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Samenvattend rapport over het toxigene
potentieel van Bacillus-soorten
(cytotoxiciteitstesten) op Vero-cellen in vitro
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CYTOTOXICITEITSTEST

Een product dat bacteriele sporen bevat, mag niet toxisch zijn voor de
gebruiker. De oppervlakken van het menselijk lichaam die in contact komen
met de buitenwereld, zoals de huid, darmen, longen en nieren, zijn bekleed met
epitheelcellen.

Deze cellen vormen een fysieke en selectieve barriere tegen vreemde deeltjes,
waaronder microben. Een in-vitro cytotoxiciteitstest is een test die wordt
uitgevoerd op een mengsel van gekweekte epitheelcellen en vegetatieve
bacterién. Als de bacterién toxisch zijn voor de cellen, zullen ze chemicalién
vrijgeven die worden gemeten om het toxiciteitsniveau op de cellen te
kwantificeren.

METHODEN EN RESULTATEN

Monsterpreparatie voor cytotoxiciteitstest op Vero-cellen:

Alle stammen zijn QPS (Qualified Presumed Safe):

De testsubstanties werden bereid en aanbevolen volgens de richtlijnen van
EFSA (Europese Autoriteit voor Voedselveiligheid) voor de beoordeling van
het toxigene potentieel van Bacillus-soorten die worden gebruikt in
diervoeding.

Richtlijn: EFSA Journal 2014: 12(5): 3665.

Bacteriéle cellen van Bacillus-stammen werden gekweekt in brain heart
infusion bouillon (BHI, LabM, LAB049) bij 30 °C gedurende 6 uur en 16 uur.
De cellen werden geoogst door centrifugatie bij 1700 rcf gedurende 60
minuten op kamertemperatuur. De supernatanten werden voor de analyseg =S
opgeslagen bij 4 °C. e%‘
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CYTOTOXICITEITSTEST OP VERO-CELLEN

De cytotoxiciteitstest op Vero-cellen werd uitgevoerd en beschreven door
Roberts et al. (J. Microbiol. Methods, vol. 43, 2002, 171-181), met enkele
aanpassingen. De LDH-afgifte werd gemeten bij 450 nm, zoals beschreven in
de instructies van de LDH-testkit (Lactaatdehydrogenase Activiteitstestkit,
MAKQ66, Sigma-Aldrich). Triton-X 100 (0,1%) werd gebruikt als positieve
(hoge) controle voor LDH-afgifte, terwijl de achtergrondafgifte van LDH uit
cellen diende als negatieve (lage) controle.

STAMIDENTIFICATIE

Bacteriesoorten vertonen veel gemeenschappelijke kenmerken, daarom is het
een cruciale eerste stap om de identiteit tot op soortniveau vast te stellen.

Geidentificeerde stammen:

Bacillus-stam BSS86077
Bacillus-stam BSS51580
Bacillus-stam BSS27900
Bacillus-stam BSS06936

Testmethode voor identificatie:

Bacillus-stam BSS86077: 16S rDNA sequencing en gyrA sequencing
Bacillus-stam BSS51580: 16S rDNA sequencing
Bacillus-stam BSS27900: 16S rDNA sequencing
Bacillus-stam BSS06936: 16S rDNA sequencing
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TEST RESULTATEN

- Bacillus-stam BSS 86077: Niet cytotoxisch voor Vero-cellen in vitro
- Bacillus-stam BSS 51580: Niet cytotoxisch voor Vero-cellen in vitro
- Bacillus-stam BSS 27900: Niet cytotoxisch voor Vero-cellen in vitro
- Bacillus-stam BSS 06936: Niet cytotoxisch voor Vero-cellen in vitro

Bacillus-stam BSS 86077 — Resultaten van LDH-afgifte
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LDH release assay, Vero cells, 6h
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Triton-X-100 B. cereus Cell culturing BHI-broth B.similar strain B.BSS 86077
media strain
Triton-X-100 B. cereus Celkweekmedium BHI-bouillon B verwante stam B.BSS 86077
stam
Positive controle Negative controle
100,0% 95,3% -1,1% 3,7% 3,8% 3,8%

Figuur 1. LDH-afgiftetest met Vero-cellen, supernatant van 6-uurs cultuur.
Blootstellingstijd: 3 uur. Waarden zijn het gemiddelde (+ SD) van 3
experimenten, geanalyseerd in dubbele wells. Het percentage cytotoxiciteit is
gebaseerd op de hoeveelheid LDH die vrijkomt uit met Triton-X 100

behandelde cellen. Interpretatie van de resultaten: 0-20% =
50-100% = toxisch, 50—-100% = extreem toxisch. BHI-bouillon dient als

negatieve controle waarmee de monsters worden vergeleken.
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LDH release assay, Vero cells, 16h
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Triton-X-100 B. cereus Cell culturing BHI-broth B.similar strain B.BSS 86077
media strain
Triton-X-100 B. cereus Celkweekmedium BHI-boullion B. verwante stam B.BSS 86077
stam
Positive controle Negative controle
100,0% 107,4% -1,1% 6,8% 6,2% 8,2%

Figuur 2. LDH-afgiftetest met Vero-cellen, supernatant van 16-uurs cultuur.
Blootstellingstijd: 3 uur. Waarden zijn het gemiddelde (+ SD) van experimenten,
geanalyseerd in dubbele wells. Het percentage cytotoxiciteit is gebaseerd op
de hoeveelheid LDH die vrijkomt uit met Triton-X 100 behandelde cellen.
Interpretatie van de resultaten: 0-20% = niet-toxisch, 20-50% = toxisch,
50-100% = extreem toxisch. BHI-bouillon dient als negatieve controle
waarmee de monsters worden vergeleken.

osa’'s Way



Bacillus-stam BSS 51580 — Resultaten van LDH-afgifte

e LDH release assay, Vero cells, 6h
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Triton-X-100 B. cereus Cell culturing BHI-broth B.similar strain B.BSS 51580
media strain
Triton-X-100 B. cereus Celkweekmedium BHI-boullion B. verwante B.BSS 51580
stam stam
Positive controle Negative controle
100,0% 95,3% -1,1% 3,7% 3,8% 5,9%

Figuur 3. LDH-afgiftetest met Vero-cellen, supernatant van 6-uurs cultuur.
Blootstellingstijd: 3 uur. Waarden zijn het gemiddelde (+ SD) van experimenten,
geanalyseerd in dubbele wells. Het percentage cytotoxiciteit is gebaseerd op
de hoeveelheid LDH die vrijkomt uit met Triton-X 100 behandelde cellen.
Interpretatie van de resultaten: 0-20% = niet-toxisch, 20-50% = toxisch,
50-100% = extreem toxisch. BHI-bouillon dient als negatieve controle
waarmee de monsters worden vergeleken.
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LDH release assay, Vero cells, 16h
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Triton-X-100 B. cereus Cell culturing BHI-broth B.similar strain B.BSS 51580
media strain
Triton-X-100 B. cereus Celkweekmedium BHI-boullion B. verwante stam B.BSS 51580
stam
Positive controle Negative controle
100,0% 107,4% -1,1% 6,8% 6,2% 14,4%

Figuur 2. LDH-afgiftetest met Vero-cellen, supernatant van 16-uurs cultuur.
Blootstellingstijd: 3 uur. Waarden zijn het gemiddelde (+ SD) van experimenten,
geanalyseerd in dubbele wells. Het percentage cytotoxiciteit is gebaseerd op
de hoeveelheid LDH die vrijkomt uit met Triton-X 100 behandelde cellen.
= niet-toxisch, 20—-50% = toxisch,
50-100% = extreem toxisch. BHI-bouillon dient als negatieve controle
waarmee de monsters worden vergeleken.

Interpretatie van de resultaten: 0-20%
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Bacillus-stam BSS 27900 — Resultaten van LDH-afgifte
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Triton-X-100 B. cereus Cell culturing BHI-broth B.similar strain B.BSS 27900
media strain
Triton-X-100 B. cereus Celkweekmedium BHI-boullion B. verwante B.BSS 27900
stam stam
Positive controle Negative controle
100,0% 95,3% -1,1% 3,7% 3,8% 6,9%

Figuur 5. LDH-afgiftetest met Vero-cellen, supernatant van 6-uurs cultuur.
Blootstellingstijd: 3 uur. Waarden zijn het gemiddelde (+ SD) van experimenten,
geanalyseerd in dubbele wells. Het percentage cytotoxiciteit is gebaseerd op
de hoeveelheid LDH die vrijkomt uit met Triton-X 100 behandelde cellen.
Interpretatie van de resultaten: 0-20% = niet-toxisch, 20-50% = toxisch,
50-100% = extreem toxisch. BHI-bouillon dient als negatieve controle
waarmee de monsters worden vergeleken.
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LDH release assay, Vero cells, 16h
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Triton-X-100 B. cereus I Cell culturing I BHI-broth B.similar strain B.BSS 27900
media strain
Triton-X-100 B. cereus Celkweekmedium BHI-boullion B. verwante B.BSS 27900
stam stam
Positive controle Negative controle
100,0% 107,4% -1,1% 6,8% 6,2% 7,1%

Figuur 4. LDH-afgiftetest met Vero-cellen, supernatant van 16-uurs cultuur.
Blootstellingstijd: 3 uur. Waarden zijn het gemiddelde (+ SD) van experimenten,
geanalyseerd in dubbele wells. Het percentage cytotoxiciteit is gebaseerd op
de hoeveelheid LDH die vrijkomt uit met Triton-X 100 behandelde cellen.
Interpretatie van de resultaten: 0-20% = niet-toxisch, 20-50% = toxisch,
50-100% = extreem toxisch. BHI-bouillon dient als negatieve controle
waarmee de monsters worden vergeleken.
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