCGAATCATGTCGTCAAAAGTATGGTGA 
11.1d30                             GGTCAACAACCTTATGAATTTTTCGAATCATGTCGTCAAAAGTATGGTGA 
11.1_d50                            GGTCAACAACCTTATGAATTTTTCGAATCATGTCGTCAAAAGTATGGTGA 
23.2d30                             GGTCAACAACCTTATGAATTTTTCGAATCATGTCGTCAAAAGTATGGTGA 
23.2D50                             GGTCAACAACCTTATGAATTTTTCGAATCATGTCGTCAAAAGTATGGTGA 
                                    ************************************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      TGTATTTTCATTTATGTTATTAGGGAAAATTATGACGGTTTATTTAGGTC 
K39.1_ERG                           TGTATTTTCATTTATGTTATTAGGGAAAATTATGACGGTTTATTTAGGTC 
K44.1_ERG                           TGTATTTTCATTTATGTTATTAGGGAAAATTATGACGGTTTATTTAGGTC 
11.1d30                             TGTATTTTCATTTATGTTATTAGGGAAAATTATGACGGTTTATTTAGGTC 
11.1_d50                            TGTATTTTCATTTATGTTATTAGGGAAAATTATGACGGTTTATTTAGGTC 
23.2d30                             TGTATTTTCATTTATGTTATTAGGGAAAATTATGACGGTTTATTTAGGTC 
23.2D50                             TGTATTTTCATTTATGTTATTAGGGAAAATTATGACGGTTTATTTAGGTC 
                                    ************************************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      CAAAAGGTCATGAATTTGTTTTTAATGCTAAATTATCTGATGTTTCTGCT 
K39.1_ERG                           CAAAAGGTCATGAATTTGTTTTCAATGCTAAATTATCTGATGTTTCTGCT 
K44.1_ERG                           CAAAAGGTCATGAATTTGTTTTCAATGCTAAATTATCTGATGTTTCTGCT 
11.1d30                             CAAAAGGTCATGAATTTGTTTTCAATGCTAAATTATCTGATGTTTCTGCT 
11.1_d50                            CAAAAGGTCATGAATTTGTTTTCAATGCTAAATTATCTGATGTTTCTGCT 
23.2d30                             CAAAAGGTCATGAATTTGTTTTCAATGCTAAATTATCTGATGTTTCTGCT 
23.2D50                             CAAAAGGTCATGAATTTGTTTTCAATGCTAAATTATCTGATGTTTCTGCT 
                                    ********************** *************************** 
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Candida_albicans_strain_6408/8      GAAGATGCTTATAAACATTTAACTACTCCAGTTTTCGGTAAAGGGGTTAT 
K39.1_ERG                           GAAGAAGCTTATAAGCATTTAACTACTCCAGTTTTCGGTAAAGGGGTTAT 
K44.1_ERG                           GAAGATGCTTATAAACATTTAACTACTCCAGTTTTCGGTAAAGGGGTTAT 
11.1d30                             GAAGANGCTTATAANCATTTAACTACTCCAGTTTTCGGTAAAGGGGTTAT 
11.1_d50                            GAAGANGCTTATAANCATTTAACTACTCCAGTTTTCGGTAAAGGGGTTAT 
23.2d30                             GAAGATGCTTATAAACATTTAACTACTCCAGTTTTCGGTAAAGGGGTTAT 
23.2D50                             GAAGATGCTTATAAACATTTAACTACTCCAGTTTTCGGTAAAGGGGTTAT 
                                    ***** ******** *********************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      TTATGATTGTCCAAATTCCAGATTAATGGAACAAAAAAAATTTGCTAAAT 
K39.1_ERG                           TTATGATTGTCCAAATTCTAGATTAATGGAACAAAAAAAATTTGCTAAAT 
K44.1_ERG                           TTATGATTGTCCAAATTCCAGATTAATGGAACAAAAAAAATTTGCTAAAT 
11.1d30                             TTATGATTGTCCAAATTCCAGATTAATGGAACAAAAAAAATTTGCTAAAT 
11.1_d50                            TTATGATTGTCCAAATTCCAGATTAATGGAACAAAAAAAATTTGCTAAAT 
23.2d30                             TTATGATTGTCCAAATTCCAGATTAATGGAACAAAAAAAATTTGCTAAAT 
23.2D50                             TTATGATTGTCCAAATTCCAGATTAATGGAACAAAAAAAATTTGCTAAAT 
                                    ****************** ******************************* 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      TTGCTTTGACTACTGATTCATTTAAAAGATATGTTCCTAAGATTAGAGAA 
K39.1_ERG                           TTGCTTTGACTACTGATTCATTTAAAAGATATGTTCCTAAGATTAGAGAA 
K44.1_ERG                           TTGCTTTGACTACTGATTCATTTAAAAGATATGTTCCTAAGATTAGAGAA 
11.1d30                             TTGCTTTGACTACTGATTCATTTAAAAGATATGTTCCTAAGATTAGAGAA 
11.1_d50                            TTGCTTTGACTACTGATTCATTTAAAAGATATGTTCCTAAGATTAGAGAA 
23.2d30                             TTGCTTTGACTACTGATTCATTTAAAAGATATGTTCCTAAGATTAGAGAA 
23.2D50                             TTGCTTTGACTACTGATTCATTTAAAAGATATGTTCCTAAGATTAGAGAA 
                                    ************************************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      TACATTTTGAATTATTTTGTTACTGATGAAAGTTTCAAATTGAAAGAAAA 
K39.1_ERG                           GAAATTTTGAATTATTTTGTTACTGATGAAAGTTTCAAATTGAAAGAAAA 
K44.1_ERG                           GAAATTTTGAATTATTTTGTTACTGATGAAAGTTTCAAATTGAAAGAAAA 
11.1d30                             GAAATTTTGAATTATTTTGTTACTGATGAAAGTTTCAAATTGAAAGAAAA 
11.1_d50                            GAAATTTTGAATTATTTTGTTACTGATGAAAGTTTCAAATTGAAAGAAAA 
23.2d30                            GAAATTTTGAATTATTTTGTTACTGATGAAAGTTTCAAATTGAAAGAAAA 
23.2D50                             GAAATTTTGAATTATTTTGTTACTGATGAAAGTTTCAAATTGAAAGAAAA 
                                     * *********************************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      AACTCATGGGGTTGCCAATGTTATGAAAACTCAACCAGAAATTACTATTT 
K39.1_ERG                           AACTCATGGGGTTGCCAATGTTATGAAAACTCAACCAGAAATTACTATTT 
K44.1_ERG                           AACTCATGGGGTTGCCAATGTTATGAAAACTCAACCAGAAATTACTATTT 
11.1d30                             AACTCATGGGGTTGCCAATGTTATGAAAACTCAACCAGAAATTACTATTT 
11.1_d50                            AACTCATGGGGTTGCCAATGTTATGAAAACTCAACCAGAAATTACTATTT 
23.2d30                             AACTCATGGGGTTGCCAATGTTATGAAAACTCAACCAGAAATTACTATTT 
23.2D50                             AACTCATGGGGTTGCCAATGTTATGAAAACTCAACCAGAAATTACTATTT 
                                    ************************************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      TCACTGCTTCAAGATCTTTATTTGGTGATGAAATGAGAAGAATTTTTGAC 
K39.1_ERG                           TCACTGCTTCAAGATCTTTATTTGGTGATGAAATGAGAAGAATTTTTGAC 
K44.1_ERG                           TCACTGCTTCAAGATCTTTATTTGGTGATGAAATGAGAAGAATTTTTGAC 
11.1d30                             TCACTGCTTCAAGATCTTTATTTGGTGATGAAATGAGAAGAATTTTTGAC 
11.1_d50                            TCACTGCTTCAAGATCTTTATTTGGTGATGAAATGAGAAGAATTTTTGAC 
23.2d30                             TCACTGCTTCAAGATCTTTATTTGGTGATGAAATGAGAAGAATTTTTGAC 
23.2D50                             TCACTGCTTCAAGATCTTTATTTGGTGATGAAATGAGAAGAATTTTTGAC 
                                    ************************************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      CGTTCATTTGCTCAACTATATTCTGATTTAGATAAAGGTTTTACCCCTAT 
K39.1_ERG                           CGTTCATTTGCTCAATTATATTCTGATTTAGATAAAGGTTTTACCCCTAT 
K44.1_ERG                           CGTTCATTTGCTCAACTATATTCTGATTTAGATAAAGGTTTTACCCCTAT 
11.1d30                             CGTTCATTTGCTCAACTATATTCTGATTTAGATAAAGGTTTTACCCCTAT 
11.1_d50                            CGTTCATTTGCTCAACTATATTCTGATTTAGATAAAGGTTTTACCCCTAT 
23.2d30                             CGTTCATTTGCTCAACTATATTCTGATTTAGATAAAGGTTTTACCCCTAT 
23.2D50                             CGTTCATTTGCTCAACTATATTCTGATTTAGATAAAGGTTTTACCCCTAT 
                                    *************** ********************************** 
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Candida_albicans_strain_6408/8      TAATTTTGTTTTCCCTAATTTACCTTTACCTCATTATTGGA-GACGTGA- 
K39.1_ERG                           TAATTTTGTTTTCCCTAATTTACCTTTACCTCATTATTGGA-GACGTGA- 
K44.1_ERG                           TAATTTTGTTTTCCCTAATTTACCTTTACCTCATTATTGGA-GACGTGA- 
11.1d30                             TAATTTTGTTTTCCCTAATTTACCTTTACCTCATTATTGGA-GACGTGA- 
11.1_d50                            TAATTTTGTTTTCCCTAATTTACCTTTACCTCATTATTGGNAGACGTGNA 
23.2d30                             TAATTTTGTTTTCCCTAATTTACCTTTACCTCATTATTGGA-GACGTGA- 
23.2D50                             TAATTTTGTTTTCCCTAATTTACCTTTACCTCATTATTGGA-GACGTGA- 
                                    ****************************************  ******   
 
Candida_albicans_strain_6408/8      TGCTGCTCAAAAGAAAATCTCTGCTACTTATATGAAAGAAATTAAACTGA 
K39.1_ERG                           TGCTGCTCAAAAGAAAATCTCTGCTACTTATATGAAAGAAATTAAACTGA 
K44.1_ERG                           TGCTGCTCAAAAGAAAATCTCTGCTACTTATATGAAAGAAATTAAACTGA 
11.1d30                             TGCTGCTCAAA-GAAAATCNCTGCTACTTATATGAAAGAAATTAAACTGA 
11.1_d50                            TGCTGCTCAAAAGAAAATCTCTGCTACTTATATGAAAGAAATTAAACTGA 
23.2d30                                TGCTGCTCAAAAGAAAATCTCTGCTACTTATATGAAAGAAATTAAACTGA 
23.2D50                             TGCTGCTCAAAAGAAAATCTCTGCTACTTATATGAAAGAAATTAAACTGA 
                                    *********** ******* ****************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      GAAGAGAACGTGGTGATATTGATCCAAATCGTGATTTAATTGATTCCTTA 
K39.1_ERG                           GAAGAGAACGTGGTGATATTGATCCAAATCGTGATTTAATTGATTCCTTA 
K44.1_ERG                           GAAGAGAACGTGGTGATATTGATCCAAATCGTGATTTAATTGATTCCTTA 
11.1d30                             GAAGAGAACGTGGTGATATTGATCCAAATCGTGATTTAATTGATTCCTTA 
11.1_d50                            GAAGAGAACGTGGTGATATTGATCCAAATCGTGATTTAATTGATTCCTTA 
23.2d30                             GAAGAGAACGTGGTGATATTGATCCAAATCGTGATTTAATTGATTCCTTA 
23.2D50                             GAAGAGAACGTGGTGATATTGATCCAAATCGTGATTTAATTGATTCCTTA 
                                    ************************************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      TTGATTCATTCAACTTATAAAGATGGTGTGAAAATGACTGATCAAGAAAT 
K39.1_ERG                           TTGATTCATTCAACTTATAAAGATGGTGTGAAAATGACTGATCAAGAAAT 
K44.1_ERG                           TTGATTCATTCAACTTATAAAGATGGTGTGAAA-TGACTGATCAAGAAAT 
11.1d30                             TTGATTCATTCAACTTATAAAGATGGTGTGAAAATGACTGATCAAGAAAT 
11.1_d50                            TTGATTCATTCAACTTATAAAGATGGTGTGAAAATGACTGATCAAGAAAT 
23.2d30                             TTGATTCATTCAACTTATAAAGATGGTGTGAAAATGACTGATCAAGAAAT 
23.2D50                             TTGATTCATTCAACTTATAAAGATGGTGTGAAAATGACTGATCAAGAAAT 
                                    ********************************* **************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      TGCTAATCTTTTAATTGGTATTCTTATGGGTGGTCAACATACTTCTGCTT 
K39.1_ERG                           TGCTAATCTTTTAATTGGTATTCTTATGGGTGGTCAACATACTTCTGCTT 
K44.1_ERG                           TGCTAATCTTTTAATTGGTATTCTTATGGGTGGTCAACATACTTCTGCTT 
11.1d30                             TGCTAATCTTTTAATTGGTATTCTTATGGGTGGTCAACATACTTCTGCTT 
11.1_d50                            TGCTAATCTTTTAATTGGTATTCTTATGGGTGGTCAACATACTTCTGCTT 
23.2d30                             TGCTAATCTTTTAATTGGTATTCTTATGGGTGGTCAACATACTTCTGCTT 
23.2D50                             TGCTAATCTTTTAATTGGTATTCTTATGGGTGGTCAACATACTTCTGCTT 
                                    ************************************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      CTACTTCTGCTTGGTTCTTGTTACATTTAGGTGAAAAACCTCATTTACAA 
K39.1_ERG                           CTACTTCTGCTTGGTTCTTGTTACATTTAGGTGAAAAACCTCATTTACAA 
K44.1_ERG                           CTACTTCTGCTTGGTTCTTGTTACATTTAGGTGAAAAACCTCATTTACAA 
11.1d30                             CTACTTCTGCTTGGTTCTTGTTACATTTAGGTGAAAAACCTCATTTACAA 
11.1_d50                            CTACTTCTGCTTGGTTCTTGTTACATTTAGGTGAAAAACCTCATTTACAA 
23.2d30                             CTACTTCTGCTTGGTTCTTGTTACATTTAGGTGAAAAACCTCATTTACAA 
23.2D50                             CTACTTCTGCTTGGTTCTTGTTACATTTAGGTGAAAAACCTCATTTACAA 
                                    ************************************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      GATGTCATTTATCAAGAAGTTGTTGAATTATTGAAAGAAAAAGGTGGTGA 
K39.1_ERG                           GATGTTATTTATCAAGAAGTTGTTGAATTGTTGAAAGAAAAAGGTGGTGA 
K44.1_ERG                           GATGTTATTTATCAAGAAGTTGTTGAATTATTGAAAGAAAAAGGTGGTGA 
11.1d30                             GATGTTATTTATCAAGAAGTTGTTGAATTGTTGAAAGAAAAAGGTGGTGA 
11.1_d50                            GATGTTATTTATCAAGAAGTTGTTGAATTGTTGAAAGAAAAAGGTGGTGA 
23.2d30                             GATGTTATTTATCAAGAAGTTGTTGAATTGTTGAAAGAAAAAGGTGGTGA 
23.2D50                             GATGTTATTTATCAAGAAGTTGTTGAATTGTTGAAAGAAAAAGGTGGTGA 
                                    ***** *********************** ******************** 
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Candida_albicans_strain_6408/8      TTTGAATGATTTGACTTATGAAGATTTACAAAAATTACCATCGGTCAATA 
K39.1_ERG                           TTTGAATGATTTGACTTATGAAGATTTACAAAAATTACCATCAGTCAATA 
K44.1_ERG                           TTTGAATGATTTGACTTATGAAGATTTACAAAAATTACCATCAGTCAATA 
11.1d30                             TTTGAATGATTTGACTTATGAAGATTTACAAAAATTACCATCAGTCAATA 
11.1_d50                            TTTGAATGATTTGACTTATGAAGATTTACAAAAATTACCATCAGTCAATA 
23.2d30                             TTTGAATGATTTGACTTATGAAGATTTACAAAAATTACCATCAGTCAATA 
23.2D50                             TTTGAATGATTTGACTTATGAAGATTTACAAAAATTACCATCAGTCAATA 
                                    ****************************************** ******* 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      ACACTATTAAGGAAACTCTTAGAATGCATATGCCATTACATTCTATTTTT 
K39.1_ERG                           ACACTATTAAGGAAACTCTTAGAATGCATATGCCATTACATTCTATTTTT 
K44.1_ERG                           ACACTATTAAGGAAACTCTCAGAATGCATATGCCATTACATTCTATTTTT 
11.1d30                             ACACTATTAAGGAAACTCTCAGAATGCATATGCCATTACATTCTATTTTT 
11.1_d50                            ACACTATTAAGGAAACTCTCAGAATGCATATGCCATTACATTCTATTTTT 
23.2d30                             ACACTATTAAGGAAACTCTCAGAATGCATATGCCATTACATTCTATTTTT 
23.2D50                             ACACTATTAAGGAAACTCTCAGAATGCATATGCCATTACATTCTATTTTT 
                                    ******************* ****************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      AGAAAAGTTACTAACCCATTAAGAATCCCTGAAACCAATTATATTGTTCC 
K39.1_ERG                           AGAAAAGTTACTAACCCATTAAGAATCCCTGAAACCAATTATATTGTTCC 
K44.1_ERG                           AGAAAAGTTACTAACCCATTAAGAATCCCTGAAACCAATTATATTGTTCC 
11.1d30                             AGAAAAGTTACTAACCCATTAAGAATCCCTGAAACCAATTATATTGTTCC 
11.1_d50                            AGAAAAGTTACTAACCCATTAAGAATCCCTGAAACCAATTATATTGTTCC 
23.2d30                             AGAAAAGTTACTAACCCATTAAGAATCCCTGAAACCAATTATATTGTTCC 
23.2D50                             AGAAAAGTTACTAACCCATTAAGAATCCCTGAAACCAATTATATTGTTCC 
                                    ************************************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      AAAAGGTCATTACGTTTTAGTTTCTCCAGGTTATGCTCATACTAGTGAAA 
K39.1_ERG                           AAAAGGTCATTATGTTTTAGTTTCTCCAGGTTATGCTCATACTAGTGAAA 
K44.1_ERG                           AAAAGGTCATTATGTTTTAGTTTCTCCAGGTTATGCTCATACTAGTGAAA 
11.1d30                             AAAAGGTCATTATGTTTTAGTTTCTCCAGGTTATGCTCATACTAGTGAAA 
11.1_d50                            AAAAGGTCATTATGTTTTAGTTTCTCCAGGTTATGCTCATACTAGTGAAA 
23.2d30                             AAAAGGTCATTATGTTTTAGTTTCTCCAGGTTATGCTCATACTAGTGAAA 
23.2D50                             AAAAGGTCATTATGTTTTAGTTTCTCCAGGTTATGCTCATACTAGTGAAA 
                                    ************ ************************************* 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      GATATTTTGATAACCCTGAAGATTTTGATCCAACTAGATGGGACACTGCT 
K39.1_ERG                           GATATTTTGATAACCCTGAAGATTTTGATCCAACTAGATGGGATACTGCT 
K44.1_ERG                           GATATTTTGATAACCCTGAAGATTTTGATCCAACTAGATGGGATACTGCT 
11.1d30                             GATATTTTGATAACCCTGAAGATTTTGATCCAACTAGATGGGATACTGCT 
11.1_d50                            GATATTTTGATAACCCTGAAGATTTTGATCCAACTAGATGGGATACTGCT 
23.2d30                             GATATTTTGATAACCCTGAAGATTTTGATCCAACTAGATGGGATACTGCT 
23.2D50                             GATATTTTGATAACCCTGAAGATTTTGATCCAACTAGATGGGATACTGCT 
                                    ******************************************* ****** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      GCTGCCAAAGCTAATTCTGTTTCATTTAACTCTTCTGATGAAGTTGATTA 
K39.1_ERG                           GCTGCCAAAGCTAATTCTGTTTCATTTAACTCTTCTGATGAAGTTGATTA 
K44.1_ERG                           GCTGCCAAAGCTAATTCTGTTTCATTTAACTCTTCTGATGAAGTTGATTA 
11.1d30                             GCTGCCAAAGCTAATTCTGTTTCATTTAACTCTTCTGATGAAGTTGATTA 
11.1_d50                            GCTGCCAAAGCTAATTCTGTTTCATTTAACTCTTCTGATGAAGTTGATTA 
23.2d30                             GCTGCCAAAGCTAATTCTGTTTCATTTAACTCTTCTGATGAAGTTGATTA 
23.2D50                             GCTGCCAAAGCTAATTCTGTTTCATTTAACTCTTCTGATGAAGTTGATTA 
                                    ************************************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      TGGGTTTGGGAAAGTTTCTAAAGGGGTTTCTTCACCTTATTTACCATTTG 
K39.1_ERG                           TGGGTTTGGGAAAGTTTCTAAAGGGGTTTCTTCACCTTATTTACCATTTG 
K44.1_ERG                           TGGGTTTGGGAAAGTTTCTAAAGGGGTTTCTTCACCTTATTTACCATTTG 
11.1d30                             TGGGTTTGGGAAAGTTTCTAAAGGGGTTTCTTCACCTTATTTACCATTTG 
11.1_d50                            TGGGTTTGGGAAAGTTTCTAAAGGGGTTTCTTCACCTTATTTACCATTTG 
23.2d30                             TGGGTTTGGGAAAGTTTCTAAAGGGGTTTCTTCACCTTATTTACCATTTG 
23.2D50                             TGGGTTTGGGAAAGTTTCTAAAGGGGTTTCTTCACCTTATTTACCATTTG 
                                    ************************************************** 
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Candida_albicans_strain_6408/8      GTGGTGGTAGACATAGATGTATTGGGGAACAATTTGCTTATGTTCAATTG 
K39.1_ERG                           GTGGTGGTAGACATAGATGTATTGNGGAACAATTTGCTTATGTTCAATTG 
K44.1_ERG                           GTGGTGGTAGACATAGATGTATTGNGGAACAATTTGCTTATGTTCAATTG 
11.1d30                             GTGGTGGTAGACATAGATGTATTGGGGAACAATTTGCTTATGTTCAATTG 
11.1_d50                            GTGGTGGTAGACATAGATGTATTGGGGAACAATTTGCTTATGTTCAATTG 
23.2d30                             GTGGTGGTAGACATAGATGTATTGGGGAACAATTTGCTTATGTTCAATTG 
23.2D50                             GTGGTGGTAGACATAGATGTATTGGGGAACAATTTGCTTATGTTCAATTA 
                                    ************************ ************************  
 
Candida_albicans_strain_6408/8      GGAACCATTTTAACTACTTTTGTTTATAACTTAAGATGGACTATTGATGG 
K39.1_ERG                           GGAACCATTTTAACTACTTTTGTTTATAACTTAAGATGGACTATTGATGG 
K44.1_ERG                           GGAACCATTTTAACTACTTTTGTTTATAACTTAAGATGGACTATTGATGG 
11.1d30                             GGAACCATTTTAACTACTTTTGTTTATAACTTAAGATGGACTATTGATGG 
11.1_d50                            GGAACCATTTTAACTACTTTTGTTTATAACTTAAGATGGACTATTGATGG 
23.2d30                             GGAACCATTTTAACTACTTTTGTTTATAACTTAAGATGGACTATTGATGG 
23.2D50                             GGAACCATTTTAACTACTTTTGTTTATAACTTAAGATGGACTATTGATGG 
                                    ************************************************** 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      TTATAAAGTGCCTGACCCTGATTATAGTTCAATGGTGGTTTTACCTACTG 
K39.1_ERG                           TTATAAAGTGCCTGACCCTGATTATAGTTCAATGGTGGTTTTACCTACTG 
K44.1_ERG                           TTATAAAGTGCCTGACCCTGATTATAGTTCAATGGTGGTTTTACCTACTG 
11.1d30                             TTATAAAGTGCCTGACCCTGATTATAGTTCAATGGTGGTTTTACCTACTG 
11.1_d50                            TTATAAAGTGCCTGACCCTGATTATAGTTCAATGGTGGTTTTACCTACTG 
23.2d30                             TTATAAAGTGCCTGACCCTGATTATAGTTCAATGGTGGTTTTACCTACTG 
23.2D50                             TTATAA-GTGCCTGACCCTGATTATAGTTCAATGGTGGTTTTACCTACTG 
                                    ****** ******************************************* 
 
Candida_albicans_strain_6408/8      AACCAGCAGAAATCATTTGGGAAAAAAGAGAAACTTGTATGTTTTAA--- 
K39.1_ERG                           AACCAGCAGAAATCATTTGGGAAAAAAGAGAAACTTGTATGTTTTAATAA 
K44.1_ERG                           AACCAGCAGAAATCATTTGGGAAAAAAGAGAAACTTGTATGTTTTAATAA 
11.1d30                             AACCAGCAGAAATCATTTGGGAAAAAAGAGAAACTTGTATGTTTTAATAA 
11.1_d50                            AACCAGCAGAAATCATTTGGGAAAAAAGAGAAACTTGTATGTTTTA-TAA 
23.2d30                             AACCAGCAGAAATCATTTGGGAAAAAAGAGAAACTTGTATGTTTTAATAA 
23.2D50                             AACCAGCAGAAATCATTTGGGAAAAAAGAGAAACTTGTATGTTTTAATAA 
                                    **********************************************     
 
Candida_albicans_strain_6408/8      ------------------ 
K39.1_ERG                           CGGGNNAACCTTTCAAAA 
K44.1_ERG                           CGGCCNAAACTTTCAAAA 
11.1d30                             CCGGGCAACTTTCA---- 
11.1_d50                            CCCGGCCACCTTCCAA-- 
23.2d30                             AACGNCNAACTTTCAA-- 
23.2D50                             AACGCCAACCTTTTCAAA 
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