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บทคัดยอ 

 
  ปจจุบันการใชยากลุม azole เพื่อรักษาโรคติดเชื้อยีสตเปนที่นิยมใชกันแพรหลาย และรายงานเชื้อ  

Candida ดื้อตอยา fluconazole ในยากลุม azole มีเพิ่มขึ้น  เช้ือ Candida เหลานี้มักแยกจากผูปวยเอดส  ซึ่งมัก
มีประวัติการใชยา fluconazole  ในที่นี้ คณะผูวิจัยจึงมีวัตถุประสงคศึกษากลไกการดื้อยา fluconazole ในระดับ

โมเลกุลใน Candida สายพันธุที่แยกไดจากรอยโรคในชองปากของผูปวยเอดสและมีความไวรับตอยา 

fluconazole (Minimum inhibitory concentration, MIC = 2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ในหลอดทดลอง  ดวย

การกระตุนในสภาวะที่มีความเขมขนยาที่สูง จากนั้นศึกษาในระดับโมเลกุล  การกระตุนในหลอดทดลองโดยการ

เพาะเลี้ยงเช้ือเซลลเดี่ยวจากสายพันธุดังกลาวในอาหารเลี้ยงเช้ือ RPMI ที่มียา fluconazole ที่ความเขมขนสุดทาย
เปน 8  16  32  และ 64 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  (กลุม 2 – 5 ตามลําดับ) เปนเวลานาน 60 วัน และหาคา MIC 
ของเชื้อในวันที่ 0  15  30  และ  60 หลังจากการกระตุน  ดวยวิธี Microdilution broth อิงมาตรฐาน CLSI M 
27-A    ผลการศึกษาพบวา หลังการกระตุนแลว15 วัน เช้ือทุกกลุมที่ถูกกระตุน (inducible strain) มีคา MIC 
เพิ่มสูงขึ้นจาก 2 เปน 32 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และหลัง50 วัน พบวา รอยละ 40 ของเชื้อในกลุม 5 เทานั้น ที่มีคา 
MIC สูงขึ้นถึง 64 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร คา MIC ที่เพิ่มขึ้นนี้มีความเสถียรอยางนอย 30 วัน  ตอมาได

ทําการศึกษาลําดับเบสของยีน ERG11  ของ inducible strain ที่มีคา MIC เพิ่มสูงขึ้น โดยวิธี PCR  พบลําดับ
เบสไมมีความแตกตางจากสายพันธุเดิมที่มีความไวรับตอยา และเมื่อเปลี่ยนเปนกรดอะมิโนก็ใหผลเชนเดียวกัน 
อยางไรก็ตามทั้งลําดับเบสของเชื้อทั้งสองกลุมนี้มีความแตกตางจากสายพันธุที่แยกไดจากผูปวยที่ดื้อตอยา โดยมี

ความแตกตางกัน 1 เบสที่ตําแหนงที่สอง (จาก TCA ไปเปน TTA)  สงผลใหกรดอะมิโนเปลี่ยนจาก  Leucine 
เปน Serine ที่ตําแหนง 421  ซึ่งเปนตําแหนงที่ยังไมเคยมีรายงานการศึกษามากอน  นอกจากนี้ไดทําการศึกษา

การแสดงออกของ putative gene ที่เกี่ยวของกับการดื้อยาในกลุม azole  คือ MDR1  CDR1   CDR2  และ 

TAC1 (CDR1 และ CDR2 transcriptional gene) ใน inducing strain ที่มีคา MIC เพิ่มขึ้นหลังจากการ
กระตุนแลว 30 และ 50 วัน โดยวิธี Reverse Transcriptase PCR (RT – PCR)  ผลการศึกษา พบการ

แสดงออกของยีน MDR1 CDR1  CDR2  และ TAC1 แตการแสดงออกนั้นไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุเดิมที่ไวรับตอยา  
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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)  เปนเชื้อราจําพวกยีสต (yeast) ซ่ึงพบเปน normal flora อยูบริเวณเยื่อ
บุปาก ทางเดินอาหารและชองคลอด โดยอยูในรูปของ yeast form เมื่อมีปจจัยสงเสริมเหมาะสม เชื้อนี้จะ
กอใหเกิดโรคไดจากจํานวนที่เพิ่มขึ้น และหรือ virulences factor อ่ืน ๆ  จึงจัดเปนเชื้อฉวยโอกาส 
(opportunistic fungus) ประเภทหนึ่ง โดยสวนใหญเชื้อมักจะเปลี่ยนรูปจาก yeast เปน pseudohyphae และ
หรือ hyphae การเปลี่ยนรูปแบบเชนนี้ก็เปน virulence factor ประเภทหนึ่ง ที่กอใหเกิดโรคเรียก 
candidiasis หรือ candidosis พยาธิสภาพพบไดในหลายอวัยวะ เชน ในชองปาก  ระบบสืบพันธุ และการ
ติดเชื้อทั่วทุกระบบของรางกาย (1) สําหรับอัตราการกอโรคคิดไดเปนรอยละ 50 ของโรคที่เกิดจากเชื้อใน
กลุม Candida ทั้งหมด (2) ในปจจุบันโรค Oropharyngeal candidiasis (OPC) เปนโรคในกลุมโรค 
candidiasis ที่พบไดบอยคือ พบไดในผูปวยกลุมมะเร็งหรือเปลี่ยนถายอวัยวะที่ไดรับยากดภูมิตานทาน 
หรือในกลุมที่มีภูมิตานทานบกพรอง โดยเฉพาะอยางยิ่งในผูปวยโรคเอดส แตในบางครั้งโรคติดเชื้อ 
Candida สามารถพบไดในคนที่มีสุขภาพปกติ เชน  vaginal infection ซ่ึงพบไดในผูหญิงที่มีสุขภาพปกติ  
Oral candidiasis แบงตามอาการทางคลินิก ไดเปน 5 แบบ คือ  
 1.  Acute pseudomembranous candidiasis (oral thrush) เปนลักษณะอาการที่พบบอยที่สุด เกิด
จากการบุกรกุของเชื้อ Candida ในบริเวณ buccal mucosa เปนรอยโรคฝาขาวเปอยยุยคลายคราบ
น้ํานมที่บริเวณกระพุงแกม เยื่อบุเพดานปาก นอกจากนีย้ังอาจพบวาการอักเสบที่เยื่อบุดานลาง เหน็
เปนรอยแดง มักพบในเด็กเล็ก ๆ และในคนสูงอายุ สําหรับในกรณีผูปวยตดิเชื้อไวรัส HIV จะพบวา
รอยโรคมีความรุนแรง ลามไปที่ล้ินและหลอดอาหาร (pharynx) ทําใหเกิดความลําบากในการ
รับประทานอาหาร  เปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหผูปวยน้ําหนกัลด 
 2. Acute atrophic candidiasis (antibiotic candidiasis) เปนอาการที่อาจเกิดจากเชื้อเปนสาเหตุ
โดยตรงหรือเกิดหลังจาก pseudomembrane ของ thrush หลุดจากรอยโรค มักพบในคนไขที่ไดรับ
การรักษาดวยยาปฎิชีวนะ (antibiotic) หลายชนิดเปนเวลานาน หรือผูปวยที่ไดรับการรักษาดวย 
corticosteroid โดยบริเวณทีพ่บบอยมักเปนบริเวณดานบนของลิ้น 
 3. Chronic atrophic candidiasis เปนชนิดที่พบบอยที่สุดในผูตองใสฟนปลอมและมีสุขภาพทาง
ชองปากผิดปกติและ มักพบเปน chronic erythema และ edema ของ palate ที่อยูใตแผนฟนปลอม  
 4. Candida cheilosis or perleche   มีอาการเจ็บมากที่มุมปากทั้งสองขาง เปนผ่ืนแดง, เปอย, และ
รอยโรคแตกเปนรอง (erythema, maceration,  fissuring) และ พบบอยในผูสูงอายุที่ไมมีฟนหรือฟน
ขบกันไมดีทําใหมีน้ําลายคางที่มุมปากบอยๆ  
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 5. Chronic hyperplastic candidiasis (candida leukoplakia) ลักษณะอาการเปนฝาขาวที่หนาติด
แนนพบในคนไข chronic mucocutaneous candidiasis 
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การสํารวจแนวความคิดและการวิจัยที่เกี่ยวของ (Survey  of  Related  Literature) 
 
การรักษาผูปวย Candidiasis ไมจําเปนตองรักษาผูปวยทุกรายที่พบเชื้อ Candida เนื่องจาก

เชื้อที่แยกไดอาจเปน normal flora แตเมื่อไรก็ตามที่เชื้อเปลี่ยนเปนเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic 
fungi) เชน ในกรณีเปนผูปวยภูมิตานทานบกพรองหรือไดรับยากดภูมิตานทานก็จาํเปนตองไดรับ
การรักษา และการรักษาในผูปวยบางรายตองใชเวลานาน โดยทั่วไปยาที่ใชในการรักษา ไดแก  ยา
ในกลุม polyene และ azole ซ่ึงยับยั้งการสรางผนังเซลลและ nucleotide (3)   
การแยกประเภทของยาตานเชื้อรา   จําแนกได 2 แบบ คือ 

1. โครงสรางทางเคมี  จําแนกเปน 

• กลุม polyene (amphotericin B, nystatin) 

• กลุม azole ไดแก imidazole derivatives (miconazole, ketoconazole), triazole 
(itraconazole, fluconazole)  

• กลุมfluorinated pyrimidine derivatives :flucytosine, allylaminederivatives 
(terbinafine) 

• อ่ืนๆ เชน griseofulvin, tolnaftate, undecylenic acid เปนตน 
2. การใชทางคลินิก จําแนกไดเปน 

• ประเภทที่ไดรับยาแบบฉีดและรับประทานเพื่อการรักษาการติดเชื้อทั่วรางกาย 
(systemic fungal infection) ไดแก amphotericin B, ketoconazole, griseofulvin   

• ประเภทยาทาหรือยาเหน็บ เพื่อการรักษาการติดเชื้อเฉพาะที่ (Topical infection) 
ไดแก nystatin, tolnaftate, econazole  

 
ตําแหนงการออกฤทธิ์ (target of action) ของยาตานเชื้อรามีหลายตําแหนงขึ้นอยูกับชนิดของยา  
(รูปที่ 1)   สรุปไดดังนี้ 

1. ยากลุม polyoxins ออกฤทธ์ิขัดขวางการสราง chitin ซ่ึงเปนสวนประกอบสําคัญของ
ผนังเซลล (cell wall) และยา papulacandin echinocandin และ aculeacin ที่ออกฤทธิ์
ขัดขวางกระบวนการสราง beta-glucan (รูป 1 ตําแหนง 1)   

2. ยากลุม polyenes จะทําใหเยื่อหุมไซโตพลาสซึม (cytolasmic membrane) เสีย
คุณสมบัติการปกปองเซลล และยากลุม azoles allylamines morpholines และ 
tolnaftate จะไปขัดขวางความสมบูรณกระบวนการสราง ergosterol ที่เยื่อหุมไซโตพ
ลาสซึม (cytolasmic membrane) (รูป 1 ตําแหนง 2)    
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3. ยาที่มีฤทธิ์ขัดขวางกระบวนการการสังเคราะหสารพันธกุรรมและการสรางโปรตีน 
ไดแก ยา 5-fluorocytosine (รูป 1 ตําแหนง 3)  

4. ยาที่ออกฤทธิ์ที่ microtubule คือ ยา griseofulvin   (รูป1 ตําแหนง 4)  
 
 

 
 
รูป 1  ผังแสดงตําแหนงการออกฤทธิ์ของยาตานเชื้อราชนิดตางๆ ในเซลลเชื้อรา   1   ผนังเซลล 

(cell wall) และกลุมยาที่ออกฤทธิ์ที่ cell wall   2  เยื่อหุมไซโตพลาสซึม (cytoplasmic membrane) 

และกลุมยาที่ออกฤทธิ์ที่ cytoplasmic membrane   3    แหนงที่มีการสงัเคราะหกรดนิวคลิอิค และยา

ที่ออกฤทธิ์เกี่ยวกับการสังเคราะหดังกลาว  และ  4   ตําแหนงทีน่ิวเคลียสแบงตัวและยาที่เกีย่วของ 
(2)  
 
 
 

1 

2 

4 

3 
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กลไกการทํางานของยาตานเชื้อรา (Mechanism of action of antifungal drug)   
  

1.  Polyenes  เปนกลุมยาทีจ่บักับ ergosterol ที่เยื่อหุมเซลล และทําใหเยื่อหุมเซลลของเชื้อ
รามีคุณสมบัติการซึมผานมากขึ้น เกดิการรั่วของ monovalent, divalent cation เชน Na+, K+, Ca++ 

และสาร metabolite อ่ืนๆ จากภายในเซลลสูนอกเซลล และทําใหเซลลตายในที่สุด  ยากลุมนีไ้ดแก  
amphotericin B (รูป 2) เปนยาฆาเชื้อรา (fungicidal) ที่ออกฤทธิ์ครอบคลุมเชื้อราหลายชนิด เชน 
Candida spp.  Aspergillus spp. และ Histoplasma capsulatum เปนตน อยางไรกต็ามยากลุมนี้มี
ขอจํากัดในการบริหารยา คือ ตองใหทางเสนเลือด (intravenous vein, IV) เทานั้น และการดดูซึม
ของยาในทางเดินอาหารต่ํา    นอกจากนี้ยังมีผลขางเคียง (side effect) กบัผูปวย เชน มีความเปนพษิ
สูงกับไต  ทําใหมีอาการปวดศรีษะ เปนไข  หลอดโลหิตดําอักเสบ (Thrombopheblitis) และ อาการ
แพ จึงมีการพยายามพัฒนาเปนรูปแบบลโิปโซม (liposome) เพื่อใหมีการดูดซมึที่ดีขึ้นและใหมี
อาการขางเคียงนอยลง ในทีสุ่ดก็มีอีกหนึ่งรูปแบบเกิดขึน้ แตอยางไรกต็าม ยังมีขอเสียอีกเล็กนอยใน
เร่ืองราคาตนทุน 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูป 2โครงสรางทางเคมีของ amphotericin B (4) 

 
2. Azole เปนยาดานเชื้อราชนิด fungistatic ทําหนาทีข่ัดขวางกระบวนการสราง 

ergosterol   เมื่อพิจารณาโครงสรางของยา จะแบงไดเปน 2 กลุม คือ  
2.1   กลุม imidazoles มีโครงสรางที่ประกอบดวย 1 hexagonal ring และ 2 

pentagonal        
         ring ซ่ึงมีไนโตรเจน 2 โมเลกุล/ ring 
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2.2 กลุม triazoles เปนกลุมที่โครงสรางของยาเปน pentagonal ring ประกอบดวย
ไนโตรเจน 3 โมเลกุล/ring 

 
เนื่องดวยขีดจาํกัดของยา amphotericin B ในการบริหารยา  การดูดซึม และผลขางเคียงของ

ยา ทําใหในปจจุบันนยิมใชยาในกลุม azole ในการรักษาโรคติดเชื้อรามากขึ้นโดยเฉพาะอยางยิ่งใน
กลุมโรคติดเชื้อ Candida  ยากลุมนี้มีการพัฒนาเปนลําดับดังนี้ คือ เริ่มจากกลุม imidazole ไดแก 
clotrimazole miconazole และ ketoconazole ตอมาเปนกลุม triazoles ไดแก fluconazole (5) (รูป3) 
itraconazole และvoriconazole ยากลุมนี้ใชกันอยางแพรหลาย และมีประสิทธิภาพสูง มีขอดี คือ มี
ความปลอดภยัในการบริหารยา ทําใหมีผลขางเคียงกับผูปวยนอยกวายาในกลุม polyenes และยงั
สามารถบริหารไดทั้งทางการกินและฉีดเขาเสนเลือดดํา (6)   ยากลุม azole นี้จึงเปนทีน่ิยมใชในการ
รักษา OPC  ทําใหอัตราการใชยาตัวนี้ในการรักษามากขึ้น (7, 8)  ดวยอุบัตกิารณการดื้อยาของเชื้อ 
C. albicans  ในผูปวยมจีํานวนเพิ่มขึ้น (9-15)  ผนวกกับการใชยากลุม azlole ในผูปวยที่มีภมูิ
ตานทานบกพรองมีผลกระทบตอการรักษาไมวาจะเปนจํานวนครั้งของการใหยา การตอบสนองตอ
ยา และอัตราการตายของผูปวยที่เกิดขึ้นจากการรักษา  ในป ค.ศ. 1998 White และคณะไดรายงานวา
การดื้อตอยานัน้พบทั้ง primary และ secondary resistance  และมหีลักฐานการรายงานอีกหลายฉบับ
ที่แสดงถึงความสอดคลองของการดื้อยาทางดาน in vivo และ in vitro เมื่อวิเคราะหสาเหตุการดื้อยา
ระหวาง in vivo และ in vitro ในผูปวย systemic  infection พบวา ปจจัยในผูปวยเองเปนปจจยัสําคัญ 
คือ อาการโรคยิ่งรุนแรง การตอบสนองตอการรักษาจะมีนอยลง  การที่เชื้อสราง biofilm ในชอง
ปาก  บริเวณที่คาสาย  catheter เยื่อบุตาง ๆ ก็เปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเกิดการดื้อตอยา ทั้ง ๆ ที่เมื่อ
ทําการศึกษาเชื้อเหลานี้ศึกษา in vitro แลว เชื้อนัน้ก็เปนสายพันธุที่ไวรับตอยา (susceptible strain)  
หรือในทางตรงกันขาม การติดเชื้อที่เกิดจากเชื้อที่มีคุณสมบัติดื้อยากไ็มไดบงชีว้าการรักษาโรคที่
เกิดจากเชื้อนัน้จะลมเหลว    
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รูป 3  โครงสรางทางเคมีของ fluconazole (systemictic name:2-(2,4-difluorophenyl)- 1,3-bis (1H-
1,2,4-triazol-1yl) propan-2-ol) (8) 
 

สาร ergosterol เปนอนุพนัธหนึ่งของ sterol ที่มีปริมาณคิดเปน 25 % ของน้ําหนกั
สารประกอบในcell wall ของเชื้อรา  สารนี้จึงเปนตําแหนงที่สําคัญตําแหนงหนึ่งในการออกแบบยา
ตานเชื้อราที่นยิมใชในปจจบุัน กระบวนการสราง ergosterol เร่ิมจาก substrate Acetyl - CoA 
จากนั้นตองใชเอนไซมหลายชนิดซึ่งคลายกบัเอนไซมในกระบวนการสรางสาร chloresterol ของ
สัตวเล้ียงลูกดวยน้าํนม  กระบวนการนีป้ระกอบดวยหลายขั้นตอนในการเปลี่ยนจนกระทั่งไดเปน
สาร ergostrol ดังรูป 4(A) – 4(B)  
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รูป 4  กระบวนการสราง ergosterol และตาํแหนงการถูกยับยั้ง   แสดงตําแหนงทีย่ากลุม azole เขา
ทําปฎิกิริยากับเอมไซมระหวางกระบวนการสราง ergosterol ที่ควบคมุดวยยีน ERG    แสดง
กระบวนการขดัขวางการสราง ergosterol และเกดิเปน toxic sterol (modified from (16)) 
 
ขั้นตอนที่สําคัญที่ยากลุม azole เขาไปขัดขวางการสรางสาร ergosterol คือ ขั้นตอนที่ยาจับกับ
เอนไซม C14α - lanosterol demethylase เมื่อได intermediate compound เปน lanosterol  ยีน 
ERG11 ทําหนาที่ควบคุมการทํางานเอนไซมนี้ ในที่สุดจะเกิดเปน toxic sterol (รูป 4(B) ขวาสดุ) 
แทนการเกิดเปนสาร ergosterol  ผลสุดทาย คือ เชื้อก็จะถูกทําลายเนือ่งจากไมมีสาร ergosterol ใน 
cell wall  

 
 



 9

ปจจัยที่เกี่ยวของกับการดื้อยา  (ตาราง 1)  ไดแก  

• ตัวเชื้อ เชน ปริมาณเชื้อ  ความสามารถในการสราง  biofilm การเปลี่ยนรูปรางของ
ยีสตเปนเสนสาย และสายพนัธุ    

• ยา เชน คณุสมบัติเปน fungistatic หรือ fungicidal  ปริมาณของยา และจํานวนครั้ง
ในการใหยา การสะสมของยา กลไกการทํางานของยา (Phamacokinetic) และ 
Drug – drug interaction    

• ผูปวย เชน สภาวะการตอบสนอง   ตําแหนงที่เกดิพยาธิสภาพ  ความรุนแรงของ
การติดเชื้อ  การที่มีส่ิงแปลกปลอมเชน การคาสาย catheter เปนตน (17, 18)  

ตาราง 1   ปจจัยที่ทําใหเกิด 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)   
 ในที่นี้จะขอกลาวเฉพาะกลไกการดื้อยา fluconazole ของเชื้อ C. albicans มี 3 กระบวนการ 
ดังนี ้ 
 1.   Ergosterol biosynthesis  pathway  

ยาในกลุม azole จะจับกบั lanosterol 14α – demethylase ซ่ึงเปนเอนไซมที่ถอดรหัสจาก
ยีน ERG11  ทําใหกระบวนการสราง ergosterol ไมสมบูรณ ฉะนั้นปริมาณของ ergosterol ใน cell 
wall จึงลดลงไปดวย ในขณะเดียวกนัในเซลลจะมีการสะสมสาร  14α – methlyated sterols  เชน  
lanosterol และ 14α – methyl -3, 6 – diol ซ่ึงทําใหโครงสรางของ cell wall เปล่ียนไปดังที่ไดกลาว
มาแลวขางตน     จากการทบทวนผลงานการศึกษาตาง ๆ ที่เกี่ยวกับกลไกการดื้อยา fluconazole อาจ
สรุปวาเกิดจาก 3 กลไก ดังนี้   

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

α-demethylase  มีโครงสรางเปลี่ยนไปจากเดิม    ดังนั้น ความสามารถของการจับ
ระหวางยากับเอนไซมจึงลดลงทําใหการสราง ergosterol (รูป5A) เปนไปอยาง
ปกติ   มีรายงานการเปลี่ยนแปลง amino acid ในโครงสรางหลายตําแหนง (point 
mutation) อยางไรก็ตาม ผลการศึกษาที่มีรายงานมาแลวก็ยังไมสามารถจะสรุปได
ชัดเจนถึงผลที่กอใหเกิดกลไกการดื้อยา 

1.2 การแสดงออกของยีนมากเกิน (Overexpression of  ERG11 gene)  กลไกโดยทัว่ไป
ของการดื้อยาในกลุม eukaryote cell  สวนใหญเกิดจากการเพิ่มจํานวนยีน มักมา
จากการเพิ่มจํานวนยีน เนื่องจากการเพิ่มจาํนวนยีนมกัสงผลถึงการเพิ่มการทํางาน
ของยีนดวย ในที่นี้ เมื่อ ERG11 ของเชื้อ C. albicans มีจํานวนเพิ่มขึ้น ก็จะทําให
เกิดโปรตีนเพิม่ขึ้นดวย โปรตีนดังกลาวคือ เอนไซม P450 dependent sterol C14-

α-demethylase  ดังนั้นในการรักษาจึงจําเปนตองใชยาในปริมาณมากขึ้น เพื่อให
การจับระหวางยากับเอนไซมมีความสมดลุย ซ่ึงจะสงผลใหเกิดการยับยั้ง
กระบวนการสราง ergosterol (รูป 5B) อยางไรก็ตามมรีายงานขัดแยงกับทฤษฎีที่
กลาวมา (20, 21) และยังไมสามารถศึกษาถึงผลที่เกิดจากการ overexpress ของยีน
นี้เพียงยีนเดียวได 

1.3  การเปลี่ยนแปลงกระบวนการสราง ergosterol         ซ่ึงเกิดจากการทํางานของ 
Erg3p ใน inactivated form   (Alteration in the ergosterol biosynthesis by 
inactivation of Erg3p) โดยทั่วไป  กระบวนการสราง ergosterol จะสมบูรณได
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ตองอาศัยยีนหลายชนิดในการทํางาน  ขั้นตอนสําคัญอีกขั้นตอนหนึ่งที่มี
ผลกระทบตอการดื้อยาจะเปนกระบวนการการทํางานของยีน ERG3 ที่ควบคุมการ
สราง Erg3p (∆ 5,6 desaturase) ในกรณีที่ยา fluconazole ทําปฎิกริิยากับ C14-
lanosterol demethylase และเกดิการสะสมของสารกลุม14 – methyl intermediate 
ที่เปน intermediate compound    โปรตีน Erg3p จะทําหนาที่เปล่ียนสารกลุมนี้ไป
เปน 14 α– methylergosta – 8,24(28) – dien – 3,6 – diol (รูป 4Bและ 5E) ซ่ึงเปน 
toxic sterol ดังนั้น ถาไมมีการทํางานของยีน ERG3 หรือ Erg3p เชื้อก็ไมควรจะ
เกิดการดื้อตอยา (16, 22)  ขอมูลเหลานี้เปนเพียงสมมติฐานขั้นตน และพบวาเชื้อ
ตาง genus และ specie กอ็าจใหผลที่แตกตางกันได เชน การทดลองในเชื้อ  S. 
cereviseae กบั C. albicans นั้นใหผลตามสมมติฐานขางตน แตใน C. glabrata 
ใหผลที่แตกตาง 

 
 2. ABC (ATP-binding cassette) transporters  

กระบวนการสงยาออกจากเซลลในเชื้อ C. albicans มียีนที่เกี่ยวของกับ ABC transporters 6 
ยีน ขณะนี้มีรายงานการศกึษาเกีย่วกับการทํางานของยนีเพียง 4 ยีนคือ CDR1-4 และเฉพาะยนี 2 
ชนิดเทานัน้ คอื CDR1 และ CDR2 ที่มีหลักฐานการแสดงความสัมพันธของยีนกับการเกิด multiple 
azole resistance (Itraconazole, Ketoconazole และ Fluconazole เปนตน) เชน ในการทดลองเมื่อ
ใสพลาสมิดที่มีจํานวนยนีเหลานี้สูงใน S. cerevisiae ที่ delete ยีนนีแ้ลว  พบวาเชื้อมีความสามารถ
ในการดื้อตอยาสูงขึ้น (23-25)  และพบวา หนาที่ของ CDR1 และ CDR2 ใน C. albicans คลายกับ
หนาที่ของยนี PDR5 ใน S. cerevisiae (23, 26) สําหรับกลไกการทํางานของ ABC transporters เร่ิม
ขึ้นเมื่อมีการจบัระหวาง small hydrophobic substrate molecules ที่ตําแหนง nucleotide binding 
domains (27)  กับบริเวณ high affinity site ดานในของ plasma membrane  ทําให substrate ผานไป
ยังสวน extracellular leaflet โดยกระบวนการทํางานนีย้งัตองอาศัยการ  hydrolysis ของ ATP (รูป
5D, 6 ) จึงจะทําใหมีการสงผานของยาออกนอกเซลลเชือ้ได 

ในปจจุบนัมีรายงานการพบยีนใหมที่นาจะมีบทบาทสําคัญในกลไกการดื้อยา คือ ยนี TAC1 
ทําหนาที่เปน transcriptional activator ของยีนกลุม CDR  โดย Tac1p เปนโปรตีนในกลุมของ zinc 
– finger protein (28) การทํางานของ Tac1p จะจับกับ drug response element (DRE) บริเวณที่มี
สวนซ้ําของเบส CGG สองครั้ง ตําแหนงของยีนนี้อยูใกลกับบริเวณ mating – type – like (MTL) 
locus  ในป ค.ศ. 2004 Coste และคณะรายงานเกีย่วของระหวางยนี TAC1 กับการดื้อยา โดยในการ
ทดลอง ทําการกระตุนเชื้อ non TAC1 - C. albicans ดวย homozygous clinical azole-resistant strain 
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(DSY296) ที่มี TAC 1 allele  (28)   ปรากฎวาเชื้อที่ถูกกระตุนมีการแสดงออก (expression) ของยีน 
CDR1 และ CDR2 เพิ่มสูงขึ้น  และเมื่อนํา azole-susceptible clinical strain (DSY294) ที่เปน 
heterozygous  มาทดสอบ  ผลการทดลองที่ได คือ เชื้อที่ถูกกระตุนไมดื้อตอยา fluconazole เมื่อมี
การศึกษาดวยวิธี Microarray และ Northern blot analysis พบวา TAC1 ทําใหเกิด overexpression 
ของ azole – resistant strains โดย upregulate ของ CDR1 และ CDR2 (29) และยังควบคุมการ
แสดงออกของยีนอื่นอีกอยางนอยส่ียีน คือ RTA3  IFU5   HSP12 และ PDR16 (28, 30) นอกจากนี้
ยังมีอีกหลายการทดลองที่บงบอกถึงความเกี่ยวของระหวาง 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 ควบคุมการสราง major facilitators (MFS) protein ที่มีผลจําเพาะทํา
ใหเชื้อดื้อตอยา fluconazole โปรตีนเหลานี้อยูบริเวณ plasma membrane ทําหนาที่เปน proton 
antiporters คือ ทําใหสารในกลุม hydrophobic compounds ไหลออกจากเซลล สารเหลานั้น ไดแก 
benomyl, methorexate, cycloheximide, benztriazoles, 4 – nitroquinoline – N - oxide, fluconazole 
และ sulfometuron methyl (33, 34)  นอกจากนีย้ังมีรายงานการศึกษาพบวา เมื่อ disrupt MDR1 ใน 
clinical isolate ที่มีความไวรับสูงตอยา fluconazole จะเกิดการดื้อยาขึน้ (35) นอกจากนีย้ังพบวา 
benomyl สามารถกระตุนการทํางานของยนี MDR1 ได แตในบางสายพันธุที่ดื้อตอ fluconazole บาง
สายพันธุ อาจมี mutation ใน trans regulatory factor เปนอีกหนึง่ปจจยัรวมดวย (36, 37) (รูปที่ 6 )  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 13

รูป 5  กลไกการดื้อยา C. albicans แยกตามรายละเอียดดังนี้ A: การเปลี่ยนแปลงลาํดับเบสใน ยนี 
ERG11, B : การเพิ่มexpressionของยีน ERG11, C : ลักษณะของเชื้อที่ไวตอยา Fluconazole, D : การ
เพิ่มexpressionของเยีนที่สราง efflux pump, E :  การเปลี่ยนแปลงสวนประกอบของ 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 ตอการจับกับยา Fluconazole  การเพิ่มขึ้นของERG11p ใน

เซลล  Inactivated form ของ Erg3p (sterol C5,6-desaturase) ขัดขวางการสราง 14α-methyl-3,6-
diol ซ่ึงเปนสารพิษ    

 
การศึกษาการดื้อยาในหลอดทดลองโดยสวนใหญจะทาํการศึกษาในเชื้อ S. cereviseae  

และ C. albicans โดยเชื้อทีใ่ชในการศึกษาเปนเชื้อ (population of cells) ที่เก็บในหองปฏิบัติการ
หลังจากแยกไดจากรอยโรคของผูปวย รายงานการศกึษาเมื่อนําเชื้อมาทํา single step selection โดย
กระตุนเชื้อนัน้ในยา fluconazole ที่มีความเขมขนสูงถึง 128 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบ mutant ที่เปน 
recessive ERG3 และมี overexpression ของ ERG11 นอกจากนีย้ังมีรายงานการพบยีนอื่นที่เกี่ยวของ



 15

กับการสราง ergosterol เกี่ยวของกับกลไกการดื้อยา  หลังจากทดลองโดยการทํา individual gene 
deletion ตอมาเมื่อทําการศึกษา second step wise selection สําหรับ resistance mutant โดยกระตุน
ดวยยาที่ความเขมขน 16 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปน 32 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และความเขมขน
สุดทายเปน 128 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบ mutation ในยีน PDR1  มีผลกับการ overexpress ของ 
ABC transporter genes (PDR5  และ SNQ2)  แตไมมีการ overexpress ของ major facilitator gene 
(FLR1) หรือใน ERG11 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา มียีนหลายยีนที่เกิดการ mutation และมีผล
ตอการดื้อตอยากลุม azole และการเกิด mutation ที่มีผลตอการดื้อยานั้นขึ้นอยูกับชนิด selective 
pressure  

การศึกษาใน C. albicans พบวาการ overexpress ของยีน CDR1 CDR2 MDR1 และ ERG11 
กับการดื้อยามรูีปแบบที่ไมแนนอน เชนเดียวกับการเกดิ mutation  เมื่อทําการวิเคราะหดวย 
microarray จะพบการ overexpress ของยีน 2 รูปแบบ  แบบแรก คือมีการ overexpression ของยีน 
CDR1 มากกวายนีอื่น และแบบที่สอง พบระดับการเปลี่ยนแปลงในยีน MDR1 มากที่สุดเมือ่
เปรียบเทียบกบัยีนอื่น ๆ ในชวงแรกหรือชวงหลังของการถูกกระตุน โดยพบในสายพนัธุที่มี
คุณสมบัติดื้อแบบเสถียร (stable resistance)   

ผลจากการศึกษากลไกการดือ้ยาโดยศกึษาทั้ง in vitro และ in vivo (เชื้อที่ใชในการศึกษา
เปนเชื้อแยกไดจากผูปวยโดยตรง) ใหผลที่ใกลเคียงกัน โดยมีผลสืบเนื่องจากการ mutation ของยีน
ที่มีรายงานแลวหลายตวัและอาจจะเกิดจากยีนอื่น ๆ  ที่ยังไมมีรายงานมากอน  การศึกษาในป ค.ศ. 
1998  Lopez – Ribot  และคณะ  รายงานวาเชื้อทีแ่ยกไดจากผูปวย 3 ราย ที่มีคา MIC สูง มีการ
แสดงออกของยีน CDR 1 ไมสอดคลองกัน คือ เชื้อทีแ่ยกไดจากผูปวย 2 ราย มกีารแสดงออกของ
ยีน CDR 1 มากกวายีน CDR 2  MDR1 และ ERG11 โดยมีระดับของคา MIC ที่ตางกัน และเชื้อที่
แยกไดจากผูปวยอีกรายหนึ่งมกีารแสดงออกของยีนทั้ง 4 ตัวไมแตกตางกันทั้ง ๆ ที่คา MIC มี
ระดับสูงกวาเชื้อ 2 สายพันธุขางตน   การศึกษาดังกลาวไมสามารถแสดงใหเห็นถึงกลไกการดื้อยา
อยางชัดเจน เมื่อทําการศึกษาเชื้อที่แยกไดในระยะเวลาตางกันจากผูปวยติดเชื้อไวรัส HIV สายพันธุ
ที่แยกไดในชวงตนที่คา MIC เร่ิมสูงขึ้น ระดับของ MDR1 เพิ่มขึ้น ตามดวยการเปลี่ยนแปลงของยนี 
ERG11 และในสายพันธุที่แยกไดในชวงทายมียีนในกลุม CDR  ที่ overexpress (40) มีรายงานที่
สอดคลองกัน(41, 42) เชน ในป ค.ศ 1996 Sanglad และคณะ(41) พบความสัมพันธระหวางปริมาณ
สูงของ mRNA ของ CDR1  CDR2  MDR1 และ ERG11 กับการดื้อยาของเชือ้ หลังจากที่ได
ทําการศึกษาใน clinical isolate จากผูปวยติดเชื้อไวรัส HIV  ป ค.ศ. 2001 Perea และคณะ พิสูจนให
เห็นวา การ overexpress ของ efflux pump ทําใหเชื้อ C. albicans ดื้อตอยา fluconazole สูงขึ้นไดถึง 
85% เมื่อเปรียบเทียบกับ wild type (42) และยังมกีารศกึษาวาการเปลีย่นแปลงของระดับ mRNA 



 16

ของ putative ยีนทีเ่กี่ยวของกับกลไกการดื้อยามีความสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส
หรือไม โดยศึกษาใน clinical isolate จํานวนมาก ไมพบวา มีความสัมพนัธกัน และการเกิดการดื้อยา
เกิดจากหลายกลไกและมีความซับซอนจําเปนตองศึกษาเพิ่มเติมเกีย่วกบัปจจัยทางพนัธุศาสตร
ตอไป (17)   นอกจากนี้ยังมกีารทดลอง in vitro ที่ใหผลสอดคลองกับผลขางตน ดวยการ knockouts 
ยีนที่ควบคุมระบบ efflux pump โดยใช Candida  เปนตนแบบในการศกึษา (23, 41) 
  ในชวงระยะเวลา 10 ปนี้ พบวาเชื้อ C. albicans ที่แยกจากผูปวยในโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ 
มีแนวโนมของการดื้อตอยา fluconazole เพิ่มขึ้น เชนเดียวกับประเทศอื่น และดวยวิธีการใชยา 
fluconazole มีความหลากหลายในแตละประเทศ  ในทีน่ี้ จึงมีวตัถุประสงคที่จะศกึษากลไกการดื้อ
ยา โดยมุงหาความสัมพันธระหวาง transcriptional regulation ของยีนที่ควบคุม molecular 
mechanism ของ multidrug resistance จากเชื้อ C. albicans โดยกระตุน single cell ของเชื้อที่มีความ
ไวรับมาดวยยา fluconazole  ตรวจวัดคา 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 ไดแก  ERG11  MDR1  CDR1  CDR2 

และ TAC1 ใน C. albicans ที่ถูกกระตุนใหดื้อยาดวย fluconazole 

2. ศึกษาการเปลีย่นแปลงของลําดับเบสบนยีน ERG11 ใน C. albicans ที่ถูกกระตุนใหดื้อ
ยาดวย fluconazole 
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วิธีการวิจัย (Procedure) 
 

1. การคัดเลือกและการเตรียมเชื้อ C. albicans ที่ใชในการศกึษา 
 การคัดเลือกเชือ้ 

เชื้อ C. albicans จํานวน  6 สายพันธุ คือ K39.1 K44.1 K49.1 K51.1 K54.1 และ K78.1 ซ่ึง
แยกไดจากรอยโรคในชองปากผูปวยเอดสที่เปนโรคติดเชื้อยีสตที่ชองปาก (Oropharyngeal 
candidiasis) และผูปวยเหลานี้มีประวัตไิดรับการรักษาดวยยาตานเชื้อรา (ตาราง 2) และเชื้อเหลานี้
เก็บรักษาที ่ -70 องศาเซลเซียส หนวยราวทิยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย  เกณฑการคัดเลือกเชื้อ ในการศึกษานีค้ัดเลือกจากเชือ้ที่มีคา Minimum Inhibitory  
Concentration (MIC) ที่แสดงถึงความไวรบัตอยา fluconazole  
 วิธีการทดสอบที่ใชในการคัดเลือกสายพันธุ คือวิธี Epsilometer (Etest) (AB biodisk, 
Solna, Sweden) เพื่อหาคา MIC วิธีการที่ใชในการทดสอบอางอิงตามคําแนะนําของผูผลิต (Etest 
Reading Guide for Yeast: Etest technical guide4, AB Biodisk, Sweden) กลาวโดยยอคือ วางแผน
ยา fluconazole  ที่มีความเขมขนของยาเปน gradient ระหวาง 0.016 ถึง 256 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
บนอาหารเลี้ยงเช้ือ RPMI 1640  ที่มีเชื้อทีต่องการทดสอบ (ความเขมขนของเชื้อ C. albicans ที่ใช
ในการทดสอบคือ 0.5 McFarland) บมที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 – 48 ชั่วโมง และอานผล  
สําหรับ วิธี Microdilution test อางอิงตามวธีิมาตรฐานของ  NCCLS – M27 – A (NCCLS; National 
Committee for Clinical Laboratory Standards) (รายละเอียดวิธีการทําในวิธีดําเนินการวิจัยขอ 4 ) 
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ตาราง 2 แสดงเชื้อ C. albicans จํานวน 6 สายพันธุที่แยกไดจากรอยโรคในชองปากผูปวยเอดสที่
เปนโรค Oropharyngeal candidiasis จํานวน 6 ราย และผูปวยเหลานี้ไดรับการรักษาดวยยาตานเชื้อ
รา  
 
 

C. albicans ชนิดของยาและขนาดยาที่ใชในการรักษา 

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 เขยาที่ 140 รอบ/นาที อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนัน้นํามา streak บน Sabouruad dextrose agar (SDA) เก็บที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นนาํเชื้อสายพันธุที่เลือกนั้นมาแยกเปน
เซลลเดี่ยวดวยวิธี Singel cell manipulation ภายใตกลองจุลทรรศนที่ดัดแปลงโดย ศาสตราจารย
แพทยหญิง ศมนีย  ศุขรุงเรือง (วิธีการแยกเซลลไดรับคําแนะนําจากคุณบุญชวย  เอี่ยมโภคลาภ  
หัวหนาหองปฎิบัติการจุลชีววิทยา  สถาบันบําราศนราดรู) และบมเซลลที่แยกไดนัน้ (รูป 7) บน 
SDA เปนเวลา  1 วัน  จากนัน้ inoculate เชื้อที่เจริญแลวนั้นใน flask ที่มี SDB ปริมาณ 25 มิลลิลิตร 
เขยาดวยอัตราเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลานาน 16 ชั่วโมง ที่ 30 องศาเซลเซียส  เชื้อนี้ใชในการ
ทดลองเกี่ยวกบัการกระตุนตอไป  

 
2. การกระตุน C. albicans ดวยยา fluconazole (ตาราง 3)    เชื้อที่ใชในการทดลองนี้เปน 

single cell ที่เตรียมไวในขอ 1  จํานวนซ้ําในกลุมควบคมุและกลุมทดลองที่ความเขมขนยาที่ตางกนั
เทากับ 5 ซํ้า 
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รูป 7  แสดงการแยกเซลลเดีย่วดวยเครื่อง Single manipulator  (A) แสดงการแยก single cell ของ C. 
albicans ที่ศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน  (B)  ลูกศรแสดงปลายของหลอดแกวที่แยก single cell 
ออกมา 
  

2.1  กลุมควบคุม (Control group) : เปนกลุมการทดลองที่ปราศจากยา  วิธีการ เล้ียงเชื้อ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (SDB) ที่ไมมียา  โดยเชื้อที่ใชตองปรับใหมีความขุนเริม่ตนเปน 0.5 
McFarland  ถายเชื้อปริมาณ 0.5 มิลลิลิตรลงในอาหารเลีย้งเชื้อ RPMI 1640  ปริมาณ 4.5 มิลลิลิตร  
เขยาดวยอัตราเร็ว 150 รอบ/นาทีที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง  จากนั้นถายเชือ้จากหลอดวนั
แรกปริมาณ 1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองที่มี RPMI 1640 ใหม ปริมาณ 9 มิลลิลิตร  และเลี้ยงใน
สภาวะเชนเดียวกับที่ไดกลาวไวขางตน ทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อเชนนี้ทุกวัน จนกระทั่งถึงวนัที ่
60 นับจากวนัแรกที่ถายเชื้อ  เก็บเชื้อในวันที่ 0 (วนัแรก)  15  30  50  และ 60 วัน  เพื่อนํามาทดสอบ
คา MIC  ดวยวิธี Microdilution test (ตามวธีิในขอ 3 ) สกัดดีเอน็เอ  และอารเอ็นเอ (ตามวิธีในขอ 4 
และ 5  ตามลําดับ) 

 2.2  กลุมทดลอง (Experimental group) : เปนกลุมการทดลองที่กระตุนเชื้อดวยยาทีม่ี
ความเขมขนตาง ๆ กัน ความเขมขนสุดทายเมื่อใสเชื้อแลวมีปริมาณเทากับ 8  16  32  และ 64 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ตารางที่3)  ความขุนของเชื้อที่ใชในการทดลองใหเร่ิมตนที่ 0.5 McFarland 
เชนเดียวกับกลุมควบคุมวิธีการกระตุนโดยถายเชื้อที่ปรับความขุนแลวปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI 1640 ที่มียาความเขนขนตาง ๆ กันดังกลาวขางตนปริมาณ 
4.5 มิลลิลิตร เขยาดวยอัตราเร็ว 150 รอบ/นาทีที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง จากนั้นถายเชือ้ 
1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองใหมที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI 1640 ปริมาณ 9 มิลลิลิตร และเลี้ยงใน
สภาวะเชนเดียวกับที่ไดกลาวไวขางตน ทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อเชนนี้ทุกวัน จนกระทั่งถึงวนัที ่
60 นับจากวนัแรกที่ถายเชื้อ  เก็บเชื้อในวันที่ 0 (วนัแรก)  15  30  50  และ 60 วัน  เพื่อนํามาทดสอบ

A B
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คา MIC  ดวยวิธี Microdilution test (ตามวิธีในขอ 3) สกัดดีเอน็เอ  และอารเอ็นเอ (ตามวิธีในขอ 4 
และ 5  ตามลําดับ) ทุกขั้นตอนมีการทดลองซ้ําอยางนอย  3  คร้ัง 
 
ตาราง 3 แสดงผังการเตรียมความเขมขนของยา fluconazole  เปน ไมโครกรัม/ไมโครลิตร (มก./
มล.) ในการกระตุนเชื้อ C. albicans (0.5 McFarland) ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว RPMI 1640 
 

ลําดับที่ อาหารเหลว 
RPMI 1640 

(มล.) 

ปริมาณ 
C. albicans 

(มล.) 

ความเขมขนยา / 
ปริมาณยา  

(มก./มล.,/มล.)* 

ความเขมขนสุดทาย
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. การทดลองเพือ่หาคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
  การเตรียม stock solution ของยา fluconazole  

 เตรียม stock solution ในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อใหยามีความเขมขนเปน 10 เทาของ
ความเขมขนสดุทายที่ใชทดสอบ เก็บที่ – 70 องศาเซลเซียส เมื่อจะทาํการทดลองหาคา MIC จึงนํา 
stock solution มาเจือจางเปน 10 เทา การเตรียมยาและการทดสอบหาคา MIC ทําตามวิธีมาตรฐาน
ของ NCCLS – M27 – A (43) ความเขมขนสุดทายของ fluconazole  ที่ใชในการทดสอบ คือ 0.125  
0.25  0.5  1  2  4  8  16  32  และ 64 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

ยาบริสุทธิ์ของ fluconazole ไดรับอภินนัทนาการจาก รศ.ดร.อุทัย  สุวรรณกูฎ คณะเภสัช
ศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  และบรษิัทสยามฟารมาซูติคอล จํากัด 
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การหาคา MIC ดวย Microdilution  Broth technique (43)  
เปนการทดลองหาคา MIC ใน microtiter plate โดยปนลางเชื้อทั้งกลุมควบคุมและกลุม

ทดลอง ณ วันตาง ๆ ที่ไดเกบ็ไวดวยน้ํากลัน่ปราศจากเชือ้จํานวน 2 คร้ัง   และปรับความเขมขนของ
เชื้อใหเปน 1.5 x 106 CFU หรือ 0.5 McFarland ใน 0.85% NaCl จากนัน้ทําการเจือจางอีก 1:50 ดวย 
0.85% NaCl เมื่อจะทดสอบหา MIC จะเชื้อเจือจางลงไปอีก 1:20 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว RPMI 
1640 เพื่อใหไดเชื้อที่มีปริมาณเปน 1 x 103 – 5 x 103 CFU/ml (working inoculum) 

วิธีการทดลอง เติม working inoculum ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ใน well ของ microtiter 
plate  และเติมยา fluconazole ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 0.125  0.25  0.5  1  2  4  8  16  32  และ 
64  ไมโครกรัม/ไมโครลิตร จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง โดยมกีลุม
ควบคุม คือ ตรวจสอบ sterility ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว RPMI 1640  ตรวจสอบ sterility ของยา  
การเจริญของเชื้อโดยปราศจากยา  และควบคุมคุณภาพของยาทดสอบโดยใชเชื้อสายพันธุมาตรฐาน 
C. parapsillosis ATCC 22019 ควบคูไปดวย  ซ่ึงคา MIC ของเชื้อสายพันธุมาตรฐานนี้จะตองมีคา
ระหวาง 2 – 8 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร (รูป 8) 
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รูป 8 การหาคา MIC ดวย Microdilution technique ใน microtiter plate Well A1, B1,C1, ,… H1  
เปนการควบคมุการทดลองและตรวจสอบ sterility ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว RPMI 1640  Well A2, 
B2……..H2) เปนการควบคมุการเจริญของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI 1640 ที่ไมมี fluconazole 
เพื่อใชเปนการเปรียบเทียบการเจริญของเชื้อในการอานคา MIC ในแถว 3 ถึง 12 ที่เปนเชื้อกลุม
ทดลอง โดยแถวที่ 3 ถึง 12 มีเชื้อในอาหาร RPMI 1640 มี fluconazole ที่มีความเขมขนตั้งแต 0.125   
0.25  0.5   1     2    4    8    16   32   และ 64  ไมโครกรัม / ไมโครลิตร ตามลําดับ     

4.   การเตรียม DNA ของเชื้อ  C. albicans    
 เล้ียงเชื้อที่ตองการทดสอบทั้งกลุมควบคุมและกลุมทดลองในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว SDB  
เขยาที่ 140 รอบ/นาที อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24 ช่ัวโมง หลังจากนัน้นํามาปนลาง
ดวยน้ํากลั่นจํานวน 2 คร้ัง ที่ 5,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมหิอง  จากนั้นสกัด DNA ดวยชุด WizardTM 
Genomic DNA Purification system (Bio-Rad, USA.) โดยดดัแปลงจากวิธีในคูมือของชุดสกัด ดังนี้ 
คือ ใส sterile glass beads ใน eppendorf ที่มีเชื้อที่ปนลางแลวในอัตราสวน 1:1 เติม lysis buffer 
ปริมาณ 300 ไมโครลิตร  เขยาดวย vortex นาน 10 นาทีสลับกับแชในน้ําแข็ง 5 นาที ประมาณ 3 
คร้ัง หลังจากนั้นนําไป spin ดูดของเหลวสวนบนใสในหลอดใหม เติม lysis buffer ปริมาณ 300 
ไมโครลิตร  ตั้งทิ้งไว 10 นาที แลวจึงนําไปปนดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  
เก็บสวนที่เปนตะกอนไว แลวเติม nuclei lysis buffer ปริมาณ 300 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ  เติม 



 24

protein precipitate buffer ปริมาณ 100 ไมโครลิตร  ตั้งทิ้งไว  1 นาที แลวจึงนําไปปนดวยความเร็ว 
13,000 รอบ/นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  เก็บสวนใสใสหลอดใหม เติม cold isopropanol ปริมาณเปน  
2.5 เทา เก็บที ่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยางนอยนาน 2 ชั่วโมง  นํามาปนดวยความเร็ว 13,000 
รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 25 นาที  และลางตะกอนขาวดวย cold 98% 
absolute ethanol, air dry  นํามาละลายดวย 1x TE buffer เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 

 
5. การเตรียม RNA ของเชื้อ C. albicans  

 เล้ียงเชื้อที่ไดหลังจากผานการกระตุนดวยยาแลวใน flask ที่มี SDB ปริมาตร 30  มิลลิลิตร  
เขยาที่ 100 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นนํามาปนเก็บ
เชื้อและลางดวยน้าํกลั่นปราศจากเชื้อ 2 คร้ัง ดวยความเร็ว 5,000 รอบ/นาที  ที่อุณหภูมิหอง  
ตกตะกอน RNA โดยการเติม sodium acetate buffer ปริมาณ 10 มิลลิลิตร, 10% SDS ปริมาณ 1 
มิลลิลิตร และ hot saturated phenol in sodiumacetate buffer ปริมาณ10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
แลวนําไปอุนใน waterbath ที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที สลับกับ vortex 30 วินาที ทําจนครบ 
5 นาที จึงแชใน Ethanol ice bath ทันที ปนดวยความเร็ว 5,000 รอบ/นาที  ที่ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที  ดูดเฉพาะของเหลวสวนลางทิ้งไปเทานัน้ ทําการตกตะกอนซ้ําอีก 1 คร้ัง แลวจึงดดู
ของเหลวใสสวนบนใสหลอดใหม  เติม chloropane ดวยอัตราสวน 1: 1 vortex อีก 2 นาที จึงนําไป
ปนดวยความเร็ว 5,000 รอบ/นาท ีที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี  ดูดสวนใสสวนบนใสหลอด
ใหมเติม chloroform : isoamyl (24:1) ลงไปอัตราสวน 1:1 ปนดวยความเร็ว 5,000 รอบ/นาที ที่ 4 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  นําสวนใสสวนบนใสหลอดใหม เติม 3M sodiumacetate ดวย
อัตราสวน 1/10 และ 2.5 เทาของ cold isopropanol เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมงถึง
ขามคืน นํามาปนดวยความเร็ว 5,000 รอบ/นาที  ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน  25 นาที จากนัน้ 
เทสวนของเหลวทิ้ง ใช pipette ดูดของเหลวใหหมด แลวจึงเติม 3 M sodium acetate และ cold 
isopropanol อีกครั้ง นําไปเกบ็ที่ -70 องศาเซลเซียสเปนเวลาขามคืน นํามาปนดวยความเร็ว 13,000 
รอบ/นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 25 นาที เทสวนของเหลวทิง้ไป ปนลางอีกครั้งดวยน้ํายา 
98% cold absolute ethanol ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 
นาที หลังจากนั้นเทสวนใสทิ้งใหหมด ละลายในน้ํากล่ันที่ปราศจากเชื้อ ที่ treated ดวย DEPC 
ปริมาณ 30 – 50 ไมโครลิตร  วัดความเขมขนและความบริสุทธิ์ของ RNA ดวย เครือ่ง 
spectrophotometer (SmartSpecTM3000 , Bio – Rad, USA) ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร เก็บ 
RNA ที่ไดไวที่ -70 องศาเซลเซียส 
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6.  การสังเคราะห cDNA และ ปฎิกิริยาลูกโซ  reverse – transcription PCR (RT – PCR)   
 นํา RNA ที่เตรียมไวขางตนมา treated ดวย DNase RQ1 (Promega, USA) เพื่อใหได RNA 
ที่ปราศจาก DNA (DNA–free RNA) ปริมาณ 2 ไมโครกรัม ตามวิธีดังตอไปนี ้ 
 

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 
บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  เติมน้ํายา RQ1 DNase stop solution ปริมาณ  3 

ไมโครลิตร บมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  นํา DNA-free RNA ที่ไดมาทํา RT – PCR 
ดวย RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, USA) โดยการดดัแปลงจากคูมือ
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  ใหเปน               20               ไมโครลิตร   
ผสมใหเขากันและปนตก บมที่ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที  แลวตอดวย 70  องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  จะได PCR product 
  

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

ที่ใชมีรายละเอียด ดังตาราง 4 
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ยีน ERG11 (ความยาว 1.6  กิโลเบส) 
      PCR reaction (ปริมาตรทั้งหมด 20 ไมโครลิตร) ประกอบดวย 

   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) ประกอบดวย 
   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 ที่ไดดวยการ run บน 1% agarose gel ยอมดวย ethidium 
bromide 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  และถายภาพภายใตแสงอุลตราไวโอเล็ตดวยเครือ่ง Gel doc 
รุน  2000  ( ฺBiorad, USA.) 
 
ตาราง 4  รายช่ือ primer  ที่ใชในการทํา 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 ของยีนที่เตรียมไวดวย QIAamp DNA purification kit (Qiagen, USA) 
ตามคําแนะนําในคูมือของชุดทดสอบ จากนั้นนาํไปหาลําดับเบสโดยใช ABI Prism BigDye 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit primer แสดงในตาราง 5 
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ตาราง 5   รายช่ือ primer ที่ใชในการทํา 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 ที่แยกไดจากรอยโรคในชองปากผูปวยตดิเชื้อไวรัส HIV ที่มีอาการ OPC 
รวมดวย มจีํานวน 6 สายพันธุ เมื่อนํามาทดสอบความไวรับตอยา fluconazole ดวยวิธี  Etest  ไดผล 
ดังแสดงในตาราง 6  พบวา เชื้อมีความไวรับ (Susceptible strain) จาํนวน 1 สายพันธุ  เชื้อที่มี
แนวโนมที่จะดื้อตอยา (Susceptible – dose dependent strain) จํานวน 1 สายพันธุ และเชื้อที่ดื้อตอ 
(Resistance strain) จํานวน 4 สายพันธุ  ในการศึกษานี้เลือกสายพันธุ K44.1 เปนเชือ้ที่มีความไวรบั
ตอยา fluconazole และ K39.1 เปนเชื้อดื้อตอยา (Resistance control)  

เนื่องจากในการทดลองนี้ ทางคณะผูวจิัยไดทําการหาคา MIC ดวยวิธี Microdilution test  
พบวาคา MIC ของ K44.1 มีคาเทากับ 2 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร และ K39.1 มีคาเทากับ >256 
ไมโครกรัม/ไมโครลิตร  

 
การกระตุน C. albicans ดวยยา fluconazole 
     จากการกระตุน single cell ของสายพันธุ K44.1  และเชื้อจํานวน 25 สายพันธุ  (No. 1-25, 
ตาราง 7) พบวา คา MIC มีการเปลี่ยนแปลงจาก 2 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร เปน 32 ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร คิดเปน 16 เทาจากคาเริ่มตนในทุกกลุมทดลอง หลังจากการกระตุนดวยยา fluconazole 
ที่ความเขมขนตาง ๆ เปนเวลานาน 15 วนั   การเปลี่ยนแปลงของคา MIC มีคาคงที่จนถึงวันที ่ 60 
ของการทดลอง  ยกเวนในกลุมที่ 5 ที่กระตุนเชื้อดวยยาความเขมขน 64 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร 
พบวา คา MIC สูงขึ้นเปน 2 เทาจาก 
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ตาราง 6 คา MIC ของ C. albicans  ที่แยกไดจากชองปากผูปวยติดเชื้อ HIV  เมื่อศึกษาดวยวิธี Etest 
 

Strains of   C. albicans 
คา MIC 

(ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) 
   การแปลคา 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 (มีแนวโนมที่จะดื้อยาที่ใชทดสอบ) 
 
 

คา MIC ที่เพิ่มขึ้น คือ จาก 32 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร เปน 64 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร (2 ใน 5 
single cells, รอยละ40) หลังจากการกระตุนนาน 50 วัน  สําหรับกลุมที่ 3 ที่กระตุนเชื้อดวยยาที่
ความเขมขน 16  ไมโครกรัม/ไมโครลิตร พบวา มี 1 ตัวอยาง ที่คา MIC สูงขึ้นเปน 64 ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร ตั้งแตวนัที่ 30 ของการกระตุน (1/5 single cell, 20%) แตในวนัที่ 50 ของการกระตุน
พบวาคา MIC ลดลงเปน 32 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร เชนเดยีวกับที่พบในกลุมทดลองที่ 4 (1/5 
single cell, 20%)   
 เชื้อที่ถูกกระตุนหลัง 60 วัน ดังตาราง 7 ถูกนํามาทดสอบความเสถียร (Stability) ของการ
ดื้อยา พบวาเชือ้ทุกกลุมมีความเสถียร คือไมมีการเปลี่ยนแปลงกลับไปที่คา MIC กอนการกระตุน 

 
การวิเคราะหลําดับเบส ERG11  

 การศึกษาลําดบัเบสของยีน ERG11 จาก DNA และ cDNA ของเชื้อเดียวกัน จาก
เชื้อ wild type ที่เปนสายพันธุดื้อยา (resistance wyildtype strain)  K39.1   และสายพนัธุที่มีความไว
รับตอยา (susceptible wildtype strain) K44.1 และสายพนัธุที่มีการเปลี่ยนแปลงคา MIC หลังจากถูก
กระตุนดวยยา ไดแก   11D30 (single cell no. 11 จากกลุมที่ 3 ที่กระตุนแลว 30 วัน)  11D50  (single 
cell no. 11 จากกลุมที่ 3 ที่กระตุนแลว 50 วัน)  23D30 (single cell no. 23 จากกลุมที่ 5 ที่กระตุนแลว 
30 วัน) และ 23D50 (single cell no. 23 จากกลุมที่ 5 ที่กระตุนแลว 50 วัน) ทั้งหมดจํานวน 6 สาย
พันธุ  เร่ิมดวยการทํา PCR ปรากฎวา PCR product ที่ไดมีขนาดประมาณ  1.6 กิโลเบส   (รูปที่ 8) ทํา
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การ sequence PCR product ที่ไดดวย primers ที่กลาวมาแลวในตาราง 5  ผลของลําดับเบสของเชื้อ
แตละตวัแสดงอยูใน Appendix; complete sequence    เมื่อนําผลที่ไดมาเปรียบเทยีบพบวา มีการ
เปล่ียนลําดับเบส Thymine  (T) เปน Cytosine (C)(ตาราง 8)    
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ตาราง 7 แสดงคา MIC ของเชื้อในกลุมควบคุม (กลุมที่ 1) และกลุมทดลอง (กลุมที่ 2 – 5 ) ที่กระตุนดวยยา 
fluconazole ที่มีความเขมขนสุดทายเปน 8  16  32  และ 64  ไมโครกรัม/ไมโครลิตร (มก./มล.)  เปนเวลานาน 60 
วัน โดยตัวอยางที่ใชเปนเชื้อที่เจริญจาก เซลลเดี่ยวของสายพันธุ K 44.1 
 

คา MIC ท่ีวัดไดในแตละ2ชวงเวลาที่ทําการเลี้ยง (มก./มล.)        กลุมทดลองที่ 

0 15 30 50 60 
     

2 
2 

2 
2 

2 
2 

2 
2 

2 
2 

2 2 2 2 2 

 กลุมท่ี 1 : ความเขนขนสุดทาย =  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 

   กลุมท่ี 2 : ความเขนขนสุดทาย =  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 

  กลุมท่ี 3 : ความเขนขนสุดทาย = 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 

  กลุมท่ี 4 : ความเขนขนสุดทาย = 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 

กลุมท่ี 5 : ความเขนขนสุดทาย =  64 มก./มล. 
                    No. 21 
                    No. 22 
                    No. 23 
                    No. 24 
                    No. 25 2 32 32 32 32 

วัน*



 33

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 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 ในเชื้อแตละตัว  
 
      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 

 
 
 
จากการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสดังกลาวนั้นเมื่อนําไป translate เปน amino acid ของยีน 

ERG 11 ดวยโปรแกรม Expasy translate tool (44) พบวามีการเปลี่ยนแปลง amino acid บนยีนนัน้  
คือการเปลี่ยนจาก T ไปเปน C ทําใหเปล่ียน amino acid จาก  Leucine (L) ไปเปน  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 เปนการศึกษาวา ยนี MDR1 TAC1 CDR1 และ CDR2 มีการ
แสดงออกของหนาที่หรือไม โดยใชปฏิกริยา RT-PCR และในปฎกิิริยาดงักลาวมี template cDNA ที่
มีความเขมขนเทากัน ซ่ึงไดจากการทดสอบความไวดวยการตรวจสอบความเขมของ band cDNA 
หลังจาก run electrophoresis ปรากฏวา ความเขมขนของ cDNA ของยีน MDR1 CDR1และ CDR2 มี
คาประมาณ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (0.2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตอ PCR reaction)  ในขณะที่
ความเขม cDNA ของยีน TAC1 มีคาประมาณ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (0.02 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ตอ PCR reaction)  (รูป 9) ในกึ่งคุณภาพ เปนการสังเกต density ของ PCR product  band ดวยการ
ใช Quality One Program (Bio – Rad) เปรียบเทียบระหวางยีนเดียวกันในสายพันธุตางกัน  ผลการ
ทดลองพบวา ยีน MDR1 มีการแสดงออกในสายพนัธุที่มีคา MIC สูงขึ้นหลังจากการกระตุนดวยยา
ที่ความเขมขนเทากับ 16 และ 64 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร ดวยเวลาที่ตางกัน คือ สายพันธุ 11 D30 
11 D50; 23 D30  23 D50  (ตาราง 7) มี density ระหวาง 148.06 – 180.34  (ตาราง 10) และมีความ
ยาว 2.4 kb (รูป 10)  สําหรับยีน TAC1 ซ่ึงทําหนาที่เปน transcriptional factor ของยีน CDR1 และ 
CDR2 นั้น มีความยาว 1.8 กโิลเบส (รูป 11) และมีการแสดงออกในทกุสายพันธุ ยกเวนสายพันธุ 11 
D50 โดย density  มีคาอยูระหวาง 105.3 – 184.12 (ตาราง 10) การแสดงออกของยนีนี้ในสายพันธุ
เดียวกันไมไดขึ้นกับระยะเวลาที่เชื้อถูกกระตุนดวยยา ดงัผลของ 11 D30 และ 11 D50  สวนผลของ
ยีน 2 ยีนที่ TAC1 ควบคุม คอื ยีน CDR1 และ CDR2 นั้น พบวา CDR1มี ความยาว 3.4 กิโลเบส (รูป 
12)  และมีการแสดงออกในสายพันธุ 11D50 23D50 และ susceptible wildtype เทานั้น ดวย density 



 36

ที่มีคาอยูระหวาง 84.09 – 107.38  (ตาราง 10)  อีกยีนหนึ่ง คือ ยีน CDR2 มีความยาว 3.5 กิโลเบส 
(รูป 13) และมีการแสดงออกในทกุสายพนัธุ ยกเวนสายพันธุ 11D30 และ resistance wildtype โดย 
density  มีคาอยูระหวาง 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 เปนความเขมขนของ 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
ความเขมขนของ 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 ที่ความเขมขนของ cDNA =   0.02 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 
 
 
 

2.4 kb 

9.4 

2.0 

kb  M     1       2      3 

4.4 

2.3 

 2.0 
 2.3 

23.1 

4.4 

 1.8 kb 

kb   M     1        2        3        4       5 
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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
ความเขมขนของ 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  ที่ความเขมขนของ cDNA =   0.2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
 

 

23.1 

kb M     1      2     3     4 

4.3 

2.3 
2.0 

3.4 kb 

kb 
M   1     2     3    4     5 

9.4 
4.3 

2.3 
2.0 

3.5 kb 
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ตาราง 10  แสดงคาความเขมของ band (PCR product)  ของยีน MDR1  TAC1 CDR1 และ CDR2 
จากการใช  template cDNA ที่มีความเขมขนเทากันในการทําปฎิกิริยา 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 :  สายพันธุที่ไดจาก single cell no. 11 และกระตุนดวยยาที่ความเขมขน 16 มก./มล. นาน 30 วัน 
**11 D50 :  สายพนัธุที่ไดจาก single cell no. 11 และกระตุนดวยยาทีค่วามเขมขน 16 มก./มล. นาน 50 วัน 
 ***23 D30 :  สายพันธุที่ไดจาก single cell no. 23 และกระตุนดวยยาที่ความเขมขน 64 มก./มล. นาน 30 วัน 
****23 D50 :  สายพันธุที่ไดจาก single cell no. 23 และกระตุนดวยยาที่ความเขมขน 64 มก./มล. นาน 50 วัน 
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อภิปรายผลและขอสรุป (Discussion and Conclusion) 
  

ในปจจุบนัมีรายงานการพบเชื้อที่เปน azole – resistant strain เพิ่มสูงขึ้น โดยเฉพาะใน
ผูปวยติดเชื้อไวรัส HIV และไดรับการรักษาดวยยากลุม azole เปนระยะเวลานาน (45, 46) เทาที่มี
รายงานการศกึษา พบวา สาเหตุของการดื้อยาเกดิเนื่องจากการทํางานรวมกนัของหลายกลไก (37, 
40) เชน overexpression หรือ mutation ของยีน ERG11 CDR1 CDR2 และMDR1 ในการศึกษานี้ได
เลือกเชื้อจากผูปวยตดิเชื้อ HIV ที่มีอาการของ OPC และมีประวัตกิารรักษาดวยยาตานเชื้อรากลุม 
azole จํานวน 2 สายพันธุ คือ K39.1 เปน resistance wildtype และ K44.1 เปน susceptible wildtype  
นอกจากนี้คา MIC ที่เปล่ียนแปลงไปขึน้อยูกับสภาวะสิ่งแวดลอม ซ่ึงในการทดลองนี้ คือ ความ
เขมขนของยาและระยะเวลาในการกระตุนเชื้อ ซ่ึงเปรียบไดกับสภาวะที่อาจเกดิขึ้นในการรักษาใน
คนไข  การศกึษานี้ไดกระตุนเชื้อ susceptible wildtype strain ใหกลายเปน resistance strain โดย
แสดงเปนคา MIC ที่เปล่ียนแปลงไป ดังแสดงในตาราง 7 โดยอางอิงเกณฑ NCCLS วาคา MIC < 8 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปน  susceptible strain   คา MIC = 16 – 32 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปน 
susceptible – dose dependent strain และ คา MIC > 64 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปน resistant strain 
(47) การทดลองหาคา MIC ในที่นี้ มีสองวธีิและเปนวิธีที่เปนมาตรฐาน คือ  Etest กับ Microdiltuion 
test พบวาคา MIC ที่ไดจากวิธี Etest มีคามากเปน 3 เทาของคา MIC ที่ไดจากวิธี Microdilution test  
ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Matar และคณะในป 2003 (48)  นอกจากนี้ เชื้อที่ใชในการศึกษานี้
แตกตางจากการศึกษาอื่น ๆ คือ ใช single cell ที่มาจากสายพันธุเดยีวกันเพื่อไมใหมีการแปรปรวน
ของประชากรเชื้อในแตละการทดลอง  และจากผลการทดลองมีการแสดงใหเห็นวา single cell ที่
นํามาทดลองในยาที่มีความเขมขนเดียวกนั ก็ใหผลที่แตกตางกัน แสดงดวยคา MIC ในตาราง 7    
 ดังที่ทราบกลไกการดื้อยาเปนผลสืบเนื่องจากการทํางานรวมกันของยนีหลายตวั(16) ยีนที่
ใชในการศึกษา ไดแก ยนี ERG11  MDR1  CDR1  CDR2   และ TAC1 สําหรับยีน ERG11 มีหนาที่
ควบคุมการสรางเอนไซม lanosterol 14α – demethylase ใน ergosterol biosynthetic pathway มี
รายงานการพบ point mutation หรือ hot spot หลายตําแหนงของยีนสงผลใหเกดิการเปลี่ยนของ 
amino acid  เชน ตําแหนง R476K (21)  ตําแหนง G129A  ตําแหนง Y132H  ตําแหนง S405F  
ตําแหนง G464S(49)  ทําใหโครงสรางเอนไซมบริเวณทีจ่ับกับยามกีารเปลี่ยนแปลงมผีลทําใหยาไม
สามารถออกฤทธิ์ในการรักษาโรคได แตในการศึกษานี้ ลําดับเบสทั้งใน DNA และ cDNA ไมมี
ความแตกตางกันเปนการยืนยันลําดับเบสเมื่อพิจารณา point mutation ไมพบการเปลี่ยนแปลงของ
ยีนและ amino acid ในยนี ERG11 เมื่อเปรียบเทียบสายพันธุ K44.1 wild type susceptible strain 
และ inducing strain กับ K39.1 wild type resistant strain  พบวา amino acid ที่ตาํแหนง 421 คือ 
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Leucine (L) ซ่ึงเปน amino acid ชนิดเดียวกันกับใน susceptible C. albicans strain 6408/8(50)  แต
ใน amino acid ของ K44.1 และกลุมที่ถูกกระตุน เปน Serine (S)  จะสังเกตไดวา การเปลี่ยนแปลง
ของamino acid L421S นาจะมีผลเกี่ยวกบักลไกการดื้อยานอยมาก  และยังไมมีผูรายงายการเกดิ 
point mutation ในตําแหนงนี้  นอกจากนีย้ังพบวา ทีต่ําแหนง 412 ในเชื้อจากการศึกษานี้ทั้งหมด
เปน Glutamine (Q) ขณะที่ C. albicans strain 6408/8 เปน Arginine (R)  ฉะนั้นบรเิวณตําแหนงนี้ 
ไมพบรูปแบบที่แนนอนของ amino acid ทั้งใน susceptible และ resistance strain จึงอาจไมใช
ตําแหนงสําคญัที่เกี่ยวของกบักลไกการดื้อยาโดยตรง 

สําหรับผลการศึกษาในยนี MDR1 ในงานวิจยัคร้ังนี้ สามารถตรวจพบ mRNA ของยีน 
MDR1 ทั้งที่เปน wild type และ inducing strain   ดังแสดงในตาราง 11  และยังตรวจพบ mRNA  
ของยีน CDR1  และ CDR2 ในเชื้อบางสายพันธุ  เชน susceptible wild type strain: K44.1  และสาย
พันธุที่กระตุนดวยยาเปนเวลานาน 50 วัน  แตไมพบ mRNA ของยีนทั้งสองใน  resistance wild type 
strain : K39.1  ความไมสัมพันธกันระหวางการ express ของยีนกับการดื้อยาในการศึกษานี้เปนใน
ทํานองเดียวกบัผลการศึกษาที่เคยมีรายงานมากอนนีแ้ลว (17) 

ป ค.ศ. 2004 มีรายงานการพบ transcriptional factor ที่จําเปนในการ express ของยีน CDR1  
และ CDR2 คือ ยีน TAC1(51)  จึงเปนยนีสําคัญที่ควรนํามาศึกษารวมกับยีน CDR1  และ CDR2   ใน
การศึกษานี้สามารถตรวจพบ mRNA ของยีนTAC1 ในชวงระยะเวลา 30 วัน และ 50 วนั   ในเชื้อทุก
สายพันธุ  แสดงวา ณ ชวงเวลานั้นยีน TAC1 ถูกกระตุนใหมีการ express ของยีนมากขึ้น  ยกเวนใน
สายพันธุที่ถูกกระตุนเปนเวลานาน 50 วนั 1 สายพันธุ  คือ 11D50     อยางไรกต็ามปริมาณการ 
express ของทั้ง resistance wild type และ susceptible wild type  ไมพบความแตกตาง   แตส่ิงที่
นาสนใจ คือ ใน inducing strain สายพันธุ 23 มี expression ของยีน TAC1 มากกวาสายพันธุอ่ืน และ
มี expression เพิ่มขึ้นเปนลําดับ ตามระยะเวลานานของการถูกกระตุนดวยยา (ตาราง 11)  ซ่ึง
สอดคลองกับคา MIC ที่เพิ่มขึ้นจาก 32 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปน 64 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

โดยสรุปเราสามารถจําลองการดื้อยาของเชือ้ โดยการกระตุนใหเชื้อดื้อยาทาง in vitroได 
และคา MIC ที่สูงขึ้นมีความเสถียรไมนอยกวา 30 วันหลังการกระตุนดวยยา ผล expression ของยีน  
MDR1  และTAC1 (ควบคุมการทํางานของยีน  CDR1 และ  CDR2 ) ไมพบความสอดคลองกันกบั
การดื้อยา  นอกจากนี้พบความหลากหลายของลําดับเบส (polymorphism) ในยีน ERG11 ที่ไมมีการ
รายงานมากอน ซ่ึงตองทําการทดลองเพื่อศึกษากลไกตอไป  
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ขอเสนอแนะ (Suggestion for Further Work) 
1. ควรทําการพิสูจนตอไปวา inducible single cell ที่มีคา MIC ตางกันและคงที่นั้น มีผล

สืบเนื่องจากลาํดับเบสและการแสดงออกของยีนอยางไร โดยทําการศกึษาดวยการเพิ่ม
จํานวนเชื้อที่เปน single cell ที่มีคา MIC ตางกันในแตละชวง และนําไปศึกษาทั้งลําดบั
เบสและการแสดงออกของ putative gene : ERG3, ERG11, MDR1, CDR1, CDR2 และ 
TAC1 

2. ศึกษา function ของแตละยนี เชน อาศัยหลักการ RNAi เปนตน 
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สวนผนวก (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 
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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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