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SAMENVATTING

Huisstofmijten (Dermatophagoides spp.) zijn piepkleine
geleedpotigen die vaak voorkomen in huiselijke omgevingen,
met name op plaatsen waar stof en vocht zich ophopen,

zoals matrassen, kussens en gestoffeerde meubels. Hun
voornaamste voedselbron bestaat uit dode huidcellen die door
mensen worden afgestoten.

Tijdens hun levenscyclus scheiden zij allergene eiwitten af,
zoals DERP1, via hun uitwerpselen en ontbindende lichaam.
Deze stoffen vormen krachtige triggers voor allergische
aandoeningen, waaronder luchtwegaandoeningen zoals
astma en hooikoorts, evenals huidaandoeningen zoals
atopische dermatitis — vooral bij gevoelige of genetisch
vatbare personen.

Dit rapport presenteert de opmerkelijke resultaten van een
experimentele evaluatie van Rosa’s Way® Probiotic Spray,
een op Bacillus-bacterién gebaseerde formulering ontwikkeld
door Biosphertia, gericht op de eliminatie van het belangrijkste
huisstofmijtallergeen DERP1, evenals van uitwerpselen en
resten van mijtenlichamen. De werking van het product werd
beoordeeld met behulp van geavanceerde biochemische en
immunologische technieken.
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INLEIDING

Huisstofmijten (HDM) zijn microscopisch kleine spinachtigen die gedijen in ruimtes
binnenshuis met een gematigde luchtvochtigheid en temperatuur, zoals matrassen,
tapijten, gestoffeerde meubels en beddengoed. De meest voorkomende Europese soort
die in verband wordt gebracht met allergische aandoeningen is Dermatophagoides
pteronyssinus. Deze mijten voeden zich voornamelijk met huidschilfers van mensen en
komen vrijwel overal ter wereld in woningen voor.

Allergische reacties op huisstofmijten worden niet veroorzaakt door de mijten zelf, maar
door eiwitten die aanwezig zijn in hun uitwerpselen, afscheidingen en ontbindende
lichamen. Deze allergenen behoren tot de krachtigste veroorzakers van allergische
rhinitis, astma en atopische dermatitis, en treffen wereldwijd miljoenen mensen.
Epidemiologische studies tonen aan dat tot wel 85% van de patiénten met allergisch
astma gesensibiliseerd is voor huisstofmijtallergenen, die bovendien consequent
worden aangetroffen in stofmonsters uit woningen, scholen en zelfs zorginstellingen.

Symptomen van een huisstofmijtallergie zijn aanhoudend niezen, verstopte neus,
piepende ademhaling, hoesten, kortademigheid, opflakkeringen van eczeem en
jeukende of tranende ogen. Deze klachten hebben een aanzienlijke impact op de
levenskwaliteit en vereisen in veel gevallen langdurige behandeling met medicatie.

De toename van allergische aandoeningen als gevolg van blootstelling aan
huisstofmijten is bijzonder zorgwekkend in stedelijke en geindustrialiseerde
omgevingen, waar het gebruik van synthetisch beddengoed, gebrekkige ventilatie en

Figuur 1. Een unieke consortium van zorgvuldig geselecteerde Bacillus-bacterién die synergetisch werken
tegen huisstofmijten. Paneel A. Bacillus stammen op een kweekplaat met voedingsstoffen Paneel B.

Microscopisch beeld van met Maneval gekleurde bacteriéle cellen.

>

~

! ™~




het hele jaar door verwarming binnenshuis ideale omstandigheden creéren voor de
verspreiding van mijten. Bovendien kunnen klimaatverandering en een wereldwijde

toename van de luchtvochtigheid bijdragen aan de uitbreiding van leefgebieden van
huisstofmijten, wat de volksgezondheidsproblematiek verder verergert.

Als reactie op deze groeiende gezondheidsuitdaging is er een dringende behoefte
aan doeltreffende, veilige en toegankelijke strategieén om blootstelling aan
huisstofmijtallergenen te verminderen. Huidige methoden omvatten onder meer het
gebruik van allergeendichte hoezen voor beddengoed, frequent wassen op hoge
temperaturen, vochtregulatie binnenshuis en het gebruik van chemische acariciden.
Veel van deze benaderingen hebben echter een beperkte doeltreffendheid of gaan
gepaard met nadelen zoals toxiciteit, milieubelasting of een lage therapietrouw bij
gebruikers.

De context benadrukt het belang van het ontwikkelen van nieuwe interventies, zoals
biologische preparaten op basis van niet-pathogene Bacillus-bacterién. Deze bieden
een duurzaam en niet-toxisch alternatief voor traditionele middelen tegen mijten. Door
zich te richten op de fysiologische structuren van mijten of het afbreken van allergene
stoffen, kunnen dergelijke probiotische toepassingen een sleutelrol spelen in een
bredere aanpak om allergenen onder controle te houden.

Het gebruikte Bacillus stammen zijn klinisch veilig en gebruiksvriendelijk. Het irriteert de
huid noch de luchtwegen, is eenvoudig aan te brengen via een spray en vereist geen
speciale reiniging na gebruik.

METHODES

Methodologische samenvatting:

* Met behulp van SDS-PAGE en Western blot zijn we nagegaan of het allergeen DERP1
aanwezig was, en in welke hoeveelheid.

» De enzymatische werking van Bacillus-bacterién op het DERP1-eiwit en de afbraak
van het allergeen werden bevestigd aan de hand van zichtbare bandsterkte en
metingen op basis van digitale beeldanalyse.

» DERP1 is een zeer stabiel eiwit dat resistent is tegen proteolyse; daarom geldt
de effectieve afbraak ervan als een betrouwbare indicator voor de enzymatische
werkzaamheid van het consortium van Bacillus-stammen. Hoewel dit
wetenschappelijke rapport zich uitsluitend richtte op DERP1 als marker voor het
beoordelen van de verwijdering van mijtallergenen en -resten, kan redelijkerwijs
worden aangenomen dat ook andere van mijten afkomstige eiwitten—zowel uit
levende organismen als uit overblijfselen—onderhevig zijn aan enzymatische afbraak.
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» Bronnen van allergeen materiaal: Er werden drie bronnen van allergeen materiaal
geanalyseerd: gezuiverd allergeen Der p 1, uitwerpselen van mijten en een volledige
mijtenkweek.

» De Rosa’s Way Probiotic Spray werd toegepast op deze bronnen, hetzij op
cellulosefilters (vaste fase), hetzij in waterige suspensie (vloeibare fase).

e De incubatie vond plaats bij 20 °C of 37 °C met een luchtvochtigheid van 80-90%,
om omstandigheden na te bootsen die vergelijkbaar zijn met die in huishoudelijke
omgevingen.

 De tijdsverloopanalyse werd uitgevoerd over een periode van 1 tot 13 dagen.

Stappenplan van de methode:

Er werd een gestandaardiseerde methode ontwikkeld om de eliminatie van het
DERP1-allergeen te evalueren, gebaseerd op een dubbele testbenadering waarbij
SDS-PAGE-elektroforese werd gecombineerd met Western blotting. Detectie van
Dermatophagoides pteronyssinus DERP1 (CITEQ Biologics) werd uitgevoerd met behulp
van polyklonale anti-DERP1-antilichamen (CITEQ Biologics).

De kalibratie van de methode omvatte het bepalen van de detectiegevoeligheid van
polyklonale anti-DERP1-antilichamen tegen gezuiverd DERP1 via Western blotting. De
afbraakreactie van DERP1 door Rosa’s Way Probiotic Spray werd uitgevoerd bij een
gecontroleerde neutrale pH en luchtvochtigheid, ter nabootsing van omstandigheden
zoals die voorkomen in een bezet menselijk bed tijdens de nachtelijke slaap.

De testomstandigheden voor kwantitatieve evaluatie werden vastgesteld met een
1:1000-verdunning van de antilichamen en een incubatieduur van 12 uur. De volgende
DERP1-bevattende materialen werden per reactie gebruikt:

(1) Gezuiverd DERP1:

10 ug werd opgelost in 5 pl reactiebuffer, vervolgens verdund tot 10 pl en aangebracht
op een cellulosefilter van 5 mm (Macherey-Nagel N616). Na 1 uur incubatie werd 15 pl
van Rosa’s Way Probiotic Spray toegevoegd aan het filter, gevolgd door incubatie bij
80-90% luchtvochtigheid en 20 °C gedurende 1 tot 13 dagen. Na afloop van de reactie
werden de monsters geéxtraheerd met 25 pl elektroforese-lysisbuffer, en 10 pl (4 pg)
van het extract werd per gelbaan geladen.

(2) Mijtenuitwerpselen:
125 pg werd opgelost in 2,5 pl buffer, verdund tot 10 ul en aangebracht op een

cellulosefilter. Na incubatie met Rosa’s Way Probiotic Spray werden de monsters
geéxtraheerd zoals hierboven beschreven, en werd 10 pl (50 pg) per gelbaan geladen.
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(3) Mijtkweek:
50 pg werd opgelost in 2,5 pl buffer, verdund tot 10 pl en aangebracht op een
cellulosefilter. Na behandeling en extractie werd 10 ul (50 pg) per gelbaan geladen.

Het experiment omvatte twee toepassingsvarianten van Rosa’s Way Probiotic Spray: een
eenmalige toepassing versus dagelijkse toepassingen, om op die manier te zien te zien
welke aanpak het beste werkte.

ONDERZOEKSRESULTATEN
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Figuur 2. Ontwikkeling van de testmethode: SDS-PAGE en Western blotting op dubbele gels.

Paneel A: 12% SDS-PAGE uitgevoerd op gezuiverd DERP1 dat werd behandeld volgens de eliminatie- en
detectiestappen beschreven in punten 1-3 hieronder. Baan M: Moleculairegewichtmarker (PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder); Baan K1: Controle zonder Rosa’s Way Probiotic Spray; Baan 1 (triplicaten):
Behandeld met Rosa’s Way Probiotic Spray, eenmalig aangebracht op dag 1.

Paneel B: Western blot-analyse van dezelfde monsters als in paneel A. Detectie met polyklonale anti-
DERP1-antilichamen (primair) en HRP-gekoppelde geit-anti-konijn-antilichamen (secundair).

In dit pilootexperiment werd na slechts één dag al een duidelijke vermindering van DERP1 waargenomen.

osa’s Way
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Figuur 3. Eliminatie van gezuiverd DERP1 door Rosa’s Way Probiotic Spray in een celluloséefiltertest,
uitgevoerd volgens het dagelijkse toepassingsschema. DERP1-monsters werden blootgesteld aan Rosa’s
Way Probiotic Spray onder gecontroleerde luchtvochtigheid (80-90%) en temperatuur (20 °C) gedurende
1 tot 5 opeenvolgende dagen. Paneel A: Analyse via 12% SDS-PAGE. Baan M: Moleculairegewichtmarker
(PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder); Baan K1-K5: Controlereacties met DERP1 zonder

toevoeging van Rosa’s Way Probiotic Spray; Baan 1-5 (in duplo): Reacties met DERP1 behandeld met

Rosa’s Way Probiotic Spray, eenmaal daags toegepast over vijf dagen.
Paneel B: Kwantitatieve evaluatie van DERPI1-eliminatie. De grafiek toont de resultaten van kwantitatieve

scanning van de eiwitbanden uit de gel in Paneel A, uitgedrukt als percentage geélimineerd DERP1 na
toepassing van Rosa’s Way Probiotic Spray. Er werd een duidelijke en geleidelijke afname van DERP1-

niveaus waargenomen, wat wijst op een efficiénte afbraak van het allergeen in de tijd.
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Figuur 4. Vergelijking van DERP1-eliminatie op verschillende substraten: gezuiverd DERPI,
mijtenuitwerpselen en volledige mijtkweek, uitgevoerd in vloeibare-fase reacties. Paneel A: Analyse via
1226 SDS-PAGE. Baan M: Moleculairegewichtmarker (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder); Banen
DK, EK, CK: Controlereacties zonder Rosa’s Way Probiotic Spray voor respectievelijk gezuiverd DERP],
uitwerpselen en kweek, Banen D20, E20, C20: Eliminatiereacties met Rosa’s Way Probiotic Spray bij 20 °C
voor respectievelijk gezuiverd DERP1, uitwerpselen en kweek; Banen D37, E37, C37: Eliminatiereacties
met Rosa’s Way Probiotic Spray bij 37 °C voor respectievelijk gezuiverd DERPI, uitwerpselen en kweek.
Paneel B: Grafiek met de kwantitatieve resultaten van densitometrische analyse van de gegevens uit
Paneel A.
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KERNRESULTATEN

» We hebben een robuuste testmethode ontwikkeld die laat zien hoe effectief DERP1
wordt afgebroken..

Het product — Rosa’s Way Probiotic Spray met probiotische Bacillus-stammen —
liet een effectieve afbraak zien van DERP1 en andere eiwitten die voorkomen in
mijtenuitwerpselen en -kweken.

Bij herhaalde toepassing van de spray in een vastefase-opstelling werd tot 89% van
het allergeen DERP1 afgebroken binnen vijf dagen.

Een eenmalige behandeling in vloeibare omstandigheden verwijderde tot wel 80% van
de allergenen.

Western blot en Coomassie-kleuring bevestigden een duidelijke afname van
allergenen.

De probiotische Bacillus-sporen bleven actief gedurende de hele test, wat aantoont
dat het product langdurig werkzaam blijft en goed bewaard kan worden.

CONCLUSIES

Rosa’s Way Probiotic Spray met probiotische Bacillus-stammen elimineert effectief
allergenen die verband houden met huisstofmijten, zoals DERP1. Deze werking werd
aangetoond onder streng gecontroleerde laboratoriumomstandigheden en ondersteunt
het gebruik van de spray in toepassingen zoals beddengoedsprays en andere producten
voor thuisgebruik ter preventie van allergieén.
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