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ABSTRACT 

 

 

 A total of 183 isolates of Cryptococcus neoformans, including 144 clinical 

isolates and 39 environmental Chiang Mai isolates were determined their mating 

type by PCR using two sets of primers. The first set was specific for mating 

pheromone gene (MATα and MATa), another one was specific for STE20 gene 

(STE20Aα, STE20Aa, STE20Dα and STE20Da).  The standard strains used for 

positive control were C. neoformans H99 (MATα, serotype A), C. neoformans 

IUM99-3617 (MATa, serotype A), C. neoformans JEC21 (MATα, serotype D) and 

C. neoformans JEC20 (MATa, serotype D) which produced PCR products of 

approximately 588-, 865-, 443- and 440-bp, respectively when primers specific for 

STE20 gene (STE20Aα, serotype A mating type α; STE20Aa, serotype A mating 

type a; STE20Dα , serotype D mating type α and STE20Da, serotype D mating 

type a) were used. Using primers specific for mating pheromone gene (MAT α and 

MAT a), a 101-bp fragment  was produced by standard strains of mating type α 

while a 117-bp fragment was produced by standard strains of mating type a. The 
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mating pheromone primers (MFα) amplified a 101 base pair DNA-fragment of all 

183 isolates of C. neoformans.  Using STE20 primers, only STE20 Aα amplified a 

fragment of 588-bp of all 183 isolates of C. neoformans.  Determination of mating 

type by PCR revealed that all 183 isolates had α mating type and A serotype. To 

confirm PCR products, fragments amplified by STE20 Aα primer from 4 clinical 

(Pt2, C2, 46C11-52, and 47C11-2) and 2 environmental isolates (D17 and Pg2) 

were analysed by nucleotide sequencing. All  had a high degree of homology to the 

corresponding segment of the published gi|56566254|gb|AF542529.2| Cryptococcus 

neoformans var. grubii strain H99 which has α mating type and A serotype. 

In addition, multiplex PCR technique to determine the four mating type 

patterns (Aα, Aa, Dα and Da) of C. neoformans was developed to test with 30 

isolates of C. neoformans. All produced 588-bp fragments which corresponded 

with the result from previous PCR study.  The multiplex PCR represents a rapid, 

simple and relatively economical tool for epidemiological and virulence studies, as 

it reduces the number of PCRs from four to one. 
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บทคัดยอ 
 
 

 ไดทําการศึกษาเมทติ้งไทปของ C. neoformans ที่แยกไดจากจังหวัดเชียงใหมทั้งหมด 183 
isolates ประกอบดวยเชื้อที่แยกไดจากผูปวย 144 isolates และจากสิ่งแวดลอม 39 isolates ดวยวิธี 
PCR โดยใชไพรเมอร 2 ชุด ชุดแรกเปนไพรเมอรที่จําเพาะกับ mating pheromone gene คือ 
MATα และ MATa อีกชุดหนึ่งเปนไพรเมอรที่จําเพาะกับ STE20 gene คือ STE20Aα, STE20Aa, 
STE20Dα และ STE20Da การศึกษาครั้งนี้ไดใชเชื้อมาตรฐานที่ทราบชนิดเมทติ้งไทปและซีโร
ไทปจํานวน 4 สายพันธุมาเปนตัวแปรควบคุมคือ C. neoformans H99 (MATα, serotype A), C. 
neoformans IUM99-3617 (MATa, serotype A), C. neoformans JEC21 (MATα, serotype D) และ 
C. neoformans JEC20 (MATa, serotype D) ซ่ึงจะใหแถบดีเอ็นเอที่จาํเพาะขนาด 588 865 443 
และ 440 base pair ตามลําดับเมื่อทําการทดสอบดวยไพรเมอรที่จําเพาะกับ STE20 gene และเมื่อ
ทําการทดสอบโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับ mating pheromone gene พบวาสายพันธุที่มีเมทติง้
ไทปเปนชนดิแอลฟา (MATα) จะใหแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะขนาด 101 base pair สวนสายพันธุที่มี
เมทติ้งไทปเปนชนิดเอ (MATa) จะใหแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะขนาด 117 base pair การศึกษาพบวา
เชื้อทดสอบทั้ง 183 isolates มีเมทติ้งไทปชนิดแอลฟา (MATα) คือใหแถบดีเอ็นเอทีจ่ําเพาะขนาด 
101 base pair เมื่อทําการทดสอบโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับ mating pheromone gene และเมื่อ

ทําการทดสอบดวยไพรเมอรที่จําเพาะกับ STE20 gene พบวาเฉพาะไพรเมอร STE20Aα เทานั้นที่
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สามารถขยายแถบดีเอ็นเอของเชื้อทดสอบทั้ง 183 isolates โดยใหแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะขนาด 588 
base pair ซ่ึงแสดงวา เชื้อทดสอบทั้ง 183 isolates มีเมทติ้งไทปเปนชนิดแอลฟา (MATα) และมีซี

โรไทปเอ ไดนํา PCR product จากการใชไพรเมอร STE20 Aα  ของ C. neoformans ที่แยกไดจาก
ผูปวย 4 isolates คือ Pt2, C2, 46C11-52 และ 47C11-2  และจากสิ่งแวดลอม 2 isolates คือ D17 
และ Pg2 มาศึกษาลําดับนวิคลีโอไทดเพื่อเปนการยนืยนัผลของการทํา PCR พบวาทั้ง 6 isolates มี
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ตรงกบั gi|56566254|gb|AF542529.2| Cryptococcus neoformans var. grubii 
strain H99 ซ่ึงมีเมทติ้งไทปเปนชนิดแอลฟา (MATα) และมีซีโรไทปเอ 
 นอกจากนี้ไดทําการพัฒนาวิธี multiplex PCR เพื่อศึกษารูปแบบของเมทติ้งไทปทั้ง 4 ชนิด
คือ Aα, Aa, Dα และ Da โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับ STE20 gene ทั้ง 4 คู ผลพบวา C. 
neoformans ที่ใชในการศึกษาใหแถบดีเอน็เอที่จําเพาะขนาด 588 base pair วิธีนี้เปนวิธีที่รวดเร็ว 
ทํางายและประหยัดคาใชจาย 
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