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Abstract

Background. Studies on the aetiology of atherosclerosis suggest the existence of a relationship between in-
flammatory reaction and the evolution of plaques. These have focused on, among others, viral and bacterial
infections, including Helicobacter pylori. The presence of these rod-like bacteria was discovered with the aid
of DNA investigation, using PCR. However, few authors could prove presence of viable Helicobacter pylori in
plaques with the aid of bacterial cultures. The aim of this study was to isolate Helicobacter pylori rods from
atherosclerotic plaques harvested from femoral or iliac arteries, and an evaluation of the susceptibility of the
cultured strains to antibiotics.

Materials and methods. Atherosclerotic plaques were harvested intraoperatively from 51 patients (from the
femoral artery in 31 cases and from the iliac artery in 20 cases). The samples were cultured in the relevant
media and incubated under microaerophilic conditions for 47 days at 37°C. Bacterial strains were then
identified based on their morphological and biochemical features. The susceptibility of the cultured strains to
antibiotics (doxycycline, clarithromycin, amoxicillin, and metronidazole) was also evaluated.

Results. Helicobacter pylori rods were successfully isolated from 6.4% of atherosclerotic plaques from
femoral arteries and from 5.0% of samples from iliac arteries. All strains were susceptible to doxycycline and
clarithromycin but were resistant to metronidazole.

Conclusions. |. Helicobacter pylori rods remain viable in atherosclerotic plaques, which enables success-
ful culturing on special media under microaerophilic conditions. 2. The incidence of Helicobacter pylori
strains in atherosclerotic plagues from patients operated on because of lower limb ischaemia was as follows:
6.4% of patients had bacteria in plaques from femoral arteries, and 5% tested positive in plaques from iliac
arteries. 3. The cultured Helicobacter pylori strains were resistant to metronidazole but were susceptible to
doxycycline, clarithromycin, and amoxicillin.

Key words: atherosclerotic plaque, femoral artery, iliac artery, Helicobacter pylori, susceptibility,
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Streszczenie

Wstep. Badania nad etiologiq miazdzycy wskazujg na powigzanie proceséw zapalnych z ewolucjg blaszki
miazdzycowej. Objely one takze zakazenia wywotane przez wirusy i bakterie, w tym Helicobacter pylori.
Obecnos¢ tych pateczek w blaszkach miazdzycowych wykrywano na podstawie obecnosci DNA metodg
fancuchowej reakji polimerazy (PCR). Niewielu autordw wykazafo wystepowanie w blaszkach zywych form
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Helicobacter pylori metodg hodowli. Celem pracy byfa izolacja pateczek Helicobacter pylori z blaszek
miazdzycowych wystepujgcych w tetnicy udowej lub biodrowej oraz oznaczenie wrazliwosci wyhodowanych
szczepdw na stosowane antybiotyki.

Materiat i metody. W trakcie zabiegu operacyjnego od 51 pacjentow pobrano blaszki miazdzycowe
(31 z tetnicy udowej i 20 z tetnicy biodrowej). Materialy posiewano na odpowiednie podfoza i inkubowano
w warunkach mikroaerofilnych przez 4—7 dni w temperaturze 37°C. Szczepy pateczek identyfikowano na
podstawie cech morfologicznych i biochemicznych. Oznaczono wrazliwosc wyizolowanych pateczek na an-
tybiotyki: doksycykline, klarytromycyne i amoksycyline oraz na metronidazol.

Wyniki. Pafeczki Helicobacter pylori wyizolowano z 6,4% blaszek wystepujgcych w tetnicy udowej i 5,0%
z tetnicy biodrowej. Wszystkie szczepy byly wrazliwe na doksycykline i klarytromycyne, a oporne na metro-
nidazol.

Whioski. |. Pafeczki Helicobacter pylori w blaszkach miazdzycowych zachowujq swojg zywotnos¢, co
umozliwia ich wyhodowanie na specjalnym podfozu w warunkach mikroaerofilnych. 2. Czestosc wystepowania
szczepow Helicobacter pylori w blaszkach miazdzycowych tetnic udowych i biodrowych u chorych opero-
wanych z powodu niedokrwienia koriczyn dolnych wynosi 6,4% w blaszkach tetnicy udowej i 5% w tetnicy
biodrowej. 3. Wykazano, ze wyhodowane szczepy Helicobacter pylori sg oporne na metronidazol, natomiast

stwierdzono ich wrazliwos¢ na doksycykline, klarytromycyne i amoksycyline.

Stowa kluczowe: blaszka miazdzycowa, tetnica udowa, tetnica biodrowa, Helicobacter pylori,

wrazliwo$é, antybiotyk, izolacja
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Introduction

Atherosclerosis of the blood vessels is a common
cause of death in developed countries, leading to over
50% all deceases noted there. Until now, studies of the
disease have failed to disclose all the causative factors of
atherosclerosis. The commonly known risk factors in-
clude arterial hypertension, tobacco smoking, hyperli-
pidaemia, excessive body weight, low physical activity,
male sex, diabetes, and genetic predispositions [1-3].
Initiation of atherosclerotic plaque development is re-
lated to vascular endothelial lesions, which may be due
to increased lipidemia (high LDL), noxious effect of to-
bacco smoke, formation of immune complexes, or the
presence of infectious agents [3—6]. The progression
of atherosclerosis and the evolution of plaques were
found to be correlated with inflammatory processes. It
should be noted that breakage of some atherosclerotic
plaques can be caused by microbe-induced inflammation
[5, 6]. Infections are supposed not only to initiate inflam-
matory reactions in vascular atherosclerotic plaques but
also to sustain and promote their evolution, leading to
plaque destabilization [5-9]. Clinical, in vitro and animal
studies have revealed the presence of various pathogens in
atherosclerotic plaques and lesions, including Chlamydia
pneumoniae, Helicobacter pylori, cytomegalovirus (CMV),
Herpes simplex (HSV), and Coxsackie B [9, 10, 13-21]. In
most cases, the microorganisms were discovered with the
aid of serological tests or molecular techniques (polymer-
ase chain reaction, PCR) [17-20, 22, 23, 25-32].

Wstep

Choroba miazdzycowa naczyn czesto jest przyczy-
na zgonéw w krajach uprzemystowionych. Pomimo
statego postepu zaréwno farmakoterapii, jak i chirurgii
schorzenie to jest przyczyng ponad 50% wszystkich
zgonéw w tych krajach. W dotychczas prowadzo-
nych badaniach nad miazdzyca nie ustalono wszystkich
czynnikéw odpowiedzialnych za rozwdj tej choroby.
Wiadomo, ze do czynnikéw ryzyka miazdzycy naleza:
nadcisnienie tetnicze, palenie tytoniu, hiperlipidemia,
nadwaga, niewielka aktywnos¢ fizyczna, pte¢ meska,
wiek, cukrzyca oraz obcigzenia dziedziczne [1-3]. Do
zapoczatkowania miazdzycy przyczynia si¢ uszkodzenie
$rédbtonka naczyn, ktére moze by¢ zwiazane na przy-
ktad ze zwiekszeniem stezenia lipidow (LDL), dziataniem
draznigcym sktadnikéw dymu tytoniowego, oddziatywa-
niem komplekséw immunologicznych lub czynnikéw
infekcyjnych [3-6]. Z badan wynika, ze rozwdj miazdzy-
cy wiaze si¢ z procesami zapalnymi i ewolucja blaszki
miazdzycowej. Zwraca si¢ uwage na fakt, ze przyczyna
pekania niektorych blaszek miazdzycowych moze by¢
proces zapalny spowodowany przez drobnoustroje [5,
6]. Przypuszcza sie tez, ze infekcja moze by¢ zaréwno
czynnikiem rozpoczynajacym, jak i podtrzymujacym re-
akcje zapalna naczyn doprowadzajacym do destabilizacji
blaszki miazdzycowej [5-9]. Wyniki przeprowadzonych
badan klinicznych oraz in vitro i na zwierzetach wskazuja
na obecnos$¢ w blaszce miazdzycowej i w zmianach
miazdzycowych réznych drobnoustrojéw, w tym Chia-
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Few authors successfully cultured Helicobacter pylori,
which not only proved presence of viable bacteria in
plaques but also permitted evaluation of their suscepti-
bility to antibiotics currently used in therapy.

Helicobacter pylori are spiral rod-like Gram-negative
ciliated bacteria, which can be cultured under micro-
aerophilic conditions; however, culturing them from
clinical samples is laborious. Bacteria produce numer-
ous enzymes and toxic agents, including oxidase, urease,
alkaline phosphatase, esterase, and peroxide dismutase.
Proteins located on microorganism cell surfaces play an
important role in Helicobacter pylori morbidity. These
proteins act as adhesins and enable microorganism adhe-
sion to endothelial cells. Some strains produce cytotoxin
coded by the vacA gene, which induces endothelial cell
vacuolisation in vitro but can also be observed in vivo. Cy-
totoxic strains are more often isolated from patients with
gastric ulcer disease than from patients suffering from
chronic gastritis [24]. Apart from cytotoxin, most Heli-
cobacter pylori strains also produce CagA protein. These
were proven to induce gastric and duodenal ulcers more
often than CagA-negative ones. Strains of H. pylori colo-
nize gastric and duodenal mucosa thanks to urease,
which neutralizes the environment and protects bacteria
against acid. Furthermore, bacterial catalase and perox-
ide dismutase inactivate bactericidal agents produced by
host phagocytes. Apart from a causative role in gastric
and duodenal ulcer disease, Helicobacter pylori has also
been related to coronary heart disease, ischaemic heart
disease, vascular diseases, and atherosclerosis morbidity
[5,6, 17,18, 21, 23, 25, 26, 29, 32].

The aim of this study was to isolate Helicobacter pylori
from atherosclerotic plaques harvested from femoral
and iliac arteries as well as to evaluate the susceptibility
of the cultured strains to antibiotics commonly used in
therapy.

Material and methods

Atherosclerotic plaques were harvested under asep-
tic conditions from 51 patients operated on because of
atherosclerosis-induced obliteration of the common
femoral artery (31 samples) or external iliac artery
(20 samples). The study group included patients aged
54-76 years (mean age: 62 years), including 41 men and
10 women. The patients had intermittent claudication
grade II-ll according to Fontaine (with no necrotic le-
sions detectable on lower limbs) and underwent surgical
procedures of patency restoration in the femoral or iliac
arteries or by-passing (aortofemoral or femoropopliteal
by-passes). Samples from arteries were harvested under
aseptic conditions during operations, placed in contain-
ers with transport medium, and then delivered within

mydia pneumoniae, Helicobacter pylori, wiruséw cytome-
galii (CMV), Herpes simplex (HSV) i Coxsackie B [9, 10,
13-21]. Do wykrywania mikroorganizmoéw najczesciej
wykorzystywano metody serologiczne lub technike mo-
lekularna: faricuchowa reakcje polimerazy (PCR) [17-20,
22,23, 25-32].

Niewielu autoréw udowodnito wystepowanie Heli-
cobacter pylori metoda hodowli, ktéra nie tylko potwier-
dza wystepowanie w blaszce miazdzycowej zywych bak-
terii, ale jednoczes$nie umozliwia oznaczanie ich wraz-
liwosci na antybiotyki aktualnie stosowane w terapii.

Pateczki Helicobacter pylori sa Gram-ujemne, ksztattu
spiralnego. Ich komérki posiadaja rzeski. Rosng w wa-
runkach mikroaerofilnych. Wyhodowanie ich z mate-
riatéw klinicznych jest trudne. Bakterie te wytwarzaja
wiele enzyméw i czynnikéw toksycznych, wsrdd ktérych
wymienia sie: oksydaze, ureaze, alkaliczng fosfataze,
esteraze oraz dysmutaze nadtlenkowa. Wazna funkcje
w chorobotwérczosci pateczek Helicobacter pylori petnia
biatka zlokalizowane na powierzchni komoérek, ktére
odgrywaja role adhezyn umozliwiajacych przyleganie
bakterii do komorek nabtonka. Niektére szczepy wy-
twarzajg cytotoksyne kodowanga przez gen vacA od-
powiedzialng za wakuolizacje komérek nabtonkowych
w warunkach in vitro. Efekt ten obserwuje sie rowniez
w warunkach in vivo. Wykazano, ze szczepy cytotoksycz-
ne czesciej s3 obecne u pacjentéw z choroba wrzodowa
zofadka niz u chorych z przewlektym zapaleniem btony
$luzowej [24]. Wigkszos¢ szczepdw Helicobacter pylori
poza cytotoksyna zawiera tez biatko CagA. Stwierdzono,
ze wtasnie takie szczepy czesciej powoduja wrzody zo-
tadka i dwunastnicy niz szczepy niewytwarzajace biatka.
Szczepy Helicobacter pylori kolonizujg bfone $luzowa
zotadka i dwunastnicy dzieki wytwarzaniu ureazy, ktéra
zobojetnia $rodowisko i ochrania bakterie przed dzia-
taniem kwasu. Ponadto produkowane przez pateczki
katalaza i dysmutaza nadtlenkowa unieczynniaja sub-
stancje bakteriobojcze produkowane przez komérki
fagocytow. Poza powodowaniem wrzodéw zotadka
i dwunastnicy pateczki Helicobacter pylori sa zwiazane
z chorobg wienncows serca, choroba niedokrwienng
serca, chorobami naczyn, miazdzyca tetnic [5, 6, 17,
18, 21, 23, 25, 26, 29, 32].

Celem pracy byta izolacja pateczek Helicobacter py-
lori z blaszek miazdzycowych wystepujacych w tetnicy
udowej lub biodrowej oraz oznaczenie wrazliwosci
wyhodowanych szczepdw na czesciej stosowane w le-
czeniu antybiotyki.

Materiat i metody badan
Blaszki miazdzycowe pobrano aseptycznie od 51
pacjentéw operowanych z powodu niedroznosci miaz-
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one hour to the laboratory. Materials were homogenized
in an eccentric blender, and samples were seeded on Co-
lumbia agar supplemented with 5% defibrinated sheep
blood and Pylori agar. Cultures were incubated for 4-7
days in anaerostats at 37°C under microaerophilic condi-
tions (Campy Pak Plus, Becton Dickinson). Helicobacter
pylori rods were then identified based on typical colony
morphology, cell appearance in Gram-stained prepara-
tions, and biochemical features evaluated by the API
Campy test (bio Merieux), which included production of
oxidase, catalase, urease, and other proteins. Investiga-
tions were performed according to the manufacturers’
suggestions. Susceptibility to antibiotics was evaluated
using E-test kits (AB Biodisk), including doxycycline,
amoxicillin, clarithromycin, and metronidazole.

Results

Helicobacter pylori were cultured in three of the
investigated samples (5.8%). These were obtained from
two plaques (6.4%) from the femoral artery and one
plaque (5.0%) from the iliac artery. All strains were
susceptible to doxycycline and clarithromycin, one strain
was resistant to amoxicillin, but all were resistant to
metronidazole.

Discussion

The role of infectious agents in the pathogene-
sis of atherosclerosis was discovered in the 1970s. Stu-
dies were initiated by Fabricant et al. [ | 3], who infected
chickens with avian herpes virus (Marek’s disease virus,
MDV) and noticed vascular lesions similar to the ones de-
scribed in humans affected by atherosclerosis. Other
reports pointed out that some infectious agents (Chlamy-
dia pneumoniae, Helicobacter pylori, cytomegalovirus, or
herpes zoster virus) may also play a role in the pathoge-
nesis of coronary heart disease, brain vascular diseases,
or vessel atherosclerosis [6, 9, 17, 20, 23, 25, 26, 29].
Furthermore, correlation of Helicobacter pylori infection
with increased serum triglycerides was observed, with
triglycerides contributing to atherosclerosis progression
[30]. Potent chronic immunological reactions in the form
of humoral response to Helicobacter pylori infection were
also suggested to participate in the formation of athero-
sclerotic lesions [31]. The presence of Helicobacter pylori
in atherosclerotic plaques was described in only a few
reports, [17, 18, 20, 23, 29] where pathogens were
detected with PCR; however, our study was based on
Helicobacter pylori cultures. Farsak et al. [17] identi-
fied Helicobacter pylori in coronary arteries in 37% of
tested samples. With the aid of PCR, Ameriso et al. [23]
found bacteria in 53% of the analyzed atherosclerotic
plaques removed from carotid arteries. Kowalski et al.

dzycowej tetnicy udowej wspolnej (3| materiatow) lub
biodrowej zewnetrznej (20 materiatéw). Zabiegowi
poddano chorych w wieku 54-76 lat (Srednia wieku
wynosifa 62 lata), w tym 41 mezczyzn i 10 kobiet,
z chromaniem przestankowym w Il i lll stopniu w skali
Fontaine’a (czyli bez zmian martwiczych w obrebie
konczyn), leczonych operacyjnie metoda udroznie-
nia tetnicy udowej lub biodrowej badz przez wszcze-
pienie pomostu omijajacego (aortalno-udowego lub
udowo-podkolanowego). Wycinki tetnic pobierano
aseptycznie w czasie zabiegu operacyjnego i umiesz-
czano w pojemniku z ptynem transportowym, ktéry
w czasie | godziny dostarczano do laboratorium. Po
homogenizacji materiatu (mieszalnik mimosrodowy)
probke posiewano na podioze Columbia agar z do-
datkiem 5-procentowej odwtoknionej krwi baraniej
oraz Pylori agar. Posiewy hodowano w anaerostatach
w warunkach mikroaerofilnych (Campy Pak Plus, Bec-
ton Dickinson) w temperaturze 37°C przez 4-7 dni.
Pateczki Helicobacter pylori identyfikowano na pod-
stawie typowej morfologii kolonii, wygladu komérek
w preparacie barwionym metoda Grama oraz cech
biochemicznych oznaczanych testem APl Campy (bio
Merieux), ktére obejmowaty miedzy innymi wytwarza-
nie oksydazy, katalazy, ureazy i inne. Oceneg przepro-
wadzono zgodnie z zaleceniami producenta. Do oceny
wrazliwosci wyizolowanych szczepéw Helicobacter
pylori na antybiotyki, czyli doksycykline, amoksycyli-
ne, klarytromycyne oraz metronidazol, wykorzystano
zestawy E-test (AB Biodisk).

Wyniki

Uzyskane wyniki wskazuja, ze pateczki Helicobacter
pylori wystepowaty w 3 (5,8%) sposrod wszystkich ba-
danych materiatéw. Wyizolowano je z 2 (6,4%) blaszek
miazdzycowych usytuowanych w tetnicy udoweji z |
(5,0%) blaszki miazdzycowej umiejscowionej w tetnicy
biodrowej. Wszystkie szczepy wykazaly wrazliwos¢ na
doksycykling i klarytromycyne. Natomiast jeden szczep
byt oporny na amoksycyling, a wszystkie okazaty sie
oporne na metronidazol.

Oméwienie

Na znaczenie czynnikéw infekcyjnych w rozwoju
zmian miazdzycowych tetnic zwrdcono uwage w la-
tach 70. XX wieku. Przyczynity sie do tego badania
przeprowadzone przez Fabricanta i wsp. [13], w kto-
rych kurczeta zakazano wirusem ptasiej opryszczki.
Autorzy w naczyniach krwionos$nych tych ptakow za-
obserwowali zmiany podobne do obecnych u ludzi
chorych na miazdzyce. Wyniki doswiadczen wskazuja
tez, ze niektére drobnoustroje, takie jak Chlamydia
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[32] used molecular methods to detect Helicobacter py-
lori DNAin 22 (47.8%) analyzed plaques, whereas Pinar
et al. [18] demonstrated Helicobacter pylori presence in
14 (42.4%) among 33 plaque specimens. Further stu-
dies by Ameriso et al. [29] resulted in PCR detection of
bacterial DNA in 28 (58%) among 48 tested plaques,
whereas Kaplan et al. [20] detected bacteria in only
17.3% of cases. The incidence of Helicobacter pylori in
the presented study was even lower than that (5.8%).
Other authors, however, could not detect Helicobacter
pylori strains in atherosclerotic plaques using PCR [9,
19, 22].

Conclusions

I. Helicobacter pylori rods remain viable in atheroscle-
rotic plaques, which permits culturing them under
microaerophilic conditions on a special medium.

2. Incidence of the presence of Helicobacter pylori
strains in atherosclerotic plaques in patients oper-
ated on because of lower limb ischaemia was 6.4%
in femoral arteries and 5% in plaques from iliac
arteries.

3. The cultured Helicobacter pylori strains were resist-
ant to metronidazole but susceptible to doxycycline,
clarithromycin, and amoxicillin.

4. It remains to be seen if antibiotic therapy can influ-
ence the clinical course of lower limb atherosclerosis.
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Whioski

|. Pateczki Helicobacter pylori w blaszkach miazdzyco-
wych zachowuja swoja zywotnos¢, co umozliwia ich
wyhodowanie na specjalnym podtozu w warunkach
mikroaerofilnych.

2. Czesto$¢ wystepowania szczepow Helicobacter pylori
w blaszkach miazdzycowych tetnic udowych i bio-
drowych u chorych operowanych z powodu niedo-
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4. Dalszych badan wymaga odpowiedz na pytanie, czy
leczenie antybiotykami moze mie¢ wplyw na prze-
bieg kliniczny miazdzycy tetnic konczyn dolnych.
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