
 
 
 

iv 
 

Thesis Title   Detection of Histoplasma capsulatum in Clinical  

            Specimens by Nested PCR 

Author   Mr. Tanpalang   Puengchan 

Degree    Master of Science (Microbiology) 

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

                                        Assoc. Prof. Dr. Sumalee Siriaungkul   Co-advisor 

                                   Prof. Dr. Anak Iamaroon                      Co-advisor 

 

ABSTRACT 

 

 Histoplasma capsulatum is the etiologic agent of histoplasmosis, a systemic 

mycosis that can involve many organs when disseminated. The aim of this study was 

to detect H. capsulatum in clinical specimens (e. g. concentrated sputum, paraffin 

embedded tissue, lymph node and bone marrow) by nested PCR using primers 

specific for the segment of M antigen encoding gene of H. capsulatum (Msp primers). 

These Msp primers (Msp1F/Msp2R and Msp2F/Msp3R) generated products of 

approximately 318 and 269 bps for first round and second round PCR, respectively. 

The nested PCR method showed specificity of Msp primers for H. capsulatum, when 

compared with various species of fungi and bacteria. Determination of the sensitivity 

of the method revealed that the minimal yeast cells and DNA of H. capsulatum per 

reaction resulting in a positive PCR were 10 cells and 100 fg, respectively. Detection 

of H. capsulatum in clinical specimens revealed that 12 of 649 (1.85%) specimens 

were positive by nested PCR. These specimens included 5 concentrated sputum, 5 

paraffin embedded tissue and 2 lymph node specimens. Only one lymph node 
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specimen was positive for H. capsulatum by routine culture method. Five of 12 

paraffin embedded tissue specimens of positive GMS staining for fungus suspected H. 

capsulatum were positive by nested PCR method. The negative nested PCR results of 

those 7 paraffin embedded tissue specimens may be explained by either the effect of 

formalin in the process of fixation causing degradation of DNA in such specimens or 

those yeast cells seen by GMS staining were not H. capsulatum. Smears of 5 

concentrated sputum specimens those were positive by nested PCR also showed small 

budding yeasts by PAS staining. Nucleotide Sequencing analyses of PCR products 

showed 94 to 99 % identity to the nucleotide sequence of gene encoding M antigen of 

Ajellomyces capsulatus. 

Comparison between PAS staining and nested PCR for concentrated sputum 

specimens showed significantly excellent correlation for the detection of H. 

capsulatum. The correlative classification of culture and nested PCR methods for 

lymph node and bone marrow specimens was significantly good. However, the 

correlative classification of GMS staining and nested PCR method for paraffin 

embedded tissue specimens was significantly fair. The nested PCR using Msp primers 

was shown to be a sensitive, specific and rapid methods for the detection of H. 

capsulatum in clinical specimens. Other than clinical symptoms, direct examination 

and culture method, the results of nested PCR may be useful for physicians for the 

diagnosis and treatment of histoplasmosis in immunocompromised patients. Early 

diagnosis of histoplasmosis by the nested PCR may reduce mortality rate especially in 

patient groups at risk for disseminated histoplasmosis. 

This method can also be used for the identification and confirmation of 

atypical strains of H. capsulatum. The nested PCR may be an alternative useful 
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method for the diagnosis of histoplasmosis especially for laboratories that lack of the 

biosafety level 3 facilities to isolate and identify H. capsulatum. 
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บทคัดย่อ 
 

 เช้ือรา Histoplasma capsulatum เป็นสาเหตุของโรค histoplasmosis ซ่ึงเป็นโรคติดเช้ือรา
ในหลายระบบท่ีสามารถแพร่กระจายไปสู่อวยัวะอ่ืนได ้ วตัถุประสงคข์องการศึกษาน้ีเพื่อตรวจหา
เช้ือรา H. capsulatum ในส่ิงส่งตรวจของผูท่ี้ป่วย ไดแ้ก่ เสมหะท่ีเป็น concentrated sputum, ช้ินเน้ือ
ท่ีฝังในพาราฟิน ต่อมน ้าเหลือง และไขกระดูก ดว้ยวธีิ nested PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ
กบัยีนของ M antigen ในเช้ือรา H. capsulatum (ไพรเมอร์ Msp) (Msp1F/Msp2R และ 
Msp2F/Msp3R) ซ่ึงใหผ้ลผลิตพีซีอาร์ขนาด 318 และ 269 คู่เบส ในการท าพีซีอาร์รอบแรกและรอบ
ท่ีสองตามล าดบั จากการทดสอบความจ าเพาะของวิธี nested PCR กบัเช้ือราและแบคทีเรียหลาย
ชนิดพบวา่ไพรเมอร์ Msp มีความจ าเพาะต่อเช้ือ H. capsulatum เท่านั้น ผลการทดสอบความไวของ
วธีิ nested PCR พบวา่จ านวนเซลล์และปริมาณของดีเอ็นเอท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจพบเช้ือรา H. 
capsulatum ต่อปฏิกิริยาจะเป็น 10 เซลล์ และ 100 fg ตามล าดบั การตรวจหาเช้ือรา H. capsulatum 
ในส่ิงส่งตรวจของผูป่้วยจ านวน 649 ตวัอยา่ง พบวา่มี 12 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 1.85) ท่ีให้ผลบวกดว้ยวิธี 
nested PCR ไดแ้ก่ เสมหะท่ีเป็น concentrated sputum 5 ตวัอยา่ง ช้ินเน้ือฝังในพาราฟิน 5 ตวัอยา่ง 
และต่อมน ้ าเหลือง 2 ตวัอยา่ง โดยต่อมน ้ าเหลืองหน่ึงตวัอยา่งให้ผลบวกจากการเพาะเช้ือ ตวัอยา่ง
ช้ินเน้ือฝังในพาราฟินซ่ึงจากการยอ้ม GMS พบเช้ือราท่ีสงสัยวา่จะเป็น H. capsulatum จ  านวน 12 
ตวัอยา่ง ให้ผลบวกเม่ือตรวจดว้ยวิธี nested PCR 5 ตวัอยา่ง ท่ีเหลืออีก 7 ตวัอยา่งให้ผลเป็นลบ การ
ท่ีวธีิ nested PCR ใหผ้ลเป็นลบกบัตวัอยา่งช้ินเน้ือฝังในพาราฟินเหล่าน้ีอาจอธิบายไดว้า่เป็นผลของ
ฟอร์มาลินท่ีใชใ้นกระบวนการ fixation ช้ินเน้ือท าใหดี้เอน็เอถูกท าลายหรืออาจเป็นเพราะเซลล์ยีสต์
ท่ียอ้มพบดว้ยวธีิ GMS ในช้ินเน้ือนั้นไม่ใช่เช้ือรา H. capsulatum จากการยอ้ม concentrated sputum 
ท่ีให้ผลบวกดว้ยวิธี nested PCR จ านวน 5 ตวัอยา่งดว้ยวิธี PAS ตรวจพบเซลล์ยีสตแ์ตกหน่อท่ีมี
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ขนาดเล็ก การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของผลผลิตพีซีอาร์พบวา่มีความเหมือนกบัล าดบันิวคลี
โอไทดข์องยนีท่ีควบคุมการสร้าง M antigen ของเช้ือรา Ajellomyces capsulatus ร้อยละ 94 ถึง 99  
 การเปรียบเทียบระหวา่งวธีิ nested PCR และการยอ้ม PAS ในส่ิงส่งตรวจชนิด 
concentrated sputum โดยหาความสัมพนัธ์พบวา่มีความสอดคลอ้งกนัแบบดีเยีย่ม (excellent 
correlation) อยา่งมีนยัส าคญั การหาความสัมพนัธ์ระหวา่งวธีิ nested PCR และการยอ้ม GMS ในส่ิง
ส่งตรวจท่ีเป็นช้ินเน้ือฝังในพาราฟินพบวา่มีความสอดคลอ้งกนัแบบปานกลาง (fair correlation) 
อยา่งมีนยัส าคญั การหาความสัมพนัธ์ระหวา่งวธีิ nested PCR และวธีิการเพาะเช้ือ ในส่ิงส่งตรวจท่ี
เป็นต่อมน ้าเหลืองและไขกระดูกพบวา่มีความสอดคลอ้งกนัแบบดี (good correlation) อยา่งมี
นยัส าคญั แสดงวา่วธีิ nested PCR โดยใชไ้พรเมอร์ Msp เป็นวธีิท่ีมีความไว มีความจ าเพาะ และเป็น
วธีิท่ีรวดเร็วในการตรวจหาเช้ือรา H. capsulatum ในส่ิงส่งตรวจของผูป่้วย ผลจากการท า nested 
PCR ประกอบกบัอาการทางคลินิก ผลการยอ้ม และการเพาะเช้ือ อาจช่วยประกอบการวนิิจฉยัของ
แพทยใ์นการรักษาผูป่้วยโรค histoplasmosis ท่ีบกพร่องทางภูมิคุม้กนั การตรวจวนิิจฉยัโรค 
histoplasmosis อยา่งรวดเร็วดว้ยวธีิ nested PCR อาจช่วยลดอตัราการตายของผูป่้วยโดยเฉพาะใน
กลุ่มเส่ียงต่อการติดเช้ือแบบแพร่กระจาย  
 วธีิน้ีสามารถใชเ้พื่อพิสูจน์และยนืยนัชนิดของเช้ือรา H. capsulatum สายพนัธ์ุท่ีเป็น 
atypical strains วธีิ nested PCR อาจเป็นทางเลือกท่ีมีประโยชน์โดยเฉพาะส าหรับห้องปฏิบติัการท่ี
ไม่มี Biosafety level 3 ในการใชแ้ยกและ พิสูจน์ชนิดเช้ือรา H. capsulatum 
 

 
 


