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EVALUATION OF ACTIVITY OF LIQUIDS USE
TO E-CIGARETTES ON ANAEROBIC BACTERIA

SUMMARY

The activity to 10 liquids used to e-cigarettes (Liqueen) contain
nicotine — 11 mg/ml and aromatic substances against 6 strains of
anaerobes isolated from patients with infections of oral cavity and
2 reference strains were tested. The bactericidal activity (MBC)
was determined by the broth-dilution method in thioglycolate
broth with inoculums 10° CFU per ml. Incubation was performed
at 37°C for 48 hours. The MBC was defined of the concentration
of the liquid, need to kill the tested strains of anaerobic bacteria.
The results indicated that all tested liquids were without of the
microorganisms. From among 10 tested liquids, 6 demonstrated
bactericidal activity against all tested anaerobic bacteria. The 3
tested liquids were bactericidal against 5 or 4 strains of anaerobes.
After 10 or 15 min bactericidal activity on the strains belonging
to the genus of Fusobacterium nucleatum demonstrated 5 lig-
uids, and to the strains from the genus of Prevotella intermedia
4 liquids.
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Pierwszy papieros elektroniczny, nazwany e-papie-
rosem, zostat skonstruowany i opatentowany przez
amerykanskiego inzyniera Herberta A. Gilberta
w 1963 r. (1). Jednak obecny ksztalt papierosy te za-
wdzieczaja Chificzykom, ktorzy wprowadzili je na swoj
rynek w 2004 r., traktujac je jako substytut papieroséw
tytoniowych (1). Firma Ruyan w 2007 r. uzyskata
miedzynarodowy patent na e-papierosy i dzieki temu
zostaly one wprowadzone na rynek amerykanski,
a potem w innych krajach (1, 2). Od tego czasu ich
sprzedaz stale wzrasta. Z danych wynika, ze korzysta
z nich ponad 10 mln 0os6b w Europie oraz w Stanach
Zjednoczonych (1).

E-papieros jest urzadzeniem, ktére zwykle ma
ksztatt i wymiar zblizony do zwyklego papierosa.
Sktada si¢ z 2 lub 3 czedci. Kazdy papieros zawiera
tzw. kartridz, czyli pojemnik na ptyn (liquid), ato-
mizer, w ktérym uzyty plyn jest podgrzewany w celu
wytworzenia pary oraz zrodto zasilania (akumulator).
Papierosy te moga tez by¢ wyposazone w diode, ktora
imituje zarzenie si¢ e-papierosa.

Podczas palenia zwyktego papierosa, w procesie
spalania tytoniu powstaje dym zawierajacy okoto
4000 zwiazkéw chemicznych, z ktérych ponad 40
ma dzialanie rakotwdrcze i toksyczne dla organizmu
cztowieka (w tym m.in. metale ci¢zkie) (2). Wklady
wykorzystywane w e-papierosach zawieraja roztwor
nikotyny, glikol propylenowy i gliceryne w réznych
proporcjach oraz tzw. aromaty, ktorymi sa zwiazki
syntetyczne lub substancje ro§linne. Czasem sa tez
dodawane barwniki lub kwasy organiczne, tj. kwas
jabtkowy czy mlekowy (1). Najwazniejszym sktadni-
kiem papieroséw elektronicznych jest nikotyna uzy-
skiwana z tytoniu. Jej dzialanie jest uzaleznione od
dawki. W doSwiadczeniach wykazano, ze mate dawki
nikotyny podnoszg poziom adrenaliny, a wigksze od-
dzialywuja na uktad nerwowy i powoduja zaburzenia
metabolizmu komoérek nerwowych (3). Nikotyna jest
alkaloidem, ktéry podnosi ciSnienie krwi, podwyzsza
tetno, przyczynia sie do zwezenia tetnic i tworzenia
skrzepow krwi, co moze by¢ przyczyna udaru mozgu
lub zawatlu serca (2). Ponadto wykazano, ze wysokie
dawki nikotyny dzialaja toksycznie zaréwno po zazyciu
doustnym, jak i po kontakcie ze skora (2, 3). Wyniki
przeprowadzonych badan wskazuja, ze dawka toksycz-
na nikotyny dla osoby dorostej wynosi 2-5 mg/kg masy
ciala, a dla dziecka 1,4-1,9 mg/kg m.c. (5, 6).
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Plyny stosowane w e-papierosach zawieraja rozne
substancje zapachowe, zwane aromatami, ktore prze-
dostaja si¢ do drog oddechowych. W piSmiennictwie
nie ma informacji na temat ich dzialania na uktad
oddechowy. Sa one wdychane po ogrzaniu (wewnatrz
papierosoéw elektronicznych), co moze oddziatywac
niekorzystnie, poniewaz moze prowadzi¢ do powstania
substancji toksycznych. W badaniach wykazano, Ze ni-
kotyna moze ulegac utlenianiu wskutek oddziatywania
np. aromatu migtowego, owocowego czy waniliowego
(2). Wykazano tez, ze mentol przyczynia si¢ do zwick-
szenia stezenia nikotyny we krwi (7). Ponadto wyniki
badan 35 ptynéw, pieciu r6znych producentow, uzy-
wanych w e-papierosach wykazaly, ze oddziatuja one
na komorki embrionalne (2). Mozna wnioskowac, ze
toksyczno$¢ ptynéw stosowanych w papierosach elek-
tronicznych jest skorelowana z zawartoScia aromatow,
a nie nikotyny (2). Przeprowadzone do$wiadczenia
wskazuja tez na wysoka cytotoksyczno§¢ aromatu cy-
namonowego, powodowanie podwyzszenia ci$nienia
krwi przez aromaty zawierajace lukrecje oraz nieko-
rzystny wpltyw na dolne drogi oddechowe aromatéw,
w sktadzie ktorych wystepowat diacetyl (2). W szeregu
publikacjach opisano tez niekorzystne oddziatywanie
glikolu propylenowego zaréwno na ludzi, jak i na
zwierzeta (8-17).

Stale wzrasta liczba osdb, ktére tradycyjne pa-
pierosy zastepuja papierosami elektronicznymi,
uznajac je za bezpieczne. Jednak w piSmiennictwie
brakuje badan klinicznych i danych wskazujacych
na ich korzystne, czy niekorzystne oddziatywanie
na organizm cztowieka. Wyniki dotychczasowych,
jedynie sporadycznych badan nie daja odpowiedzi
czy mozna je uznaé za bezpieczne. Brakuje tez
informacji na temat, czy e-papierosy sa szkodliwe
dla srodowiska. Nie ma rowniez danych na temat
stosowanych w e-papierosach ptynoéw, np. czy za-
wieraja one drobnoustroje (jako zanieczyszczenie),
oraz jakie jest ich oddziatywanie na drobnoustroje,
np. wystepujace w jamie ustnej czy gérnych drogach
oddechowych.

Celem badan byta ocena dziatania bakteriobdjczego
(MBC) ptynéw uzywanych w papierosach elektronicz-
nych wobec bakterii beztlenowych.

Materiaty i metody

W badaniach wykorzystano 6 szczepow bakterii
beztlenowych. Zostaly one wyizolowane z materia-
16w pobranych od pacjentéw z r6znymi zakazeniami
w obrebie jamy ustnej. Wyizolowane drobnoustroje
nalezaly do nastgpujacych gatunkéw: Finegoldia ma-
gna, Prevotella intermedia, Prevotella loescheii, Porphy-
romonas asaccharolytica, Fusobacterium nucleatum

i Parabacteroides distasonis (po 1 szczepie). Badaniami
objeto takze 2 szczepy wzorcowe z gatunkéw: Finegol-
dia magna ATCC 29328 i Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586.

Pobrane materialy posiewano na odpowiednie
podtoza przeznaczone do hodowli beztlenowcéow,
w tym wzbogacone i wybiorcze (18). Hodowle po-
siewow prowadzono w temp. 37°C przez 10 dni
w anaerostatach zawierajacych mieszanine gazow
o sktadzie: 10% CO,, 10% H, i 80% N,, katalizator
palladowy i wskazZnik beztlenowosci. Wyhodowane
na odpowiednim podtozu bakterie beztlenowe byly
identyfikowane na podstawie cech morfologicznych,
fizjologicznych i biochemicznych, z wykorzystaniem
testow API 20A (bio Merieux), zdolnoSci do wy-
twarzania z glukozy kwasow tluszczowych od C, do
C, oraz kwasu mlekowego, bursztynowego i fuma-
rowego (metoda chromatografii gazowej), a takze
oceny zdolnoSci kolonii do naturalnej fluorescencji
w Swietle UV. Wyizolowane szczepy beztlenowcow
identyfikowano do gatunku zgodnie z obowiazuja-
cymi zasadami (19).

Do doswiadczen wybrano 10 ptynéw najczeSciej
uzywanych w e-papierosach przez palaczy w Polsce,
firmy Liqueen, o zawartosci 11 mg/ml nikotyny (light).
Kazdy ptyn zawierat tez inna substancje zapachowa
(aromat).

Do doswiadczen wykorzystano nastgpujace plyny:
1. United States of Tobacco
2. Fresh Ice Mint
3. Natural Tobacco
4. English Black Tea
5. Black Currant
6. Juicy Cherry
7. Energy Drink
8. Very Strawberry
9. Caffe Latte
10. Strong Mint

W celu stwierdzenia, czy w testowane plyny aro-
matyzujace nie zawieraja bakterii beztlenowych po-
bierano po 0,1 ml plynu i posiewano na podtoze
Brucella z dodatkiem 5% odwldknionej krwi baraniej,
menadionu i heminy. Inkubacje posiewow prowa-
dzono w temp. 37°C przez 48 godz. w aerostatach,
w warunkach beztlenowych. Brak wzrostu bakterii
beztlenowych na podtozu §wiadczyt, Ze oceniany plyn
nie zawiera zadnych drobnoustrojow rosnacych bez-
tlenowo.

Natomiast w celu oznaczenia dziatania bakterioboj-
czego (MBC) 10 testowanych ptyndw na 6 szczepow
bakterii beztlenowych i 2 szczepy wzorcowe, do 1 ml
plynu dodawano zawiesine bakterii beztlenowych,
zawierajaca 10° CFU/ml. Nastepnie po 5, 101 15 min
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pobierano probke o objetosci 0,1 ml, ktora posiewano
do 2 ml bulionu tioglikolanowego. Kontrole wzrostu
szczepOw stanowil bulion tioglikolanowy, ktory zo-
stal zaszczepiony 0,1 ml hodowli kazdego badanego
szczepu bakterii beztlenowych, ktoére zawieraty 10°
CFU/ml. Inkubacje prowadzono w temp. 37°C przez
48 godz. Brak wzrostu bakterii beztlenowych w pod-
fozu $wiadczyt o dziataniu bakteriobdjczym (MBC)
ocenianego plynu.

Wyniki badan

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze wszystkie
testowane plyny nie zawieraly bakterii beztlenowych.
W tabelach 1 i 2 zostaly przedstawione wyniki bakte-
riobdjczego (MBC) dziatania 10 ptynéw stosowanych
w e-papierosach na 6 wybranych szczepach bakterii
beztlenowych wyizolowanych z materialow pobranych
od pacjentdéw oraz 2 szczepy Wzorcowe.

Sposrod 10 testowanych ptyndw dziatanie bakterio-
bojcze wobec wszystkich badanych szczepdw bakterii
beztlenowych wykazaly 3 ptyny, w tym Fresh Mint,
Juicy Cherry i Strong Mint. Aktywnos¢ bakterioboj-
cza wobec 5 testowanych szczepdw beztlenowcow
wykazaly 3 plyny, w tym English Black Tea, Energy
Drink i Caffe Latte. Natomiast 3 kolejne plyny: Na-
tural Tobacco, Black Currant oraz Very Strawberry,
dziataty bakteriobdjczo wobec 4 szczepow bakterii
beztlenowych. Najnizszg aktywnoScia charakteryzowat

si¢ ptyn o nazwie United States of Tobacco, ktory
po 10 min dziatat bakteriobdjczo wobec 5 sposrdd 6
ocenianych szczepdw i po 15 minutach na 1 szczep.
Wszystkie testowane plyny wykazaly aktywnos$¢ bak-
teriobdjcza wobec szczepu z gatunku Porphyromonas
asaccharolytica. Natomiast 5 ptynéw dziatalo bak-
teriobdjczo na paleczki z gatunku Fusobacterium
nucleatum, 6 ptyndw na paleczki z gatunku Prevotella
intermedia, 7 ptynéw na szczep Parabacteroides dista-
sonis i 9 plynéw na Gram-ujemne pateczki z gatunku
Prevotella loescheii i Gram-dodatnie ziarniaki z gatun-
ku Finegoldia magna.

Whioski

Sposrdd ocenianych ptynow uzywanych w e-pa-
pierosach 3 dziataly bakteriobdjczo wobec wszystkich
badanych bakterii beztlenowych.

Szed¢ testowanych plyndw charakteryzowalo sie
aktywnosScia biobdjcza wobec 4 lub 5 badanych szcze-
pow beztlenowcow.

Najnizsza aktywnos¢ wykazal ptyn o nazwie United
States of Tobacco, ktéry dziatat bakteriobdjczo po
10 lub 15 minutach na 5 szczepow bakterii beztle-
nowych

Po 10 lub 15 minutach dziatanie bakteriobdjcze
wobec szczepdw z gatunku Fusobacterium nucleatum
wykazato 5 plynéw, a wobec paleczek z gatunku Pre-
votella intermedia 4 testowane plyny.

Tabela 1. Bakteriobdjcze dziatanie (MBC) plynéw uzywanych w e-papierosach na bakterie beztlenowe.

Nazwa ptynu
United .
States Fresh Mint T’if:ézl) BIIE:(?I(“%a Black Currant
of Tobacco

Bakterie beztlenowe

Najmniejsze stezenie bakteriobojcze (MBC )

Czas w min

5 10 | 15 5 10 | 15 5 10 | 15 5 10 | 15 5 10 | 15
Finegoldia magna O S L - - - - - _ _ _ _ _ _
Prevotella intermedia + - - - - - - - - + - - + + -
Prevotella loescheii + - - - - - - - — — _ _ _ _ _
Porphyromonas asaccharolytica - - - - - — - — — _ _ _ _ _ _
Fusobacterium nucleatum + - - - - - + + - - - - + + -
Parabacteroides distasonis + - - - - - + - - - - — — _ _

Szczepy wzorcowe

Finegoldia magna ATCC 29328 + + - - - - - - — — _ _ _ _ _
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 + - - - - - + + - - - - + + -
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Tabela 2. Bakteriobdjcze dziatanie (MBC) ptynéw uzywanych w e-papierosach na bakterie beztlenowe.

Nazwa ptynu

Juicy Cherry | Energy Drink Str;,vl\ell?grry Caffe Late Strong Mint
Bakterie beztlenowe Najmniejsze stezenie bakteriobéjcze (MBC)

Czas w min
5|/10|15 | 5 (10 | 15| 5 |10 | 15| 5 |10 |15 | 5 | 10 | 15
Finegoldia magna - - - - - - - - - - - — _ - _
Prevotella intermedia - - - - - - + - - - - _ _ _ _
Prevotella loescheii - - - - - - - - _ - _ _ — _ _
Porphyromonas asaccharolytica - - - - = - - - - - - - _ - _
Fusobacterium nucleatum - - - - - - + — _ + _ _ _ _ _
Parabacteroides distasonis - - - + - - - - - - - — _ — _

Szczepy wzorcowe

Finegoldia magna ATCC 29328 - - - - - - - - - - - - — _ _
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 - - - - - - + + - + - - — _ _

+ wzrost bakterii beztlenowych
— brak wzrostu bakterii beztlenowych
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