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Het samenvattende rapport van een acute
inhalatietoxiciteitsstudie van een mengsel van
sporen van 4 Bacillus-soorten in water bij
ratten.

tl'l ‘

\

Probiotic
spray

Prevents
Dust Mite
Allergies
Probiotic

spray

) Prevents
Dust Mite
Allergies

Technologie Op Basis Van Natuurlijke Probiotica

Author:
Michat Stota, Ph.D.
Doctor of Medical Science,

WWWw.rosasway.com



HET DOEL VAN HET EXPERIMENT

Om informatie te verkrijgen over de toxiciteit van het testitem: een mengsel
van sporen van 4 Bacillus-soorten in water, na een eenmalige blootstelling van
4 uur in een acute inhalatiestudie bij ratten. Dynamische inhalatie werd
uitgevoerd met behulp van een open systeem met alleen neusblootstelling.

Onderzoeksdata:

Start van de experimentele fase: 21 september 2017
Datum van het eindrapport: 23 januari 2018

Teststof:

Beschrijving:

Aanduiding: mengsel van sporen van 4 Bacillus-soorten
Ontvangstdatum: 19 september 2017

Kenmerken: Poeder

Opslagomstandigheden: Bij +5°C tot +25°C

Stabiliteit: 1 jaar
Inhoud: 100 x 10° KVE
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VOORBEREIDING VAN DE TESTSTOF

Drie buisjes, elk met 100 x 10° (honderd miljard) KVE van een mengsel van
sporen van 4 Bacillus-soorten, werden geleverd in poedervorm in steriele
lastic buisjes van 12 mL.

De teststof werd vers bereid op de dag van toediening. Eén buisje van het
sporenmengsel werd toegevoegd aan 1 liter steriel aqua ad iniectabilia in een
schoon flesje/kolf om een suspensie te verkrijgen van 100 x 10¢ (honderd
miljoen) KVE/mL. Vervolgens werd 10 mL van deze suspensie gebruikt om het
resterende poeder in het buisje op te lossen, waarna dit terug werd gegoten in
het vat met de eerder bereide suspensie. Deze suspensie werd onmiddellijk na
bereiding gebruikt.

ANALYSE VAN DE TESTSTOF

Voor de analyse van de toepassingsformulering werd ongeveer 10 mL van het
monster verzameld onmiddellijk na het bereiden van het mengsel en
opgeslagen bij 4°C. Het monster werd gelabeld met het studienummer, de
diersoort, het monstertype, de concentratie, het tijdstip van bemonstering en
de datum.
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TEMPERATUUR EN VOCHTIGHEID

De temperatuur werd elk uur gecontroleerd tijdens de blootstellingsperiode
van het experiment, waarbij een niveau van 22°C + 3°C werd gehandhaafd met
een constante luchtvochtigheid.

METHODES

Dieren:

Soort / Stam / Herkomst: Rat (Rattus norvegicus) / CD / Crl:
CD(SD) Fokker: Charles River Laboratories, Duitsland

Leeftijd (bij start van blootstelling):
Mannetjes: ca. 8 weken
Vrouwtjes: ca. 9 weken

Lichaamsgewicht kort voor de start van de blootstelling:
Mannetjes: 250 - 260 g
Vrouwtjes: 225 - 237 g

|dentificatie van de dieren: Door middel van gekleurde staartmarkeringen en
kooi-etiketten

Selectie van de soort: De rat is een veelgebruikte knaagdierensoort voor dit
type studies.

Aantal dieren (limiettest): 6 (3 mannelijke en 3 vrouwelijke dieren)

Groep (limiettest): 1 concentratie

Concentratie: 5,07 mg/L lucht

Duur van het experiment:

Minimaal 5 dagen acclimatisatie

1 testdag

2 herstelweken

De studie betrof gezonde vrouwelijke dieren die niet drachtig waren
en nog niet hadden geworpen.

osa’'s Way



®
BLOOTSTELLINGSCONCENTRATIE

Toedieningsweg: Via inhalatie (alleen-neus blootstelling)
Selectie van de toedieningsweg: Volgens de waarschijnlijke
blootstellingsroute

Duur van blootstelling aan het testitem: 4 uur per dier
Exposure concentration: 5.07 mg/L air (actual concentration)
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BLOOTSTELLINGSSYSTEEM

De studie werd uitgevoerd met behulp van een dynamisch inhalatieapparaat
(luchtverversingen/uur (= 12 keer)) waarbij de dieren uitsluitend via de neus
werden blootgesteld, conform de methode van KIMMERLE &amp; TEPPER.

Het apparaat bestaat uit een cilindrische blootstellingskamer met een volume
van 28,5 liter, ontworpen om de dieren te huisvesten in pyrexbuizen die radiaal
langs de rand van de kamer zijn geplaatst. Het aerosol van de teststof wordt
gegenereerd met behulp van een sproeistraal.

Concentratie van het mengsel van sporen van 4 Bacillus-soorten in suspensie
(mg/L lucht): 5,07

Luchtstroom bij ingang (L/uur): 900

Luchtstroom bij uitgang (L/uur): 800

Luchtverversing (wisselingen per uur): 31,6

ANALYSE VAN DE AEROSOLCONCENTRATIE

De werkelijke aerosolconcentratie in de inhalatiekamer werd viermaal
gravimetrisch gemeten met behulp van een luchtmonsterfilter (Minisart SM
17598; 0,45 um) en een pomp (Vacuubrand, MZ 2C10), aangestuurd via een
rotameter.

Aerosolmonsters werden elk uur genomen tijdens de blootstelling. Hiervoor
werd een sonde geplaatst nabij de neuzen van de dieren in de inhalatiekamer,
waarbij de lucht gedurende 1 minuut met een constante luchtstroom van 5
L/min door het luchtmonsterfilter werd gezogen. De filters werden voér en na
bemonstering gewogen op een analytische balans met een nauwkeurigheid
van 0,1 mg.
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AEROSOLCONCENTRATIE EN DEELTJESGROOTTEVERDELING

Werkelijke Nominale Massameqlaan Respirabel deeltjesaandeel
- . aerodynamische
concentratie concentratie di <3.6 ym
lameter
[mg/L air] [uL/L air] [um] [mg/L air] [%]
5.07 55.56 1.967 3.04 59.9

RESULTATEN

Onder de huidige testomstandigheden veroorzaakte een blootstelling van 4 uur
aan een suspensie van sporen van 4 Bacillus-soorten, bij een concentratie van
5,07 mg/L lucht, geen tekenen van toxiciteit. Geen enkel dier stierf voortijdig.

Bij één van de drie vrouwelijke dieren werd op dag 4 een verminderde
gewichtstoename waargenomen, met een gemeten gewichtsverlies van 5,8%.
Het lichaamsgewicht herstelde zich echter in de loop van de studie. Op dag 15
werd een toename van 12,9% vastgesteld, waarmee het initi€éle verlies na
toediening werd gecompenseerd. Tijdens de necropsie werden geen
pathologische afwijkingen vastgesteld.

LC50-waarde voor mannelijke en vrouwelijke dieren gecombineerd (14 dagen):

&gt; 5,07 mg suspensie van sporen van 4 Bacillus-soorten per liter lucht
gedurende 4 uur
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