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ABSTRACT 

 

 

The fungal pathogens Cryptococcus neoformans and Histoplasma capsulatum 

grow in soil contaminated with bat and avian excreta. The aims of this study are to 

detect C. neoformans and H. capsulatum in natural environments by using nested 

PCR method. A total of 265 soil samples were determined, including samples from 

soil contaminated with droppings of  bats (88 samples),  birds (86 samples) including  

white wagtail (15 samples),  wagtail (17 samples),  pigeon (21 samples),  myna (30 

samples),  Red-whiskered Bulbul (3 samples) and chicken (91 samples). Samples 

were collected  in Chiang Mai except some samples of soil contaminated with bat 

guano were from Nakornsawan and Maehongson province. Genomic DNA was 

directly extracted from each sample by phenol-chloroform-isoamyl alcohol method.  

C. neoformans was detected by nested-PCR using  universal fungal primers (FungusI, 

FungusII, amplified product of 429 bp) and primers specific for a gene encoding 18S 

rRNA of this fungus (CrypI,CrypII, amplified product of  278 bp). One sample of soil 

contaminated with myna droppings was positive for C. neoformans by nested PCR. 

However, this soil sample and other all were negative for this fungus when isolating 
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on L-dopa agar. The specificity of the PCR with CrypI and CrypII primers was 

confirmed by the total absence of amplification products when genomic DNA from 

Mycobacterium avium, Aspergillus fumigatus, Penicillium marneffei, Candida 

albicans, Candida dubliniensis, Candida krusei and Histoplasma capsulatum were 

applied in the reaction. Detection limit of nested PCR assay for C. neoformans was 

2x10
3
 cells per sample for both first round and second round. 

 The nested PCR was also used to detect H. capsulatum in each extracted 

sample. Using primers specific for a gene encoding  100 kDa-like protein of this 

fungus (Hc primers), PCR products of 391 and 210 bp were amplified with primers 

HcI, HcII and HcIII, HcIV, respectively. Seven of 88 (7.95 %) soil contaminated with 

bat guano, 1 of 21(4.76 %) soil contaminated with pigeon droppings samples and 10 

of 91 (10.99 %) soil contaminated with chicken droppings samples were positive for 

H. capsulatum. Sequencing analysis of PCR products showed 94 to 99 % identity to 

nucleotide sequences of gene encoding 100kDa-like protein of H. capsulatum. The 

specificity of the PCR with HcI, HcII and HcIII, HcIV primers was confirmed by the 

total absence of amplification products when genomic DNA from M. avium,  A. 

fumigatus, P. marneffei, C. albicans, C. dubliniensis, C. krusei and C. neoformans 

were applied in the reaction. Detection limit of nested PCR assay for H. capsulatum 

was 2x10
3
 cells per sample for second round. The nested PCR method will be a very 

useful alternative tool for the detection of fungi especially H. capsulatum in natural 

environments. The method for the isolation of this fungus are difficult and not 

practical for general mycology laboratories since the mycelial form of H. capsulatum 

has been classified into the risk group level 3. This study indicates  the association of 

bat and avian droppings and H. capsulatum in this area of Thailand. Soil 

contaminated with chicken droppings may be the possible reservoirs of this 

pathogenic fungi in Chiang Mai. 
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บทคัดย่อ 
 
 
        เช้ือราก่อโรค Cryptococcus neoformans และ Histoplasma capsulatum เจริญไดดี้ในดินท่ี
ปนเป้ือนด้วยมูลของสัตว์ปีกและค้างคาว  วตัถุประสงค์ของการศึกษาน้ีเพื่อตรวจหาเช้ือรา C. 
neoformans และ H. capsulatum ในส่ิงแวดลอ้มโดยใช้เทคนิค nested PCR ท าการเก็บตวัอย่าง
ทั้งหมด 265 ตวัอยา่ง ประกอบดว้ย ดินท่ีปนเป้ือนดว้ยมูลคา้งคาว 88 ตวัอยา่ง ดินท่ีปนเป้ือนมูลนก 
86 ตวัอย่าง ประกอบดว้ย นกอุม้บาตร (15 ตวัอยา่ง), นกเดา้ลม (17 ตวัอย่าง), นกพิราบ (21 
ตวัอยา่ง), นกเอ้ียง (30 ตวัอยา่ง), นกปรอดหวัโขน (3 ตวัอยา่ง) และ มูลไก่ (91 ตวัอยา่ง) ตวัอยา่ง
ทั้งหมดไดเ้ก็บจากจงัหวดัเชียงใหม่ ยกเวน้ตวัอยา่งดินท่ีปนเป้ือนดว้ยมูลของคา้งคาวบางตวัอย่าง 
เก็บมาจากจงัหวดันครสวรรคแ์ละจงัหวดัแม่ฮ่องสอน ท าการสกดัดีเอ็นเอโดยตรงจากตวัอย่างดว้ย
วิธี phenol-chloroform-isoamyl alcohol  ตรวจหาเช้ือรา C. neoformans โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ
กบัเช้ือราทุกชนิด (FungusI, FungusII, ให้ผลผลิตขนาด 429  คู่เบส) ในการท า nested PCR และ
ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยีน 18S rRNA ของเช้ือราชนิดน้ี (CrypI, CrypII, ให้ผลผลิตขนาด 278 คู่เบส)   
จากการท า nested PCR สามารถตรวจพบเช้ือ C. neoformans  ในตวัอยา่งดินท่ีปนเป้ือนดว้ยมูลของ
นกเอ้ียง 1 ตวัอยา่ง อยา่งไรก็ตามไม่สามารถแยกเช้ือในตวัอยา่งท่ีให้ผลบวกน้ีและตวัอยา่งทั้งหมด
ดว้ยวธีิการเพาะเช้ือในอาหาร L-dopa agar  การทดสอบความจ าเพาะของ PCR ดว้ยไพรเมอร์ CrypI 
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และ CrypII  ยืนยนัโดยการท่ีไม่สามารถตรวจพบผลผลิต PCR เม่ือใช้  DNA ของเช้ือ 
Mycobacterium avium,  Aspergillus fumigatus, Penicillium marneffei, Candida albicans, Candida 
dubliniensis, Candida krusei  และ Histoplasma capsulatum ในการท า PCR  และปริมาณเช้ือ C. 
neoformans ท่ีนอ้ยท่ีสุด ท่ีสามารถตรวจพบได ้ เท่ากบั 2x103 เซลล์ต่อตวัอย่าง ทั้งปฏิกิริยา PCR 
รอบแรก และรอบท่ีสอง 
 ไดใ้ชว้ิธี nested PCR ในการตรวจหาเช้ือ H. capsulatum  ในตวัอยา่งท่ีไดส้กดั DNA แลว้
โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อ 100 kDa-like protein (ไพรเมอร์ Hc ) ของเช้ือชนิดน้ี  ซ่ึงผลผลิต PCR 
ท่ีไดจ้ะเท่ากบั 391 และ 210 คู่เบส เม่ือใชไ้พรเมอร์ HcI- HcII และ HcIII- HcIV ตามล าดบั ตรวจ
พบตวัอยา่งท่ีให้ผลบวกต่อเช้ือ  Histoplasma capsulatum  ซ่ึงเป็นดินท่ีปนเป้ือนดว้ยมูลคา้งคาว 7 
จาก 88 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 7.95)   มูลนกพิราบ 1 จาก 21 ตวัอยา่ง (ร้อยละ4.76) และมูลไก่ 10 จาก 91 
ตวัอยา่ง (ร้อยละ10.99)   เม่ือท าการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของผลผลิต PCR        ล าดบันิ
วคลีโอไทด์เหมือนกบั 100 kDa- like protein ของเช้ือ H. capsulatum  ร้อยละ  94-99   การทดสอบ
ความจ าเพาะของไพรเมอร์ HcI, HcII และ HcIII, HcIV   ยืนยนัโดยการท่ีไม่สามารถตรวจพบ
ผลผลิต PCR   เม่ือใช ้DNA ท่ีไดม้าจากเช้ือ M. avium,  A.  fumigatus, P. marneffei, C. albicans, C. 
dubliniensis, C. krusei และ C. neoformans ในการท า PCR    ปริมาณเช้ือ H. capsulatum  ท่ีนอ้ย
ท่ีสุดท่ีสามารถตรวจพบ เท่ากบั 2x103เซลลต่์อตวัอยา่ง ในปฏิกิริยา PCR รอบท่ีสอง วิธี nested PCR 
เป็นวิธีท่ีมีประโยชน์มากวิธีหน่ึงในการตรวจหาเช้ือราโดยเฉพาะเช้ือ  H. capsulatum ในตวัอย่าง
จากธรรมชาติ   เน่ืองจากการแยกเช้ือราชนิดน้ีท าไดย้าก และไม่อาจท าไดใ้นห้องปฏิบติัการเช้ือรา
ทัว่ไป เพราะเช้ือ H. capsulatum ในภาวะท่ีเป็นราสายจดัเป็นเช้ืออนัตรายระดบั 3 (Risk group level 
3) การศึกษาในคร้ังน้ีบ่งช้ีถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งดินท่ีปนเป้ือนดว้ยมูลของคา้งคาวและสัตวปี์ก 
กบัเช้ือรา H. capsulatum  ในบริเวณน้ีของประเทศไทย และดินท่ีปนเป้ือนดว้ยมูลของไก่อาจเป็น
แหล่งของเช้ือราก่อโรคชนิดน้ีในจงัหวดัเชียงใหม่ 
 
 

 
 


