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SUSCEPTIBILITY OF ANAEROBIC BACTERIA
ISOLATED FROM THE CAROTID ATHEROSCLEROTIC
PLAQUE TO DENTOSEPT

SUMMARY

The investigation of aetiology of atherosclerosis shows close
relationships between inflammatory processes and the evolution
of plaques. Chronic dental infections are strongly associated with
atherosclerosis. Recent publication suggest connection between
periodontitis and main periodontal bacterial pathogens (especially
anaerobes) and atherosclerosis. Herbal drugs (e.g. Dentosept)
are more and more frequently used in prophylactic and therapy
of oral cavity infections. The aim of this study was evaluation
the susceptibility of anaerobic bacteria to Dentosept. A total of
23 strains anaerobic bacteria isolated from carotid atherosclerotic
plaques was tested. The susceptibility (MIC) of anaerobes was
determined by means of plate dilution techniques, in Brucella
agar, supplemented with 5% sheep blood. Inoculum containing
10° CFU]spot was seeded with Steers replicator upon the surface
agar. Incubation was performed in anaerobic yar in anaerobic
conditions, at 37°C for 48 hrs. The MIC was interpreted as the
lowest concentration Dentosept inhibiting the growth of anaerobic
strains. The results indicated, that the strains from Gram-negative
rods from genus of Tannerella forsythia were the most sensitive
to Dentosept (MIC < 0,3 mg/ml). The strains from genus of Por-
phyromonas gingivalis and Fusobacterium nucleatum were less
sensitive to this herbal drug (MIC in ranges 0,6 -> 2,0 mg/ml).
From among Gram-positive anaerobes the most sensitive were
the strains Micrococcus micros (MIC < 0,3 mg/ml). The Gram-
positive rods from genera of Propionibacterium and Actinomyces
were less sensitive to Dentosept. MIC of the strains were the ranges
from < 0,3 to > 2,0 mg/ml. The Dentosept was the more active
against Gram-positive bacteria than Gram-negative rods.
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Bakterie beztlenowe stanowia przewazajacy sktad-
nik flory fizjologicznej jamy ustnej. Ich liczba w roz-
nych jej okolicach wynosi od 10% do 10'!/g lub ml.
Beztlenowce wystepuja w §linie, na btonach §luzo-
wych, w kieszonkach przyzebnych oraz w tworzonej
na powierzchni zebdw tzw. bakteryjnej plytce nazeb-
nej. Niektore gatunki bakterii moga w sprzyjajacych
warunkach staé sie¢ patogenne i powodowaé zakaze-

nia nie tylko w obrebie jamy ustnej, ale tez innych
narzadéw. Prowadzone od kilkunastu lat badania
dotyczace miazdzycy tetnic wskazuja, ze wsrdd waz-
nych czynnikdéw przyczyniajacych sie do jej rozwoju
jest proces zapalny. Prowadzone w ostatnich latach
badania udowodnily, ze przewlekte zakazenia bak-
teryjne i wirusowe moga zapoczatkowaé miazdzyce
albo podtrzymac jej rozw6j. Wsrdd drobnoustrojow,
ktoérych rola w tym procesie zostata wykazana, byly
miedzy innymi bakterie z gatunku Chlamydia pneu-
moniae, Mycoplasma pneumoniae, Helicobacter pylori,
a takze wirusy, tj. Cytomegalovirus, Herpes simplex i
Hepatitis virus A (1-7). Obecnie coraz czesciej pod-
kredla sie, ze drobnoustroje, ktére powoduja choroby
przyzebia, moga stanowi¢ wazny czynnik w rozwoju
miazdzycy tetnic.

Badania prowadzone przez Spahra i wsp. (8) wska-
zaly na istnienie zaleznosci miedzy ogdlna liczba
drobnoustrojow wystepujacych w patologicznych kie-
szonkach przyzebnych, a czestosScig wystgpowania
choroby niedokrwiennej serca. W innych doswiad-
czeniach Zaremba i wsp. (9) udowodnili, ze niektore
drobnoustroje obecne w kieszonkach przyzebnych
rowniez wystepowaly w blaszce miazdzycowej naczyn
wieficowych. Wykorzystujac metode molekularng
PCR kolejni autorzy (10, 11) wykryli w blaszkach
miazdzycowych drobnoustroje, w tym beztlenowe,
wyjatkowo patogenne dla tkanek przyzebia. Z powyz-
szego wynika, ze zarowno zapobieganie, jak i leczenie
choroby przyzebia jest istotnie wazne, szczegdlnie u
pacjentow z chorobami sercowo-naczyniowymi.

Coraz czeSciej w profilaktyce i terapii choréb w
obrebie jamy ustnej stosuje sie preparaty roslinne.
Jednym z takich lekéw jest Dentosept (Phytopharm).
Zawiera on plynne wyciagi z ziela tymianku, miety
pieprzowej, debu, koszyczkéw rumianku i ktaczy ta-
taraku. Wérod sktadnikéw wystepuja: 1,8-cyneol, o- i
B-pinen, triterpeny, alkohole seskwiterpenowe, kwasy
fenolowe, flawonoidy i garbniki. Zawarto$¢ réznych
olejkow eterycznych zapewnia dziatanie przeciwza-
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palne i przeciwdrobnoustrojowe preparatu (12-22).
Badania potwierdzity aktywnoS$¢ zar6wno Dentoseptu,
jak i olejkow eterycznych, badz ich sktadnikéw, wobec
niektérych bakterii beztlenowych wyizolowanych z
zakazen jamy ustnej (18, 20-23). Poniewaz bakterie
beztlenowe powodujace choroby przyzgbia moga by¢
obecne w blaszce miazdzycowej, autorzy postanowili
oceni¢ dzialanie wyhodowanych z takich materiatéw
beztlenowcow na Dentosept.

Cel pracy

Celem pracy bylo oznaczenie wrazliwosci na Den-
tosept bakterii beztlenowych wyizolowanych z bla-
szek miazdzycowych umiejscowionych w tetnicach
szyjnych.

Material i metody

Blaszki miazdzycowe zostaly pobrane aseptycznie
w czasie zabiegu operacyjnego udrazniania tetnic
szyjnych od 30 pacjentéw. Wycinki tetnic umieszcza-
no w pojemniku z plynem transportowym przygoto-
wanym metoda PRAS (24, 25) i w ciagu 1 godziny
dostarczano do laboratorium. Nastgpnie materialy
byly posiewane na podtoza wybidrcze i wzbogacone,
z dodatkiem 5% krwi baraniej, menadionu i heminy.
Posiewy inkubowano przez 10-14 dni w anaerostatach
w atmosferze gazow: 10% C0,, 10% H,i 80% N,,
w obecnosci katalizatora palladowego i wskaznika
warunkow beztlenowych. Wyizolowane szczepy bak-
terii beztlenowych klasyfikowano zgodnie z obec-
nie obowigzujacymi zasadami (24-26). Identyfikacja
obejmowata morfologie kolonii, cechy biochemiczne
(testy API 20A firmy bioMerieux), wytwarzanie z glu-
kozy kwasow ttuszczowych (od C, do C,) oraz kwasu
mlekowego, bursztynowego i fumarowego metoda

chromatografii gazowej i zdolnosci do fluorescenciji
w promieniach UV (24 -26).

Badaniu wrazliwosci na Dentosept (Phytopharm)
poddano 23 szczepy nalezace do rodzajéw: Prevo-
tella (4 szczepy), Porphyromonas (4), Tannerella (2),
Fusobacterium (3), Micromonas (1), Finegoldia (3),
Propionibacterium (4) i Actinomyces (2) oraz 4 szcze-
py wzorcowe z gatunkOow: Bacteroides fragilis ATCC
25285, Fusobacterium nucleatum ATCC 25585, Pepto-
streptococcus anaerobius ATCC 27337 i Propionibac-
terium acnes ATCC 11827.

Do oznaczenia wrazliwosci bakterii beztlenowych
wykorzystano metode seryjnych rozcieficzen preparatu
w agarze Brucella z dodatkiem 5% krwi baraniej,
menadionu i heminy (27). BezpoSrednio przed ba-
daniem Dentosept rozcieficzano w jalowej wodzie
destylowanej w zakresie stezen od 0,3 do 20,0 mg/ml.
Inokulum zawierajace 105 CFU/krople nanoszono
aparatem Steersa na powierzchnie podlozy zawie-
rajacych odpowiednie stezenia Dentoseptu. Podtoze
agarowe bez preparatu stanowito kontrole wzrostu
ocenianych szczepow. Inkubacje podtozy prowadzono
w 37°C w anaerostatach w warunkach beztlenowych
przez 48 godzin. Za MIC uznawano takie najmniejsze
rozcieficzenia preparatu, ktore calkowicie hamowaty
wzrost bakterii beztlenowych.

Wyniki i ich omoéwienie

Uzyskane wyniki badan wrazliwosci bakterii beztle-
nowych wyizolowanych z blaszek miazdzycowych na
Dentosept zostaly umieszczone w tabeli 1, a szczepy
wzorcowe w tabeli 2. Wérdd ocenianych 13 szczepow
Gram-ujemnych bakterii najwicksza wrazliwoScia
charakteryzowaly si¢ szczepy z gatunku Tannerella
forsythia. Stezenia preparatu hamujace ich wzrost

Tabela 1. Wrazliwos¢ bakterii beztlenowych wyizolowanych z blaszek miazdzycowych tetnic szyjnych na Dentosept.

Liczba

Najmniejsze stezenie hamujace (MIC) (mg/ml)

Drobnoustroje szczepow - 200
= ’

10,0 5,0 2,5 1,2 0,6

Gram-ujemne:
Prevotella buccalis
Prevotella intermedia
Porphyromonas gingivalis
Tannerella forsythia
Fusobacterium nucleatum
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Gram-dodatnie pateczki:
Propionibacterium acnes
Propionibacterium granulosum
Actinomyces israelii

Gram-dodatnie ziarniaki:
Micromonas micros
Finegoldia magna
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Bakterie beztlenowe ogétem 23 12
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Tabela 2. Wrazliwo$¢ szczepéw wzorcowych bakterii beztlenowych na Dentosept.

. Najmniejsze stezenie hamujace (MIC) (mg/ml)
Szczepy wzorcowe Liczba
v szczepow
> 20,0 10,0 5,0 2,5 1,2 0,6 <0,3

Bacteroides fragilis 1 1

ATCC 25285

Fusobacterium nucleatum 1 1

ATCC 25585

Peptostreptococcus anaerobius 1 1
ATCC 27337

Propionibacterium acnes 1 1
ATCC 11827

wynosily < 0,3 mg/ml. Nizsza wrazliwo$¢ wykazaty
szczepy pateczek Porphyromonas gingivalis (MIC w
zakresie 0,6 -> 20,0 mg/ml) oraz Fusobacterium nuc-
leatum (MIC w zakresie 1,2 -> 20,0 mg/ml). Najniz-
sza aktywno$¢ wykazatl Dentosept wobec szczepoéw
z gatunku Prevotella buccalis 1 Prevotella intermedia.
Stezenia potrzebne do zahamowania wzrostu tych
szczepOw wynosilty > 20,0 mg/ml. Sposréd Gram-
ujemnych bakterii 38% szczepéw byto wrazliwych na
niskie stezenia w zakresie od < 0,3 do 1,2 mg/ml.
Wsréd Gram-dodatnich beztlenowcow wyzsza
wrazliwo$cig charakteryzowaly si¢ testowane ziar-
niaki, z ktérych 50% szczepéw wymagato do zaha-
mowania wzrostu stezenn wynoszacych < 0,3 mg/ml,
a kolejne 25% stezenia wynoszacego 2,5 mg/ml.
Najbardziej wrazliwy na Dentosept okazat si¢ szczep
z gatunku Micromonas micros (MIC < 0,3 mg/ml).
Natomiast Gram-dodatnie paleczki beztlenowe wy-
kazaly nizsza wrazliwo$¢. Dentosept byt bardziej ak-
tywny wobec szczepOw z gatunku Actinomyces israelii
(MIC = 2,5 mg/ml), niz wobec szczepdw z rodzaju Pro-
pionibacterium (MIC <0,3 -> 20,0 mg/ml). Z badan wy-
nika, ze Dentosept byl bardziej aktywny wobec Gram-
dodatnich niz wobec Gram-ujemnych bakterii beztle-
nowych. Stezenia preparatu w zakresie < 0,3-2,5 mg/ml
hamowaly wzrost 38% Gram-ujemnych i 60% szcze-
pow Gram-dodatnich bakterii beztlenowych.

Z wcze$niejszych badan (23), w ktorych ocenia-
no wrazliwo$¢ na Dentosept bakterii beztlenowych
wyizolowanych z kieszonek przyzebnych wynika,
ze te same gatunki, ktére byly oceniane przez nas,
charakteryzowaly sie wyZzsza wrazliwoScig w niskich
stezeniach. Preparat w granicach MIC wynoszacych
< 0,6 mg/ml hamowat wzrost 31% szczepéw, a w na-
szych badaniach stezenia w zakresie < 0,3-0,6 mg/ml
hamowaly 26% szczepéw beztlenowcéw. Jednak ni-
skie stezenia preparatu, w zakresie < 0,6-2,5 mg/ml,
w poprzednich badaniach hamowaty 38% szczepow,
a stezenia wynoszace < 0,3-2,5 mg/ml byly aktywne
wobec 48% obecnie testowanych szczepéw tych sa-

mych gatunkéw. Wyrazne réznice zaobserwowano
tez w przypadku najwyzszego badanego stezenia
Dentoseptu. W poprzednich badaniach odsetek
szczepow, ktore do zahamowania wzrostu wymagaly
uzycia wyzszych stezen, wynoszacych > 20,0 mg/ml
preparatu, wynosit 25%, a w obecnym badaniu byt
znacznie wyzszy i wynosil 52%. Natomiast zblizong
aktywno§¢ wykazal Dentosept wobec Gram-dodat-
nich bakterii w obu badaniach. Preparat w zakresie
MIC < 0,3-0,6 mg/ml hamowat wzrost 28% (po-
przednie badania) i 30% szczepdw beztlenowych
(obecne badania). Podobnie jak w poprzednich do-
Swiadczeniach, szczepy Gram-dodatnich ziarniakow
charakteryzowaly sie wyzsza wrazliwoScia, niz szczepy
Gram-dodatnich pateczek.

Warto zaznaczy¢, ze Dentosept wykazat duza ak-
tywnos$¢ wobec testowanych bakterii beztlenowych,
mimo ze uzyte do badan stezenia byly od 3 do 100
razy nizsze od tych, ktére zwykle stosowane sa w
praktyce.

Whioski

1. Najwicksza aktywno$¢ Dentosept wykazat wobec
szczepow Tannerella forsythia i Micromonas mi-
Cros.

2. Najmniej wrazliwe byly szczepy z gatunku Prevo-
tella buccalis, Prevotella intermedia i Propionibac-
terium granulosum.

3. Preparat charakteryzowat si¢ duza skutecznoscia
dziatania wobec wszystkich ocenianych drobno-
ustrojow beztlenowych.

4. Stezenia Dentoseptu uzyte w badaniach byly znacz-
nie nizsze od zwykle stosowanych w praktyce.
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