
Thesis Title      Roles of ERG11  AFR1 and MDR1 Genes of  

 Cryptococcus neoformans in Fluconazole Resistance 

 

Author  Mrs. Suwannee Keerativasee 

 

Degree  Master of  Science (Microbiology) 

 

Thesis Advisory Committee   Assoc.Prof.Dr. Pojana  Sriburee Chairperson 

  Assoc. Prof. Prasit  Tharavichitkul Member 

   

    

ABSTRACT 
 

A total of 190 Cryptococcus neoformans isolates, including 166 clinical and 

environmental isolates from Chiang Mai and 24 environmental isolates from Nan 

province, were tested for their susceptibilities to amphotericin B,  fluconazole, 

itraconazole and ketoconazole.  The MICs were determined by using the standard 

NCCLS broth microdilution methods (M27-A2).  All 190 isolates of C. neoformans 

were susceptible to all four antifungal drugs.  The MICs50 and MICs90 of 

amphotericin B, fluconazole, itraconazole and ketoconazole were 0.5 and 1 µg/ml, 2 

and 4 µg/ml, 0.03 and 0.06 µg/ml and 0.06 and 0.125 µg/ml, respectively.  No 

fluconazole resistant strains were found. 

Recently, strains of C. neoformans expressing heteroresistance to fluconazole 

have been reported in other countries.  To investigate the presence of fluconazole 

heteroresistance among these northern isolates, a total of 14 isolates for which the 

MICs of fluconazole ranged from 8 to 16 µg/ml were selected to screen.  Fluconazole 

heteroresistance was characterized by the ability to grow at 30oC but not at 37 oC on 

potato dextrose agar containing 64 µg of  fluconazole/ml. Of the 14 C. neoformans 

isolates tested, one clinical  isolate (CN4969) exhibited  heterogeneity  in  fluconazole 

resistance.  One subpopulation of this isolate (CN4969HR) which grew at 30oC on 

potato dextrose agar containing 64 µg of fluconazole/ml exhibits fluconazole resistant 
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phenotype (MIC ≥ 64 µg/ml by broth microdilution method and ≥ 256 µg/ml by 

E-test).  Another subpopulation (CN4969S) exhibited fluconazole susceptible 

phenotype (MIC = 8 µg/ml by broth microdilution method and E-test).  This study 

demonstrated the existing of the fluconazole heteroresistant population among clinical 

isolates of C. neoformans in northern part of Thailand. 

To clarify the molecular mechanisms of fluconazole resistance, drug resistance 

genes (ERG11; lanosterol 14α-demethylase  gene, AFR1; Antifungal resistance 1 gene 

and MDR1; Multidrug resistance1 gene) in fluconazole resistant isolate (CN4969HR) 

and fluconazole susceptible isolates (H99: standard strain of C. neoformans, 

CN4969S and CN4901) were characterized.  These four isolates belonged to serotype 

A (C. neoformans var. grubii) and mating type α as determined by PCR. Analysis of 

the 14α-lanosterol demethylase gene (ERG11) showed a point mutation responsible 

for the amino acid substitution G484S in CN4969S and CN4969HR comparing with 

H99 and CN4901.  This result indicated that the amino acid substitution G484S may 

play a role in fluconazole resistant phenotype.  It also supports the possibility that all 

cells in the heteroresistant population carry the genetic marker for resistance, but 

phenotypic expression of such resistance occurs in a very small fraction of the 

population.  Analysis by the RT-PCR showed an increase at least 2-fold in both 

ERG11 and MDR1 expression levels in fluconazole-resistant (CN4969HR) isolate 

comparing with fluconazole susceptible isolates (H99, CN4901 and CN4969S), 

but AFR1 gene expression level in CN4969HR was equivalent to the expression in 

H99 or CN4901 or CN4969S.  Analysis of point mutation and RT-PCR suggest that 

molecular mechanisms involving drug efflux and alterations in the structure or 

cellular amount of lanosterol 14α- demethylase may play a role in the resistance to 

fluconazole. 

This study revealed the antifungal susceptibility profiles and mechanism of 

fluconazole resistance in C. neoformans isolates in Chiang Mai.  It may provide the 

information necessary to predict clinical outcome of treatment of this infection, a 

guide for selecting appropriate doses of these agents to find suitable clinical 

management strategies for the  treatment of  C. neoformans  infection in the future. 
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บทคัดยอ 

ไดทําการทดสอบความไวตอยาของเช้ือ Cryptococcus  neoformans ท้ังหมด 190 

ไอโซเลท ซ่ึงเปนเช้ือท่ีแยกไดจากผูปวยและส่ิงแวดลอมในจังหวัดเชียงใหม จํานวน 166 ไอโซเลท  
จากส่ิงแวดลอมในจังหวัดนาน จํานวน 24 ไอโซเลท นํามาทดสอบกับยา  แอมโฟเทอริซินบี 
 ฟลูโคนาโซล  อิทราโคนาโซล และ คีโตโคนาโซล ตรวจหาคาความเขมขนของยาท่ีนอยท่ีสุดท่ี
ยับยั้งการเจริญของเช้ือ (MIC) ดวยวิธีมาตรฐานบรอทไมโครไดลูช่ัน (M27-A2) ของ NCCLS  
พบวา C.  neoformans  ท้ัง 190  ไอโซเลทไวตอยาท้ัง 4 ชนิดท่ีทดสอบ  คาความเขมขนของยาท่ี
นอยท่ีสุดท่ียับยั้งการเจริญของเช้ือไดรอยละ 50 (MIC50) และยับยั้งการเจริญของเช้ือไดรอยละ 90 
(MIC90) ของยาแอมโฟเทอริซินบี  ฟลูโคนาโซล อิทราโคนาโซล และ คีโตโคนาโซลเปน 0.5 
และ 1 ไมโครกรัม/มล. 2 และ 4 ไมโครกรัม/มล. 0.03 และ 0.06 ไมโครกรัม/ มล. และ 0.06 และ 
0.125 ไมโครกรัม/มล. ตามลําดับ  ไมพบเช้ือสเตรนท่ีดื้อตอยาฟลูโคนาโซล 

เม่ือไมนานมานี้ มีรายงานของเช้ือ C. neoformans สเตรนท่ีดื้อตอยาฟลูโคนาโซลแบบ
เฮเทอโรรีซิสแตนท (heteroresistance)ในประเทศอ่ืนๆ  เพื่อตรวจหาการดื้อตอยาฟลูโคนาโซล
แบบเฮทเทอโรรีซิสแตนทในไอโซเลทท่ีแยกไดจากภาคเหนือเหลานี้    จึงคัดเลือกเช้ือจํานวน
ท้ังหมด 14 ไอโซเลท ท่ีมีคา MIC ของยาฟลูโคนาโซล อยูระหวาง 8 ถึง 16 ไมโครกรัม/มล.  มา
ตรวจคัดกรอง  ลักษณะการดื้อตอยาฟลูโคนาโซลแบบเฮทเทอโรรีซิสแตนท ดูไดจากความสามารถ
ในการเจริญท่ีอุณหภูมิ 30oซ แตไมเจริญท่ีอุณหภูมิ 37oซ บนอาหารวุน potato dextrose  ท่ีผสมยา
ฟลูโคนาโซล 64 ไมโครกรัม/มล.  จาก C. neoformans  จํานวน 14 ไอโซเลทท่ีทดสอบ มีเช้ือจาก
ผูปวย 1 ไอโซเลท (CN4969) ท่ีแสดงลักษณะท่ีแตกตางกัน (heterogeneity) ในการดื้อตอยา 
ฟลูโคนาโซล กลุมประชากรยอยของไอโซเลทน้ี (CN4969HR) ซ่ึงเจริญท่ีอุณหภูมิ 30oซ บน
อาหารวุน potato dextrose  ท่ีผสมยาฟลูโคนาโซล 64  ไมโครกรัม/มล.  แสดงลักษณะการดื้อตอ
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ยาฟลูโคนาโซล (MIC ≥ 64 ไมโครกรัม/มล. โดยวิธีบรอทไมโครไดลูช่ัน และ ≥ 256 ไมโครกรัม/

มล. โดยวิธี E-test)  ประชากรยอยอีกกลุมหนึ่ง (CN4969S) แสดงลักษณะการไวตอยา 
ฟลูโคนาโซล (MIC = 8 ไมโครกรัม/มล. โดยวิธีบรอทไมโครไดลูช่ัน และวิธี E-test)  การศึกษานี้
แสดงวา มีกลุมประชากรของ C. neoformans  ท่ีดื้อตอยาฟลูโคนาโซลแบบเฮทเทอโรรีซิสแตนท
ในเช้ือจากผูปวยทางภาคเหนือของประเทศไทย  

เพื่อใหเขาใจในกลไกระดับโมเลกุลของการดื้อตอยาฟลูโคนาโซล  ไดทําการศึกษา
คุณลักษณะของยีนดื้อยา (ERG11; lanosterol 14α-demethylase  gene, AFR1; Antifungal 

resistance 1 gene และ MDR1; Multidrug resistance1 gene)  ในไอโซเลทท่ีดื้อยาฟลูโคนา
โซล (CN4969HR) และไอโซเลทท่ีไวตอยาฟลูโคนาโซล (H99: สเตรนมาตรฐานของเช้ือ 
C. neoformans, CN4969S และ CN4901)  เช้ือท้ังส่ีไอโซเลทจัดอยูในซีโรไทปเอ 
(C. neoformans var. grubii) และเมทต้ิงไทปแอลฟา  เม่ือตรวจสอบดวยวิธีพีซีอาร   การ
วิเคราะหยีน lanosterol 14α-demethylase  (ERG11) พบการกลายพันธุแบบจุด (point 

mutation)  เปนการแทนท่ีกรดอะมิโนไกลซีนท่ีตําแหนง 484 ดวยซีรีน (G484S) ใน CN4969S 
และ CN4969HR เทียบกับ H99 และ CN4901  ผลการทดสอบน้ีช้ีใหเห็นวาการแทนท่ีกรด 
อะมิโนไกลซีนท่ีตําแหนง 484 ดวยซีรีน อาจมีบทบาทเกี่ยวของกับการแสดงออกในการด้ือตอยา
ฟลูโคนาโซล ท้ังยังสนับสนุนความเปนไปไดท่ีเซลลท้ังหมดในกลุมประชากรท่ีเปนเฮทเทอโรรีซิส
แตนทมีเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมท่ีเกี่ยวของกับการดื้อยา (genetic marker)   แตลักษณะท่ี
แสดงออกของการดื้อยานั้นเกิดข้ึนในจํานวนประชากรท่ีนอยมาก 

 การวิ เคราะหดวยวิ ธีอาร ที -พี ซีอาร  (RT-PCR)แสดงวา มีการแสดงออกของยีน 
(expression) ท้ัง ERG11 และ MDR1 เพิ่มข้ึนอยางนอยสองเทาในไอโซเลทท่ีดื้อตอยาฟลูโคนา
โซล (CN4969HR) เม่ือเปรียบเทียบกับไอโซเลทท่ีไวตอยาฟลูโคนาโซล (H99, CN4969S และ 

CN4901) แตการแสดงออกของยีน AFR1 ใน CN4969HR เทากับใน H99, CN4901 และ 
CN4969S   การวิเคราะหการกลายพันธุท่ีมีการเปล่ียนแปลงในลําดับกรดอะมิโนเพียงหนึ่ง
ตําแหนงและอารที-พีซีอารบงบอกถึงกลไกทางโมเลกุลท่ีเกี่ยวของกับการนํายาออกจากเซลลและ
การเปล่ียนแปลงโครงสรางหรือปริมาณของเอนไซม lanosterol 14α-demethylase ของเซลลท่ี
อาจจะมีบทบาทในการดื้อตอยาฟลูโคนาโซล   

การศึกษานี้แสดงขอมูลโดยรวมของความไวตอยาตานเช้ือราและกลไกการดื้อยาฟลูโคนา
โซลในเช้ือ C. neoformans  ท่ีแยกไดในจังหวัดเชียงใหม  ซ่ึงอาจจะเปนขอมูลท่ีจําเปนในการ
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พยากรณผลทางคลินิกท่ีไดจากการรักษาโรคติดเช้ือรานี้ และอาจจะเปนแนวทางในการเลือกใชยา
เหลานี้ในปริมาณท่ีพอเหมาะ เพื่อหากลยุทธการรักษาทางคลินิกท่ีเหมาะสมสําหรับรักษาการติดเช้ือ 
C. neoformans ในอนาคต 
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