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ABSTRACT. Fungi of the genus Pneumocystis are opportunistic pathogens which cause lethal pneumonia in
immunocompromised hosts. Those fungi may also invade other visceral organs where they induce lesions, although, the
pathways or mechanisms of the in vivo infection are still unknown. The corticosteroid-treated rat model was used to
evaluate the course of extrapulmonary pneumocystosis. Liver, kidney, spleen, and mesenteric lymph nodes of 16 rats
were examined for the presence of mtLSU gene fragments of P. carinii and P. wakefieldiae using the nested PCR
method. Pneumocystis DNA was detected in 26 organ samples of which 17 contained both species (P. carinii and
P. wakefieldiae) and 9 contained only P. carinii. Positive samples were received from 10 rats examined after 6–9 weeks
of immunosuppression. The highest percentage of positive samples (62.5%) was obtained among examined visceral
lymph nodes. Pneumocystis DNA was detected in the blood serum of two rats with no traces of the DNA in their internal
organs. Conversely, Pneumocystis DNA was found in the internal organs of two other rats, although their serum samples
were negative. The average number of Pneumocystis cysts in the lungs of animals in which extrapulmonary infection
was detected was 3.4 per one microscopic view field. In the case of animals where the infection was limited to the lung
tissue this number was almost two times lower (1.8 cysts per one microscopic view field). An analysis of the results of
the presently reported experiment showed that massive Pneumocystis infection in the lungs makes it more likely that
Pneumocystis will spread to other internal organs. This spread probably takes place via the lymphatic vessels. The
extrapulmonary foci may contain either P. carinii alone, or both pathogens: P. carinii and P. wakefieldiae.
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Wstęp

Grzy by na le żą ce do ro dza ju Pneu mo cy stis są pa -
to ge na mi opor tu ni stycz ny mi i w sta nach osła bie nia
czyn no ści ukła du od por no ścio we go ży wi cie la mo gą
wy wo ły wać za pa le nie płuc. Przy sta łym wzro ście
licz by osób, któ re pod da wa ne są le cze niu z wy ko rzy -
sta niem środ ków im mu no su pre syj nych Pneu mo cy -
stis sta no wi więc istot ne za gro że nie epi de mio lo gicz -
ne. Dla te go pro wa dzo ne są ba da nia ma ją ce na ce lu

wy ja śnie nie nie roz po zna nych do tych czas aspek tów
bio lo gii oraz za gad nień do ty czą cych źró deł za ka że -
nia, wek to rów czy też re zer wu arów i dróg prze no sze -
nia Pneu mo cy stis. Stwier dzo no, że grzyb prze no szo -
ny dro gą po wietrz ną tra fia do pę che rzy ków płuc -
nych, w któ rych do cho dzi do je go re pli ka cji. Jed nak
ob ser wa cje pro wa dzo ne u osób za ka żo nych Pneu mo -
cy stis, po cząt ko wo post mor tem, a na stęp nie przy ży -
cio wo wy ka za ły, że grzyb mo że umiej sca wiać się
tak że w tkan kach in nych niż płuc ne. Stwier dzo no, że



u osób z im mu no su pre sją, któ rej przy czy ną nie był
wi rus HIV za ka że nie Pneu mo cy stis wy stę pu ją ce po -
za płu ca mi nie da je cha rak te ry stycz nych ob ja wów
kli nicz nych, co unie mo żli wia je go przy ży cio we roz -
po zna nie. In fek cja roz wi ja się naj czę ściej tuż
przed śmier cią i nie sta no wi jej przy czy ny [1–3]. Wy -
stę po wa nie ob ja wów kli nicz nych to wa rzy szą cych
roz sia nym scho rze niom Pneu mo cy stis stwier dzo no
na to miast u pa cjen tów za ka żo nych HIV [4, 5]. Ng
i wsp. [6] wy ka za li, że ob ja wy pneu mo cy sto zy po za -
płuc nej są od po wied nie dla za ję te go na rzą du lub
tkan ki. Prze pro wa dzo na przez au to rów ana li za przy -
pad ków cho ro bo wych po zwo li ła po nad to na stwier -
dze nie, że pro gno zy do ty czą ce prze bie gu za ka że nia
roz sia ne go są uza le żnio ne od je go lo ka li za cji.

Wie le przy pad ków za ka żeń po za płuc nych opi sa -
no w cza sie gdy w pro fi lak ty ce pneu mo cy sto zo we -
go za pa le nia płuc sto so wa no pen ta mi dy nę w po sta -
ci wziew nej. Dla te go wią za no ich wy stę po wa nie ze
złym wchła nia niem po da wa ne go tą dro gą środ ka co
mo gło po wo do wać nie wy star cza ją cy po ziom le ku
we krwi ob wo do wej i w kon se kwen cji pro wa dzić
do roz wo ju cho ro by po za płu ca mi. Jed nak przy pad -
ki pneu mo cy sto zy po za płuc nej u osób przyj mu ją -
cych per os le ki w ce lach pro fi lak tycz nych nie po -
twier dza ły po wy ższej teo rii [7, 8].

W ce lu po zna nia dróg sze rze nia się za ka że nia
Pneu mo cy stis in vi vo prze pro wa dzo no ba da nia tka -
nek płuc nych, wę złów chłon nych krez ko wych, wą -
tro by oraz ne rek uzy ska nych od szczu rów pod da wa -
nych im mu no su pre sji z wy ko rzy sta niem octa nu hy -
dro kor ty zo nu. Za po mo cą me to dy ne sted PCR
(nPCR) po szu ki wa no frag men tów ge nu ko du ją ce go
mtL SU DNA Pneu mo cy stis ca ri nii i Pneu mo cy stis
wa ke fiel diae [9].

Ma te riał i me to dy

W pra cy wy ko rzy sta no ma te riał uzy ska ny

od zwie rząt ba da nych uprzed nio na obec ność DNA
P. ca ri nii w su ro wi cy krwi. W trak cie tych ba dań
sam com szczu rów Wi star przez 9 ko lej nych ty go dni
far ma ko lo gicz nie ob ni ża no od por ność aby spo wo -
do wać roz wój in fek cji sub kli nicz nej, na by tej przez
zwie rzę ta w spo sób na tu ral ny, do sta dium pneu mo -
cy sto zy. Szczu rom po da wa no pod skór nie octan hy -
dro kor ty zo nu, dwa ra zy w ty go dniu, w daw -
ce 0,037g. Ma te riał do ba dań, któ ry sta no wi ły:
krew, płu ca, wę zły chłon ne krez ko we, wą tro ba, śle -
dzio na oraz ner ki, po bie ra no po za sto so wa niu nar -
ko zy ke ta mi no wo -ksy la zy no wej. Oce nę in ten syw -
no ści za ka że nia w płu cach prze pro wa dzo no ba da jąc
mi kro sko po wo pre pa ra ty od ci sko we z tka nek płuc -
nych za bar wio ne od czyn ni kiem Giem zy. Do ba dań
wy bra no tkan ki po bra ne od 16 osob ni ków, bę dą -
cych po 5–9 ty go dniach in iek cji octa nu hy dro kor ty -
zo nu, u któ rych licz ba cyst w pre pa ra cie z płuc wy -
no si ła od 0,2 do 4,6 w 1 po lu wi dze nia. U 10 z tych
zwie rząt sto su jąc me to dę se mi -ne sted wy kry to
uprzed nio DNA Pneu mo cy stis w su ro wi cy krwi
[10] (Ta be la 1). 

Izo la cja DNA. Po trzy krot nym płu ka niu so lą fi -
zjo lo gicz ną tkan ki ho mo ge ni zo wa no. DNA izo lo -
wa no po słu gu jąc się ze sta wem QIA Tis sue KIT fir -
my Qia gen, zgod nie z in struk cją pro du cen ta.
Do roz po czę cia ba dań DNA prze cho wy wa no
w temp. –70°C.

Am pli fi ka cja DNA. Za sto so wa no me to dę ne -
sted PCR, z pa rą star te rów ze wnętrz nych pA Z102 -E,
pA Z102 -H oraz dwo ma pa ra mi star te rów we -
wnętrz nych ko du ją cych se kwen cje P. ca ri nii (star -
te ry: RC1, RC2) i P. wa ke fiel diae (star te ry: RR1,
RR2) [11, 12]. Po eta pie ak ty wa cji po li me ra zy
w temp. 95°C, któ ry trwał 15 min prze pro wa dza no
40 cy kli am pli fi ka cji w wa run kach: 94°C/1 min,
54°C (star te ry RC1, RC2, i RR, RR2) lub 55°C
(star te ry pA Z102 -H, pA Z102 -E) przez 1,5 min,
72°C/2 min. Wy ni ki am pli fi ka cji od czy ty wa no
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Wyniki badań
Results

Tydzień immunosupresji. Numer zwierzęcia/Week of immunosuppression. Rat number

5.1 5.2 5.3 6.1 6.2 6.3 7.1 7.2 7.3 7.4 8.1 8.2 8.3 9.1 9.2  9.3

Płuca/Lungs
Ilość cyst w polu
widzenia1 

0,2 0,3 0,9 1,9 4,4 3,9 3,0 4,6 2,9 4,6 2,4 2,5 2,9 2.1 3,0 2,3

DNA w surowicy
krwi/DNA in
serum 

0 0 0 0 + + 0 + 0 + + + + + + +  

Tabela 1. Charakterystyka zwierząt zbadanych
Table 1. Characteristic of examined animals

Explanations: 1–mean number of cysts per one microscopic field



po prze pro wa dze niu elek tro fo re zy w 2% że lu aga ro -
zo wym za bar wio nym brom kiem ety dy ny. Pro duk ty
am pli fi ka cji mia ły wiel kość 137 p. z. i 251 p. z. gdy
re ak cja prze bie ga ła od po wied nio ze star te ra mi RC1,
RC2 i RR1, RR2.

Wy ni ki

W wy ni ku prze pro wa dzo ne go do świad cze nia
DNA Pneu mo cy stis wy kry to w 26 zba da nych prób -
kach. Oby dwa ga tun ki: P. ca ri nii i P. wa ke fiel diae
wy stę po wa ły ra zem w 17 prób kach, a w po zo sta -
łych 9 wy kry wa no wy łącz nie ga tu nek P. ca ri nii
(Tabela 2). Prób ki do dat nie po cho dzi ły od 10 szczu -
rów zba da nych po 6–9 ty go dniach sto so wa nia im -
mu no su pre sji. Naj wy ższy od se tek wy ni ków do dat -
nich (62,5%) uzy ska no ba da jąc wę zły chłon ne.
U dwóch szczu rów DNA Pneu mo cy stis by ło obec ne
w su ro wi cy krwi, ale nie zo sta ło wy kry te w tkan -
kach na rzą dów we wnętrz nych, na to miast u dwóch
in nych osob ni ków wy kry to DNA w na rzą dach we -
wnętrz nych, cho ciaż wy nik ba da nia su ro wi cy był
ujem ny. Śred nia licz ba cyst w płu cach zwie rząt,
u któ rych wy kry to ogni ska za ka że nia po za płuc ne go
wy no si ła 3,4 w 1 po lu wi dze nia, pod czas gdy
u zwie rząt z in fek cją ogra ni czo ną do tka nek płuc -
nych by ła bli sko dwu krot nie ni ższa – 1,8 w 1 po lu
wi dze nia. 

Dys ku sja

Wstęp nie za ło żo no, że na gro ma dze nie du żej
licz by Pneu mo cy stis i roz wój pro ce sów za pal nych
pro wa dzi do uszko dze nia mią ższu płuc szczu rów
pod da wa nych dłu go trwa łej im mu no su pre sji, efek -

tem cze go mo że być prze nie sie nie za ka że nia do tka -
nek in nych na rzą dów. Wy ni ki prze pro wa dzo nych
ba dań wy da ją się po twier dzać przy ję te za ło że nie.
Po za tkan ka mi płuc ny mi, Pneu mo cy stis wy kry to
u zwie rząt pod da wa nych im mu no su pre sji przez
okres 6 do 9 ty go dni. In ten syw ność in fek cji płuc
u osob ni ków z pneu mo cy sto zą roz sia ną prze kra cza -
ła oko ło dwu krot nie śred nią in ten syw ność ob li czo -
ną dla przy pad ków pneu mo cy sto zy ogra ni czo nej
do płuc. Wy ni ki zgod ne z uzy ska ny mi w prze pro -
wa dzo nej pra cy opu bli ko wa li Cha ry -Red dy i Gra -
ves [13], któ rzy rów nież ba da li sze rze nie się za ka -
że nia Pneu mo cy stis w or ga ni zmach szczu rów do -
świad czal nych. Po słu gu jąc się me to dą PCR au to rzy
wy kry li frag men ty ge nu MSG Pneu mo cy stis po -
za płu ca mi u szczu rów po 6 do 8 ty go dniach sto so -
wa nia im mu no su pre sji z wy ko rzy sta niem octa nu
me ty lo pred ni zo lo nu. DNA grzy ba wy stę po wa ło
w wą tro bie, ner kach, śle dzio nie i wę złach chłon -
nych zwie rząt, u któ rych in fek cja w tkan kach płuc -
nych by ła in ten syw na. Rów nież De nis i wsp. [14]
wy kry wa li Pneu mo cy stis po za płu ca mi u szczu rów
pod da wa nych wie lo ty go dnio wej im mu no su pre sji.
Za po mo cą me to dy im mu no flu ore scen cji au to rzy
stwier dzi li obec ność grzy ba w tkan kach wą tro by,
śle dzio ny, ser ca i ne rek u 5 z 9 (55%) zba da nych
zwie rząt po 9–12 ty go dniach im mu no su pre sji. Na -
to miast Ra bo do ni ri na i wsp. [15] wy kry li DNA
Pneu mo cy stis nie tyl ko u 11 szczu rów z im mu no su -
pre sją ale też u dwóch im mu no kom pe tent nych
zwie rząt kon tro l nych. DNA obec ne by ło w co naj -
mniej jed nym ze zba da nych or ga nów in nych niż
płu ca, wśród któ rych zna la zły się: wą tro ba, śle dzio -
na i ner ki. Au to rzy wy snu li więc przy pusz cze nie, że
sze rze nie się za ka że nia po za płu ca mo że być na tu -

Tabela 2. Dodatnie wyniki badania narządów wewnętrznych szczurów na obecność DNA Pneumocystis carinii
i Pneumocystis wakefieldiae
Table 2. Positive results of internal organs examination for DNA of Pneumocystis carinii and Pneumocystis
wakefieldiae presence

Numer szczura/Number of rat

Narząd/Organ    6.2 6.3 7.1 7.2 7.3 8.1 8.2 9.1 9.2 9.3  

Wątroba/Liver + + + + + + + + 0 + + 0 0 0 + +  

Śledziona/Spleen 0 + + + + + + + + + 0 0 0  

Nerki/Kidneys  + + + + + 0 0 0 0 0 0  

Węzły
chłonne/Lymph
nodes 

+ + + + + + + + + + + + + + + + +  

Explanations: +: DNA P. carinii; + +: DNA–P. carinii and P. wakefieldiae
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ral nym ele men tem ewo lu cji pneu mo cy sto zy a nie
zja wi skiem w jej prze bie gu wy jąt ko wym. 

W do świad cze niu Cha ry -Red dy i Gra ves wę zły
chłon ne sta no wi ły po za płu ca mi naj częst szą lo ka li -
za cję za ka że nia Pneu mo cy stis u szczu rów la bo ra to -
ryj nych [13]. W prze pro wa dzo nych ba da niach rów -
nież stwier dzo no, że Pneu mo cy stis wy stę pu je naj -
czę ściej w tkan kach wę złów chłon nych. Wy da je się
więc praw do po dob ne, że cho ro ba sze rzy się z płuc
dro gą na czyń lim fa tycz nych. Nie wy ka za no na to -
miast po wią za nia po mię dzy wy stę po wa niem ognisk
pneu mo cy sto zy po za płuc nej a wy ni ka mi ba da nia
su ro wi cy krwi na obec ność DNA grzy ba. Wy nik ba -
da nia na rzą dów we wnętrz nych dwóch zwie rząt,
u któ rych wy kry to uprzed nio ma te riał ge ne tycz ny
Pneu mo cy stis w su ro wi cy krwi był ujem ny,
a w przy pad ku dwóch in nych osob ni ków wy stą pi ła
sy tu acja od wrot na: przy ujem nym wy ni ku ba da nia
su ro wi cy krwi stwier dzo no po za płuc ne ogni ska za -
ka że nia. Po dob ne re zul ta ty uzy ska li też Cha ry -Red -
dy i Gra ves: u sze ściu szczu rów wy kryli DNA grzy -
ba w tkan kach po za płuc nych cho ciaż nie by ło ono
obec ne w prób kach krwi [13]. 

W pra cy wy ko rzy sta no me to dę ne sted PCR po -
nie waż zwięk sza ona czu łość wy ko ny wa nych ba -
dań, a ta kże po zwa la na roz ró żnie nie ga tun ków
Pneu mo cy stis: P. ca ri nii i P. wa ke fiel dii, któ re wy -
stę pu ją u szczu rów la bo ra to ryj nych. W tkan kach
płuc nych wszyst kich wy ty po wa nych do do świad -
cze nia zwie rząt stwier dzo no obec ność P. ca ri nii
i P. wa ke fiel diae. Jed nak u 40% zba da nych osob ni -
ków w ogni skach po za płuc nych wy kry to je dy nie
P. ca ri nii, na to miast ga tu nek P. wa ke fiel diae nie
wy stę po wał ja ko je dy ny w żad nej z 26 do dat nich
pró bek tka nek po za płuc nych. We dług wie dzy au tor -
ki są to pierw sze wy ni ki do ty czą ce wy stę po wa nia
dwóch ró żnych ga tun ków szczu rze go Pneu mo cy stis
po za płu ca mi. W płu cach szczu rów la bo ra to ryj nych
P. wa ke fiel diae jest rów nież bar dzo rzad ko spo ty ka -
ny ja ko je dy ny ga tu nek, oby dwa ga tun ki szczu rze go
Pneu mo cy stis wy stę pu ją tam naj czę ściej ra zem, co
wy ka za ły ba da nia prze pro wa dzo ne przez Cu shion
i Orr [16]. Na to miast Icen ho ur i wsp. za ob ser wo wa -
li, że ko eg zy sten cja P. ca ri nii i P. wa ke fiel diae
w płu cach opar ta jest na za sa dach kon ku ren cji,
a czę ścio wy wpływ na wy nik tej kon ku ren cji ma ją
czyn ni ki ze wnętrz ne ta kie jak wil got ność i tem pe ra -
tu ra oto cze nia [17]. 

Ana li zu jąc wy ni ki prze pro wa dzo ne go do świad -
cze nia stwier dzo no, że ma syw ne za ka że nia Pneu -
mo cy stis w ob rę bie płuc sprzy ja ją sze rze niu się
pneu mo cy sto zy do in nych or ga nów we wnętrz nych,

praw do po dob nie dro gą na czyń lim fa tycz nych.
U szczu rów la bo ra to ryj nych za ka że nie w tkan kach
in nych niż płuc ne mo gą po wo do wać wspól nie ga -
tun ki P. ca ri nii i P. wa ke fiel diae oraz ja ko je dy ny
ga tu nek P. ca ri nii. Po nie waż wę zły chłon ne sta no -
wi ły naj częst szą lo ka li za cję Pneu mo cy stis wy da je
się, że ich ba da nie przy za sto so wa niu me to dy nPCR
mo gło by uspraw nić la bo ra to ryj ne roz po zna wa nie
pneu mo cy sto zy jed nak wy ma ga to prze pro wa dze nia
dal szych ba dań.
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