Omfattning-Syftet med foljande test var att avgora huruvida produkten, EasyDECON™
(EFT DF 200), kunde neutralisera den antigena delen av tva specifika mogelsvampar,
Aspergillus fumigatus och Alternaria alternata, for antigenerna Asp f1 och Alt al.
Referensdokument-Det finns inga specifika standarder for denna typ av analys, séavitt vi
har kunnat utrdna.

Terminologi-

a. Antigen - En kemikalie eller kemisk forening som framkallar en allergisk reaktion hos
en mottaglig individ. En kemikalie eller kemisk forening som reagerar med en
monoklonal eller polyklonal antikropp som har utvecklats specifikt for identifiering av
kemikalien eller den kemiska foreningen.

b. g.s.-Forkortning for ”"Quantum Sufficit” ("tillracklig mangd”). Den process som
innebdr att ett 16st &mne eller en reagens tillsétts for att uppna den 6nskade slutliga
volymen.

Signifikans och anvindning- Mogelsvamparna odlades under kontrollerade forhéllanden

varpd sporerna skordades och behandlades med produkten enligt tillverkarens

instruktioner. De resulterande materialen testades sedan for att faststélla huruvida
antigenerna, Asp f1 och Alt al, forekom i provet. Kontrollprover behandlades parallellt
med testproverna for att sidkerstélla att organismernas antigena egenskaper inte hade
paverkats av andra forfaranden under testningen.

Om testprodukten fungerar enligt tillverkarens forvintningar ska det inte forekomma négra

detekterbara allergener for ndgon av svamparna i testlosningarna.

Proverna maste neutraliseras i tillrdcklig utstrdckning efter exponering for produkten for

att avbryta all aktivitet frdn produkten, samt fore allergenanalysen for att motverka

interferens mellan produkten och allergenanalysen. Allergendata rapporteras som antalet
mikrogram av allergenen per milliliter sporlosning. Sporlosningen kvantifierades och data
rapporteras i kolonibildande enheter (CFU) per milliliter sporldsning.

Reagenser och material-

a. Tillvixtmedium for sporer-Maltextraktagar (MEA) med 0,1 % kloramfenikol,
Health Link-katalognr 1085

b. Fosfatbuffrad saltlosning (PBS) pH 7,4-10X 16sning, Fisher Chemicals-katalognr

BP399-1

Alternaria alternata (TX 8025)-Remel-katalognr 4601016

Aspergillus fumigatus (KM 8001)-Remel-katalognr 4601018

Lazy-L-spridare-Hardy-katalognr SPR-L-S10

50 ml sterilt, icke-pyrogent polypropylencentrifugror med forseglingsplugg-

Biologix-katalognr BCT-P15RS-370

f. 15 ml sterilt, icke-pyrogent polypropylencentrifugror med forseglingsplugg-
Biologix-katalognr BCT-PS0RS-370
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F. Forfaranden-

a. Sporuppsamling:

1.

ii.

iii.
1v.

Vi.
VIi.
viii.

1X.

Alternaria alternata (TX 8025)-Remel-katalognr 4601016 och Aspergillus
fumigatus (KM 8001)-Remel-katalognr 4601018 inokulerades pa MEA.
Efter 7-10 dagars inkubering vid 23 °C +3° valdes odlingsplattor med god
tillvdxt av Alternaria alternata och Aspergillus fumigatus ut for att skdrda
sporer.

5 ml steril PBS (partinr 032904-PBS-D1) tillsattes till varje odlingsplatta.
De odlade sporerna skordades med hjilp av sterila Lazy-L-spridare (partinr
3301 fran Hardy) som varsamt gneds mot kolonins ovansida for att lossa
sporerna.

Sporblandningen samlades upp i sterila 50 ml Falcon-provror.

Varje 16sning spaddes efter behov (q.s.) med steril PBS till 35 ml.
Sporldsningen virvlades for att 16sa upp sporansamlingar.

1 ml sporldsning dverfordes till 0,9 ml spddningsroér med 0,1 % Tween
(partinr 032404-10T-A) infor utplacering. Proverna spaddes seriellt frén 107
till 10-'> per ml.

Spéddningarna placerades ut pA MEA-plattor (partinr 0405852) for att faststélla
méngden sporer i 16sningen.

Sporldsningen virvlades och 5 ml av 16sningen dverfordes till 15 ml centrifugror.

a. For sdvil Alternaria alternata som Aspergillus fumigatus delades 16sningen upp i sex
lika stora delar. Tre delar med varje organism anvindes for kontroll, och tre delar med
varje organism anvéndes fOr testningen.

Proverna centrifugerades i 5 minuter och supernatant vitska kasserades.
Beredning av EasyDECONT™-testlosningen. Losningen bereddes enligt tillverkarens

instruktioner.
a. Till 100 ml EasyDECON™ f{6r anvéndning i testet:

1.

il.
iii.
v.

49 gram Penetrator tillsattes i en tarerad steril 200 ml bégare.

49 gram Fortifier tillsattes i en tarerad steril 200 ml bégare.

2 gram Booster tillsattes i en tarerad steril 200 ml bagare.

49 gram Penetrator tillsattes till 49 gram Fortifier, och detta blandades
noggrant i en minut innan 2 gram Booster tillsattes for att uppnd den slutliga
vikten pd 100 gram.

Testningsforfarande

a. 1 ml EasyDECONT™ tillsattes till tre ror med Alternaria alternata samt tre ror med
Aspergillus fumigatus.

b. 1 ml sterilt vatten tillsattes till de tre ror med Alternaria alternata samt de tre ror med
Aspergillus fumigatus som fungerade som kontrollprover.



N.

Proverna inkuberades i 1 timme vid rumstemperatur.

Efter inkuberingsperioden centrifugerades proverna och supernatant vétska
kasserades.

Proverna tvittades med 2 ml sterilt vatten och centrifugerades. Efter
centrifugeringsprocessen kasserades supernatant vétska.

Tvéttning och centrifugering upprepades tvd ganger for att avldgsna eventuella
produktrester.

Testning for allergener:

a.

b.

300 pl buffertldsning for extraktion tillsattes i varje ror med Aspergillus, och 1 ml
buffertlosning for extraktion tillsattes i varje ror med Alternaria. Proverna
inkuberades i 2 timmar pa en roterande blandare (LabQuake fran
Barnstead/Thermolyne)

Proverna centrifugerades i fem minuter, supernatant vitska samlades upp och pellets
kasserades.

EMLab-standardprotokollet anvéndes for att utféra ELISA-analysen.

Kvalitetssdkring/kvalitetskontroll- Tre kontrollprover behandlades for varje prov.
Kontrollproverna genomgick exakt samma forfaranden med undantag for exponeringen for
produkten. Alla temperaturvirden och inkuberingstider noterades i en laboratorieloggbok

tillsammans med all 6vrig specifik information om testningsforfarandet.

Resultat

Foljande sporkoncentrationer anvindes for testerna:

Alternaria alternata — 5 ml x (3,2 x 108 CFU/ml)=1,6 x 10° sporer per test

Aspergillus fumigatus — 5 ml x (2,2 x 10 CFU/ml)=1,1 x 10'° sporer per test

Foljande genomsnittliga koncentrationer av allergener konstaterades:

Test Alta 1 =<0,8 ng/ml

Test Asp f 1 =<0,8 pg/ml

Kontroll Alta 1 =32,15 pg/ml
KontrollAsp f1=19,23 pg/ml

0,8 pg/ml ar detektionsgransen for dessa allergenanalyser. Darmed detekterades inga Alt a 1- och
Asp f 1-allergener i testproverna med EMLab ELISA-metoden.



