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Abstract
Background. Recent studies demonstrated a link between oral infections and the presence of atherosclerotic
lesions in carotid arteries. Periodontal pathogens, including Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Tannerella forsythia, Fusobacterium nucleatum, and Prevotella nigrescens have been identified in athero-
sclerotic plaques. The microorganisms have been detected using PCR technique, DNA hybridization, FISH
analysis (fluorescence in situ hybridization), ELISA, by immunohistochemistry, and in transmission or scanning
electron microscopy. It is, however, only the FISH technique and culture in media that permit detection of
living microorganisms.
The aim of the study was to isolate anaerobic bacteria from atherosclerotic plaques from carotid arteries.
Materials and methods. Atherosclerotic plaques were obtained intraoperatively from 37 patients
(22 men and |5 women). The harvested plaques were placed in a transport medium prepared according to
the PRAS method. The material was then homogenized and cultured on various enriched or selective media.
Incubation was carried out for 10—14 days at 37°C, in anaerobic jars with 0% CO,, 10% H,, and 80%
N, atmosphere, with palladium catalyst and indicator of anaerobiosis. Anaerobic bacteria were identified
according to current regulations.
Results. Anaerobic bacteria were isolated from 68% of the analysed atherosclerotic plaques. Porphy-
romonas gingivalis were the dominant species (20% of cases). Gram-positive rods Propionibacterium acnes
were identified in 18% of the samples, and Gram-negative rods Prevotella intermedia in 6% of plaques
from carotid arteries. Other anaerobic species, including Prevotella, Fusobacterium, Micromonas, Finegoldia,
Propionibacterium, and Actinomyces genus occurred in rare cases (2—8%).
Conclusions. Anaerobic bacteria were isolated from 68% of the atherosclerotic plaque samples obtained
from carotid arteries. The most prevalent Gram-negative rods included Porphyromonas gingivalis and Prevotella
intermedia species, and Gram-positive rods were most often represented by Propionibacterium acnes. Por-
phyromonas endodontalis and Fusobacterium nucleatum species were isolated the least often.
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Streszczenie
Wstep. Ostatnio prowadzone badania wykazaly powigzania zakazen w obrebie jamy ustnej z miazdzycq
naczyr szyjnych. Niektdre z drobnoustrojow patogennych dla przyzebia, w tym: Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, Fusobacterium nucleatum, Prevotella nigrescens, wykryto

Address for correspondence:

dr n. med. Marek Ciecierski

Oddziat Chirurgii Naczyniowej

Pomorskie Centrum Traumatologii im. Mikotaja Kopernka
ul. Nowe Ogrody 1-6, 80-803 Gdarnsk

e-mail: ciecierski.marek@gmail.com

59



Acta Angiol, 2012, Vol. 18, No. 2

w blaszce miazdzycowej. Obecnosc tych bakterii zostala wykazana metodq PCR, hybrydyzacji DNA,
technikg FISH (fluorescence in situ hybridization), ELISA, immunohistochemicznymi i w transmisyjnym lub
skaningowym mikroskopie elektronowym. Jednak tylko uzycie techniki FISH i metody hodowli na podfozach
umozliwiajg wykrycie zywych drobnoustrojéw.

Celem badan byla izolacja bakterii beztlenowych z blaszki miazdzycowej tetnic szyjnych.

Materialy i metody. Blaszki miazdzycowe pobrano w czasie zabiegu operacyjnego od 37 pacjentéw
(22 mezczyzn i 15 kobiet). Materialy byly umieszczane w plynie transportowym przygotowanym metodq
PRAS. Po ujednoliceniu materiat byt posiewany na kilka podfozy wzbogaconych i wybidrczych. Inkubacje
prowadzono w anaerostatach w atmosferze 10% C0,, 10% H, i 80% N,, w obecnosci katalizatora pal-
ladowego i wskaznika warunkéw beztlenowych, przez 10—14 dni w temp. 37°C. Bakterie beztlenowe byty
identyfikowane na podstawie obecnie obowigzujgcych przepisow.

Wyniki. Bakterie beztlenowe zostaty wyizolowane z 68% badanych blaszek miazdzycowych. Przewazaty
szczepy z gatunku Porphyromas gingivalis (20%). Gram-dodatnie pafeczki z gatunku Propionibacterium
acnes wystepowaly w [8%, a Gram-ujemne pateczki Prevotella intermediaw 6% blaszek miazdzycowych
pochodzgcych z tetnic szyjnych. Inne gatunki bakterii beztlenowych z rodzaju Prevotella, Fusobacterium,
Micromonas, Finegoldia, Propionibacterium i Actinomyces wystepowaly rzadziej (2—8%).

Whioski. Bakterie beztlenowe wyizolowane zostaly z 68% badanych blaszek miazdzycowych pobranych
z tetnic szyjnych. Wsréd Gram-ujemnych bakterii przewazaty gatunki Porphyromonas gingivalis i Prevotella
intermedia, @ z Gram-dodatnich pafeczek gatunek Propionibacterium acnes. Szczepy Porphyromonas

endodontalis i Fusobacterium nucleatum byty najrzadziej izolowane z blaszek miazdzycowych.

Stowa kluczowe: blaszka miazdzycowa, tetnica szyjna, bakterie beztlenowe, zakazenia
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Introduction

Atherosclerosis is a disease affecting big and
middle-sized arteries, which become narrowed and
can eventually be occluded. The process begins with
endothelial damage by various substances, including
lipids in the setting of hypercholesterolemia, oxidized
low-density lipoproteins (LDL), or carbon monoxide
from tobacco smoke [I, 2]. The cellular component is
represented by macrophages, lymphocytes, endothelial
cells, and smooth muscle cells [I, 2]. Risk factors for
development of atherosclerotic lesions include arterial
hypertension, increased body weight, diabetes, smok-
ing habit, lack of physical exercise, increased LDL cho-
lesterol and triglycerides, bad diet, male sex, age, and
genetic predisposition [3, 4].

The inflammatory process is currently believed to
play a major role in the disease, constantly stimulating the
immune system and thus inducing a procoagulative state,
increasing production of free radicals and promoting de-
velopment of plaques [4-7]. Inflammation and activation
of the immune system can destabilize atherosclerotic
plaques. Data published to date suggest a correlation
between inflammatory activity, thickness of intima-media
complex (IMT), and the presence and dimensions of
atherosclerotic plaques [2, 5]. Furthermore, beneficial
anti-inflammatory effect of high-density lipoproteins

Wstep

Miazdzyca to choroba dotyczaca duzych i $rednich
tetnic, prowadzaca do ich zwezenia, a czasem zamknie-
cia. Jest procesem wieloetapowym, ktéry rozpoczyna
sie od uszkodzenia $rédbtonka przez rézne czynniki,
w tym miedzy innymi: podwyzszone stezenie choleste-
rolu, zmodyfikowane oksydacyjnie lipoproteiny o mafej
gestosci (LDL, low-density lipoproteins), tlenek wegla
obecny w dymie tytoniowym [I, 2]. W procesie tym
uczestnicza makrofagi, limfocyty, komérki srédbtonka
oraz komérki miesni gtadkich [1, 2]. Wéréd czynnikow
ryzyka miazdzycy wymienia si¢ nadcisnienie tetnicze,
nadwage, cukrzyce, palenie tytoniu, brak aktywnosci
fizycznej, podwyzszone stezenie cholesterolu frakgcji
LDL i triglicerydow, niewtasciwa diete, pte¢ meska, wiek
i obcigzenie dziedziczne [3, 4].

Obecnie wskazuje sie, ze waznym czynnikiem ry-
zyka jest proces zapalny, ktéry dzieki statej stymulacji
uktadu odpornosciowego przyczynia si¢ do zwigkszenia
krzepliwosci krwi, wzrostu poziomu wolnych rodnikéw
i rozwoju zmian miazdzycowych [4-7]. Stan zapalny,
a takze uaktywnione procesy immunologiczne, moga
powodowa¢ destabilizacje blaszki miazdzycowej. Do-
$wiadczenia wskazuja na istnienie wspoétzaleznosci po-
miedzy stanem zapalnym, gruboscia btony wewnetrznej
i srodkowej naczyn (INTM, kompleks intima-media)
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(HDL) on carotid arterial walls was also described [2,
8]. In the 1990s, infection became another important
issue in investigations on pathogenesis of atherosclero-
sis. Chronic and recurrent infections were demonstrated
to induce a strong inflammatory response [9-1 1]. Re-
cently published studies confirmed that chronic bacterial
and viral infections might contribute to the develop-
ment and progression of atherosclerotic lesions. Initial
studies were focused on bacteria including Helicobacter
pylori, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumonia,
and viruses such as Herpes simplex or Cytomegalovirus
[9, 12—14]. Using the PCR technique or in cultures, the
presence of Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori,
and Cytomegalovirus could be confirmed [9, 14-21].
Diseases of the periodontium are also related to the de-
velopment of atherosclerosis. Spahr et al. demonstrated
a correlation of total microbial burden in periodontal
pockets and incidence of ischaemic heart disease [22].
They detected mainly Gram-negative rods of Aggre-
gatibacter actinomycetemcomitans genus and Prevotella
intermedia [22]. Zaremba et al. used the DNA hybridiza-
tion technique to detect the presence of eight species
of pathogens in both periodontal pockets and in athero-
sclerotic plaques from coronary arteries. These patho-
gens were Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia (formerly
known as Bacteroides forsythus), Treponema denticola,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (formerly Actino-
bacillus actinomycetemcomitans), Campylobacter rectus,
and Eikenella corrodens [23]. The presence of pathogens
known for their role in diseases of the periodontium was
also detected in atherosclerotic plaques with the aid of
polymerase chain reaction (PCR) technique [23-31].
Bacteria from atherosclerotic plaques were rarely cul-
tured. Living microorganisms were detected in plaques
using different techniques by many authors, including
Kozarov, Papapanou, Haraszthy, Dorn, and Schenkein
[27, 32-35].

Isolation of living microorganisms from atheroscle-
rotic plaques is not only a method of definitive demon-
stration of their presence in situ but also permits deter-
mination of their sensitivity to antibiotics or antiseptic
agents. This can be of importance in both prophylaxis
and treatment of patients with arterial stenosis due to
atherosclerotic plaque accumulation.

The aim of the study was to isolate and culture an-
aerobic bacteria from atherosclerotic plaques harvested
from carotid arteries.

Materials and methods
The study group included 37 patients operated on
due to critical stenosis in carotid arteries. All the proce-

a obecnoscia i rozmiarem blaszki miazdzycowe;j [2, 5].
Zaobserwowano tez korzystne przeciwzapalne dziata-
nie na $ciany naczyn tetnic szyjnych lipoprotein o duzej
gestosci (HDL, high-density lipoproteins) [2, 8]. W latach
90. XX wieku zwrécono uwage na zakazenia jako ko-
lejny wazny czynnik zwiazany z rozwojem miazdzycy
naczyn tetniczych. Wykazano, ze przewlekte oraz na-
wracajace infekcje sa przyczyna nasilonej reakcji zapalnej
[9-11]. Ponadto przeprowadzone w ostatnich latach
doswiadczenia potwierdzity, ze przewlekte zakazenia
wywotane zaréwno przez bakterie, jak i wirusy, moga
przyczynia¢ sie do powstawania lub podtrzymywania
rozwoju miazdzycy. Poczatkowo badania byty ukierun-
kowane na bakterie, czyli: Helicobacter pylori, Chlamy-
dia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae oraz wirusy
Hepes simlex i Cytomegalovirus [9, 12—14]. W blaszce
miazdzycowej, gtéwnie metoda PCR (polymerase chain
reaction), a rzadziej hodowli lub inna, wykryto obecnos¢
Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori i wirusa cyto-
megalii [9, 14-21]. Coraz czesciej zwraca sie tez uwage
na powiazanie chorob przyzebia z rozwojem miazdzycy
naczyn tetniczych. Spahr i wsp. wykazali istnienie zalez-
nosci miedzy catkowita liczba drobnoustrojéw obecnych
w kieszonkach przyzebnych a czestosciag wystepowa-
nia choroby niedokrwiennej serca [22]. Dominowaty
w nich Gram-ujemne pateczki z gatunku Aggregatibacter
actinomycetemcomitans oraz Prevotella intermedia [22].
Zaremba i wsp. technika hybrydyzacji DNA wykazali
obecnos¢ zaréwno w kieszonkach przyzebnych, jak
i w blaszce miazdzycowej naczyn wiericowych, o$miu
drobnoustrojéw patologicznych dla tkanek przyzebia,
w tym: Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia (dawniej
Bacteroides forsythus), Treponema denticola, Aggregati-
bacter actinomycetemcomitans (dawniej Actinobacillus
actinomycetemcomitans), Campylobacter rectus i Eikenella
corrodens [23]. Obecnos¢ drobnoustrojéw uczestnicza-
cych w chorobach przyzebia wykryto tez w blaszkach
miazdzycowych metoda molekularng PCR [23-3]. Me-
tody hodowli rzadko byty wykorzystywane do izolacji
bakterii wystepujacych w blaszkach miazdzycowych
tetnic. Obecnos¢ zywych drobnoustrojow w blaszce
miazdzycowej, stosujac do ich wykrywania rézne me-
tody, wykazali tacy autorzy, jak: Kozarow, Papapanou,
Haraszthy, Dorn, Schenkein [27, 32-35].

Wyizolowanie z blaszek miazdzycowych zywych
drobnoustrojéw nie tylko udowadnia w sposéb bez-
posredni ich obecnos¢, ale takze stwarza mozliwosé
oznaczenia ich wrazliwosci na antybiotyki czy $rodki
antyseptyczne. Moze to odegra¢ istotna role w profi-
laktyce i leczeniu chorych z miazdzycowym zwezeniem
tetnic.
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dures were carried out in the Department of Vascular
Surgery of the Regional Traumatology Centre in Gdansk.
The patient group included 22 men aged 50-87 years
and |5 women aged 53 83 years. Mean patient age was
71 years.

Atherosclerotic plaques were harvested directly af-
ter endarterectomy and placed under aseptic conditions
in a transport medium prepared according to the PRAS
(Pre-Reduced Anaerobically Sterilized) method. Samples
were then delivered to the laboratory within one hour
of the procedure [36]. The material was homogenized in
an eccentric blender and cultured onto anaerobic media
enriched with 5% defibrinated sheep blood, menadione,
and hemin and onto selective media (35-38). Incubation
was carried out at 37°C for 10-14 days in anaerobic
jars containing 10% CO,, 10% H,, and 80% N,, with
palladium catalyst and indicator of anaerobiosis. Species
identification was performed according to the current
regulations [36—38]. For identification, the following
features were analysed: biochemical characteristics (API
20A tests, bio Merieux), ability to produce glucose from
fatty acids (from C, to C,) as well as ability to produce
succinic acid, and fumaric acid and lactic acid assessed by
gas chromatography. The fluorescent properties of the
colonies were also assessed in ultraviolet light.

Results

Table | presents a summary of the study results. The
presence of anaerobic bacteria was detected in 25 out of
37 analysed atherosclerotic plaques, representing 68%
of the tested samples. Gram-negative bacteria were
isolated more often (22 samples, 59% of the analysed
plaques) than Gram-positive ones (15 samples, 41% of
plaques). Altogether, 51 different anaerobic strains were
isolated during the study. These included 28 strains of
Gram-negative rods (55%), 8 strains of Gram-positive
cocci (1696), and |5 strains of Gram-positive rods (29%).

Among the Gram-negative rods, Porphyromonas gingi-
valis species (10 strains) and Prevotella intermedia species
(8 strains) were most often identified, making up 20%
and 6% of bacterial species in this group.

Second most common were Gram-positive rods,
isolated from |12 samples (from 32% of patients). These
included mainly Propionibacterium acnes strains. Nine
strains of Propionibacterium acnes were also isolated,
representing 18% of all bacterial strains identified in
patient samples during the study.

Gram-positive cocci were found in 8 patients (22%
of analysed plaques). These included mainly Micromonas
micros and Finegoldia magna species.

Between one and four different species of anaerobic
bacteria could be isolated from each sample (Table II).

Celem omawianych badan byta izolacja i hodowla
bakterii beztlenowych z blaszek miazdzycowych wy-
stepujacych w tetnicach szyjnych.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono u 37 chorych operowa-
nych na Oddziale Chirurgii Naczyniowej Pomorskiego
Centrum Traumatologii w Gdarisku, z powodu krytycz-
nego zwezenia tetnic szyjnych w przebiegu miazdzycy.
W grupie tej operowano 22 mezczyzn w wieku 50-87 lat
i 15 kobiet w wieku 53-83 lat. Srednia wieku operowa-
nych chorych wynosita 71 lat.

Blaszki miazdzycowe bezposrednio po wykonaniu
endarterektomii umieszczano aseptycznie w pojemniku
z plynem transportowym, przygotowanym metoda PRAS,
ktory w ciagu godziny dostarczano do laboratorium [36].
Po homogenizacji materiatu (mieszalnik mimosrodowy)
probke posiewano na wiele podtozy dla beztlenowcéw,
zaréwno wzbogaconych dodatkiem 5-procentowej krwi
baraniej, menadionu i heminy, jak i podtozy wybiérczych
[35-38]. Inkubacje posiewdw prowadzono w temp. 37°C
przez 10-14 dni, w anaerostatach zawierajacych 10-pro-
centowy CO,, 10% H, i 80% N,, z katalizatorem palla-
dowym i wskaznikiem warunkéw beztlenowych. Wyho-
dowane szczepy beztlenowcdw identyfikowano zgodnie
z obecnie obowiazujacymi zasadami [36-38]. W identyfi-
kacji uwzgledniano cechy biochemiczne (testy APl 20A,
bioMerieux), zdolno$¢ do wytwarzania z glukozy kwasow
ttuszczowych (od C, do C,) oraz kwasu bursztynowego,
fumarowego i mlekowego metoda chromatografii gazo-
wej. Oceniano takze zdolno$¢ kolonii do fluorescenciji
w promieniach UV.

Wyniki

Uzyskane wyniki badan zestawiono w tabeli I. Wyste-
powanie bakterii beztlenowych stwierdzono w 25 spo-
$réd 37 blaszek miazdzycowych. Stanowito to az 68%
blaszek poddanych badaniu. Z materiatéw czesciej byty
izolowane bakterie Gram-ujemne (22 materiaty, co sta-
nowi 59% badanych blaszek) niz Gram-dodatnie (15 ma-
teriatéw, co stanowi 4 1% blaszek). tacznie z badanych
blaszek miazdzycowych wyizolowano az 5| réznych
szczepow beztlenowcdw. Wsrod nich stwierdzono:
28 szczepéw Gram-ujemnych pateczek (55%), 8 szcze-
péw Gram-dodatnich ziarniakéw (1696) i 15 szczepow
Gram-dodatnich pateczek (29%).

W grupie Gram-ujemnych pateczek dominowaty
szczepy z gatunku Porphyromonas gingivalis — 10 szcze-
pow i Prevotella intermedia — 8 szczepdw. Stanowity one
odpowiednio 20 i 16% bakterii tej grupy.

Na drugim miejscu pod wzgledem liczebnosci upla-
sowaly sie pateczki Gram-dodatnie, ktére wystepowaty
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Table I. Prevalence of anaerobic bacteria in 37 analysed atherosclerotic plaques

Tabela I. Czestos¢ izolacji bakterii beztlenowych z 37 blaszek miazdzycowych

Anaerobic bacteria Number of samples (percentage)

Bakterie beztlenowe Liczba materialow (odsetki)*
Prevotella oralis 3
Prevotella buccalis 3
Prevotella intermedia 8
Porphyromonas gingivalis 10

Gram-negative rods

Gram-ujemne pateczki Porphyromonas endodontalis |
Tannerella forsythia 2
Fusobacterium nucleatum |
Gram-negative rods, total o
Gram-ujemne paleczki facznie 28 (55%)
Micromonas micros

Gram-positive cocci Finegoldia magna

Gram-dodatnie ziarniaki . -
Gram-positive cocci, total 8 (16%)
Gram-dodatnie ziarniaki facznie °
Propionibacterium acnes 9
Propionibacterium propionicus 2

Gram-positive rods Propionibacterium granulosum 2

Gram-dodatnie pateczki Acti -

ctinomyces israelii 2

Gram-positive rods, total o
Gram-dodatnie pateczki tacznie 15 (29%)

Anaerobic bacteria, total o

Bakterie beztlenowe ogétem 51 (100%)

*Odsetki odnoszg sig do ogdinej liczby bakterii beztlenowych wyizolowanych z blaszek miazdzycowych.

Zrédlo: Badania wiasne

Table Il. Number of anaerobic bacterial strains in a single analysed atherosclerotic plaque in the presented study

Tabela Il. Liczba szczepéw bakterii beztlenowych wystepujacych w | blaszce miazdzycowej

Number of anaerobic strains isolated from a single atherosclerotic plaque
Liczba szczepéw beztlenowcow wyizolowanych z | blaszki miazdzycowej

Anaerobic bacteria

Bakterie beztlenowe 0 ! 2 3 4
Number of samples (n = 37)

Liczba materiatéw (n = 37) 12 7 12 4 2
Percentage

Odsetki (%) 32 19 32 11 6

Zrédto: Badania wiasne

A single anaerobic strain was found in 7 plaques,
two strains in |2 samples, three strains were identified
in 4 plaques, and four strains in 2 samples.

Discussion
Chronic inflammatory state, occurring among oth-
ers in diseases of the periodontium, contributes to
the development and progression of atherosclerotic
plaques. Treatment of these ailments is considered im-
portant for patients with cardiovascular diseases. This

w |2 materiatach (u 32% badanych chorych). Domino-
waty wsrdd nich szczepy z gatunku Propionibacterium
acnes. Wyizolowano 9 szczepdw bakterii Propionibac-
terium acnes, co stanowi 18% wszystkich szczepow
zidentyfikowanych w blaszkach miazdzycowych tej
grupy chorych.

Gram-dodatnie ziarniaki wystepowaty u 8 chorych
(22% badanych blaszek miazdzycowych). Byty one re-
prezentowane przez gatunki Micromonas micros i Fine-
goldia magna.
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has been demonstrated by Tonetti et al., who carried
out a study of six-month intensive treatment of acute
periodontitis.

The authors observed decreasing levels of lI-6, acute
phase proteins, and von Willebrand factor as well as
improved function of vascular endothelial cells [38].
Dashpande et al. studied in vitro Porphyromonas gingivalis
rods, and noted an adverse effect of these bacteria
on endothelial cells [24]. Other authors used electron
scanning microscopes and found that Porphyromonas
gingivalis and Porphyromonas endodontalis rods can in-
vade endothelium and smooth muscle cells in coronary
arteries and aorta [24, 25, 39, 40]. Other experiments
demonstrated that the fragments of cell membrane from
Porphyromonas gingivalis rods and lipopolysaccharides
(LPS) contained therein stimulate monocyte transforma-
tion into macrophages and foam cells, which contribute
to development of early atherosclerotic lesions [6, 41].
Desvarieux et al. found correlations between the thick-
ness of the intima-media complex and the presence
of periodontal pathogens in periodontal pockets [42].
Moreover, patients with vascular diseases characterized
by thickening of intima-media complex have been ob-
served to have a high titer of antibodies directed against
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetem-
comitans species, and other periodontal pathogens as
well as antibodies against cardiolipin and oxidized LDL
[4, 42, 43]. Fewer publications reported the presence of
anaerobic bacteria in atherosclerotic plaques [6, 23, 27,
31, 44]. The presence of these pathogens was verified
using various methods including molecular techniques
(PCR), DNA hybridization, and scanning electron mi-
croscopy. Culturing on media was, however, seldom
applied for this purpose.

In the presented study, anaerobic bacteria were
cultured from atherosclerotic plaque samples. Two
species were dominant in the isolated anaerobic flora:
Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia, rep-
resenting 20% and 6% of all isolated microorganisms,
respectively. Grossi et al. identified Porphyromonas gingi-
valis, Prevotella intermedia, and Tannerella forsythia rods
in atherosclerotic plaques from coronary arteries using
PCR technique [44]. Halaszthy et al. also used PCR to de-
tect periodontal pathogens in 44% of analysed plaques,
of which Tannerella forsythia (30%) and Porphyromonas
gingivalis (26%) were the most prevalent [27].

Nakamo et al. demonstrated the presence of Por-
phyromonas gingivalis with fimbria A genotype (fim) in
patients with cardiovascular diseases. The rods were
found simultaneously in 30% of samples from heart
valves and plaques and in 35.7% of samples from dental
plaques in the same patients [31].

Z ocenianych blaszek miazdzycowych wyizolowano
od | do 4 réznych szczepdw bakterii beztlenowych
(tab. II).

Jeden szczep beztlenowca byt obecny w 7 blaszkach
miazdzycowych, 2 szczepy wystepowaty w |2 materia-
tach, 3 szczepy w 4 materiatach, a 4 szczepy w 2 ma-
teriatach.

Dyskusja

Do rozwoju miazdzycy przyczynia sie przewlekty
stan zapalny, zwigzany miedzy innymi z chorobami przy-
zebia. Uwaza sig, ze leczenie choréb przyzebia odgrywa
istotng role w przypadku choréb sercowo-naczynio-
wych. Wskazuja na to miedzy innymi wyniki badan, ktére
przeprowadzili Tonetti i wsp., podczas 6-miesiecznego
intensywnego leczenia ostrego zapalenia przyzebia.

Autorzy zaobserwowali obnizenie stezenia lI-6, bia-
tek ostrej fazy (CRP, C-reactive protein) oraz czynnika
Willebranda, a takze poprawe czynnosci $rédbtonka
naczyn [38]. Dashpande i wsp. w badaniach in vitro pa-
teczek z gatunku Porphyromonas gingivalis potwierdzili,
Ze oddziatuja one niekorzystnie na komérki srédbtonka
[24]. Inni autorzy, przy uzyciu skaningowego mikroskopu
elektronowego, wykazali zdolno$¢ pateczek Porphyro-
monas gingivalis i Porphyrominas endodontalis stymulacji
do inwazji komérek srodbfonka, miesni gtadkich naczyn
wienicowych a takze aorty [24, 25, 39, 40]. Inne doswiad-
czenia udowodnity, ze zaréwno fragmenty btony komor-
kowej pateczek Porphyromonas gingivalis, jak i obecne
w niej lipopolisacharydy (LPS), prowadza do zmiany
morfologii monocytéw w kierunku makrofagdéw oraz
komarek piankowatych, ktére z kolei przyczyniaja sie do
powstawania wczesnych zmian miazdzycowych [6, 41].
Natomiast Desvarieux i wsp. zaobserwowali istnienie
zaleznos$ci miedzy grubosciag INTM a wystepowaniem
w kieszonkach przyzebnych bakterii uczestniczacych
w chorobach przyzebia [42]. Zwrécono tez uwage,
Ze u 0s6b z chorobami naczyn, u ktérych stwierdzono
obecnos¢ pogrubionej warstwy intima-media, réwnocze-
$nie wystepowat wzrost miana przeciwciat skierowanych
przeciw pateczkom Porphyromonas gingivalis, Aggregatibac-
ter actinomycetemcomitans i innym patogenom przyzebia
oraz kardiolipinie i ox-LDL [4, 42, 43]. W nielicznych
publikacjach opisano drobnoustroje beztlenowe wyste-
pujace w blaszkach miazdzycowych [6, 23, 27, 31, 44].
Do wykrycia ich obecnosci stosowano rézne metody,
w tym techniki molekularne PCR, metode hybrydyzacji
DNA, skaningowy mikroskop elektronowy, natomiast
rzadko metode hodowli na podtozach.

W omawianych badaniach do wykazania obecnosci
drobnoustrojéw w blaszkach miazdzycowych zastoso-
wano metode izolacji i hodowli bakterii beztlenowych.
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Zaremba et al. studied the presence of periodontal
pathogens in atherosclerotic plaques harvested from
20 patients under procedures of patency restoration in
coronary arteries. The authors used DNA hybridization
for their experiments. Various periodontal pathogens
were identified in |5 samples from periodontal pock-
ets and in 9 atherosclerotic plaques. These included
Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia, Fuso-
bacterium nucleatum, Tannerella forsythia, and Treponema
denticola. It was emphasized that Porphyromonas gin-
givalis was the most commonly identified species in
plaques. The same bacterial species were identified in
atherosclerotic plaques and in dental plaques in 6 of all
15 analysed patients [23].

Ford et al. performed immunohistochemical stud-
ies of samples from 29 patients and detected bacterial
colonization of plaques obtained under carotid endar-
terectomy.

Among the anaerobic bacteria, Porphyromonas gingi-
valis (52%), Prevotella intermedia (41%), Fusobacterium
nucleatum, and Tannerella forsythia (34% for each species)
were identified [6]. Further studies by these authors also
revealed the presence of periodontal pathogens Porphy-
romonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, and Tan-
nerella forsythia, as demonstrated by PCR technique [45].

The above presented data suggest that Porphy-
romonas rods can be identified in patient samples more
often than in the current study (26—45% identified
strains versus 20% in the current paper) [6, 23, 27, 45].

The presence of Prevotella intermedia in 15—41% of
analysed atherosclerotic plaques was described by Ford
et al., Gossi et al., and Zaremba et al. [6, 23, 44]. The
results of the presented study (16%) are close to the
figure reported by Zaremba et al. (15%) [23].

Other anaerobic rods were also identified in cul-
tures from analysed atherosclerotic plaques, including
Fusobacterium nucleatum and Tannerella forsythia spe-
cies. These pathogens were also detected by Zaremba,
Halaszthy, Grossi, and Ford [6, 23, 27, 44]. Fusobacte-
rium nucleatum species was present in 15-34% and
Tannerella forsythia in 30-35% of cases, respectively. In
our study, both F. nucleatum and T. forsythia rods were
detected only rarely, in 2% and 4% of cases, respective-
ly. Other identified microorganisms included Prevotella
oralis, Prevotella buccalis, Porphyromonas endodontalis,
Micromonas micros, Finegoldia magna, Propionibacterium
acnes, Propionibacterium granulosum, and Actinomyces
israelii, present in 4—18% of cases.

All the above-mentioned microorganisms detected
in analysed atherosclerotic plaques are categorized as
periodontal pathogens causing oral and periodontal in-
fections.

Wsroéd wyizolowanych przez autoréw niniejszej pracy
bakterii beztlenowych dominowaty 2 gatunki: Porphy-
romonas gingivalis i Prevotella intermedia, ktére sta-
nowity odpowiednio 20 i 16% ogétu wyizolowanych
drobnoustrojéw. Grossi i wsp. technika PCR wykazali
obecnos¢ w blaszkach miazdzycowych naczyn wien-
cowych pateczek Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia i Tannerella fortsythia [44]. Halaszthy i wsp.,
takze postugujac sie metoda PCR, wykryli drobno-
ustroje patogenne dla przyzebia w 44% ocenianych
blaszek miazdzycowych. Dominowaty w nich pateczki
z gatunku Tanerella forsythia (30%) oraz Porphyromonas
gingivalis (26%) [27].

Nakamo i wsp. udowodnili obecnosé¢ Porphyromonas
gingivalis z genotypem fimbrii fim A u pacjentéw z choro-
bami sercowo-naczyniowymi. Wykazali oni jednoczesna
obecnos¢ tych pateczek w 30% materiatéw pobranych
z zastawek serca i blaszek miazdzycowych oraz w 35,7%
prébkach, pobranych z ptytek nazgbnych tych samych
chorych [31].

Z kolei Zaremba i wsp. oceniali obecno$¢ patologicz-
nych dla przyzebia bakterii w blaszkach miazdzycowych
pobranych od 20 pacjentéw, operowanych z powodu
niedroznosci naczyn wiernicowych. Badania przepro-
wadzono, wykorzystujac metode hybrydyzacji DNA.
W 15 materiatach pobranych z kieszonki przyzebnej
i w 9 blaszkach miazdzycowych wykryto obecnos¢ réz-
nych bakterii patogennych dla przyzebia. Wykazano
wystepowanie nastepujacych drobnoustrojéw: Porphy-
romonas gingivalis i Prevotella intermedia, Fusobacterium
nucleatum, Tannerella forsythia i Treponema denticola.
Autorzy zwracajg uwage na fakt, ze najczesciej z blaszek
miazdzycowych byt izolowany gatunek Porphyromonas
gingivalis oraz ze te same gatunki bakterii wystepowaty
zaréwno w blaszkach miazdzycowych, jak i bakteryjnych
ptytek nazebnych u 6 sposréd 15 ocenianych osob [23].

Natomiast Ford i wsp., postugujac sie metodami
immunohistologicznymi, w grupie 29 chorych, wykazali
kolonizacje drobnoustrojami materiatéw uzyskanych
podczas endarterektomi tetnic szyjnych.

Wi4réd bakterii beztlenowych byty obecne gatunki
Porphyromonas gingivalis (52%), Prevotella intermedia
(419%), Fusobacterium nucleatum i Tannerella forsythia (po
34%) [6]. W kolejnych badaniach ci sami autorzy, wyko-
rzystujac technike PCR, potwierdzili obecnos¢ bakterii
patogennych dla przyzebia, czyli Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum i Tannerella forsythia [45].

Z powyzszych danych wynika, ze w wigkszosci ba-
dan pateczki z gatunku Porphyromonas wystepowaty
w wyzszych odsetkach niz w badaniach autoréw (20%),
gdyz stanowity od 26 do 45% wykrywanych szczepéw
[6, 23, 27, 45].
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Conclusions

. Anaerobic bacteria were isolated from atheroscle-

rotic plaques in 68% of patients operated on due to
carotid artery stenosis.

. The most prevalent species were Porphyromonas
gingivalis and Prevotella intermedia among Gram-neg-
ative rods, and Propionibacterium acnes among
Gram-positive rods.

. Porphyromonas endodontalis and Fusobacterium nu-
cleatum were the least often isolated species in the
presented study.
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