osa’'s Way® Raportzbadan naukowych

Raport podsumowujgcy dotyczacy potencjatu
toksynotwadrczego szczepow Bacillus (testy
cytotoksycznosci) wobec komorek Vero in vitro
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TEST CYTOTOKSYCZNOSCI

Produkt zawierajgcy przetrwalniki bakterii nie powinien by¢ toksyczny dla
uzytkownika. Powierzchnie ludzkiego ciata majgce kontakt ze sSrodowiskiem
zewnetrznym, takie jak skora, jelita, ptuca i nerki, sg wyscielone komédrkami
nabtonkowymi.

Komorki te tworzg fizyczng i selektywng bariere chronigcg przed czastkami
obcymi, w tym drobnoustrojami. Test cytotoksycznosci in vitro polega na
hodowli mieszanki komorek nabtonkowych oraz form wegetatywnych bakterii.
Jesli bakterie wykazujg dziatanie toksyczne, komoérki uwalniajg substancje
chemiczne, ktére sg nastepnie mierzone w celu okreslenia poziomu
toksycznosci.

METODY | WYNIKI

Przygotowanie probek do testu cytotoksycznosci na komérkach Vero:

Wszystkie szczepy posiadajg status QPS (Qualified Presumed Safe —
Kwaliflkowane jako domyslinie bezpieczne).

Substancje testowe zostaty przygotowane zgodnie z wytycznymi
Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) dotyczgcymi
oceny potencjatu toksynotwoérczego szczepdéw Bacillus stosowanych w
Zywieniu zwierzat.

Dokument Zrédtowy: EFSA Journal 2014; 12(5):3665.

Komorki bakteryjne szczepow Bacillus hodowano w bulionie mézgowo-
sercowym (BHI, LabM, LAB049) w temperaturze 30 °C przez 6 godzin oraz
16 godzin. Komorki zbierano poprzez wirowanie przy 1700 rcf przez 60
minut w temperaturze pokojowej. Supernatanty przechowywano w
temperaturze 4 °C do czasu analizy.
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TEST CYTOTOKSYCZNOSCI NA KOMORKACH VERO

Test cytotoksycznosci na komérkach Vero zostat przeprowadzony zgodnie z
metodg opisang przez Robertsa i in. (J. Microbiol. Methods, tom 43, 2002, s.
171-181), z pewnymi modyfikacjami. Uwolnienie LDH mierzono przy dtugosci
fali 450 nm zgodnie z instrukcjg zestawu testowego LDH (Lactate
Dehydrogenase Activity Assay Kit, MAK066, Sigma-Aldrich). Triton X-100
(0,7%) zastosowano jako kontrole pozytywng (wysokie uwolnienie LDH),
natomiast tto uwalniania LDH z komérek postuzyto jako kontrola negatywna
(niskie uwolnienie LDH).

IDENTYFIKACJA SZCZEPOW

Gatunki bakterii wykazujg wiele wspdlnych cech, dlatego kluczowym
pierwszym krokiem jest identyfikacja az do poziomu gatunku.

Zidentyfikowane szczepy:

Bacillus szczep BSS86077
Bacillus szczep BSS51580
Bacillus szczep BSS27900
Bacillus szczep BSS06936

Metoda identyfikacji:

Bacillus szczep BSS86077: sekwencjonowanie 16S rDNA
oraz sekwencjonowanie genu gyrA

Bacillus szczep BSS27900: sekwencjonowanie 16S rDNA

Bacillus szczep BSS27900: sekwencjonowanie 16S rDNA

Bacillus szczep BSS06936: sekwencjonowanie 16S rDNA g
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WYNIKI TESTU

Bacillus strain BSS 86077: Nie wykazuje cytotoksycznosci wobec komérek Vero in vitro
Bacillus strain BSS 51580: Nie wykazuje cytotoksycznosci wobec komérek Vero in vitro
Bacillus strain BSS 27900: Nie wykazuje cytotoksycznosci wobec komérek Vero in vitro
Bacillus strain BSS 06936: Nie wykazuje cytotoksycznosci wobec komérek Vero in vitro

Szczep Bacillus BSS 86077 — wyniki uwalniania LDH

2D 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 Pozywka Bulion Podobny szczep Szczep
hodowlana mozgowo- Bacillus B.BSS 86077
komorek sercowy (BHI)
Kontrole pozytywne Kontrole negatywne
100,0% 95,3% -1,1% 3.7% 3,8% 3,8%

Wykres 1. Test uwalniania LDH z komodrek Vero, supernatant z 6-godzinnej
hodowli. Czas ekspozycji: 3 godziny. Wartosci przedstawiajg srednig (+ SD) z 3
eksperymentéw  analizowanych ~w  podwodjnych  dotkach.  Procent
cytotoksycznosci obliczono na podstawie ilosci LDH uwolnionego z komoérek
traktowanych Tritonem X-100. Interpretacja wynikéw: 0-20% — nietoksyczne,
20-50% - toksyczne, 50-100% - silnie toksyczne. Bulion BHI stanowi
kontrole negatywng, wzgledem ktérej porownywano prébki. %
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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 Pozywka Bulion Podobny szczep Szczep
hodowlana mozgowo- Bacillus B.BSS 86077
komérek sercowy (BHI)
Kontrole pozytywne Kontrole negatywne
100,0% 107,4% -1,1% 6,8% 6,2% 8,2%

Wykres 2. Test uwalniania LDH z komoérek Vero, supernatant z 16-godzinne;j
hodowli. Czas ekspozycji: 3 godziny. Wartosci przedstawiajg srednig (x SD) z
eksperymentéow  analizowanych ~w  podwodjnych  dotkach.  Procent
cytotoksycznosci obliczono na podstawie ilosci LDH uwolnionego z komérek
traktowanych Tritonem X-100.

Interpretacja wynikow: 0—20% — nietoksyczne, 20—50% — toksyczne, 50—-100%

— silnie toksyczne. Bulion BHI stanowi kontrole negatywng, wzgledem ktorej
poréwnywano probki. %




Szczep Bacillus BSS 51580 — Wyniki testu uwalniania LDH

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 Pozywka Bulion Podobny szczep Szczep
hodowlana mézgowo- Bacillus B.BSS 51580
komorek sercowy (BHI)
Kontrole pozytywne Kontrole negatywne
100,0% 95,3% -1,1% 3,7% 3,8% 5,9%

Wykres 3. Test uwalniania LDH z komoérek Vero, supernatant z 6-godzinnej
hodowli. Czas ekspozycji: 3 godziny. Wartosci przedstawiajg srednig (x SD) z
eksperymentéow  analizowanych ~w  podwodjnych  dotkach.  Procent
cytotoksycznosci obliczono na podstawie ilosci LDH uwolnionego z komérek
traktowanych Tritonem X-100. Interpretacja wynikow: 0—20% — nietoksyczne,

20-50% - toksyczne, 50—100% - silnie toksyczne. Bulion BHI stanowi
kontrole negatywng, wzgledem ktorej porownywano prébki.
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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 ) BBSS 51380 A
media strain
Triton-X-100 B. cereus Pozywka Bulion Podobny szczep Szczep
hodowlana mozgowo- Bacillus B.BSS 51580
komérek sercowy (BHI)
Kontrole pozytywne Kontrole negatywne
100,0% 107,4% -1,1% 6,8% 6,2% 14,4%

Wykres 4. Test uwalniania LDH z komérek Vero, supernatant z 16-godzinne;j
hodowli. Czas ekspozycji: 3 godziny. Wartosci przedstawiajg srednig (x SD) z
eksperymentéow  analizowanych ~w  podwodjnych  dotkach.  Procent
cytotoksycznosci obliczono na podstawie ilosci LDH uwolnionego z komérek
traktowanych Tritonem X-100. Interpretacja wynikéw: 0-20% — nietoksyczne,
20-50% - toksyczne, 50-100% - silnie toksyczne. Bulion BHI stanowi
kontrole negatywng, wzgledem ktorej porownywano prébki.
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Szczep Bacillus BSS 27900 — Wyniki testu uwalniania LDH
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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 Pozywka Bulion Podobny szczep Szczep
hodowlana moézgowo- Bacillus B.BSS 27900
komérek sercowy (BHI)
Kontrole pozytywne Kontrole negatywne
100,0% 95,3% -1,1% 3,7% 3,8% 6,9%

Wykres 5. Test uwalniania LDH z komodrek Vero, supernatant z 6-godzinnej
hodowli. Czas ekspozycji: 3 godziny. Wartosci przedstawiajg srednig (x SD) z
analizowanych
cytotoksycznosci obliczono na podstawie ilosci LDH uwolnionego z komorek
traktowanych Tritonem X-100. Interpretacja wynikéw: 0-20% — nietoksyczne,
20-50% - toksyczne, 50-100% - silnie toksyczne. Bulion BHI stanowi
kontrole negatywng, wzgledem ktérej porownywano prébki.
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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 27900
media strain
Triton-X-100 B. cereus Pozywka Bulion Podobny szczep Szczep
hodowlana mozgowo- Bacillus B.BSS 27900
komérek sercowy (BHI)
Positive controls Negative controls
100,0% 107,4% -1,1% 6,8% 6,2% 71%

Wykres 6. Test uwalniania LDH z komorek Vero, supernatant z 16-godzinnej
hodowli. Czas ekspozycji: 3 godziny. Wartosci przedstawiajg srednig (x SD) z
eksperymentéw  analizowanych ~w  podwdjnych  dotkach.  Procent
cytotoksycznosci obliczono na podstawie ilosci LDH uwolnionego z komérek
traktowanych Tritonem X-100. Interpretacja wynikow: 0-20% — nietoksyczne,
20-50% - toksyczne, 50-100% - silnie toksyczne. Bulion BHI stanowi
kontrole negatywng, wzgledem ktérej porownywano prébki.
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