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Produkt zawierający przetrwalniki bakterii nie powinien być toksyczny dla 
użytkownika. Powierzchnie ludzkiego ciała mające kontakt ze środowiskiem 
zewnętrznym, takie jak skóra, jelita, płuca i nerki, są wyścielone komórkami 
nabłonkowymi.

Komórki te tworzą fizyczną i selektywną barierę chroniącą przed cząstkami 
obcymi, w tym drobnoustrojami. Test cytotoksyczności in vitro polega na 
hodowli mieszanki komórek nabłonkowych oraz form wegetatywnych bakterii.
Jeśli bakterie wykazują działanie toksyczne, komórki uwalniają substancje 
chemiczne, które są następnie mierzone w celu określenia poziomu
toksyczności.

TEST CYTOTOKSYCZNOŚCI

METODY I WYNIKI

Wszystkie szczepy posiadają status QPS (Qualified Presumed Safe —
Kwalifikowane jako domyślnie bezpieczne).

Substancje testowe zostały przygotowane zgodnie z wytycznymi 
Europejskiego Urzędu ds. Bezpieczeństwa Żywności (EFSA) dotyczącymi 
oceny potencjału toksynotwórczego szczepów Bacillus stosowanych w 
żywieniu zwierząt.
Dokument źródłowy: EFSA Journal 2014; 12(5):3665.

Komórki bakteryjne szczepów Bacillus hodowano w bulionie mózgowo-
sercowym (BHI, LabM, LAB049) w temperaturze 30 °C przez 6 godzin oraz 
16 godzin. Komórki zbierano poprzez wirowanie przy 1700 rcf przez 60 
minut w temperaturze pokojowej. Supernatanty przechowywano w 
temperaturze 4 °C do czasu analizy.

Przygotowanie próbek do testu cytotoksyczności na komórkach Vero:



Test cytotoksyczności na komórkach Vero został przeprowadzony zgodnie z 
metodą opisaną przez Robertsa i in. (J. Microbiol. Methods, tom 43, 2002, s. 
171–181), z pewnymi modyfikacjami. Uwolnienie LDH mierzono przy długości 
fali 450 nm zgodnie z instrukcją zestawu testowego LDH (Lactate 
Dehydrogenase Activity Assay Kit, MAK066, Sigma-Aldrich). Triton X-100 
(0,1%) zastosowano jako kontrolę pozytywną (wysokie uwolnienie LDH), 
natomiast tło uwalniania LDH z komórek posłużyło jako kontrola negatywna 
(niskie uwolnienie LDH).

TEST CYTOTOKSYCZNOŚCI NA KOMÓRKACH VERO

IDENTYFIKACJA SZCZEPÓW

Gatunki bakterii wykazują wiele wspólnych cech, dlatego kluczowym
pierwszym krokiem jest identyfikacja aż 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



- Bacillus strain BSS 86077: Nie wykazuje cytotoksyczności wobec komórek Vero in vitro
- Bacillus strain BSS 51580: Nie wykazuje cytotoksyczności wobec komórek Vero in vitro
- Bacillus strain BSS 27900: Nie wykazuje cytotoksyczności wobec komórek Vero in vitro
- Bacillus strain BSS 06936: Nie wykazuje cytotoksyczności wobec komórek Vero in vitro

WYNIKI TESTU

Wykres 1. Test uwalniania LDH z komórek Vero, supernatant z 6-godzinnej 
hodowli. Czas ekspozycji: 3 godziny. Wartości przedstawiają średnią (± SD) z 3 
eksperymentów analizowanych w podwójnych dołkach. Procent 
cytotoksyczności obliczono na podstawie ilości LDH uwolnionego z komórek 
traktowanych Tritonem X-100. Interpretacja wyników: 0–20% – nietoksyczne, 
20–50% – toksyczne, 50–100% – silnie toksyczne. Bulion BHI stanowi 
kontrolę negatywną, względem której porównywano próbki.

Szczep Bacillus BSS 86077 – wyniki uwalniania LDH

Triton-X-100 B. cereus Pożywka
hodowlana
komórek

Bulion 
mózgowo-

sercowy (BHI)

Podobny szczep
Bacillus

Szczep
B.BSS 86077

Kontrole pozytywne Kontrole negatywne

100,0% 95,3% -1,1% 3,7% 3,8% 3,8%



Triton-X-100 B. cereus Pożywka
hodowlana
komórek

Bulion 
mózgowo-

sercowy (BHI)

Podobny szczep
Bacillus

Szczep
B.BSS 86077

Kontrole pozytywne Kontrole negatywne

100,0% 107,4% -1,1% 6,8% 6,2% 8,2%

Wykres 2. Test uwalniania LDH z komórek Vero, supernatant z 16-godzinnej 
hodowli. Czas ekspozycji: 3 godziny. Wartości przedstawiają średnią (± SD) z 
eksperymentów analizowanych w podwójnych dołkach. Procent 
cytotoksyczności obliczono na podstawie ilości LDH uwolnionego z komórek 
traktowanych Tritonem X-100.

Interpretacja wyników: 0–20% – nietoksyczne, 20–50% – toksyczne, 50–100%
– silnie toksyczne. Bulion BHI stanowi kontrolę negatywną, względem której
porównywano próbki.



Szczep Bacillus BSS 51580 – Wyniki testu uwalniania LDH

Triton-X-100 B. cereus Pożywka
hodowlana
komórek

Bulion 
mózgowo-

sercowy (BHI)

Podobny szczep
Bacillus

Szczep
B.BSS 51580

Kontrole pozytywne Kontrole negatywne

100,0% 95,3% -1,1% 3,7% 3,8% 5,9%

Wykres 3. Test uwalniania LDH z komórek Vero, supernatant z 6-godzinnej 
hodowli. Czas ekspozycji: 3 godziny. Wartości przedstawiają średnią (± SD) z 
eksperymentów analizowanych w podwójnych dołkach. Procent 
cytotoksyczności obliczono na podstawie ilości LDH uwolnionego z komórek 
traktowanych Tritonem X-100. Interpretacja wyników: 0–20% – nietoksyczne,
20–50% – toksyczne, 50–100% – silnie toksyczne. Bulion BHI stanowi
kontrolę negatywną, względem której porównywano próbki.



Triton-X-100 B. cereus Pożywka
hodowlana
komórek

Bulion 
mózgowo-

sercowy (BHI)

Podobny szczep
Bacillus

Szczep
B.BSS 51580

Kontrole pozytywne Kontrole negatywne

100,0% 107,4% -1,1% 6,8% 6,2% 14,4%

Wykres 4. Test uwalniania LDH z komórek Vero, supernatant z 16-godzinnej 
hodowli. Czas ekspozycji: 3 godziny. Wartości przedstawiają średnią (± SD) z 
eksperymentów analizowanych w podwójnych dołkach. Procent 
cytotoksyczności obliczono na podstawie ilości LDH uwolnionego z komórek 
traktowanych Tritonem X-100. Interpretacja wyników: 0–20% – nietoksyczne, 
20–50% – toksyczne, 50–100% – silnie toksyczne. Bulion BHI stanowi 
kontrolę negatywną, względem której porównywano próbki.



Szczep Bacillus BSS 27900 – Wyniki testu uwalniania LDH

Wykres 5. Test uwalniania LDH z komórek Vero, supernatant z 6-godzinnej 
hodowli. Czas ekspozycji: 3 godziny. Wartości przedstawiają średnią (± SD) z 
eksperymentów analizowanych w podwójnych dołkach. Procent 
cytotoksyczności obliczono na podstawie ilości LDH uwolnionego z komórek 
traktowanych Tritonem X-100. Interpretacja wyników: 0–20% – nietoksyczne, 
20–50% – toksyczne, 50–100% – silnie toksyczne. Bulion BHI stanowi 
kontrolę negatywną, względem której porównywano próbki.

Triton-X-100 B. cereus Pożywka
hodowlana
komórek

Bulion 
mózgowo-

sercowy (BHI)

Podobny szczep
Bacillus

Szczep
B.BSS 27900

Kontrole pozytywne Kontrole negatywne

100,0% 95,3% -1,1% 3,7% 3,8% 6,9%



Wykres 6. Test uwalniania LDH z komórek Vero, supernatant z 16-godzinnej 
hodowli. Czas ekspozycji: 3 godziny. Wartości przedstawiają średnią (± SD) z 
eksperymentów analizowanych w podwójnych dołkach. Procent 
cytotoksyczności obliczono na podstawie ilości LDH uwolnionego z komórek 
traktowanych Tritonem X-100. Interpretacja wyników: 0–20% – nietoksyczne, 
20–50% – toksyczne, 50–100% – silnie toksyczne. Bulion BHI stanowi 
kontrolę negatywną, względem której porównywano próbki.

Triton-X-100 B. cereus Pożywka
hodowlana
komórek

Bulion 
mózgowo-

sercowy (BHI)

Podobny szczep
Bacillus

Szczep
B.BSS 27900

Positive controls Negative controls

100,0% 107,4% -1,1% 6,8% 6,2% 7,1%




