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1. Streszczenie

Badanie miato ustalié, przez jaki czas po wypaleniu papierosa symulujgce mikrobiom ludzkiej sliny bakterie
Escherichia coli pozostajg zywe w niedopatku. Bakterie zostaty dodane do syntetycznej sliny, ktdrej 290 pul zakroplono
na filtr. Papierosy wypalono za pomocg pompy prézniowej. Kontrole stanowity papierosy zakroplone sterylng sling.
Niedopatki odstawiano na 1min, 1h, 6h, 24h, 48h i 72h, po czym przenoszono je do 10 ml LB i inkubowano przez 6h.
Nastepnie mierzono absorbancje wzgledem LB. Stwierdzono, ze bakterie Escherichia coli przezywajg co najmniej 48h.
Po 72h nie stwierdzono obecnosci zywych komérek w préobkach. Badanie udowodnito zagrozenie mikrobiologiczne
zwigzane z niedopatkami oraz wyznaczyto przedziaty czasowe przezywalnosci Escherichia coli na niedopatkach.

2. Wstep

Niedopatki papieroséw to najliczniejsze odpady na $Swiecie, bedace nieodtgcznym elementem ulic[4]. Filtr
papierosowy buduje octanu celulozy[3], ktérego zdolnos¢ do utrzymywania bakterii nie zostata okreslona. Nasuwa sie
pytanie, czy w przypadku bezposredniego kontaktu niedopatki mogg stanowié zagrozenie natury biologicznej. Problem
ten nigdy nie zostat poruszony w dostepnej literaturze, wiec postanowitem zbada¢ okres przezywalnosci
symulowanego mikrobiomu ludzkiej sliny na niedopatkach.

Badanie wykorzystuje model ludzkiej sliny oparty na Escherichia coli. To pierwsza praca sprawdzajaca
przezywalnosé bakterii na niedopatkach papieroséw. Badany przedziat czasowy zostat wyznaczony szeregiem
wczesniejszych pomiardw, wykorzystujgcych opisane procedury.

3. Materiaty i metody

Postawione hipotezy:

e Hipoteza zerowa: Bakterie Escherichia coli nie sq w stanie przezy¢ 72h w niedopatku.
e Hipoteza alternatywna: Bakterie Escherichia coli sq w stanie przezy¢ 72h w niedopatku.

Badang bakterig byta Escherichia coli DH5a. Ze wzgledu na jej dostepnosé oraz dobrze zbadane wtasciwosci,
uzyto tego gatunku jako modelu dla mikrobiomu sliny cztowieka. Szczep DH5a wybrano z powodu jego
niepatogennosci[6]. Sztuczna slina zostata zakupiona od Sigma-Aldrish[8]. Jej sterylnos¢ zostata potwierdzona przez
cztery wymazy na LB agar.

Do badania wybrano trzy marki papierosow (Marlboro Red—PM, Camel Blue—JT, Lucky Strike Red—BAT)
produkowane przez trzy najwieksze konsorcja tytoniowe w Europie[2]. Zakupiono 10 paczek kazdej marki, wszystkie
wyprodukowano w Polsce w 2023 roku. Aby sprawdzi¢ sterylnos¢ papieroséw, z kazdej paczki wyjeto jeden papieros i
jego odciety filtr zanurzono w 10 ml LB. Wszystkie 30 pomiaréw wskazato sterylnosé paczek.

10 ml sterylnego LB inokulowano Escherichig coli z kolonii LB. Probowke inkubowanano w 37°C przez 6h, po
czym mierzono absorbancje wzgledem sterylnego LB. Zawartos¢ wirowano przez 10 minut w 6000RPM. Usunieto
supernatant i zawieszono bakterie w 1 ml jatowej wody. W zaleznosci od absorbancji kolonii, z zawiesiny pobierano
objetos¢ zawierajagcg 10° komorek[7]. Pobrang zawiesine dopetniano do 10 ml syntetyczng $ling, uzyskujac
koncentracje bakterii 108/ml, odpowiadajacg tej w ludzkiej slinie[1]. Ze wzgledu na antyseptyczne wtasciwosci sliny,
wymagane byto przygotowywanie kazdorazowo nowej zawiesiny.



Objetosé sliny, wydzielana na filtr podczas palenia, zostata ustalona jako 290 pl. Przez brak dostepnej literatury,

zatozenie te opiera sie na srednim czasie palenia[3], powierzchni jezyka wchodzgcej w kontakt z papierosem[5] oraz
dobowym wydzielaniu sliny[1].

W celu zasymulowania palenia papierosa, stworzono instalacje potgczong z pompa prdzniows, ktdra
symulowata cigg ptuc. W ustniku, w ktérym umieszczano papierosa, zainstalowano rynienke umozliwiajgcg zakroplenie
filtra $ling, pozwalajac na jej wchtoniecie. Catos¢ dymu byta odprowadzana przez dwa ssaki za okno. Pomieszczenie, w
ktérym przeprowadzano eksperyment byto wietrzone, a wszyscy obecni nosili maski FFP2.

Po umieszczeniu papierosa w ustniku, na flirt zakraplano 290 pl zainfekowanej sliny. Prébg kontrolng byt
papieros zakroplony takg samg iloscig sterylnej sliny. Nastepnie papieros byt wypalany do konca tytoniu, a niedopatek
przenoszony na szalke. Niedopatki pozostawiano w temperaturze pokojowej na odpowiednio 1min, 1h, 6h, 24h, 48h i
72h. Dla kazdego czasu wykonano 12 powtdrzen préby kontrolnej i 12 powtdrzen préoby badawczej. Dla wszystkich
marek zastosowano te samg procedure. tgcznie przeprowadzono 432 pomiary (216 badawczych i 216 kontrolnych).

Po uptywie badanego czasu, niedopatek przenoszono do préobowki z 10 ml LB i mieszano w wytrzgsarce.
Préboéwki inkubowano przez 6h w 37°C. Zawartosé¢ ponownie mieszano i sprawdzano absorbancje wzgledem LB. Ze

wszystkich 48 i 72 godzinnych pomiaréw badawczych wykonano wymazy na LB agar. Szalki inkubowano przez 24h w
37°C.

W RStudio, po sprawdzeniu normalnosci rozktadu, przeprowadzono analize ANOVA i test post-hoc Tukey'a.

Srodki uzyte w eksperymencie byty wtasnoscig szkoty lub mojg. Do pomiaréw absorbancji uzyto spektrofotometru
EMCO-SEMCO-S/Ec.

4. Wyniki
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Fig.1.Zmiany absorbancji prob do LB w czasie.

Pod wptywem niedopatkdow LB przebarwiato sie niezaleznie od obecnosci bakterii, mieszczac sie w przedziale
absorbancji 0.110-0.126.

Wymazy z 48h wykazaty obecnos¢ zywych bakterii Escherichia coli. Wymazy z 72h pozostaty sterylne.



5. Dyskusja

Wyniki pokazujg, ze po uptywie 72 godzin pomiary badawcze nie wykazujg istotnych statystycznie (p>0,05)
réznic wzgledem préb kontrolnych, co moze swiadczy¢ o nieprzezywaniu bakterii. Wyniki te nie pozwalajg na
odrzucenie hipotezy zerowej. Niedopatki pozostajg niesterylne do przynajmniej 48h po wypaleniu. Mogg wiec by¢ w
tym czasie potencjalnym zagrozeniem dla oséb, ktére wejda z nimi w kontakt. Nie stwierdzono statystycznie istotnych
réznic miedzy przezywalnoscig bakterii a marka.

Za spadek przezywalnosci bakterii moze odpowiadac octan celulozy. Dodatkowym czynnikiem moze by¢ dym
papierosowy oraz inne substancje budujgce filtr.

Poczynione obserwacje majg znaczenie w przypadku obchodzenia sie z ludzmi podejrzanymi o grozne infekcje
bakteryjne oraz jako element dekontaminacji ich otoczenia. Ze wzgledu na zastosowanie w tym badaniu
uproszczonego modelu mikrobiomu sliny, wymagane sg dalsze badania dla konkretnych patogendw.
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