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ABSTRACT 

 

Aspergillus and Penicillium species are important mold in the indoor 

environment. Human exposes to indoor mold mainly via inhalation. The toxic effects 

and irritations probably results from a chronic or high exposure to fungal fragments 

and metabolites. Pulmonary mycotoxicosis through mold inhalation was initiated 

because of a local cluster of cases of acute pulmonary hemorrhage in infants living in 

water-damaged homes. Some indoor molds were able to produce hemolysins that 

could create pores in red blood cell membrane resulting in release of the iron for their 

growth. Cooperative (CAMP-like) hemolytic reaction between mold and bacteria may 

be one of potential relevancies to lyse red blood cells. In this study, the hemolytic 

activities and CAMP-like reactions of airborne Aspergillus and Penicillium were 

investigated.  



vi 

 

Indoor molds from public rooms at Faculty of Medicine, Chiang Mai 

University were quantified, and identified by morphologies and/or nucleotide 

sequences. Their hemolytic activities were tested on complete solid media 

supplemented with human or sheep erythrocytes and demonstrated as hemolytic 

index. Total indoor molds were found ranging from 800 CFU/m
3
 to 980 CFU/m

3
 in 

average of 895.67±90.53 CFU/m
3
. Most of molds such as Acremonium, Curvularia, 

Fusarium, Trichoderma, particularly Aspergillus, Penicillium, and Cladosporium 

could lyse human erythrocytes. Aspergillus and Penicillium were found averagely 

87.67±63.96 CFU/m
3
 and 38.67±38.02 CFU/m

3
, respectively. One half of Aspergillus 

and one-fifth of Penicillium isolates could lyse human erythrocytes with hemolytic 

indices ranging from 1.00 to 1.85 and 1.24 to 2.67, respectively. These molds which 

had hemolytic activity included A. wentii, A. westerdijkiae, A. flavipes, P. citrinum, P. 

decumbens and P. sumatrense. Most isolates could not produce hemolytic zones at 

25
o
C but some could do so well when they were spore germinated initially at 25ºC 

and grown continuously at 37ºC. They could lyse human red blood better than sheep 

blood. However, all species of both genera produced hemolytic zones in high 

variation. 

 To determine whether the release of hemolytic factors might depend on the 

environmental conditions, the hemolytic activities during growth in different medium 

compositions, temperatures and the presence of red blood cell were observed in A. 

wentii B1 and P. decumbens. During growth in liquid medium, A. wentii B1 could 

survive at 37ºC after initially spore germination at 25ºC, however hemolytic factors 

were released in high level when growing exponential only at 25ºC. Hemolytic factors 
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of this mold were secreted during growth in undernourished medium better than 

complete medium and were heat labile at 100ºC. Secreted proteins eluted from native 

gel cut which could lyse sheep erythrocytes had molecular mass over 50 kDa. P. 

decumbens released low level of hemolytic factors at the late exponential growth only 

in undernourished medium. Its hemolytic factors were heat stable at 100ºC. 

Additionally, in undernourished medium, the presence of small amount of the red 

blood cells slightly induced the lysis of sheep red cells triggered by A. wentii B1. 

 Cooperative interaction between Aspergillus or Penicillium and 

Staphylococcus aureus was shown synergistically as half-moon-shaped complete 

hemolysis in the α-hemolytic zone of bacteria. For synergistic hemolytic zone 

between mold and Streptococcus pneumoniae, it was shown as half moon-shaped 

clear zone underneath the bacterial colony. With sheep erythrocytes, CAMP-like 

reactions were identified in most of the isolates of A. flavipes, A. westerdijkiae, P. 

citrinum, P. decumbens and P. sumatrense with Staphylococcus aureus but the results 

were varied when tested with Streptococcus pneumoniae. No reaction could be 

detected using Staphylococcus epidermidis and Streptococcus pyogenes. No reaction 

could be detected in all species tested with human erythrocytes. Interestingly, most of 

Aspergillus and Penicillium, which had no hemolytic activities, showed synergistic 

hemolytic reactions with Staphylococcus aureus. The synergistic activities between 

mold and Staphylococcus aureus could occur via the interaction of sphingomyelinase 

from Staphylococcus aureus and CAMP-like factors from indoor mold, such as A. 

flavipes or P. sumatrense. Further efforts on purification and characterization of the 

hemolytic and CAMP-like factors released from those molds may lead to more 
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understanding of their pathogenesis and involvement in terms of cytolytic activities to 

cells in respiratory tract. 
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บทคัดย่อ 

 

Aspergillus และ Penicillium เป็นราท่ีพบมากในส่ิงแวดลอ้มในอาคาร มนุษยส์ามารถ
สัมผสัราเหล่าน้ีไดท้างการหายใจ การเป็นพิษและระคายเคือง อาจเป็นผลจากการสัมผสักบัราหรือ
สารท่ีสร้างจากราเป็นเวลานานหรือปริมาณมาก ผลจากการสูดดมราอาจเป็นสาเหตุให้เกิด 
pulmonary mycotoxicosis ได ้เร่ิมตน้จากมีการศึกษาการระบาดในเด็กท่ีอาศยัในบา้นท่ีเก่าและช้ืน 
ท่ีมีอาการ acute pulmonary hemorrhage ซ่ึงราบางชนิดสามารถสร้างฮีโมลยัซินท่ีมีฤทธ์ิท าให้เกิดรู
ท่ีผนงัของเม็ดเลือดแดงได้ในการน าเหล็กมาใช้ในการเจริญ นอกจากน้ีปฏิริยาร่วมระหว่างรากบั
แบคทีเรียอาจเป็นทางหน่ึงท่ีท าให้เช้ือสลายเม็ดเลือดแดงได้ ในการศึกษาคร้ังน้ีไดศึ้กษาฤทธ์ิการ
สลายเมด็เลือดแดงและปฏิกิริยาร่วมในการสลายเมด็เลือดแดงของรา Aspergillus และ Penicillium  

ท าการแยกราจากห้องท่ีใชร่้วมกนัในคณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ นบัและ
จดัจ าแนกราโดยศึกษาลกัษณะรูปร่าง และ/หรือศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์ และศึกษาฤทธ์ิการสลาย
เม็ดเลือดแดงบนอาหารวุน้ท่ีผสมเม็ดเลือดคนหรือแกะ โดยแสดงเป็นค่า hemolytic index จาก
การศึกษาพบจ านวนราทั้งหมดในอาคารอยูใ่นช่วง 800 CFU/m3 ถึง 980 CFU/m3 มีค่าเฉล่ีย 
895.67±90.53 CFU/m3 ราเหล่าน้ีไดแ้ก่ Acremonium, Curvularia, Fusarium, Trichoderma 
โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง Aspergillus, Penicillium และ Cladosporium สามารถสลายเม็ดเลือดแดงคนได ้
รา Aspergillus และ Penicillium พบมีปริมาณเฉล่ีย 87.67±63.96 CFU/m3 และ 38.67±38.02 
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CFU/m3 ตามล าดบั พบวา่จ านวนคร่ึงหน่ึงของ Aspergillus และหน่ึงในห้าของ Penicillium มีฤทธ์ิ
สลายเม็ดเลือดของคนได ้โดยมีค่า hemolytic index อยูใ่นช่วง 1.00 ถึง 1.85 และ 1.24 ถึง 2.67 
ตามล าดบั ราเหล่าน้ีไดแ้ก่  A. wentii, A. westerdijkiae, A. flavipes, P. citrinum, P. decumbens และ 
P. sumatrense ส่วนมากราเหล่าน้ีไม่สามารถสลายเม็ดเลือดแดงท่ี 25ºC แต่บางไอโซเลทสามารถ
สลายเมด็เลือดแดงไดเ้ม่ือให้สปอร์งอกก่อนท่ี 25ºC และน าไปเจริญต่อท่ี 37ºC โดยทั้งหมดสามารถ
สลายเม็ดเลือดแดงของคนไดดี้กว่าของแกะ อย่างไรก็ตามทุกสปีชีส์ในทั้งสองจีนสัน้ีมีการสร้าง
ขนาดวงการสลายเมด็เลือดแดงท่ีแปรปรวนมาก 

การศึกษาเพื่อให้ทราบว่าการสร้าง hemolytic factor นั้นข้ึนอยู่กบัภาวะส่ิงแวดล้อม
หรือไม่ โดยท าการศึกษาฤทธ์ิการสลายเมด็เลือดแดงระหวา่งการเจริญของเช้ือ A. wentii  B1 และ P. 
decumbens ในอาหารต่างชนิด ท่ีอุณหภูมิต่างกนั และการมีเม็ดเลือดแดงอยูใ่นขณะท่ีเช้ือเจริญ ผล
การศึกษาพบวา่ในอาหารเหลว A. wentii B1 มีการอยูร่อดไดเ้พียงเล็กนอ้ยท่ี 37ºC หลงัจากให้สปอร์
งอกท่ี 25ºC อย่างไรก็ตามมีการสร้าง hemolytic factor ระดบัสูงเม่ือเช้ือเจริญท่ี 25ºC  Hemolytic 
factors ของราน้ีมีการสร้างในระหว่างท่ีเช้ือราเจริญในภาวะขาดแคลนอาหารได้ดีกว่าภาวะท่ีมี
อาหารสมบูรณ์ และสามารถถูกท าลายไดด้ว้ยความร้อนท่ี 100ºC  โดยพบโปรตีนท่ีสกดัจาก native 
gel จากบริเวณท่ีสามารถสลายเม็ดเลือดแดงแกะไดมี้ขนาดมวลโมเลกุลมากกวา่ 50 kDa  ส่วน P. 
decumbens มีการสร้าง hemolytic factor ในระดบัต ่าท่ีระยะทา้ยของการเจริญท่ี 25ºC เพียงในภาวะ
ขาดแคลนอาหารเท่านั้น ซ่ึง hemolytic factor น้ีสามารถทนความร้อนได้ท่ีอุณหภูมิ 100ºC  
นอกจากน้ีในภาวะขาดแคลนอาหารการมีอยูข่องเม็ดเลือดแดงเพียงเล็กน้อยสามารถเหน่ียวน าให้มี
การสลายเมด็เลือดแดงมากข้ึนไดใ้นเช้ือ A. wentii B1 

ปฏิกิริยาร่วมของเช้ือ Aspergillus หรือ Penicillium เม่ือเจริญใกลก้บัเช้ือ Staphylococcus 
aureus ท าให้เกิดเสริมฤทธ์ิการสลายเม็ดเลือดแดงแกะแบบสมบูรณ์เป็นรูปคลา้ยเส้ียวพระจนัทร์
ภายในบริเวณการสลายเม็ดเลือดแบบไม่สมบูรณ์ของแบคทีเรีย  ส่วนปฏิกิริยาร่วมกับเช้ือ 
Streptococcus pneumoniae พบเกิดเสริมฤทธ์ิการสลายเม็ดเลือดแดงใตโ้คโลนีของแบคทีเรีย โดย  
A. flavipes, A. westerdijkiae, P. citrinum, P. decumbens และ P. sumatrense แสดงปฏิกิริยาร่วม
สลายเม็ดเลือดแดงกบั Staphylococcus aureus แต่พบผลไม่คงท่ีเม่ือทดสอบกบั Streptococcus 
pneumoniae บนเม็ด เ ลือดแดงแกะ  และไม่พบปฏิ กิ ริยา ร่วมดังกล่าว เ ม่ือทดสอบกับ เ ช้ือ 
Staphylococcus epidermidis และ Streptococcus pyogenes และในการทดสอบดว้ยเม็ดเลือดแดง
ของคน ยงัพบส่ิงท่ีน่าสนใจในรา Aspergillus และ Penicillium ท่ีไม่พบมีฤทธ์ิสลายเม็ดเลือดแดง 
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ปรากฎผลการเสริมฤทธ์ิสลายเม็ดเลือดแดงกบั Staphylococcus aureus ได ้ นอกจากน้ียงัพบว่า
ปฏิกิริยาการเสริมฤทธ์ิระหวา่งราและ Staphylococcus aureus น้ีเกิดไดจ้าก sphingomyelinase ท่ี
สร้างจาก Staphylococcus aureus และมี CAMP-like factor จากราภายในอาคารเขา้ร่วมเสริมฤทธ์ิ 
ราเหล่าน้ี เช่น A. flavipes หรือ P. sumatrense  การศึกษาต่อไปในการแยกและท าให้บริสุทธ์ิของ
สารท่ีมีฤทธ์ิและ/หรือมีฤทธ์ิเสริมการสลายเม็ดเลือดแดงจากราเหล่าน้ี จะน าไปสู่ความเขา้ใจถึง
กลไกการก่อโรคและฤทธ์ิการสลายเซลลใ์นระบบทางเดินหายใจ  

 

 

 


