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(Nelegislativi akti)

REGULAS

KOMISIJAS REGULA (ES) Nr. 260/2014
(2014. gada 24. janvaris),

ar kuru, pielagojot tehnikas attistibai, groza Regulu (EK) Nr. 440/2008 par testéSanas metoZu
noteikSanu saskana ar Eiropas Parlamenta un Padomes Regulu (EK) Nr. 19072006, kas attiecas
uz kimikaliju registréSanu, vertésanu, licencéSanu un ierobezosanu (REACH)

(Dokuments attiecas uz EEZ)

EIROPAS KOMISIJA,

nemot véra Ligumu par Eiropas Savienibas darbibu,

nemot véra Eiropas Parlamenta un Padomes 2006. gada
18. decembra Regulu (EK) Nr. 1907/2006, kas attiecas uz kimi-
kaliju registréSanu, vértéSanu, licencéSanu un ierobeZzoSanu
(REACH) un ar kuru izveido Eiropas Kimikaliju agentiru,
groza Direktivu 1999/45/EK un atce] Padomes Regulu (EEK)
Nr.793/93 un Komisijas Regulu (EK) Nr.1488/94, ka ari
Padomes Direktivu 76/769/EEK un Komisijas Direktivu
91/155/EEK, Direktivu 93/67[EEK, Direktivu 93/105/EK un
Direktivu 2000/21/EK ('), un jo ipasi tas 13. panta 3. punktu,

ta ka:

(1)  Komisijas Regula (EK) Nr.440/2008 (?) ir noteiktas
Regulas (EK) Nr. 1907/2006 pieméroSanai izmantojamas
testéSanas metodes vielu fizikali kimisko ipasibu, toksici-
tates un ekotoksicitates noteiksanai.

(2)  Jaatjaunina Regula (EK) Nr. 440/2008, taja ka prioritaras
ieklaujot jaunas un atjauninatas alternativas testéSanas
metodes, kuras nesen pienémusi ESAO, lai panaktu izmé-
¢inajumu dzivnieku skaita samazinasanu, ka to paredz
Eiropas Parlamenta un Padomes 2010. gada
22. septembra Direktiva 2010/63/ES par zinatniskiem

() OV L 396, 30.12.2006., 1. Ipp.
() OV L 142, 31.5.2008., 1. Ipp.

oV
oV

mérkiem izmantojamo dzivnieku aizsardzibu () un
Padomes 1986. gada 24. novembra Direktiva
86/609/EEK par dalibvalstu normativo un administrativo
aktu tuvinaSanu attieciba uz to dzivnieku aizsardzibu,
kurus izmanto izméginajumos un citiem zinatniskiem
meérkiem (%).

Pielago$ana ietver divas fizikali kimisko Ipasibu noteik-
Sanas metodes, proti, atjauninatu metodi, ar ko testé
skidibu ddeni, un jaunu sadalijuma koeficienta testa
metodi vielas noturiguma, bioakumulacijas un toksis-
kuma (PBT) ipasibu novértésanai; Cetras jaunas un vienu
atjauninatu metodi, ar ko nosaka ekotoksicitati un vielas
parvertibas un Ipasibas vide devipas metodes, ar ko
nosaka vielas toksicitati un citas veselibu ietekméjosas
Ipasibas: Cetras testéSanas metodes, ar ko nosaka vielas
“toksiskumu ieelpojot”, proti, tris atjauninatas metodes
un viena jauna metode, kas palidz samazinat izmantoto
dzivnieku skaitu un uzlabot ietekmes noveértésanu; atjau-
ninata 28 dienu atkartotas devas oralas toksicitates testé-
$anas metode, kura papildinata ar endokrinas aktivitates
novértésanas parametriem; atjauninata toksikokinétiskas
testéSanas metode toksikologisko pétijumu sagatavosanas
un veikS§anas vajadzibam; atjauninatas metodes, ar ko
nosaka hronisku toksicitati vai kancerogenitati, vai
hronisku toksicitati un kancerogenitati vienlaicigi.

Tapéc attiecigi bitu jagroza Regula (EK) Nr. 440/2008.

Saja regula paredzétie pasakumi ir saskana ar atzinumu,
ko sniegusi komiteja, kura izveidota saskana ar Regulas
(EK) Nr. 1907/2006 133. pantu,

L 276, 20.10.2010., 33. Ipp.

L 358, 18.12.1986., 1. Ipp.
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IR PIENEMUSI SO REGULU.

1. pants
Regulas (EK) Nr. 440/2008 pielikumu groza saskana ar $is regulas pielikumu.

2. pants

Si regula stajas speka tresaja diena péc tas publicéSanas Eiropas Savienibas Oficialaja Vestnest.

Si regula uzliek saistibas kopuma un ir tiesi piemérojama visas dalibvalstis.

Briselé, 2014. gada 24. janvari

Komisijas varda —
priekssedetajs
José Manuel BARROSO
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PIELIKUMS

Regulas (EK) Nr. 440/2008 pielikumu groza $adi:

1) pielikuma A.6. nodalu aizst3j ar $adu:

“A.6. SKIDIBA UDENI

IEVADS

Si testéSanas metode ir lidzvértiga Ekonomiskas sadarbibas un attistibas organizacijas (ESAO) TestéSanas nora-
dijumiem 105 (TG) (1995. gads). Si testéSanas metode ir sakotngjo 1981. gada pienemto TG 105 parskatita
versija. Nav batiskas atskiribas starp pasreizéjo versiju un 1981. gada versiju. Galvenokart ir mainita forma.
ParskatiSanas pamata bija ES testéSanas metode “Skidiba @ident” (1).

SAKOTNEJIE APSVERUMI

Vielas $kidibu tGdeni var batiski ietekmét piemaisijumi. Ar $o testéSanas metodi nosaka praktiski tiru, Gdent
stabilu un negaistosu vielu $kidibu Gdeni. Pirms noteic $kidibu tdeni, ir lietderigi iegiit provizorisku informaciju
par testéjamo vielu, pieméram, par struktirformulu, tvaika spiedienu, disociacijas konstanti un hidrolizi atkariba
no pH limena.

Sis testé§anas metozu apraksts aptver divas metodes, proti, kolonnas eluéSanas metodi un kolbas metodi, kas
attiecas uz 3kidibu, kura ir attiecigi mazaka un lielaka par 1072 g/L. Ir aprakstits arf vienkar3ots provizorisks tests.
Taja var aptuveni noteikt, kadam jabat galigaja testa izmantota parauga apjomam un cik daudz laika vajag, lai
sasniegtu piesatinajumu.

DEFINICIJAS UN MERVIENIBAS

Vielas skidiba tdent ir vielas piesatinagjuma masas koncentracija tideni attiecigaja temperatiira.

Skidibu @ident izsaka ar izskidusas vielas masu uz vienu $kiduma tilpuma vienibu. SI mérvieniba ir kg/m’, bet var
izmantot ari gfl.

KIMISKAS STANDARTVIELAS

Pétot testéjamo vielu, nav vajadzibas izmantot kimiskas standartvielas.

METOZU APRAKSTS
Testesanas apstakli

Testu vélams veikt 20 £ 0,5 °C temperattird. Izraudzita temperatiira pastavigi jauztur visas attiecigajas iekartas
dalas.

Provizoriskais tests

Aptuveni 0,1 gramam parauga (cietas testéjamas vielas ir jasaberz pulveri) 10 ml mércilindra ar stikla aizbazni
pakapeniski picaugosa daudzuma pievieno tdeni istabas temperattra. Péc katras kada adens daudzuma pievie-
noSanas maisjjumu 10 mindtes krata un vizuali parbauda, vai taja vél ir neizskidusas parauga dalinas. Ja péc
10 ml adens pievienosanas viss paraugs vai ta dalas nav iz§kidusas, noteikSanu atkarto 100 ml meércilindra.
Aptuvena 3kidiba ir noradita 1. tabula zem pievienota tidens daudzuma, kura notiek parauga pilniga izskisana.
Testéjamam vielam ar zemu $kidibu pilnigai iz$kiSanai var bat vajadzigs ilgs laiks un bitu jalauj skist vismaz 24
stundas. Ja péc 24 stundam viela joprojam nav izskidusi, batu jalauj skist ilgaku laiku (lidz 96 stundam) vai
jaturpina atSkaidiSana, lai noskaidrotu, vai skidibas noteiksanu vélams veikt péc kolonnas eluésanas metodes vai
kolbas metodes.

1. tabula
ml ddens uz 0,1g 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
skidinamas vielas
iz8kiSanai

Aptuvena skidiba g/l | > 1000 1000 lidz 200 lidz 100 lidz | 50 lidz | 10 lidz <1
200 100 50 10 1
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10.

11.

12.

Kolonnas eluéSanas metode
Metodes princips

Sis metodes pamata ir testgjamas vielas eluésana ar @ideni no mikrokolonnas, kura ir inerts nesgjs, kas ieprieks ir
bagatigi parklats ar testéjamo vielu (2). Skidibu Gideni izsaka ka eluata masas koncentraciju bridi, kad 3i koncen-
tracija ka laika funkcija ir sasniegusi plato.

lekarta

Iekarta sastav no mikrokolonnas (1. attéls), ko uztur nemainiga temperatiira. Ta ir savienota vai nu ar recirku-
lacijas stkni (2. attéls), vai ar spiediena izlidzinaSanas trauku (3. attéls). Mikrokolonna ir inerts neséjs, ko vieta
notur neliels stikla vates tampons, kur§ vienlaikus aiztur neizskidusas dalinas. Par nes€ju var izmantot, pieméram,
stikla lodites, irdeno diatomitu vai citus inertus materialus.

Turpmak 1. attéla paradita mikrokolonna ir piemérota recirkulacijas sikna uzstadisanai. Tai ir brivais tilpums,
kura ietilpst pieci slana tilpumi (no kuriem testa sakuma atbrivojas) un piecu paraugu tilpums (ko testa laika
atvelk analizes veikSanai). Pastav ari iespéja izmérus samazinat, ja testa laika sistémai var pievienot Gdeni, ar ko
aizvieto sakotngjos piecus slana tilpumus, kuri tikusi izvaditi kopa ar piemaisjumiem. Ar inerta materiala
cauruliti kolonna ir pievienota recirkulacijas siknim, ar kuru var piegadat aptuveni 25 ml/h. Par recirkulacijas
stkni var izmantot, pieméram, peristaltisko siikni vai membranas siikni. Jaizvairas no piesarnosanas ar caurulisu
materialu un/vai attiecigas adsorbcijas.

Turpmak 3. attgla ir paradita shematiska sistéma, kura izmantots spiediena izlidzinasanas trauks. Saja sistéma
mikrokolonna ir aprikota ar vienvirziena kranu. Spiediena izlidzinaganas trauks ir pievienots ar pieslipéta stikla
savienojumu un inerta materiala cauruliti. Spiediena izlidzinasanas trauka ieteicams izmantot plismas atrumu
aptuveni 25 ml/h.

1. attels

s

]

[zméri milimetros

A. Vieta slipéta stikla savienojumam
Brivais tilpums

leksgjais diametrs — 5

Argjais diametrs — 19

Stikla vates tampons

o =B g N W

Krans
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2. attels

S

Gaisa caurule

Pliismas méritajs

Mikrokolonna

Termostatéjams cirkulacijas stiknis

Recirkulacijas stiknis

mmoo N R e

Divkanalu ventilis paraugu nemsanai

3. attels

Spiediena izlidzinasanas trauks (pieméram, 2,5 litru kimisko vielu kolba)
Kolonna

Frakciju ievacgjs

Termostats

Teflona caurule

Slipéta stikla savienojums

O™ m YU N o

Udenslinija (starp termostatu un kolonnu, iek3gjais diametrs ir aptuveni 8 mm)

13. Apalkolba (50 ml) ievieto aptuveni 600 mg neséjmateriala. Vajadzigo testéjamas vielas daudzumu izskidina
analitiski tira gaistosa $kidinataja, un attiecigu 33 $kiduma daudzumu pievieno nesgjam. Skidinataju pilniba
iztvaicé, pieméram, izmantojot rotacijas ietvaicétaju, tapéc ka pretéja gadijuma eluélanas laika netiek panakta
neséja piesatinasanas ar tdeni, jo notiek sadalianas uz virsmas. Sagatavoto neséjmaterialu divas stundas mércé
aptuveni 5 ml @dens un suspensiju iepilda mikrokolonna. Var ari sausu sagatavotu neséjmaterialu iebért mikro-
kolonna, kura iepildits Gidens, un divas stundas nostadinat.
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14. Nesgjmateriala uzpildisana var radit problémas, tade| iegatie rezultati var bt kladaini, pieméram, ja testéjama
viela e]lveidigi nogulsnéjas. Sadas problémas jaizskata, un rezultati jaatspogulo zinojuma.

Procediira ar recirkuldcijas sitkni

15. Caur kolonnu sk laist plismu. Tas ieteicamais atrums ir apméram 25 ml/h, kas atbilst aprakstitas kolonnas 10
slana tilpumiem stunda. Vismaz no pieciem pirmajiem slana tilpumiem atbrivojas, lai atdalitu ddeni Skistosos
piemaisijumus. Tad iedarbina sikni, lidz iestajas lidzsvars, par ko liecina pieci secigi paraugi, kuru koncentracijas
nejausds atskiribas neparsniedz * 30 %. Sos paraugus nem ar tadu laika intervalu, kura izpliistosais daudzums
atbilst vismaz 10 kolonnas slana tilpumiem. Atkariba no izmantotas analitiskas metodes var biit vélams izveidot
koncentracijas/laika Iikni, péc kuras varétu parliecinaties, ka ir sasniegts lidzsvars.

Procediira ar spiediena izlidzinasanas trauku

16. Péc secigu eluata frakciju ievaksanas tas analizé, izmantojot izraudzito metodi. Skidibas noteiksanai izmanto
eluata vidéjas frakcijas, kuras vielas koncentracija vismaz piecas secigas frakcijas nemainigi ir + 30 %.

17. leteicamais eluents ir bidestiléts idens. Var izmantot ari dejonizétu Gideni ar pretestibu vairak neka 10 megaomi
uz centimetru un kopéjo organiska oglekla saturu zem 0,01 %.

18. Abas procediiras otro sériju veic ar plismas atrumu, kas ir uz pusi mazaks par pirmas sérijas plismas atrumu. Ja
péc abam sérijam iegiitie rezultati sakrit, uzskata, ka noteikSanas rezultati ir apmierinosi. Ja ar mazaku plasmas
atrumu noteikta $kidiba ir lielaka, tad plismas atrums divkart jasamazina tik ilgi, kamér péc divam secigam
sérijam iegatie $kidibas rezultati sakrit.

19. Abos gadijumos japarbauda, vai frakcijas nesatur koloidus, par ko liecina Tindala efekts. Sadu dalinu klatbiitne
padara rezultatus neizmantojamus, un noteikana jaatkarto péc kolonnas filtracijas spéjas uzlabosanas.

20. Janosaka katra parauga pH limenis, vélams, izmantojot specialas indikatorstrémeles.

Kolbas metode
Metodes princips

21. Testejamo vielu (cietvielas ir jasaberz pulver]) izskidina Gideni temperatiira, kas nedaudz parsniedz temperatiiru,
kuru izmanto noteiksanai. Kad ir panakta piesatinasanas, maisijumu atdzesé un glaba tada temperatira, kada tiks
veikta noteik§ana. Vai ari, ja pienaciga paraugu nemsanas programma liecina, ka ir sasniegts piesatinajuma
lidzsvars, mérjjumu (noteikSanas temperatiira) var veikt nekavéjoties. Péc tam ar piemeérotu analitisko metodi
(3) nosaka testéjamas vielas masas koncentraciju Gidens skiduma, kas nedrikst saturét neizskidusas dalinas.

lekarta

22. Ir vajadzigi $adi materiali:

— parastie laboratorijas trauki un méraparati,

— ierice, kas piemérota skidumu kustinasanai nemainiga reguléjama temperatiira,

— centrifiga (vélams, termostatéjama), ja vajadziga emulsijam, un

— analitiskais aprikojums.

Procediira

23. Vispirms provizoriska testa nosaka, kads testéjamas vielas daudzums nepiecieSams vajadziga tdens tilpuma
piesatinasanai. Katra no trijiem stikla traukiem ar stikla aizbazni (pieméram, centrifigas mégenés vai kolbas)
iesver apméram piecreiz liclaku minéto vielas daudzumu. Katra trauka pievieno tik Gdens, cik vajadzigs atkariba
no analitiskas metodes un $kidibas diapazona. Péc tam traukus cie$i noslédz un saturu kustina 30 °C tempera-
tira. Jaizmanto kratitajs vai maisitajs, kas var darboties nemainiga temperatiira, pieméram, jamaisa ar magnétisko
maisitdju termostatéjama Gdens vanna. Péc vienas dienas vienu no traukiem 24 stundas testéSanas temperatiira
nostadina, to periodiski sakratot. Pé&c tam trauka saturu centrifugé testéSanas temperatiira un ar piemérotu
analitisko metodi nosaka testéjamas vielas koncentraciju dzidraja tidens fazé. Péc attiecigas divu un triju dienu
nostadinasanas 30 °C temperatira tapat rikojas ar pargjam divam kolbam. Ja vismaz divos pédgjos traukos
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noteiktas koncentracijas neatskiras vairak ka par 15 %, uzskata, ka tests ir izdevies. Ja ar pirmo, otro un tre§o
trauku iegiito rezultatu vértibai ir tendence paaugstinaties, tests pilniba jaatkarto, izmantojot ilgaku nostadina-
Sanas laiku.

24. Testu var veikt ar bez ieprieksgjas inkubé&anas 30 °C temperatiira. Lai noteiktu, cik atri iestajas piesatindjuma
lidzsvars, paraugus nem lidz bridim, kamér maisiSanas ilgums vairs neietekmé noteikto koncentraciju.

25. Janosaka katra parauga pH limenis, vélams, izmantojot ipasas indikatorstrémeles.

Analitiska noteikSana

26. Ir ieteicams izmantot metodi, kas piemérota konkrétai vielai, jo pat neliels daudzums $kistosu piemaisjumu
skidibas mérfjumu rezultatos var radit nopietnas klidas. Sadu metozu pieméri ir gazhromatografija vai skidrum-
hromatografija, titrésana, fotometrija un voltametrija.

DATI UN ZINOJUMU SAGATAVOSANA
Dati
Kolonnas eluesanas metode

27. Katra sérija jaaprekina vidéja vertiba un standartnovirze, izmantojot vismaz piecus secigus piesatindjuma plato
fazé nemtus paraugus. Vidéjas vértibas, kas iegiitas divos testos ar dazadam plismam, nedrikst at3kirties vairak
ka par 30 %.

Kolbas metode

28. Aprekina vidgjo vértibu no visu triju kolbu atseviskajiem rezultatiem, kas nedrikst at3kirties vairak ka par 15 %.

TestéSanas parskats
Kolonnas eluesanas metode

29. TestéSanas parskata jaieklauj $ada informacija:
— provizoriska testa rezultati,
— kimiska identitate un piemaisijumi (ieprieksgja attiriSana, ja tiek veikta),
— katram paraugam noteiktas koncentracijas, plismas atrumi un pH,

— vidgjas vértibas un standartnovirzes, kas katra sérija noteiktas vismaz pieciem paraugiem, kuri nemti piesa-
tindgjuma plato fazg,

— vismaz divu secigu sériju vidéja vértiba,

— {dens temperatiira piesatinasanas procesa laika,
— izmantota analizes metode,

— nes¢jmaterials,

— nes¢jmateriala uzpildiSana,

— izmantotais 3kidinatajs,

— liecibas par vielas kimisko nestabilitati testa laika,

— visa informacija, kas vajadziga rezultatu interpretésanai, it seviski par piemaisijumiem un testgjamas vielas
agregatstavokli.

Kolbas metode

30. Testésanas parskata jaieklauj $ada informacija:
— provizoriska testa rezultati,

— kimiska identitate un piemaisijumi (ieprieksgja attiriSana, ja tiek veikta),
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— atsevisko analitisko noteikanu rezultati un vidgjas vertibas gadijumos, kad vienai kolbai noteikta vairak neka
viena vértiba,

— katra parauga pH,

— no vairakam kolbam iegato sakritoSo rezultatu vidéja vértiba,

— testéSanas temperatiira,

— analitiska metode,

— liecibas par vielas kimisko nestabilitati testa laika,

— visa informacija, kas vajadziga rezultatu interpretéSanai, it seviski par piemaisjjumiem un testéjamas vielas
agregatstavokli.

LITERATURA
(1) Komisijas 1992. gada 31. jalija Direktiva 92/69/EEK, ar ko septinpadsmito reizi tehnikas attistibai pielago

Padomes Direktivu 67/548/EEK par normativo un administrativo aktu tuvinasanu attieciba uz bistamu vielu
klasifikaciju, iepakosanu un markésanu (OV L 383, 29.12.1992., 54. Ipp.).

(2) NF T 20-045 (AFNOR) (September 1985). Chemical products for industrial use — Determination of water

solubility of solids and liquids with low solubility — Column elution method.

(3) NF T 20-046 (AFNOR) (September 1985). Chemical products for industrial use — Determination of water

solubility of solids and liquids with high solubility — Flask method.”;

2) pievieno $adu A.23. nodalu:

“A.23. SADALJJUMA KOEFICIENTS (1-OKTANOLS/UDENS): LENAS MAISISANAS METODE

IEVADS

S1 testésanas metode ir lidzvértiga ESAO Testéanas noradijumiem 123 (TG) (2006). 1-oktanola/iidens sadalijuma
koeficienta (Pqy) vértibas lidz log Poy 8,2 ir precizi noteiktas ar 1énas maisiSanas metodi (1). Tapéc §i
eksperimentala pieeja ir piemérota izteikti hidrofobisku vielu Py, tieSai noteiksanai.

Citas metodes 1-oktanola/udens sadalijjuma koeficienta (Pqy) noteiksanai ir “kolbu kratisanas metode” (2) un
Pow noteiksana péc apgrieztas fazes HPLC aiztures dinamikas (3). “Kolbu kratiSanas metode” médz radit arte-
faktus, un ta célonis ir oktanola mikropilienu nonaksana tdens fazé. Ja Pqy vértibas palielinds, o pilienu
klatbiitne Gdens fazé noved pie ta, ka testéjamas vielas koncentracija tideni aizvien vairak tiek novértéta par
augstu. Tapéc to var izmantot tikai vielam ar log Poy < 4. Ar otro metodi, izmantojot stabilus datus par tiesi
noteiktam Pqyy vertibam, kalibré sakaribu starp HPLC aiztures dinamiku un noteiktajam Py, vértibam. Agrak
projekta veida bija pieejami ESAO noradijumi par joniz€jamu vielu 1-oktanola/idens sadalijuma koeficientu
noteikSanu (4), bet tos vairs neizmantos.

Si testéSanas metode ir izstradata Niderlandé. Seit aprakstito metozu precizitate ir validéta un optimizéta ar
starplaboratoriju salidzino$u testéSanu veikta validéjosa pétijuma, kura piedalijas 15 laboratorijas (5).

SAKOTNE}I APSVERUMI
Nozime un izmantoSana

Inertam organiskajam vielam ir konstatétas Joti biitiskas sakaribas starp 1-oktanola/udens sadalijuma koeficien-
tiem (Poy) un $o vielu bioakumulaciju zivis. Turklat ir pieradits, ka Pqyy korelé ar toksiskumu zivim, ka ar ar
kimisko vielu sorbciju uz tadam cietvielam ka augsne un nogulumieZi. Plass parskats par $im sakaribam sniegts
noraditaja avota (6).
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5. Ir konstatéts daudz dazadu sakaribu starp 1-oktanola/idens sadalijuma koeficientu un citam vielu ipasibam, kas
attiecas uz vides toksikologiju un kimiju. Rezultata 1-oktanola/idens sadalijuma koeficients ir kluvis par vienu
no galvenajiem parametriem, novértéjot kimisko vielu radito risku videi, ka arT prognozgjot kimisko vielu apriti
vide.

Tvérums

6. Uzskata, ka lenas maisisanas eksperimentda no 1-oktanola pilieniem @dens fazé mazak veidojas mikropilieni. Tas
noveérs ietekmi, ko rada testéjamas vielas molekulu piesaistisanas $adiem pilieniem, un attiecigi idens koncen-
tracija netiek novértéta parak augstu. Tapéc lends maisiSanas metode ir Ipasi piemérota Py, noteiksanai vielam,
kuru paredzama log Py vertiba ir 5 un augstaka un kuram “kolbu kratiSanas metode” (2) var sniegt kliidainus
rezultatus.

DEFINICIJAS UN MERVIENIBAS

7. Vielas sadalijuma koeficients starp tideni un lipofilu $kidinataju (1-oktanolu) raksturo kimiskas vielas lidzsvara
sadaljjumu starp abam fazém. Sadalijuma koeficientu starp tideni un 1-oktanolu (Pqy) definé ka attiecibu starp
divam test§jamas vielas lidzsvara koncentracijam — ar Gdeni piesatinata 1-oktanola (Cy) un ar I1-oktanolu
piesatinata tdeni (Cyy).

Pow = Co/Cy

Ka koncentraciju attieciba 3is koeficients ir bezdimensijas lielums. Visbiezak to izsaka ka decimallogaritmu
(log Pow). Pow ir atkarigs no temperatiiras, un zinojuma ietvertajos datos ir janorada temperatiira mérjjumu
laika.

METODES PRINCIPS

8. Lai noteiktu sadalfjuma koeficientu, iidenim, 1-oktanolam un testéjamajai vielai Jauj sasniegt savstarpéja lidzsvara
stavokli nemainiga temperatiira. Péc tam nosaka testéjamas vielas koncentraciju abas fazés.

9. Eksperimentalas griitibas, kas kolbu kratiSanas testa saistitas ar mikropilienu veidoanos, var samazinat ar 3eit
ieteikto 1énas maisiSanas testu. Lénas maisiSanas testa Gdenim, 1-oktanolam un test&jamajai vielai lauj nostavéties
termostatéjama reaktora ar maisitaju. Apmainu starp fazém paatrina ar maisiSanu. Ar maisiSanu tiek nodrosinata
neliela turbulence, kas uzlabo 1-oktanola un tdens apmainu, novérSot mikropilienu veidosanos (1).

TESTA PIEMEROJAMIBA

10. Ta ka citu vielu klatblitne varétu ietekmét testéjamas vielas aktivitates koeficientu, testéjama viela ir jatesté ka tira
viela. 1-oktanola/tdens sadalijuma testa ir jaizmanto viela ar tirdznieciba pieejamo augstako tiribu.

11. $i metode piemérojama tirim vielam, kas nedisociéjas vai neasocigjas un kam nepiemit biitiska starpfazu
aktivitate. To var izmantot, lai noteiktu $adu vielu un maisijumu 1-oktanola/Gdens sadalijuma attiecibu. Ja
metodi izmanto maisjjumiem, noteiktas 1-oktanolafidens sadaljjuma attiecibas ir atkarigas no testéjama maisi-
juma kimiska sastava un no izmantotas tGdens fazes elektrolitu sastava. Ar nosacijumu, ka tiek veikti papildu
pasakumi, metodi var piemérot ari savienojumiem, kas disoci€jas vai asoci€jas (12. punkts).

12. Ta ka adeni un 1-oktanola, kas iesaistiti disoci€joSos vielu (pieméram, organisko skabju un fenolu, organisko
bazu un metalorganisko vielu) 1-oktanola/idens sadaljuma, ir vairaki sadalfjuma lidzsvari, 1-oktanola/adens
sadalfjuma attieciba ir nosacijuma konstante, kura ir liela méra atkariga no elektrolitu sastava (7) (8). Tapéc
1-oktanola/udens sadalijuma attiecibas noteiksanai ir vajadzigs, lai pH un elektrolitu sastavs testa tiktu reguléts
un arf noradits zinojuma. So sadalfjuma attiecibu izvértéana jaizmanto ekspertu atzinumi. Izmantojot disocia-
cijas konstantes(-3u) veértibu, jaizraugas tadas piemérotas pH vértibas, lai sadaljuma attieciba tiktu noteikta
katram jonizacijas stavoklim. Testéjot metalorganiskos savienojumus, jaizmanto buferskidumi, kas nav komplek-
sveidotaji (8). Nemot véra esosas zinasanas par Gdens kimiju (kompleksu veidosanas konstantém, disociacijas
konstantém), jaizraugas tadi eksperimenta apstakli, lai varétu aprekinat testéjamas vielas sastavu tdens fazé. Visos
eksperimentos jabait vienadam jonu spekam, ko panak, izmantojot fona elektrolitu.

13. Sarezgijumi testa var rasties, ja tiek testétas vielas ar zemu $kidibu Gdeni vai augstu Puy, jo tada gadijuma
koncentracijas Gideni ir loti zemas un ir griti tas precizi noteikt. ST testéSanas metode sniedz noradijumus, ka
risinat $o probléemu.
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INFORMACIJA PAR TESTEJAMO VIELU

14. Kimiskajiem reagentiem jabut analitiski tiriem vai vél tirakiem. leteicams lietot neiezimétas testéjamas vielas ar
zinamu kimisko sastavu un, vélams, vismaz 99 % tiribu vai radioaktivi iezimétas testéjamas vielas ar zinamu
kimisko sastavu un radiokimisko tiribu. Ja ieziméSanai izmantoti izotopi ar isu pussabruksanas periodu, dati
attiecigi jakorige. Ja ieziméSanai izmantoti izotopi ar isu pussabrukSanas periodu, javeic attieciga korekcija.
Izmantojot iezimétas testéjamas vielas, jaiizmanto attiecigajai kimiskajai vielai specifiska analitiska metode, lai
nodrosinatu, ka izmérita radioaktivitate ir tiesi saistita ar testéjamo vielu.

15. Log Pqy vértibu var aptuveni aprékinat ar komerciali pieejamu programmatiru log Py, apléSanai vai arl péc
attiecibas starp vielas $kidibu viena un otra skidinataja.

16. Pirms veic lénas maisiSanas eksperimentu, lai noteiktu Pgy, par testéjamo vielu jabit pieejamai $adai informa-
cijai:

a)

oL o =3
= ~ -

o
=

o
=

struktirformula;

piemérotas analitiskas metodes, ar ko var noteikt vielas koncentraciju Gideni un 1-oktanola;
joniz&amu vielu disociacijas konstante(-es) (ESAO noradijumi 112 (9));

skidiba Gideni (10);

abiotiska hidrolize (11);

pilniga bionoardamiba (12);

tvaika spiediens (13).

METODES APRAKSTS

Aprikojums un aparatiira

17. Vajadzigs laboratorijas standartaprikojums, it seviski sads:

idens fazes maisisanai izmantojamie magnétiskie maisitaji un ar teflonu parklatie magnétiskie maisisanas
stienisi,

analitiskie instrumenti, kas pieméroti testéjamas vielas koncentracijas noteik3anai prognozétajas koncentra-
cijas,

maisiSanas trauks ar kranu trauka apaksa; atkariba no testgjama savienojuma log Py aplésém un kvalitativas
noteikSanas robezas (LOD) jaapsver, vai, lai varétu iegiit kimiskajai ekstrakcijai un analizei pietickamu
daudzumu tdens, nav jaizmanto reakcijas trauks, kuram ir tada pati geometriska forma un kura tilpums
ir virs viena litra; tad var@s iegtt augstakas vielu koncentracijas tdens ekstrakta un tatad drosakus analitiskas
noteikSanas rezultatus; 1. papildindgjuma sniegta tabula ar aplésém par minimalo vajadzigo tilpumu, savie-
nojuma LOD, ta log Pyy, un ta $kidibu Gdent; tabulas pamata ir Pinsuwan et al. (14) sniegta log Py, sakariba
ar attiecibu starp $kidibu oktanola un tdeni:

log Pow = 0,88 log SR + 0,41
kur:
SR = S,/S (molara koncentracija),

un Lyman (15) sniegta sakariba, péc kuras prognozé skidibu ddeni; skidiba Gdeni, kas aprékinata péc 1.
papildinajuma dota vienadojuma, jauzskata par pirmo aplési; jaatzimé, ka lietotajs skidibu @ideni var aplést,
brivi izmantojot jebkadu sakaribu, ja tiek uzskatits, ka ta labak atspogulo sakaribu starp hidrofobitati un
skidibu; pieméram, cietiem savienojumiem $kidibas prognozésana ir ieteicams izmantot ari kusanas tempe-
ratiry; ja tiek izmantots parveidots vienadojums, ir japarliecinas, ka vienadojums, péc kura rékina skidibu
oktanola, joprojam ir derigs; 2. papildindjuma ir dots shematisks zimé&ums, kurd attélots stikla apvalka
ievietots maisiSanas trauks ar aptuvenu tilpumu viens litrs; 2. papildinajuma attélota trauka izméru attiecibas
ir izradijusas loti értas un batu jasaglaba ari tad, ja tiek izmantota citu izméru aparatiira,

— batiski ir tas, kada veida lénas maisiSanas testa saglaba nemainigu temperatiiru.
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18. Traukiem jabiit izgatavotiem no inerta materidla, lai adsorbcija uz trauku virsmam bitu nieciga.

Testéjamo $kidumu sagatavosana

19. Poy janoteic, izmantojot 1-oktanolu ar augstako komerciali pieejamo tiribu (vismaz + 99 %). 1-oktanolu ietei-
cams attirit, izmantojot ekstrakciju ar skabi, bazi un Gdeni un péc tam ZzavéSanu. Papildus tam 1-oktanola
attiriSana var izmantot destilaciju. Testéjamo vielu standartskidumu sagatavosana ir jaizmanto attirits 1-oktanols.
Udenim, ko izmanto Pqy noteikSana, jabiit destilétam stikla vai kvarca aparata vai iegiitam attiriSanas sistéma,
vai ari var izmantot Gdeni ar HPLC klases tiribu. Destiléts @idens ir jafiltré caur 0,22 pm filtru, un ir jaizmanto arl
tuksie paraugi, lai parliecinatos, ka koncentrétajos ekstraktos nav piemaisijumu, kas varétu interferét ar testégjamo
vielu. Ja izmanto stikla $kiedru filtru, tas jasterilize, vismaz tris stundas to karsgjot 400 °C temperatiira.

20. Pirms eksperimenta abus $kidinatajus savstarpéji piesatina, pictickami liela trauka tos lidzsvarojot. To izdara,
divfazu sisttmu divas dienas léni maisot.

21. Attiecigi izraugas test€&jamas vielas koncentraciju, un vielu §ada koncentracija izskidina 1-oktanola (kas piesatinats
ar Gdeni). Vielas Skidumiem 1-oktanola un tdeni janosaka 1-oktanolafidens sadalijuma koeficients. Tapéc
testéjamas vielas koncentracija nedrikst parsniegt 70 % no tas 3kidibas ar maksimalo koncentraciju 0,1 M jebkura
no fazém (1). 1-oktanola $kidumos, ko izmanto eksperimenta, nedrikst bat neizskidusu suspendétu testgjamas
cietvielas dalinu.

22. Attiecigu testgjamas vielas daudzumu izskidina 1-oktanola (kas piesatinats ar Gideni). Ja log Py aplése parsniedz
5, jaraugas, lai 1-oktanola skidumos, ko izmanto eksperimenta, nebiitu suspendétu testéjamas cietvielas dalinu.
Saja noltka ar kimiskam vielam, kam aplésta log Pqy, vértiba ir > 5, rikojas $adi:

— testgjamo vielu izkidina 1-oktanola (kas piesatinats ar tdeni),

— $kidumu nostadina, lidz suspensija nogulsnéjas; nostadinasanas laika seko testéjamas vielas koncentracijai,

— kad 1-oktanola kiduma méritas koncentracijas ir stabilizéjusas, pamatskidumu atSkaida ar attiecigu
daudzumu 1-oktanola,

— izméra atSkaidita pamatskiduma koncentraciju; ja izmérita koncentracija atbilst atskaidijumam, atskaidito
pamatskidumu var izmantot noteikSanai péc 1énas maisiSanas panémiena.

Paraugu ekstrakcija un analizéSana

23. Testéjamas viclas analizé$anai jaizmanto validéta analitiska metode. Pétniekiem jasniedz dati, kas pierada, ka
koncentracija gan ar Gideni piesatinata 1-oktanola, gan ari ar 1-oktanolu piesatinata Gdens fazé testa laika
parsniedz ar analitiskajas procediiras izmantoto metodi saistito kvantificeSanas robezu. Gadijumos, kuros nepie-
cieams izmantot ekstrakcijas metodes, pirms eksperimenta janosaka testéjamas vielas analitiska atgtistamiba no
tdens fazes un no 1-oktanola fazes. Analitiskais signals jakorigé péc tuksiem paraugiem un jaraugas, lai nenotiek
analita parnese no parauga uz paraugu.

24. Pirms analizes, visticamak, bas javeic Gdens fazes ekstrakcija ar organisku $kidinataju, ka ari ekstrakta prieks-
koncentrésana, jo hidrofobam testéjamam vielam tdens fazé ir saméra zema koncentracija. Ta pasa iemesla dé] ir
jasamazina iespgjamas koncentricijas tuk3ajiem paraugiem. Saja noliika ir jaizmanto $kidinataji ar augstu tiribu,
vislabak skidinataji, kas paredzéti vielu atlicku analizei. Turklat, stradajot ar iepriek$ ripigi sagatavotiem
(pieméram, ar 3kidinatajiem mazgatiem vai augsta temperatra karsétiem) stikla priekSmetiem, vieglak ir izvai-
rities no piesarnojuma izplatisanas.

25. Gaidamas log Pqy, vértibas aplési var ieght ar apléSanas programmu vai péc ekspertu vértéjuma. Ja $i vértiba ir
augstaka par 6, riipigi jakontrolé korekcijas péc tuksajiem paraugiem un analita iespéjama parnese. Tapat, ja log
Pow aplése parsniedz 6, atgiistamibas korigésana obligati jaizmanto kads surogatstandarts, lai varétu sasniegt
augstus priekskoncentrésanas koeficientus. Komerciali pieejamas vairakas Py, apléSanas datorprogrammas (1),
pieméram, Clog P (16), KOWWIN (17), ProLogP (18) un ACD log P (19). Aplésanas pieeju apraksti atrodami
avotos, kas noraditi atsaucés (20-22).

() $i informacija ir sniegta tikai lietotaju értibam. Ja iesp&jams pieradit, ka tadus pasus rezultatus nodrosina kadas citas datorprogrammas,
kas lidzvértigas minétajam, var izmantot ar tas.
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26. To, kadas kvantificeSanas robezas (LOQ) iesp&jams noteikt testéjamas vielas daudzumu 1-oktanola un tdeni,
novérté, izmantojot atzitas metodes. Ar metodi saistito kvantificéSanas robezu aptuveni var noteikt ka to
koncentraciju tideni vai 1-oktanola, kurai signala un troksna attieciba ir 10. Jaizraugas piemérota ekstrakcijas
un priekskoncentréSanas metode, ki ari janosaka analitiska atg@istamiba. Lai analitiskaja noteiksana iegiitu
vajadziga lieluma signalu, izraugas piemérotu priekskoncentrésanas koeficientu.

27. Pamatojoties uz analitiskas metodes parametriem un gaidamajam koncentracijas vértibam, aptuveni nosaka, cik
liels paraugs vajadzigs, lai precizi noteiktu savienojuma koncentraciju. Nedrikst izmantot tadus tdens paraugus,
kas ir parak mazi, lai ieglitu pietickamu analitisko signalu. Tapat jaizvairas no parak lielu Gdens paraugu
izmanto$anas, jo tad Gdens varétu pietriikt minimalajam nepiecieSamajam analizu skaitam (n = 5). 1. papildi-
najuma ir noradits parauga minimalais tilpums atkariba no trauka tilpuma, testéjamas vielas LOD un testéjamas
vielas $kidibas.

28. Test&jamo vielu kvantificé, mérjjumu rezultatus salidzinot ar attiecigajam savienojumam atbilstosam kalibrésanas
likném. Iekavas aiz analizéto paraugu koncentracijam janorada standartu koncentracijas.

29. Tadu testgjamo vielu Skidumi, kuram log Pqy, aplése ir augstaka par 6, pirms ekstrakcijas japastiprina, tiem
pievienojot surogatstandartu, lai registrétu zudumus, kas rodas ekstrakcijas un Gdens paraugu priekskoncentre-
Sanas laika. Lai varétu precizi korigét atglistamibu, surogatstandartiem jabiit ar tadam pasam vai loti lidzigam
ipagibam ka testdjamajai vielai. Saja noliika vélams izmantot ar stabiliem izotopiem iezimétus attiecigo vielu
analogus (pieméram, deiterétus vai ar B3¢ iezimétus). Ja analogus, kas ieziméti ar stabiliem izotopiem, t. i, 3¢
vai ’H, nav iespgjams izmantot, ar drosiem literatiiras datiem japarada, ka surogatstandarta fizikalkimiskas
ipasibas ir loti lidzigas testéjamas vielas ipasibam. Udens fazes skidruma—skidruma ekstrakcijas laika var veidoties
emulsijas. Tas var samazinat, pievienojot sali un lidz nakamajai dienai nostadinot. Zinojuma janorada paraugu
ekstrakcijai un priekskoncentrésanai izmantotas metodes.

30. No 1-oktanola fazes iegiitos paraugus pirms analizes, ja nepiecieSams, var atSkaidit ar piemérotu Skidinataju.
Turklat vielam, kuram konstatéta liela atglistamibas izkliede (relativa standartnovirze > 10 %), atgiistamibas
korekcijai ieteicams izmantot surogatstandartus.

31. Zinojuma jasniedz sika informacija par izmantoto analitisko metodi. Taja jaietver zinas par ekstrakcijas metodi,
priekskoncentrésanas un at$kaidijuma koeficientiem, instrumentu parametriem, kalibrésanas procesu, kalibrésanas
diapazonu, testgjamas vielas analitisko atgiistamibu no ddens fazes, atgiistamibas korekcijai izmantotajiem
surogatstandartiem, tuk$o paraugu vértibam, ka ari noteik$anas un kvantificeSanas robezam.

Testa veiksana
Optimala 1-oktanolafiidens tilpuma attieciba

32. Izvéloties idens un 1-oktanola tilpumus, janem véra vielas LOQ 1-oktanola un Gdeni, ddens paraugiem izman-
totie priekskoncentrésanas koeficienti, nemto 1-oktanola un tdens fazes paraugu tilpumi, ka ari gaidamas
koncentracijas. 1-oktanola tilpums lénas maisiSanas sistéma eksperimentam jaizvélas tads, lai 1-oktanola slanis
batu pietickami biezs (> 0,5 cm) un lai 1-oktanola fazé paraugus varétu nemt, to nesajaucot.

33. Parasti fazu attieciba, ko izmanto, testéjot savienojumus, kuriem log Pqy ir 4,5 un augstaks, ir 20 lidz 50 ml
1-oktanola un 950 lidz 980 ml ddens viena litra trauka.

Testesanas apstakli

34. Testéanas laika reakcijas trauku termostaté, temperatiiras svarstibas samazinot lidz mazak neka 1 °C. Noteik3ana
javeic 25 °C temperatiira.

35. Eksperimentala sistéma jaaizsargd no dienasgaismas, testéSanu izdarot tumsa telpa vai ari reakcijas trauku
parklajot ar aluminija foliju.

36. Eksperiments javeic no putekliem tira vidé (ciktal tas iesp&jams).

37. 1-oktanola un ddens sisttmu maisa, lidz iestajies lidzsvars. levadeksperimenta lidzsvaro$anas perioda ilgumu
noverté, veicot lénas maisiSanas eksperimentu, kura periodiski nem tidens un 1-oktanola paraugus. Starp paraugu
nemsanas reizém jabiit vismaz piecam stundam.

38. Katru Py skaitlisko vértibu nosaka péc vismaz triju neatkarigu lénas maisiSanas eksperimentu rezultatiem.
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Lidzsvara iestaSands laika noteikSana

39. Pienem, ka lidzsvars ir sasniegts, kad 1-oktanola/adens koncentraciju attiecibas regresija pret laiku Cetros laika
punktos veido liniju, kuras slipums ar ticamibas limeni 0,05 batiski neatskiras no nulles. Minimalais lidzsvaro-
$anas laiks, péc kura var sakt paraugu nemsanu, ir viena diena. Parasti vielam, kuru log Pqy, aplése ir zemaka par
5, paraugu nemsanu var veikt otraja un tresaja diena. Hidrofobiskakiem savienojumiem lidzsvarosanas laiku var
nakties pagarinat. Savienojumam ar log Puy 8,23 (dekahlorobifenols) lidzsvarosanai pietika ar 144 stundam.
Lidzsvaru novérté, paraugus no ta pasa trauka nemot atkartoti.

Eksperimenta saksana

40. Eksperimenta sakuma reakcijas trauku uzpilda ar Gdeni, kas piesatinats ar 1-oktanolu. Jaatvél pietickams laiks, lai
sasniegtu termostata iestatito temperatiiru.

41. Reakcijas trauka saturam uzmanigi pievieno vélamo daudzumu testéjamas vielas (kas izSkidinata vajadzigaja
daudzuma ar {ideni piesatinita 1-oktanola). Sis ir loti atbildigs testa posms, jo ir jiizvairds no abu fazu
turbulentas sajauksanas. Saja noliikd 1-oktanola fazi var 1énam iepilinat ar pipeti, tas galu vérSot pret eksperi-
menta trauka sienu tuvu fidens virsmai. Skidrums nopliidis pa stikla sienu un izveidos plévi virs iidens fazes.
Nedrikst 1-oktanolu dekantét tiesi kolba; 1-oktanola pilieni nedrikst krist tiesi adent.

42. MaisiSanu sakot, maisiSanas atrums japalielina pakapeniski. Ja maisitaja motoru nav iesp&jams attiecigi regulét,
varbiit jaizmanto transformators. MaisiSanas atrums jaiestata ta, lai robezskirtné starp tideni un 1-oktanolu rastos
0,5 lidz 2,5 cm dzil§ virpulis. MaisiSanas atrums ir jasamazina, ja virpula dzilums parsniedz 2,5 cm; pretéja
gadijuma adens fazé no 1-oktanola pilieniem var izveidoties mikropilieni, kas noved pie testéjamas vielas
koncentracijas Gideni parveértésanas. Nemot véra validacijas pétijumu rezultatus, kas iegti starplaboratoriju sali-
dzinosas testéSanas programma (5), ieteicamais maksimalais maisianas atrums ir 2,5 cm. Tas ir kompromiss:
maisot ar $adu atrumu, fazu lidzsvars iestdjas pietiekami atri, 1-oktanola mikropilieniem veidojoties ierobezoti.

Parauga nemsana un parauga apstrade

43. Pirms paraugu nemsanas maisitajs jaizsleédz un janogaida, lidz apstajas skidrumu kustiba. Kad paraugu nemsana
pabeigta, maisitdju atkal lénam palaiz, ka aprakstits ieprieks, un tad maisiSanas atrumu pakapeniski palielina.

44, Udens fazes paraugu nem no krana reakcijas trauka apaksa. Pirms tam no krana izlaiz fidens “miruso” tilpumu
(kas 2. papildindjuma attélotajam traukam ir apméram 5 ml). Udens krana netiek maisits un tadé] nav lidzsvara
ar pargjo Skidrumu. Registré paraugu tilpumu un raugas, lai izlaistaja GdenI eso$as testéjamas vielas daudzums
tiktu nemts véra masas bilancé. Iztvaiko3anas zudumi iespéjami jasamazina, laujot Gdenim mierigi plast tada
dalamaja piltuve, lai neizjuktu Gdens/1-oktanola slanis.

45. 1-oktanola paraugus iegtst, ar 100 mikrolitru 3lirci, kas izgatavota no stikla un metala, ievelkot nelielu alikvotu
(apm. 100 pl) no 1-oktanola slana. Jarikojas riipigi, lai neizjauktu fazu robeza. Nemta parauga tilpumu registré.
Ar nelielu alikvotu pietiek, jo 1-oktanola paraugu atskaidis.

46. Jaizvairas no nevajadzigas paraugu parnesanas. Tapéc parauga tilpums janosaka gravimetriski. Udens paraugiem
tas izdarams, Gdens paraugu nemot dalamaja piltuve, kura jau iepildits vajadzigais daudzums $kidinataja.

DATI UN ZINOJUMU SAGATAVOSANA

47. Saskana ar 3o testeSanas metodi Py nosaka, ar pétamo savienojumu identiskos apstaklos veicot tris lénas
maisiSanas eksperimentus (tris eksperimentalas vienibas). Regresijai, ko izmanto lidzsvara ieg@iSanas pieradisanai,
jabt balstitai uz vismaz Cetru Co/Cy noteikSanu rezultatiem secigos laikos. Tadgjadi ir iespéjams aprékinat
dispersiju ka katra eksperimenta vieniba iegiitas vidgjas vertibas nenoteiktibas méru.

48. Pqy var raksturot ar katrai eksperimenta vientbai iegiito datu dispersiju. So informaciju izmanto, lai aprékinatu
Pow ka atsevisku eksperimenta vienibu rezultatu vidgjo svérto vértibu. Saja nolika izsvérsanai izmanto ekspe-
rimentalo vienibu rezultatu dispersijas apgriezto vértibu. Tadgjadi dati ar lielam svarstibam (ko izsaka ka disper-
siju) un tatad mazaku ticamibu mazak ietekmé rezultatu neka dati ar nelielu dispersiju.
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49. Analogiski aprekina svérto standartnovirzi. Ta raksturo Pgy, mérjjuma atkartojamibu. Maza svérta standartno-
virze norada, ka Pqy, noteiksanas rezultatiem ir laba atkartojamiba viena laboratorija. Datu formala statistiska
apstrade ir aprakstita turpmak teksta.

Rezultatu apstrade
Lidzsvara sasniegsanas pieradisana

50. Testéjamas vielas koncentraciju 1-oktanola un Gden attiecibas logaritmu (log (Cy/C,,)) aprékina katram paraugu
nemsanas laikam. Kimiska lidzsvara sasnieg§anu demonstré ar $is attiecibas un laika sakaribas grafiku. Sa grafika
plato, ko nosaka vismaz péc Cetriem secigiem laika punktiem, norada, ka lidzsvars ir sasniegts un ka savienojums
ir patiesam izskidis 1-oktanola. Ja ta nav, tests jaturpina, lidz Cetri secigi laika punkti veido liniju, kuras slipums
ar ticamibas limeni 0,05 batiski neatskiras no nulles, noradot, ka log C,/C,, nav atkarigs no laika.

Log Poy aprékinasana
51. Eksperimentalas vienibas log Pqy, vértibu aprekina ka vidgjo svérto log C,[C,, vertibu tai log C,/C, un laika
sakaribas grafika dalai, kura ir pieradits fazu lidzsvars. Vidéjo svérto vértibu aprekina, datus izsverot péc

dispersijas apgrieztas vértibas, lai datu ietekme uz galigo rezultatu batu apgriezti proporcionala datu nenoteik-
tibai.

Videjais log Poyy
52. Dazadu eksperimentalo vienibu vidéjo log Py aprékina ka vidéjo vértibu no atsevisku eksperimentalo vienibu
rezultatiem, kas izsvérti péc to attiecigajam dispersijam.
Aprekinus veic péc formulas:
log Pow,ay = (Ew; x log Pow,) x (Zwy)™"
kur:
log Pow; = i-tas eksperimentalas vienibas log Poy, vertiba;
log Pow a, = individuala log Poy, vidgja svérta veértiba;
w; = statistiskais svars, ko pieskir i-tas eksperimentalas vienibas log Pqy, vertibai.
Log Pqy; dispersijas apgriezto lielumu izmanto ka w; (w; = var(log Pow) ™).

53. Log Pqy vidéjas vertibas kladu aprékina ka log C,/C,, atkartojamibu, ko laika péc fazu lidzsvara sasniegSanas
nosaka individualajam eksperimenta vienibam. To izsaka ka log Pow ay (Ojog pow,av) SVErto standartnovirzi, kas
savukart ir ar log Py 4, saistitds klidas mérs. Svérto standartnovirzi no svértas dispersijas (varioy pow,ay) Var
aprékinat $adi:

Valjog poway = (EW; * (log Pow; — log POW,AV)2) x (Zw; x (n — 1)

- 0.5
Glog Pow,Av —_ (Varlog Pow,Av)
Ar n apzimé eksperimentalo vienibu skaitu.

TestéSanas zinojums

54. TestéSanas zinojuma jasniedz $ada informacija:
Testgjama viela:

— ikdienas nosaukums, kimiskais nosaukums, CAS numurs, struktirformula (noradot ieziméto vietu, ja lieto
radioaktivi iezimétu vielu) un attiecigas fizikalkimiskas ipasibas (sk. 17. punktu),

— testéjamas vielas tiriba (piemaisijumi),
— iezimétu kimisko vielu iezimes tiriba un molara aktivitate (kur piemérojams),

— log P, provizoriska aplése un tas ieg@isanai izmantota metode.
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Testesanas apstakli:

— pétijumu norises datumi,

— temperatiira eksperimenta laika,

— 1-oktanola un Gdens tilpums testa sakuma,

— nemto 1-oktanola un Gdens paraugu tilpumi,

— testa traukos palikusa 1-oktanola un tGdens tilpumi,

— izmantoto testa trauku un maisiSanas apstaklu apraksts (maisiSanas stieniSa un testa trauka forma, virpula
augstums mm un, ja iesp&jams, maisiSanas atrums),

— analitiska metode, kas izmantota, lai noteiktu testéjamo vielu, un ar metodi saistita kvantificésanas robeza,
— paraugu nemsanas laiki,

— ftdens fazes pH un izmantotie buferskidumi, ja jonus veidojosam molekulam pH tiek korigéts,

— atkartojumu skaits.

Rezultati:

— izmantoto analitisko metozu atkartojamiba un jutiba,

— noteiktd testéjamas vielas koncentracija 1-oktanola un Gideni atkariba no laika,

— masas bilances demonstracija,

— temperatiira un standartnovirze vai ari temperatiiras diapazons testa laika,

— koncentraciju attiecibas regresija attieciba pret laiku,

— log Py, 4, vidéja vértiba un tas standartklda,

— rezultatu iztirzajums un interpretacija,

— neapstradatu reprezentativas analizes skaitlisko datu piemeéri (visi neapstradatie izejdati jauzglaba saskana ar
labas laboratoriju prakses standartiem), ari attieciba uz surogatstandartu atgiistamibu, kalibrésanas punktu
skaits (kopa ar kalibrésanas liknes korelacijas koeficienta kritérijiem) un kvalitates nodrosinasanas | kvalitates
kontroles rezultati,

— ja piecjams: noteik3anas procediiras validéSanas zinojums (janorada ar atsauci).
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Rekintabula minimalo tidens daudzumu aprékinasanai, kuri vajadzigi, lai iidens faze noteiktu testéjamas vielas ar

Piepémumi:

— atsevisku alikvotu maksimalais daudzums = 10 % no kopéja daudzuma; 5 alikvotas = 50 % no kopéja daudzuma,

— testejamo vielu koncentracija = 0,7 x 3kidiba jebkura faze; zemaku koncentraciju gadijuma bitu vajadzigi lielaki

daudzumi,

1. papildingjums

dazadam log p,,, vértibam

— LOD noteik$ana izmantotais daudzums = 100 ml,

— log P, attieciba pret log S, un log P, attieciba

sakaribas.

S, noteiksana

pret SR (S./Sy) pamatoti parada ar testéjamam vielam saistitas

log Py, Vienadojums log S,, S, (mgll)
4 (50,922 x log P, + 4,184 0,496 3,133E+00
4,5 (50,922 x log P, + 4,184 0,035 1,084E+00
5 (0,922 x log Py, + 4,184 ~ 0,426 3,750E-01
5,5 (0,922 x log Py, + 4,184 -0,887 1,297E-01
6 (-)0,922 x log P, + 4,184 -1,348 4,487E-02
6,5 (50,922 x log P, + 4,184 -1,809 1,552E-02
7 (10,922 x log P, + 4,184 -2,270 5,370E-03
7,5 (0,922 x log P, + 4,184 -2,731 1,858E-03
8 (50,922 x log P, + 4,184 -3,192 6,427E-04
Soet Moteiksana
log Py, Vienadojums Soke. (mg/l)
4 log P,, = 0,88log SR + 0,41 3,763E+04
4,5 log P,, = 0,88log SR + 0,42 4,816E+04
5 log P, = 0,88log SR + 0,43 6,165E+04
5,5 log P,, = 0,88log SR + 0,44 7,890E+04
6 log P,, = 0,88log SR + 0,45 1,010E+05
6,5 log P,, = 0,88log SR + 0,46 1,293E+05
7 log P,, = 0,88log SR + 0,47 1,654E+05
7,5 log P,, = 0,88log SR + 0,48 2,117E+05
8 log P,, = 0,88log SR + 0,49 2,710E+05
1319 526 2,5017 2,6333 1317 26 333
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1686 1664 1,0127 1,0660 1685 33709
2158 5263 0,4099 0,4315 2157 43149
2762 16 644 0,1659 0,1747 2762 55230
3535 52632 0,0672 0,0707 3535 70 691
4524 1664 36 0,0272 0,0286 4524 90 480
5790 526316 0,0110 0,0116 5790 115 807
7 411 1664 357 0,0045 0,0047 7 411 148 223
9486 5263158 0,0018 0,0019 9486 189 713
Vertibu aprekinasana
Minimalais daudzums, kas vajadzigs H,0 faze katra LOD koncentracija
log Koy, LOD (mikrogrami/l)— 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 0,04 0,38 3,80 38 380
4,5 0,09 0,94 9,38 94 938
5 0,23 2,32 23,18 232 2318
5,5 0,57 5,73 57,26 573 5726
6 1,41 14,15 141 1415 14 146
6,5 3,50 34,95 350 3495 34950
7 8,64 86,35 864 8635 86 351
7,5 21,33 213 2133 21 335 213 346
8 52,71 527 5271 52711 527 111
Daudzums, ko izmanto 0,1
LOD ()
Aprekinu atslega
Veido <10 % no udens fazes kopgja daudzuma, 1 litra lidzsvarosanas trauks.
Veido <10 % no didens fazes kopgja daudzuma, 2 litru lidzsvarosanas trauks.
Veido <10 % no tdens fazes kop¢ja daudzuma, 5 litru lidzsvarosanas trauks.
Veido <10 % no tdens fazes kopéja daudzuma, 10 litru lidzsvaroSanas trauks.
Parsniedz 10 % pat no 10 litru lidzsvarosanas trauka.
Vajadzigo daudzumu parskats atkariba no kidibas #ideni un Log P,
Minimalais daudzums, kas vajadzigs H,O fazé katra LOD koncentracija (ml)
log P, S, (mgll) | LOD (mikrogramif)—» | 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 10 0,01 0,12 1,19 11,90 118,99
5 0,02 0,24 2,38 23,80 237,97
3 0,04 0,40 3,97 39,66 396,62
1 0,12 1,19 11,90 118,99 1189,86
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log P, S, (mgfl) | LOD (mikrogramifl)— | 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4,5 5 0,02 0,20 2,03 20,34 203,37
2 0,05 0,51 5,08 50,84 508,42
1 0,10 1,02 10,17 101,68 1016,83
0,5 0,20 2,03 20,34 203,37 2033,67
5 1 0,09 0,87 8,69 86,90 869,01
0,5 0,17 1,74 17,38 173,80 1738,02
0,375 0,23 2,32 23,18 231,75 2317,53
0,2 0,43 4,35 43,45 434,51 4 345,05
5,5 0,4 0,19 1,86 18,57 185,68 1 856,79
0,2 0,37 3,71 37,14 371,36 3713,59
0,1 0,74 7,43 74,27 742,72 7 427,17
0,05 1,49 14,85 148,54 1 485,43 14 854,35
6 0,1 0,63 6,35 63,48 634,80 6 347,95
0,05 1,27 12,70 126,96 1269,59 12 695,91
0,025 2,54 25,39 253,92 2 539,18 25 391,82
0,0125 5,08 50,78 507,84 5078,36 50 783,64
6,5 0,025 2,17 21,70 217,02 2170,25 21 702,46
0,0125 4,34 43,40 434,05 4 340,49 43 404,93
0,006 9,04 90,43 904,27 9 042,69 90 426,93
0,003 18,09 180,85 1 808,54 18 085,39 180 853,86
7 0,006 7,73 77,29 772,89 7 728,85 77 288,50
0,003 15,46 154,58 1 545,77 15 457,70 154 577,01
0,0015 23,19 231,87 2 318,66 23 186,55 231 865,51
0,001 46,37 463,73 4 637,31 46 373,10 463 731,03
7,5 0,002 19,82 198,18 1981,77 19 817,73 198 177,33
0,001 39,64 396,35 3963,55 39 635,47 396 354,66
0,0005 79,27 792,71 7 927,09 79 270,93 792 709,32
0,00025 158,54 | 1 585,42 | 15 854,19 158 541,86 1585 418,63
8 0,001 33,88 338,77 3 387,68 33 876,77 338 767,72
0,0005 67,75 677,54 677535 67 753,54 677 535,44
0,00025 135,51 | 1355,07 | 13 550,71 135 507,09 1355070,89
0,000125 271,01 | 2710,14 | 27 101,42 271 014,18 2710 141,77

Daudzums, ko izmanto

LOD (I)

0,1
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2. papildingjums

Stikla apvalka jetverts testéSanas trauks, ko izmanto P, eksperimentalai noteikSanai péc lénas maisiSanas

metodes

e OET

3) pielikuma B.2. nodalu aizstdj ar $adu:

“B.2. AKUTA INHALACIJAS TOKSICITATE

IEVADS

Si testéanas metode ir lidzvértiga ESAO TestéSanas noradijumiem 403 (2009. gads) (1). Akiitajai inhalacijas
toksicitatei veltitos Test&Sanas noradfjumus 403 (TG 403) pienéma 1981. gada. Si parskatita B.2. testéSanas
metode (ka parskatito TG 403 ekvivalents) ir izstradata ta, lai ta batu elastigaka, samazinatu dzivnieku izman-
tofanu un nodrosinatu regulativas vajadzibas. Parskatita testéSanas metode aptver divu veidu pétjjumus, proti,
tradicionalo LCs, protokolu un koncentracija x laiks (C x t) protokolu. Sis testéSanas metodes galvenas iezimes ir
iespgja nodrosinat koncentracijas un atbildes reakcijas sakaribu diapazona no neletaliem lidz letaliem iznaku-
miem, lai uzzinatu vidéo letalo koncentraciju (LCsg), neletalo slick$na koncentraciju (pieméram, LCy;) un
sakaribas slipumu un noteiktu iespéjamu uzpémibas atkaribu no dzimuma. C x t protokols ir jaizmanto
gadijumos, kad pastav konkréta regulativa vai zinatniska vajadziba, kuras dé] ir nepiecieSami testi ar dzivniekiem
ar vairakiem ilgumiem, pieméram, planosanai attieciba uz reagéSanu arkartas situacijas (pieméram, akitas
ekspozicijas norazu limenu (AEGL) iegiiSana, noradijumi planosanai attieciba uz reagéSanu arkartas situacijas
(ERPG) vai akatas ekspozicijas robezlimenu (AETL) vértibas) vai zemes izmanto$anas planoSanai.

Noradijumi par §is testéSanas metodes pétjjumu veikSanu un interpretéSanu ir pieejami Guidance Document on
Acute Inhalation Toxicity Testing (GD 39) (2).

Sis testéanas metodes konteksta izmantotas definicijas ir sniegtas §is nodalas beigds un GD 39 (2).

Si testdsanas metode lauj raksturot testgjamas kimiskas vielas un kvantitativi novértét risku, ka arf lauj novértét
un Klasificét testéjamas kimiskas vielas saskana ar Regulu (EK) Nr. 1272/2008 (3). GD 39 (2) ir sniegti nora-
dijumi, ka izvéléties attiecigu testéSanas metodi akatas toksicitates testéSanai. Ja ir vajadziga vienigi informacija
par klasifikaciju un markéjumiem, parasti ieteicams izmantot 3a pielikuma B.52. nodalu (4) (sk. GD 39 (2)). Si
B.2. testéSanas metode nav ipasi paredzéta specializétu materialu, pieméram, mazskistosu izometrisku materialu
vai Skiedrmaterialu, vai ripnieciski razotu nanomaterialu, testéSanai.
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SAKOTNEJIE APSVERUMI

5. Lai lidz minimumam samazinatu dzivniecku izmantoSanu testos, testéSanas laboratorijai, pirms ta apsver, vai
testéSanu neveikt saskana ar So metodi, ir jaizskata visa pieejama informacija par testégjamo kimisko vielu, ari
lidzsingjie pétijumi (pieméram, $a pielikuma B.52. nodala (4)), kuru dati palidzétu izvairities no papildu teste-
$anas. Informacija, kas varétu palidzét piemérotako sugu, liniju, dzimuma, ekspozicijas reZima un attiecigu testa
koncentraciju izvélg, ietver testéjamas kimiskas vielas identitati, kimisko struktiru un fizikalkimiskas ipasibas;
jebkadu in vitro vai in vivo toksicitates testu rezultatus; paredzétos lietosanas veidus un cilvéka ekspozicijas
iespéjamibu; pieejamos (Q)SAR datus un toksikologiskos datus par strukturali radniecigam vielam
(sk. GD 39 (2)).

6. Ciktal iespjams, ir jaizvairas no testiem ar kodigam un/vai kairino$am testgjamam kimiskam vielam koncen-
tracijas, kas, visticamak, radis stipras sapes un/vai cieSanas. Kodigumaj/kairinajuma potencials ir janoveérté eksper-
tiem, izmantojot tadas liecibas ka pieredze ar cilvékiem un dzivniekiem (pieméram, no atkartotas devas pétiju-
miem, kas veikti ar nekodigam/nekairinosam koncentracijam), esosie in vitro dati (pieméram, no $a pielikuma
B.40. nodalas (5), B.40.a nodalas (6) vai ESAO TG 435 (7)), pH vértibas, informacija par lidzigam vielam vai
jebkadi citi derigi dati, lai noskaidrotu, vai varétu neveikt turpmakus testus. Ta ka 31 testéSanas metode pétijuma
vaditdjam vai galvenajam pétniekam nodrosina mérkkoncentraciju izvéles kontroléSanas iespéju, So metodi var
izmantot, lai paklautu dzivniekus $adu materialu iedarbibai sakara ar konkrétam regulativaim vajadzibam (pie-
méram, arkartas situaciju planoSanai). Tomér mérkkoncentracija nedrikst bat smaga kairinosa/kodiga iedarbiba,
lai gan tai jabit pietiekamai, lai koncentracijas un atbildes reakcijas likne pagarinatos lidz limeniem, kas sasniedz
testa regulativo un zinatnisko mérki. Sis koncentracijas ir jaizvélas katra gadijuma atseviski, ka ari jasniedz
koncentraciju izvéles pamatojums (sk. GD 39 (2)).

TESTA PRINCIPS

7. Si parskatita B.2. testéSanas metode ir paredzéta tam, lai attieciba uz vienu vai abiem dzimumiem, ka nepiecie-
Sams kvantitativajos riska noveértéjumos, iegiitu testéjamas kimiskas vielas klasificéSanai pietieckamu informaciju
par tas akiito toksicitati, ka ari datus par mirstibu (pieméram, LCsy LCy; un slipums). Sis testéSanas metozu
apraksts piedava divas metodes. Pirma metode ir tradicionalais protokols, kura dzivnieku grupas tiek paklautas
robezkoncentracijai (pielaujama daudzuma tests) vai koncentraciju sérijai vairakpakapju procedira uz ieprieks
noteiktu ilgumu, kas parasti ir Cetras stundas. Konkrétam regulativam vajadzibam var izmantot citus ekspozicijas
ilgumus. Otra metode ir (C x t) protokols, kura dzivnieku grupas tiek paklautas vienai koncentracijai (robez-
koncentracijai) vai vairaku koncentraciju sérijai vairakos periodos.

8. Mirstosi dzivnieki, ka ari dzivnieki, kas acim redzami cie§ sapes vai pardzivo stipras un ilgstoSas ciesanas, ir
humani janonavé, un, interpretéjot testa rezultatus, tie jauzliko tapat ka testa nobeigusies dzivnieki. Kritériji, péc
kuriem pienem lémumu nonavét mirstous dzivniekus un dzivniekus, kam ir smagas cieSanas, ka ar noradijumi
par paredzamu vai neizbégamu nobeiganos ir sniegti ESAO Guidance Document No. 19 on Humane Endpoints (8).

METODES APRAKSTS
Dzivnieku sugas izvéle

9. Ir jaizmanto jauni un veseli pieaugu$i dzivnieki, kas pieder pie laboratorijas parasti izmantotajam linijam.
leteicama suga ir Zurka. Ja tiek izmantotas citas sugas, tas japamato.

Dzivnieku sagatavosana

10. Matites nedrikst bit ieprieks dzemd@jusas vai griisnas. Ekspozicijas diena dzivniekiem jabit jauniem picaugusiem
(8-12 nedglas veciem) dzivniekiem ar kermena svaru, kas neparsniedz + 20 % no jebkadu iedarbibai ieprieks
paklautu tada pasa vecuma abu dzimumu dzivnieku vidéa kermena svara. Dzivniekus izvélas nejausinati un
marké individualai identificéSanai. Dzivniekus lidz testa sakumam vismaz piecas dienas tur biros, lai tie akli-
matizétos laboratorijas apstaklos. Dzivnieki Tsu laiku pirms testa sak$anas ir jaaklimatizé ari attieciba uz testa
aprikojumu, jo tas samazinas jaunas vides radito stresu.

Dzivnieku turésana

11. Temperatiirai testa dzivnieku turéanas telpa jabait 22 + 3 °C. Relativo mitrumu vélams uzturét 30-70 % diapa-
zona, lai gan tas var bt neiesp&ami, ja par nes¢jvielu izmanto tdeni. Pirms un péc ekspozicijam dzivnieki
parasti ir jatur biros grupas péc dzimuma un koncentracijas, bet dzivnieku skaits bairi nedrikst traucét katra
dzivnieka novérosanu, ka ari dzivnieku skaitam jabat tadam, lai iespéjami mazaki batu zudumi kanibalisma un
kausanas dgl. Ja tiek izmantota vienigi dzivnieka deguna ekspozicija, var bit vajadzigs dzivniekus aklimatizét
fiksacijas cauruléem. Fiksacijas caurules nedrikst dzivniekiem radit nevajadzigu fizisku, termisku vai imobilizacijas
risku. Fiksacija var ietekmét fiziologiskos beigupunktus, pieméram, kermena temperatiru (hipertermija) un/vai
plausu mindtes tilpumu. Ja ir pieejami visparigi dati, kas apliecina, ka nekadas $adas parmainas nerodas véra
nemama apmeéra, iepriek$éja pielagosanas fiksacijas caurulém nav vajadziga. Ja tiek izmantota visa kermena
ekspozicija aerosolam, dzivnieki ekspozicijas laika ir jatur atseviski, lai tie nevarétu uznemt testéjamo aerosolu
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no citu biira dzivnieku apmatojuma. Iznemot ekspozicijas laiku, var izmantot tradicionalu un sertificétu labo-
ratorijas uzturu, ko papildina ar neierobezotu daudzumu krana dzerama tdens. Dzivniekus 12 stundas diennakti
tur maksliga apgaismojuma, bet 12 stundas tumsa.

Inhalacijas kameras

12. Izvéloties inhalacijas kameru, janem veéra testéjamas kimiskas vielas ipasibas un testa meérkis. Visieteicamaka
metode ir dzivnieka deguna ekspozicija (3is termins aptver dzivnieka galvas, deguna vai snuka ekspoziciju).
Dzivnieka deguna ekspozicija ir parasti ieteicama $kidro vai cieto aerosolu pétijumiem un tvaikiem, kas var
kondenséties un veidot aerosolu. Pétijuma konkrétos mérkus, iesp&jams, var labak sasniegt, izmantojot visa
kermena ekspoziciju, bet tas ir japamato pétijuma zinojuma. Lai nodrosinatu atmosféras stabilitati, izmantojot
visa kermena kameru, testa dzivnieku kopéjais apjoms nedrikst parsniegt 5 % no kameras tilpuma. Deguna un
visa kermena ekspozicijas panémienu principi un to konkrétas prieksrocibas un trikumi ir aprakstiti GD 39 (2).

EKSPOZICIJAS APSTAKLI
Koncentraciju ievadiSana

13. Deguna ekspozicija Zurkam var ilgt lidz sesam stundam. Ja deguna ekspoziciju veic pelem, ekspozicijam parasti
nevajadzétu ilgt vairak par Cetram stundam. Ja ir vajadzigi ilgaki pétijumi, tas japamato (sk. GD 39 (2)).
Dzivnieki, kas aerosola iedarbibai tiek paklauti visa kermena kameras, ir jatur atseviski, lai nepielautu, ka citi
bira dzivnieki test§jamo kimisko vielu uznem, laizot eksponétos dzivniekus. Ekspozicijas perioda dzivniekus
nevajadzétu barot. Visa kermena ekspozicijas laika var pastavigi nodrosinat ar tideni.

14. Dzivnieki tiek paklauti testéjamas kimiskas vielas iedarbibai gazes, tvaiku, aerosola vai to sajaukuma veida.
Testéjamais agregatstavoklis ir atkarigs no test§jamas kimiskas vielas fizikalkimiskajam ipasibam, izraudzitas
koncentracijas un/vai fizikalas formas, kas testéjamas kimiskas vielas apstrades un izmantosanas laika ir visvar-
butigaka. Higroskopiskas un kimiski reaggjosas testéjamas kimiskas vielas ir jatesté sausa gaisa apstaklos. Jauz-
manas, lai izvairitos no spradzienbistamu koncentraciju generésanas.

Dalinu sadalijums péc lieluma

15. Dalinu sadalijums péc lieluma janoteic visiem aerosoliem un tvaikiem, kas var kondenséties un veidot aerosolu.
Lai nodro$inatu visu elpoSanas sistémas attiecigo rajonu ekspoziciju, ir ieteicami aerosoli ar masas vidéjo
aerodinamisko diametru (MMAD) diapazona no 1 lidz 4 pm ar geometrisko standartnovirzi (o,) diapazona
no 1,5 lidz 3,0 (2) (9) (10). lesp&ju robezas ir jacenSas nodroinat atbilstibu $im standartam, bet, ja tas nav
iesp&jams, ir jasniedz eksperta atzinums. Pieméram, metalu izgarojumu dalinas var bit mazakas par 3o standartu,
savukart ladétas dalinas, skiedrmateriali un higroskopiski materiali (kas elposanas sistémas mitraja vidé izplesas)
o standartu var parsniegt.

Testéjamas kimiskas vielas sagatavoSana nesgjviela

16. Lai generétu testé§jamas kimiskas vielas attiecigu koncentraciju un dalinu lielumu atmosféra, var izmantot nesgj-
vielu. leteicama neséjviela visos gadijumos noteikti ir @idens. Lai panaktu vajadzigo dalinu sadalijumu péc lieluma,
dalinu materialu var paklaut mehaniskiem procesiem, tomér janodrosina, lai testéjama kimiska viela nesadalitos
un neparmainitos. Gadijumos, kad uzskata, ka mehaniski procesi ir mainijusi testéjamas kimiskas vielas sastavu
(parak augstas temperatiras, ko parak intensiva malana radijusi berze), testéjamas kimiskas vielas sastavs ir
analitiski japarbauda. Jaievéro attieciga piesardziba, lai testéjamo kimisko vielu nepiesarnotu. Nav nepiecieSams
testét nedriipodus graudveida materialus, kas ir izstradati ta, lai batu neieelpojami. Javeic berzes tests, lai
pieraditu, ka, graudveida materialus apstradajot, nerodas ieelpojamas dalinas. Ja berzes testa tiek iegiitas ieelpo-
jamas dalinas, javeic inhalacijas toksicitates tests.

Kontroldzivnieki

17. Lidztekus veiktas negativas (gaisa) kontroles grupa nav vajadziga. Ja testa atmosféras generé$ana izmanto nesgj-
vielu, kas nav ddens, nesgjvielas kontroles grupa jaizmanto tikai tad, ja nav pieejami vésturiski inhalacijas
toksicitates dati. Ja nes¢jviela iestradatas testéjamas kimiskas vielas toksicitates pétijums toksicitati neatklaj, secina,
ka nesgjviela parbauditaja koncentracija nav toksiska; tadéjadi neséjvielas kontroles grupa nav nepiecieSama.

EKSPOZICIJAS APSTAKLU MONITORINGS
Gaisa plasma caur kameru

18. Katras ekspozicijas laika ir rpigi jakontrolé, nepartraukti jamonitoré un vismaz reizi stunda jaregistré gaisa
plisma caur kameru. Testa atmosféras koncentracijas (vai stabilitates) monitorings ir visu dinamisko parametru
integrala mériSana, kas dod iesp&ju netiesi kontrolét visus attiecigos dinamiskos atmosféras generésanas para-
metrus. Ipasi jaraugas, lai deguna ekspozicijas kameras nenotiktu izelpota gaisa ieelposana gadijumos, kur gaisa
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plisma ekspozicijas sistéma nav pietickama, lai nodrosinatu testéjamas kimiskas vielas atmosféras dinamisku
plismu. Ir pieejamas metodikas, ko var izmantot, lai pieraditu, ka konkrétos darbibas apstaklos atkartota
ieelposana nenotiek (2) (11). Skabekla koncentracijai jabat vismaz 19 %, un oglekla dioksida koncentracija
nedrikst parsniegt 1 %. Ja ir pamats uzskatit, ka nav iespéams nodrosinat atbilstibu Siem standartiem, skabekla
un oglekla dioksida koncentracijas ir jaizmera.

Temperatiira un relativais mitrums kamera

19. Temperatiira kamera jauztur 22 + 3 °C robeZas. Relativais mitrums dzivnieku inhalacijas zona gan deguna, gan
visa kermena ekspoziciju gadfjuma ir jamonitoré un jaregistré vismaz tris reizes, ja tests ilgst lidz Cetram
stundam, un reizi stunda, ja tas ir Isaks. Relativo mitrumu vélams uzturét 30-70 % diapazona, bet tas var
nebit izdarams (pieméram, kad tiek testéti maisjjumi uz Gdens bazes) vai izmérams, jo testéjama kimiska viela
interferé ar testéSanas metodi.

Testéjama kimiska viela: nominala koncentracija

20. Kad vien iesp&jams, ir jaaprékina un jaregistré nominala koncentracija ekspozicijas kamera. Nominala koncen-
tracija ir generétas testéjamas kimiskas vielas masa, ko dala ar kameras sistémai cauri izlaista gaisa kopgjo
tilpumu. Nominalo koncentraciju neizmanto, lai raksturotu dzivnieku ekspoziciju, tacu nominalas koncentracijas
un faktiskas koncentracijas salidzindjums sniedz norades par testa sistémas generéSanas efektivitati, tadgjadi to
var izmantot, lai atklatu generéSanas problémas.

Testéjama kimiska viela: faktiska koncentracija

21. Faktiska koncentracija ir testéjamas kimiskas vielas koncentracija dzivnieku inhalacijas zona inhalacijas kamera.
Faktiskas koncentracijas var uzzinat ar specifiskim metodém (pieméram, tieSo paraugu nemsanu, adsorbcijas vai
kimiskas reagéSanas metodém un turpmaku analitisko raksturosanu) vai ar tadam nespecifiskim metodem ka
gravimetriska filtra analize. Gravimetriskas analizes izmanto3ana ir pienemama tikai attieciba uz vienas sastav-
dalas pulvera aerosoliem vai aerosoliem ar zemas gaistamibas $kidrumiem, turklat §1 analize ir jabalsta uz
attiecigiem testéjamas kimiskas vielas raksturojumiem pirms pétjjuma veiksanas. Koncentracijas noteiksanu ar
gravimetrisko analizi var veikt ari vairaku sastavdalu pulvera aerosoliem. Tomér tam ir vajadzigi analitiskie dati,
kas pierada, ka gaisa parnestajam materialam ir tads pats sastavs ka sakotnéjam materialam. Ja $ada informacija
nav pieejama, pétijuma laika var bat nepieciesams ar regulariem intervaliem atkartoti analizét testéjamo kimisko
vielu (velams, kad ta tiek parnésata gaisa). Attieciba uz aerosola preparatiem, kas var iztvaikot vai subliméties, ir
japierada, ka visas fazes tika ievaktas ar izraudzito metodi. Mérkkoncentracija, nominala un faktiska koncentracija
ir janorada pétijuma zinojuma, bet statistiskaja analizé, kura aprékina letalo koncentraciju vértibas, izmanto
vienigi faktiskas koncentracijas.

22. Ja iespgjams, jaizmanto vienas sérijas testéjama kimiska viela, un testéjamais paraugs ir jaglaba apstaklos, kas
uztur ta tiribu, homogenitati un stabilitati. Pirms pétijuma sak$anas ir jabat noteiktam testéjamas kimiskas vielas
ipasibam, ari tas tiribai un, ja tehniski iesp&jams, identitatei, un konstatéto piesarpotaju un piemaisijumu
daudzumam. To var pieradit ar $adiem datiem (bet ne tikai): aiztures laiks un relativa maksimuma zona,
molekulmasa no masspektrometrijas vai gazhromatografijas analizes, vai citam aplésém. Lai gan testéSanas
laboratorija nav atbildiga par testéjama parauga identitati, tai bitu ieteicams vismaz zinama méra parliecinaties
par sponsora sniegto raksturojumu (pieméram, krasa, fizikalas ipasibas utt.).

23. Ekspozicijas atmosféru uztur iespéjami nemainigu un nepartraukti unfvai periodiski monitoré atkariba no
analizes metodes. Ja paraugus nem periodiski, Cetru stundu pétjjuma laika kameras atmosféras paraugi ir
janem vismaz divas reizes. Ja sakara ar ierobeZotu gaisa caurplidumu vai zemu koncentraciju tas nav iesp&jams,
visa ekspozicijas perioda var papemt vienu paraugu. Ja tick konstatétas ievérojamas svarstibas starp paraugiem,
nakamo koncentraciju testéSana katras ekspozicijas laika janem cetri paraugi. Atseviskiem kameras koncentracijas
paraugiem no vidéjas koncentracijas nevajadzétu atskirties vairak ka par + 10 % gazém un tvaikiem vai vairak ka
par £ 20 % $kidriem vai cietiem aerosoliem. Ir jaaprékina un jaregistré laiks, kas vajadzigs, lidz kamera iestajas
lidzsvara stavoklis (tgs). Ekspozicijas ilgums atbilst visam laikam, kad testéjama kimiska viela tiek generéta,
ieskaitot laiku, kas vajadzigs, lai sasniegtu tos. Noradjjumi par tg5 aplésém ir sniegti GD 39 (2).

24. Loti sarezgitiem maisijumiem, kas sastav no gazém/tvaikiem, un aerosoliem (pieméram, degSanas atmosféram un
testgjamam kimiskam vielam, kuru izplide notiek no konkrétam galalietojumam paredzétiem izstradajumiem/
iericém) katra faze inhalacijas kamera var izturéties atskirigi, tapéc katrai fazei (gaze/tvaiki un aerosols) ir jaizvélas
vismaz viena indikatorviela (analits), kas parasti ir maisijuma galvena aktiva viela. Ja testgjama kimiska viela ir
maisjjums, analitiska koncentracija ir janorada maisijumam, nevis tikai aktivajai vielai vai komponentam (ana-
litam). Papildu informacija par faktiskajam koncentracijam ir piecjama GD 39 (2).
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Testéjama kimiska viela: dalinu sadalijjums péc lieluma

25. Katras Cetru stundu ekspozicijas laika aerosolu dalinu sadalijums péc lieluma janosaka vismaz divas reizes,
izmantojot kaskades impaktoru vai alternativu instrumentu, pieméram, aerodinamisko dalinu méritaju. Ja var
pieradit, ka ar kaskades impaktoru vai alternativo instrumentu iegitie rezultati ir lidzvértigi, alternativo instru-
mentu var izmantot visa pétijuma. Lai ieglitu apstipringjumu, ka galvenais ievaksanas instruments nodroina
pietiekamu vakSanas efektivitati, paraléli $im galvenajam instrumentam ir jaizmanto otra iekarta, pieméram,
gravimetriskais filtrs vai atsitéjs/gazes barbotieris. Dalinu liecluma analizé ieglitajai masas koncentracijas vértibai
jabiit sapratigas robezas salidzindjuma ar filtra analizé iegiito masas koncentracijas vértibu (sk. GD 39 (2)). Ja
pétijuma agrind posma var pieradit lidzvértibu, turpmaki apstiprinosi mérjjumi nav vajadzigi. Dzivnieku labtu-
ribas nolikos javeic pasakumi, kas iespéjami mazinatu neparliecinosu datu ieguvi, kuru dél var bt nepiecieSams
atkartot ekspoziciju. Ir janosaka dalinu lieclums tadiem tvaikiem, kuru kondensats varétu izveidot aerosolu vai
kuru veidota atmosféra tiek konstatétas dalinas, kas liek domat par jauktu fazu iesp&amibu (sk. 15. punktu).

PROCEDURA

26. Turpmak ir aprakstiti divu veidu pétijumi, proti, tradicionalais protokols un C x t protokols. Abos protokolos var
ietilpt devu diapazona pétijums, galvenais pétijums un/vai pielaujama daudzuma tests (tradicionalais protokols)
vai testéSana ar robezkoncentraciju (C x ). Ja ir zinams, ka viens no dzimumiem ir uznémigaks, pétjjuma vaditajs
var izvéléties veikt Sos pétijumus tikai ar uznémigo dzimumu. Ja deguna ekspozicijai tiek paklauti grauzgji, kas
nav Zurkas, maksimalos ekspozicijas ilgumus var korigét ta, lai iespéjami mazinatu attiecigajai sugai raksturigas
ciedanas. Lai dzivnieku izmanto$anu samazinatu lidz minimumam, pirms testa sakSanas jaizskata visi piecjamie
dati. Pieméram, dati, kas iegiiti, izmantojot $a pielikuma B.52. nodalu (4), var nozimét, ka nav vajadzigs devu
diapazona pétijums, ka ari var paradit, vai kads no dzimumiem ir uznémigaks (sk. GD 39 (2)).

TRADICIONALAIS PROTOKOLS
Visparigi apsvérumi: tradicionalais protokols

27. Tradicionalaja pétijuma dzivnieku grupas ieprieks noteiktu laiku (parasti Cetras stundas) tiek paklautas testéjamas
kimiskas vielas iedarbibai vai nu deguna ckspozicijas, vai visa kermena ekspozicijas kamera. Dzivnieki tiek
paklauti vai nu robezkoncentracijai (pielaujama daudzuma tests), vai vismaz trijam koncentracijam vairakpakapju
procediira (galvenais pétijums). Pirms galvena pétijuma var veikt devu diapazona pétjjumu, ja vien kaut kada
apjoma informacija par test§jamo kimisko vielu, pieméram, ieprieks veikts B.52. nodalas pétjjums (sk. GD 39
(2)), nav jau pieejama.

Devu diapazona pétijums: tradicionalais protokols

28. Devu diapazona pétijumu izmanto, lai noteiktu testéjamas kimiskas vielas iedarbigumu, konstatétu uzpémiguma
atSkiribas starp dzimumiem un palidzétu izvéléties ekspozicijas koncentracijas limenus galvenajam pétijumam vai
pielaujama daudzuma testam. Izvéloties koncentracijas limenus devu diapazona pétjjumam, jaizmanto visa
pieejama informacija, ari pieejamie (Q)SAR dati un dati par lidzighm kimiskam vielam. Katras koncentracijas
iedarbibai nevajadzétu paklaut vairak ka tris tévinus un tris matites (lai noteiktu atskiribas starp dzimumiem, var
bit vajadzigi tris dzivnieki no katra dzimuma). Devu diapazona pétijuma var izmantot vienu koncentraciju, bet
vajadzibas gadijuma var testét vairakas koncentracijas. Devu diapazona pétijuma nevajag testét tik daudz dziv-
nieku un koncentraciju, it ka tas biitu galvenais pétijums. Devu diapazona pétijuma vieta var izmantot ieprieks
veiktu B.52. nodalas pétijumu (4) (sk. GD 39 (2)).

Pielaujama daudzuma tests: tradicionalais protokols

29. Pielaujama daudzuma testu izmanto gadijumos, kad par testgjamo kimisko vielu ir zinams vai sagaidams, ka ta
faktiski biis netoksiska, t. i., ta izraisis toksisku atbildes reakciju tikai tad, ja koncentracija parsniegs regulativo
robezkoncentraciju. Pielaujama daudzuma testa testéjamas kimiskas vielas robezkoncentracijas iedarbibai paklauj
vienu grupu, kura ir tris tévini un tris matites. Informaciju par testéjamas kimiskas vielas toksiskumu var iegiit no
zina$anam par lidzigam parbauditam kimiskam vielam, nemot véra to sastavdalu identitati un procentualo
saturu, par kuram ir zinams, ka tas ir toksikologiski batiskas. Situacijas, kad nav informacijas par toksiskumu
vai ta ir nepietiekama, vai arT ir paredzams, ka testgjama kimiska viela bis toksiska, ir javeic galvenais tests.

30. Robezkoncentriaciju izvéle parasti ir atkariga no regulativajam prasibam. Ja pieméro Regulu (EK) Nr. 1272/2008,
gazu, tvaiku un aerosolu robezkoncentracijas ir attiecigi 20 000 ppm, 20 mg/l un 5 mg/l (vai maksimala sasnie-
dzama koncentracija) (3). Tehniski var biit grati generét dazu testgjamo kimisko vielu, it seviski tvaiku un
aerosolu, robezkoncentracijas. Testéjot aerosolus, galvenajam mérkim jabit ieelpojama lieluma dalinu iegisanai
(1-4 pm MMAD). Ar lielako dalu testéjamo kimisko vielu tas ir iesp&jams koncentracija 2 mg[l. Testus ar
aerosoliem koncentracija, kas parsniedz 2 mgfl, drikst veikt tikai tad, ja var iegiit ieelpojama licluma dalinas
(sk. GD 39 (2)). Regula (EK) Nr. 1272/2008 dzivnieku labturibas apsvérumu dé| iesaka izvairities no testiem ar
koncentracijam, kas parsniedz robezkoncentracijas (3). Vai neveikt testéSanu ar robezkoncentraciju, batu jaapsver
tikai tad, ja loti iespgjams, ka 3ada testa rezultati butu tie§i nozimigi cilvéku veselibas aizsardzibai (3), un
pétijuma zinojuma tas japamato. Spradzienbistamu testéjamo kimisko vielu gadijuma ir jacensas izvairities no
apstakliem, kuros var izraisities spradziens. Lai lieki neizmantotu dzivniekus, pirms pielaujama daudzuma testa ir
javeic tests bez dzivnickiem, nodrosinot, ka pielaujama daudzuma testa kameras apstakli ir sasniedzami.
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31. Ja ar robezkoncentraciju tick novérota mirstiba (nave un/vai pirmsnaves stavoklis), piclaujama daudzuma testa
rezultatus var izmantot par devu diapazona pétfjumu turpmakai testéSanai ar citam koncentracijam (sk. galveno
pétijumu). Ja testéjamas kimiskas vielas fizikalas vai kimiskas ipasibas nelauj sasniegt robezkoncentraciju, tests
javeic ar maksimalo sasniedzamo koncentraciju. Ja ar maksimalo sasniedzamo koncentraciju nesasniedz 50 %,
turpmaka testéSana nav vajadziga. Ja robezkoncentraciju sasniegt nav bijis iespéjams, pétijuma zinojuma jasniedz
paskaidrojums un pamatojosi dati. Ja maksimala sasniedzama tvaika koncentracija nerada toksisku reakciju, var
bt vajadzigs generét testéjamo kimisko vielu ka skidru aerosolu.

Galvenais pétjjums: tradicionalais protokols

32. Galveno pétijumu parasti veic, izmantojot piecus tévinus un piecas matites (vai piecus uznémiga dzimuma
dzivniekus, ja tas ir zinams) katram koncentracijas limenim un vismaz tris koncentracijas [imenus. Jaizmanto
pietickami koncentracijas limeni, lai iegiitu drosu statistisku analizi. Laika intervals starp ekspozicijas grupam ir
atkarigs no toksicitates pazimju paradisanas, ilguma un smaguma. Nakama koncentracijas limena iedarbibai
dzivnieki japaklauj tikai tad, kad gita pictickama parlieciba par ieprieksgja testa izdzivojusajiem dzivniekiem.
Tas pétijuma vaditagjam dod iesp&ju korigét mérkkoncentraciju nakamajai ekspozicijas grupai. Ta ka inhalacijas
pétijumos tiek izmantotas sarezgitas tehnologijas, tas ne vienmér bis iespéjams, tapéc dzivnicku paklausana
nakama koncentracijas limena iedarbibai japamato uz iepriekséjo pieredzi un zinatnisku logiku. Testéjot maisi-
jumus, janem véra GD 39 (2).

KONCENTRACIJA * LAIKS (C x t) PROTOKOLS
Visparigi apsvérumi: C x t protokols

33. Inhalacijas toksicitates vértésana par tradicionala protokola alternativu var uzskatit C x t vairakpakapju pétjjumu
(12) (13) (14). Si pieeja lauj dzivniekus paklaut testéjamas kimiskas vielas iedarbibai vairakos koncentracijas
limenos un ar vairakiem ilgumiem. Testus veic tikai deguna ekspozicijas kamera (visa kermena ekspozicijas
kameras $im protokolam praktiski nav izmantojamas). Plismas diagramma 1. papildindjuma attélo $o protokolu.
Simulacijas analize ir paradijusi, ka gan tradicionalais protokols, gan C x t protokols var nodrosinat uzticamas
LCs, vertibas, bet C x t protokols parasti labak sp& nodrosinat uzticamas LCy; un LC;, vertibas (15).

34. Simulacijas analize ir paradijusi, ka divu dzivnieku izmantoSana katra C x t intervala (viens no katra dzimuma, ja
izmanto abus dzimumus, vai divi no uznémigaka dzimuma) parasti ir pietickams skaits galvenaja pétijjuma, kura
testé Cetrus koncentracijas un piecus ekspozicijas ilgumus. Dazos gadijumos pétjjuma vaditajs var izvéléties
izmantot divas Zurkas no katra dzimuma katra C x t intervala (15). Uz katru koncentracijas un laika kombinaciju
izmantojot divus dzivnickus no katra dzimuma, var mazinat apléses sistematisko kladu un izkliedi, palielinat
apléses sekmiguma koeficientu un uzlabot ticamibas intervala segumu. Tomér, ja pietickami lidzigi dati nav
pieejami, noteik$anai (kura izmanto vienu dzivnieku no katra dzimuma vai divus no uznémigaka dzimuma) var
pietikt ar piekto ekspozicijas koncentraciju. Turpmaki noradijumi par C x t pétjjuma izmantojamo dzivnieku un
koncentraciju skaitu ir piecjamas GD 39 (2).

Devu diapazona pétijums: C x t protokols

35. Devu diapazona pétijumu izmanto, lai noteiktu testéjamas kimiskas vielas iedarbigumu un lai labak izraudzitos
ekspozicijas koncentracijas limenus galvenajam pétjjlumam. Lai izvéletos attiecigu sakumkoncentraciju galve-
najam pétijumam un iesp&jami samazinatu izmantoto dzivnieku skaitu, var but vajadzigs devu diapazona
pétijums, izmantojot lidz trijiem dzivniekiem/dzimumiem/koncentracijam (sikaka informacija pieejama GD 39
1l papildindjuma (2)). Lai noteiktu at3kiribas starp dzimumiem, var biit nepiecieSams izmantot tris dzivniekus no
katra dzimuma. Sie dzivnieki ir japaklauj iedarbibai vienu ilgumu, parasti 240 mindites. Tas, vai ir iesp&ams
generét vajadzigas testa atmosféras, janovérté pirmstesta tehniskas testéSanas laika bez dzivniekiem. Ja mirstibas
dati ir pieejami no B.52. nodalas pétijuma (4), devu diapazona pétijumu parasti nav vajadzigs veikt. B.2. nodalas
pétijuma izvéloties sakotnéjo mérkkoncentraciju, pétijuma vaditajam ir janem véra mirstibas ainas, kas attieciba
uz abiem dzimumiem un visam testa koncentracijam novérotas jebkados pieejamos B.52. nodalas pétijumos (4)
(sk. GD 39 (2)).

Sakotnéja koncentracija: C x t protokols

36. Sakotngja koncentracija (I ekspozicijas seanss) (1. papildinajums) bas vai nu robezkoncentracija, vai koncen-
tracija, ko izvélgjies pétijuma vaditajs, pamatojoties uz devu diapazona pétijumu. Grupas, kura ir pa dzivniekam
no katra dzimuma, 3is koncentracijas iedarbibai tiek paklautas vairakus ilgumus (pieméram, 15, 30, 60, 120 vai
240 mindtes), tadéjadi kopa izmantojot 10 dzivniekus (I ekspozicijas seanss) (1. papildinajums).

37. Robezkoncentraciju izvéle parasti ir atkariga no regulativajam prasibam. Ja pieméro Regulu (EK) Nr. 1272/2008,
gazu, tvaiku un aerosolu robezkoncentracijas ir attiecigi 20 000 ppm, 20 mg/l un 5 mg/l (vai maksimala sasnie-
dzama koncentracija) (3). Dazu testéjamo kimisko vielu, it seviski tvaiku un aerosolu, robezkoncentracijas var
bat tehniski grati generét. Testgjot aerosolus, mérkim jabit ieelpojama lieluma dalinu iegisanai (t. i, 1-4 pm
MMAD) ar robezkoncentraciju 2 mg/l. Ar lielako dalu kimisko vielu tas ir iesp&jams. Testus ar aerosoliem
koncentracija, kas parsniedz 2 mgfl, drikst veikt tikai tad, ja var iegiit ieelpojama lieluma dalinas (sk. GD 39
(2)). Regula (EK) Nr.1272/2008 dzivniecku labturibas apsvérumu dg] iesaka izvairities no testiem ar
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koncentracijam, kas parsniedz robezkoncentracijas (3). Vai neveikt testus ar koncentracijam, kas parsniedz
robezkoncentracijas, ir jaapsver tikai tad, ja loti iespéjams, ka $ada testa rezultati batu tie$i nozimigi cilvéku
veselibas aizsardzibai (3), un pétjjuma zinojuma tas japamato. Spradzienbistamu testéjamo kimisko vielu gadi-
juma ir jacensas izvairities no apstakliem, kuros var izraisities spradziens. Lai lieki neizmantotu dzivniekus, pirms
testa ar sakotnéjo koncentraciju ir javeic tests bez dzivniekiem, nodrosinot, ka $adai koncentracijai atbilstosie
kameras apstakli ir sasniedzami.

38. Ja ar sakotn&jo koncentraciju tiek novérota mirstiba vai agonijas stavoklis, rezultatus ar 3o koncentraciju var
izmantot par devu sakumpunktu turpmakai testéanai ar citaim koncentracijam (sk. galveno pétjjumuy). Ja testé-
jamas kimiskas vielas fizikalas vai kimiskas ipasibas nelauj sasniegt robezkoncentraciju, tests javeic ar maksimalo
sasniedzamo koncentraciju. Ja ar maksimalo sasniedzamo koncentraciju mirstiba nesasniedz 50 %, turpmaka
testéSana nav vajadziga. Ja robezkoncentraciju sasniegt nav bijis iespéams, pétijuma zinojuma jasniedz paskaid-
rojums un pamatojosi dati. Ja maksimala sasniedzama tvaika koncentracija nerada toksisku reakciju, var bit
vajadzigs generét test§jamo kimisko vielu ka skidru aerosolu.

Galvenais pétjjums: C x t protokols

39. Galvenaja pétfjuma testétd sakotnéja koncentracija (I ekspozicijas seanss) (1. papildindjums) biis vai nu robez-
koncentracija, vai koncentracija, ko izvélgjies pétijuma vaditajs, pamatojoties uz devu diapazona pétjjumu. Ja I
ekspozicijas seansa laika vai péc tas ir novérota mirstiba, minimala ekspozicija (C x t), kas izraisa mirstibu, tiks
uzskatita par orientieri, péc kura noteikt II ekspozicijas seansa koncentraciju un ekspozicijas periodus. Katrs
nakamais ekspozicijas seanss biis atkarigs no ieprieksgja seansa (sk. 1. papildinajumu).

40. Lai noteiktu C x t sakaribu ar mirstibu, daudzam testéjamam kimiskajam vielam pietiks ar rezultatiem, kas iegiiti
ar sakotngjo koncentraciju un papildus vél trijos ekspozicijas seansos ar smalkaku ilguma rezgi (t. i., ekspozicijas
ilgumu geometriskais solis, ko raksturo ar koeficientu starp secigiem ilgumiem (parasti ¥2)) (15), bet dazus
ieguvumus var dot piektas ekspozicijas koncentracijas izmantosana (sk. 1. papildingjumu un GD 39 (2)).
Par C x t rezultatu matematisko apstradi sk. 1. papildindjumu.

NOVEROJUMI

41. Ekspozicijas perioda laika dzivnieki ir regulari kliniski janovéro. Péc ekspozicijas kliniskie novérojumi ekspozi-
cijas diena javeic vismaz divreiz vai biezak, ja to indicé dzivnieku reakcija uz vielas sanemsanu, un vismaz reizi
diena nakamas 14 dienas. Novéro$anas perioda ilgums nav noteikts, bet tas ir janosaka atkariba no vérojamam
kliniskajam pazimém, no to iestasanas laika un no atveselosanas perioda ilguma. Ir svarigi, kados laikos paradas
un izziid toksicitates pazimes, it seviski, ja to izpausmei ir tendence aizkavéties. Visus novérojumus regulari
registré, par katru dzivnicku glabajot atseviskus pierakstus. Visi mirstosie dzivnieki un dzivnieki, kam vérojamas
lielu sapju un/vai ilgstosu cieSanu pazimes, dzivnieku labturibas noliikos ir humani janonave. Veicot parbaudes,
lai pamanitu kliniskas toksicitates pazimes, ir jauzmanas, lai sakotnéjs savargums un tadas parejosas parmainas
elposana, kuru izraisijusi ekspozicijas procedira, netiktu kladaini uzskatitas par test§jamas Kimiskas vielas
toksicitati, sakara ar ko biitu vajadziga dzivnieku priekslaiciga nonavésana. Janem véra principi un kritériji,
kas apkopoti Guidance Document on Humane Endpoints (GD 19) (7). Ja dzivnieki ir nonavéti humanu apsvérumu
dé] vai atrasti mirusi, iesp&jami precizi ir jaregistré naves iestasanas laiks.

42. Novérojot dzivniekus biros, ir japievérs uzmaniba adas un apmatojuma, acu un glotadas, ka ari elposanas,
asinsrites, vegetativas un centralas nervu sistémas, somatomotorikas un uzvedibas reakcijas parmainam. Ja
iespgjams, uzmaniba japievers jebkadam atskirtbam starp lokalo un sistémisko ietekmi. Japievér§ uzmaniba
novérojumiem attieciba uz drebuliem, krampjiem, siekalo$anos, caureju, letargiju, miegu un komu. Rektali
temperatiras mérjjumi var nodrosinat papildu liecibas par reflektorisku bradipnoju vai hipotermiju/hipertermiju,
kas saistita ar vielas sanemSanu vai kustibu ierobezosanu.

Kermena svars

43. Katra dzivnieka svars ir jaregistré vienu reizi aklimatizé§anas perioda, ekspozicijas diena pirms ekspozicijas (0.
diena) un vismaz pirmaja, tre§aja un septitaja diena (un reizi nedéla péc tam), ka ari naves vai eitanazijas bridi, ja
tas notiek péc pirmas dienas. Kermena svaru uzskata par loti svarigu toksicitates pazimi, tade] dzivnieki, kam
vérojams noturigs > 20 % dekrements salidzindjuma ar vértibam, kuras iegiitas prieksizpété, ir ciesi jamonitoré.
Izdzivojusos dzivniekus nosver un humani nonavé pécekspozicijas perioda beigas.

Patologija

44, Visiem testa dzivniekiem, ari tiem, kas testa laika nobeigusies vai kam dzivnieku labturibas apsverumu dé]
izdarita eitanazija un tie iznemti no pétijuma, ir javeic pilna autopsija. Ja autopsiju nevar izdarit talit péc mirusa
dzivnieka atklasanas, dzivnieks ir jaievieto ledusskapi (bez sasaldéSanas) temperatiira, kas ir pietickami zema, lai
iesp&jami mazinatu autolizi. Autopsijas javeic iesp&jami driz, parasti dienas vai divu dienu laika. Par katru
dzivnieku ir jaregistré visas smagas patologiskas parmainas, ipasu uzmanibu pievérSot jebkadam parmainam
elposanas sistéma.
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45. Lai paplasinatu pétijuma interpretéjoso vértibu, var apsveért, vai apriori neparedzét papildu parbaudes, pieméram,
izdzivojuso Zurku plauSu svara noteikSanu unfvai tadas liecibas par kairinajumu, ko gist elpoSanas sistémas
mikroskopiska izmeklésana. Tapat var izmeklét tadus organus, kas liecina par smagam patologiskam parmainam
dzivniekos, kuri izdzivojusi 24 vai vairak stundas, un organus, par ko ir zinams vai gaidams, ka tie tiks skarti.
Visas elposanas sistémas mikroskopiska izmeklésana var nodrosinat lietderigu informaciju par testéjamam kimis-
kajam vielam, kas reagé ar tideni, pieméram, skabém un higroskopiskam testgjamam kimiskam vielam.

DATI UN ZINOJUMU SAGATAVOSANA
Dati

46. Ir jasniedz dati par katra dzivnieka svaru un autopsijas atradi. Klinisko novérojumu dati jaapkopo tabula, par
katru testa grupu noradot to dzivnieku skaitu, kas izmantoti, to dzivnieku skaitu, kuriem paradijusas noteiktas
toksicitates pazimes, to dzivnieku skaitu, kuri testa laika atrasti nobeigusies vai ir nonavéti humanu apsvérumu
del, atsevisku dzivnieku naves iestasanas laiku, toksiskas ietekmes raksturu, norisi laika un atgriezeniskumu, ka
arl autopsijas atradi.

Testesanas parskats

47. TestéSanas parskata jaieklauj sada informacija:

Testa dzivnieki un dzivnieku turéSana:

— apraksts par turéSanu biros, ari par dzivnieku skaitu (vai skaita mainam) katra bari, pakaiSiem, temperatiiru
un relativo mitrumu, apgaismojuma ilgumu un uzturu,

— izmantotas sugas/linija un pamatojums, kadé| ir izmantota cita suga, kas nav Zurka,

— dzivnieku skaits, vecums un dzimums,

— nejausibas principa izvéles metode,

— sikas zinas par baribas un tdens kvalitati (ieskaitot uztura veidu/avotu, tdens avotu),

— jebkada pirmstesta sagatavosana, ieskaitot uzturu, karantinu un slimibas arstéSanu.

Testgjama kimiska viela:

— fizikalas ipasibas, tiriba un attiecigos gadijumos ar fizikalkimiskas ipasibas (ieskaitot izomerizaciju),

— identifikacijas dati un registracijas numurs Kimijas referativaja zurnala (CAS), ja zinams.

Nesejviela:

— nesgjvielas izmantosanas pamatojums un nesgjvielas izvéles pamatojums (ja ta nav tdens),

— vésturiski vai vienlaicigi dati, kas pierada, ka nesgjviela neietekmé pétijuma rezultatu.

Inhalacijas kamera:

— inhalacijas kameras apraksts, ieskaitot izmérus un tilpumu,

— dzivnieku ekspozicijai un atmosféras generéSanai izmantota aprikojuma izcelsme un apraksts,

— temperatiiras, mitruma, dalinu lieluma un faktiskas koncentracijas mérisanas aprikojums,
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— gaisa avots un pievadita/aizvadita gaisa apstrade, ka arl izmantota kondicionéSanas sistéma,

— metodes, ko izmanto homogenas testa atmosféras nodrosinasanas aprikojuma kalibrésanai,

— spiediena starpiba (pozitiva vai negativa),

— ekspozicijas portu skaits kamera (deguna ekspozicija); dzivnieku atraSanas vieta sistéma (visa kermena
ekspozicija),

— testa atmosféras Islaiciga homogenitate/stabilitate,

— temperatiiras un mitruma sensoru atra3ands vieta un testa atmosféras paraugu nemsana kamera,

— gaisa caurpliduma raditaji, gaisa caurplidums uz vienu ekspozicijas portu (deguna ekspozicija) vai dzivniek-
slodze/kamera (visa kermena ekspozicija),

— attieciga gadijuma informacija par skabekla un oglekla dioksida mériSanai izmantoto aprikojumu,

— laiks, kas vajadzigs, lai inhalacijas kamera sasniegtu lidzsvaru (tys),

— tilpuma nomainu skaits stunda,

— mériSanas ierices (attieciga gadijuma).

Ekspozicijas dati:

— pamatojums par mérkkoncentracijas izvéli galvenajam pétijumam,

— nominalas koncentracijas (inhalacijas kamera generétas test§jamas kimiskas vielas kopgja masa, kas dalita ar
kamerai caurplidusa gaisa tilpumu),

— testéjamas kimiskas vielas faktiskas koncentracijas, kas ievaktas no dzivnieka inhalacijas zonas. Maisfjumiem,
kas veido heterogénas fizikalas formas (gazes, tvaiki, aerosoli), katru var analizét atseviski,

3

— visas gaisa koncentracijas parskata ir janorada masas vienibas (pieméram, mg/l, mg/m’ utt.) lekavas var

uzradit ari tilpuma vienibas (pieméram, ppm, ppb utt.),

— dalinu sadaljjums péc lieluma, masas vidgjais aerodinamiskais diametrs (MMAD) un geometriska standart-
novirze (0g), arT to aprékinasanas metodes. Zinojuma jasniedz atsevisku dalinu lieluma analizes.

TesteSanas apstakli:

— sika informacija par testéjamas kimiskas vielas preparatu, ieskaitot informaciju par visam procedaram, kas
izmantotas cietu materialu dalinu lieluma samazinasanai vai testéjamas kimiskas vielas skidumu sagatavosa-
nai. Gadijumos, kad mehaniski procesi ir, iesp&jams, mainijusi testéjamas kimiskas vielas sastavu, zinojuma
jaatspogulo tadu analizu rezultati, kuras verificéts testéjamas kimiskas vielas sastavs,

— apraksts par iekartu, ar kuru generé testa atmosféru un paklauj dzivniekus tas iedarbibai (vélams, kopa ar
shému),

— sika informacija par izmantoto kimiski analitisko metodi un metodes validésanu (ieskaitot to, cik efektiva ir
testéjamas kimiskas vielas atgiSana no paraugu nemsanas vides),

— testa koncentraciju izvéles pamatojums.
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Rezultati:
— tabula ar kameras temperatiiru, mitrumu un gaisa plasmu,
— tabula ar datiem par kameras nominalo un faktisko koncentraciju,

— tabula ar datiem par dalinpu lielumu, ieskaitot analitisko paraugu nemsanas datus, dalinu licluma sadalijuma
un MMAD un O, aprékinus,

— tabula ar datiem par katra dzivnieka atbildes reakciju un koncentracijas limeni (t. i., dzivnieki, kam izpau-
dusas toksicitates pazimes, ari mirstiba; ietekmes veids, ictekmes smagums, sakumpunkts un ilgums),

— pétijuma dienas ievakta informacija par katra dzivnieka svaru, naves datums un laiks, ja nave iestajusies pirms
paredzétas eitanazijas, toksicitates pazimju paradiSanas gaita un par katru dzivnieku norade, vai §is pazimes
ijusas atgriezeniskas,
bijusas atgriezenisk:

— katra dzivnieka autopsijas atrade un histopatologiskas izmeklésanas rezultati, ja pieejami,

— mirstibas apléses (pieméram, LCsy, LDy;) ar ticamibas robezu 95 % un sakaribas slipums (ja paredzéts
izveértéSanas metode),

— statistiskais sakars, ari apléses par pakapes raditdgju n (C x t protokols). Janorada izmantotas statistiskas
programmatiiras nosaukums.

Rezultatu interpretacija un komentari:

— Tpasi svarigi ir aprakstit metodes, kas izmantotas, lai nodrosinatu, ka ir apmierinati 3is testa metodes kriteriji,
pieméram, attieciba uz robezkoncentracijam vai dalinu lielumu,

— ir jaapspriez dalinu ieelpojamiba, nemot véra kopéjos konstatgjumus, it seviski, ja nav izdevies nodrosinat
atbilstibu dalinu lieluma kritérijiem,

— jasniedz paskaidrojums, ja, pamatojoties uz ESAO Guidance Document on Humane Endpoints (8) kritérijiem, bija
humani janonavé dzivnieki, kas cieta sapes vai izradija smagu un ilgstosu cieSanu pazimes,

— ja tests saskana ar $a pielikuma B.52. nodalu (4) ticis partraukts, lai parietu uz B.2. testéSanas metodi, tas
japamato,

— pétjuma kopgja novértgjuma ir janorada nominalas un faktiskas koncentracijas noteik3anai izmantoto
metozu saskanotiba, ka ari faktiskas koncentracijas attieciba pret nominalo,

— jaapspriez, kads varétu bat naves célonis un galvenais iedarbibas veids (sistémisks vai vietgjs).

LITERATURA

(1) OECD (2009). Acute Inhalation Toxicity Testing. OECD Guideline for Testing of Chemicals No. 403, OECD,
Paris. Pieejams: http:/[www.oecd.org/env/testguidelines.

(2) OECD (2009). Guidance Document on Acute Inhalation Toxicity Testing. Environmental Health and Safety
Monograph Series on Testing and Assessment No. 39, OECD, Paris. Pieejams: http:/[www.oecd.orgfenv/
testguidelines.

(3) Eiropas Parlamenta un Padomes 2008. gada 16. decembra Regula (EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisijumu
klasificéSanu, markéSanu un iepakoSanu un ar ko groza un atce] Direktivas 67/548/EEK un 1999/45/EK un
groza Regulu (EK) Nr. 1907/2006 (OV L 353, 31.12.2008., 1. Ipp.).

(4) Sa pielikuma B.52. nodala “Akiita inhalacijas toksicitate: akiitas toksicitates klases metode”.


http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://www.oecd.org/env/testguidelines

L 81/30

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

19.3.2014.

(5) $a pielikuma B.40. nodala “In vitro adas erozija: transkutanas elektriskas pretestibas (TEP) tests”.
(6) Sa pielikuma B.40.a nodala “Adas erozijas in vitro tests: cilvéka adas modela tests”.

(7) OECD (2005). In Vitro Membrane Barrier Test Method For Skin Corrosion. OECD Guideline for Testing of
Chemicals No. 435, OECD, Paris. Pieejams: http:|//www.oecd.org/env/testguidelines.

(8) OECD (2000). Guidance Document on the Recognition, Assessment and Use of Clinical Signs as Humane
Endpoints for Experimental Animals Used in Safety Evaluation. Environmental Health and Safety Monograph
Series on Testing and Assessment No. 19, OECD, Paris. Pieejams: http:/[www.oecd.org[env/testguidelines.

(9) SOT (1992). Technical Committee of the Inhalation Specialty Section, Society of Toxicology (SOT). Recom-
mendations for the Conduct of Acute Inhalation Limit Tests. Fund. Appl. Toxicol. 18: 321-327.

(10) Phalen RF (2009). Inhalation Studies: Foundations and Techniques. (2nd Edition) Informa Healthcare, New York.

(11) Pauluhn ] and Thiel A (2007). A Simple Approach to Validation of Directed-Flow Nose-Only Inhalation
Chambers. ]. Appl. Toxicol. 27: 160-167.

(12) Zwart JHE, Arts JM, ten Berge WF, Appelman LM (1992). Alternative Acute Inhalation Toxicity Testing by
Determination of the Concentration-Time-Mortality Relationship: Experimental Comparison with Standard
LC50 Testing. Reg. Toxicol. Pharmacol. 15: 278-290.

(13) Zwart JHE, Arts JM, Klokman-Houweling ED, Schoen ED (1990). Determination of Concentration-Time-Morta-
lity Relationships to Replace LC50 Values. Inhal. Toxicol. 2: 105-117.

(14) Ten Berge WF and Zwart A (1989). More Efficient Use of Animals in Acute Inhalation Toxicity Testing. ]. Haz.
Mat. 21: 65-71.

(15) OECD (2009). Performance Assessment: Comparison of 403 and C x t Protocols via Simulation and for
Selected Real Data Sets. Environmental Health and Safety Monograph Series on Testing and Assessment
No. 104, OECD, Paris. Pieejams: http:/[www.oecd.orgfenv/testguidelines.

(16) Finney DJ (1977). Probit Analysis, 3rd ed. Cambridge University Press, London/New York.

DEFINICIJA

Testejama kimiska viela: jebkura viela vai maisfjums, ko testé, izmantojot $o testéSanas metodi.
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1. papildingjums

C x t protokols

. Koncentracija x laiks (C x t) vairakpakapju pétjjumu var uzskatit par tradicionala protokola alternativu attieciba uz

inhalacijas toksicitates noveértésanu (12) (13) (14). To ir velams veikt gadijuma, kad konkréta regulativa vai zinatniska
vajadziba (pieméram, planoSana attieciba uz reagéSanu arkartas situacijas vai zemes izmantoSanas planosana) nosaka,
ka ir vajadziga dzivnieku testdSana ar vairakiem ekspozicijas ilgumiem. So pieeju parasti sik Tstenot, veicot testu ar
robezkoncentraciju (I ekspozicijas seanss) un paklaujot dzivniekus testéjamas kimiskas vielas iedarbibai piecos
dazados ilgumos (pieméram, 15, 30, 60, 120 un 240 mindtes), lai viena ekspozicijas seansa iegiitu vairakus
ekspozicijas ilgumus (sk. 1. attélu). Ja pieméro Regulu (EK) Nr. 1272/2008, gazu, tvaiku un aerosolu robezkoncen-
tracijas ir attiecigi 20 000 ppm, 20 mg/l un 5 mg(l. Sos limenus drikst parsniegt tikai tad, ja regulativa vai zinatniska
vajadziba nosaka, ka testi javeic ar augstakiem limeniem (sk. B.2. nodalas pamatteksta 37. punktu).

. Situacijas, kuras nepietiek vai vispar triikst informacijas par test§jamas kimiskas vielas toksiskumu, javeic devu

diapazona pétijjums, kur grupas ar ne vairak ka trijiem katra dzimuma dzivniekiem paklauj pétijuma vaditaja
izraudzitu mérkkoncentraciju iedarbibai parasti 240 mindites.

. Ja I ekspozicijas seansa testu veic ar robezkoncentraciju un ja novérota mirstiba ir zem 50 %, papildu testi nav

vajadzigi. Ja regulativa vai zinatniska vajadziba nosaka, ka koncentracijas, laika un atbildes reakcijas sakariba ir
janosaka ar augstakiem limeniem neka noradita robezkoncentracija, nakama ekspozicija javeic ar augstaku limeni,
pieméram, divreiz augstaku par robezkoncentraciju (t. i, 2L 1. attéla).

. Ja ar robezkoncentraciju tiek novérota toksicitate, ir vajadziga papildu testéSana (galvenais pétijums). Sis papildu

ekspozicijas Isteno vai nu ar zemakam koncentracijam (1. attéla: II, IIl vai IV’ ekspozicijas seanss), vai ar augstakam
koncentracijam, izmantojot mazakus ilgumus (1. attéla: IV ekspozicijas seanss), kuri ir korigéti un starp kuriem nav
tik liels solis.

. Testu (sakotnéja koncentracija un papildu koncentracijas) veic, izmantojot vienu dzivnieku no katra dzimuma uz

koncentracijas/laika kombinaciju vai divus uznémigaka dzimuma dzivniekus uz koncentracijas/laika kombinaciju.
Dazos gadijumos pétjjuma vaditdjs var izvéléties izmantot divas katra dzimuma zurkas uz koncentracijas/laika
kombinaciju (vai Cetrus uznémigaka dzimuma dzivniekus uz koncentracijas/laika kombinaciju) (15). Katrai koncen-
tracijas un laika kombinacijai izmantojot divus dzivniekus no katra dzimuma, attieciba uz Seit aprakstito protokolu
mazinas apléu sistematiska klada un izkliede, pieaug apléses sekmiguma koeficients un uzlabojas ticamibas intervala
segums. Papildu informacija ir sniegta GD 39 (2).

. Katru ekspoziciju ir vélams veikt vienas dienas ietvaros. Nakama ekspozicija javeic tikai tad, kad ir gata pietickama

parlieciba par izdzivojuSajiem dzivniekiem, un tas pétijuma vaditdgjam dod iesp&u korigét mérkkoncentraciju un
nakamas ekspozicijas seansa ilgumu. leteicams katru ekspozicijas seansu sakt ar grupu, kura iedarbibai tiks paklauta
visilgako laiku, pieméram, 240 minii$u ekspozicijas grupu, kam seko 120 minasu ekspozicijas grupa utt. Ja dzivnieki,
pieméram, 240 minGiSu grupa, nobeidzas péc 90 miniitém vai tiem izpauZas smagas toksiskas iedarbibas pazimes
(pieméram, loti izteiktas parmainas elpoSana, pieméram, apgriitinata elposana), nebiitu nozimes iedarbibai paklaut
120 mindsu grupu, jo, visticamak, tiktu novérota 100 % mirstiba. Tadgjadi pétijjuma vaditajam $ai koncentracijai ir
jaizvelas mazaki ekspozicijas ilgumi (pieméram, 90, 65, 45, 33 un 25 minites).

. Koncentracija kamera ir regulari jaméra, lai katram ekspozicijas ilgumam noteiktu laiciski svérto vidéjo koncentraciju.

Kad vien iespéjams, statistiskaja analizé ir jaizmanto katra dzivnieka naves iestasanas laiks (nevis ekspozicijas ilgums).

. Lai identificétu datu nepartrauktibas parravumu uz koncentracijas un laika liknes (sk. 1. attélu), ir jaanalizé pirmo

cetru ekspozicijas seansu rezultati. Ja dati nav pietickami pieméroti, var veikt papildu ekspoziciju (5. koncentracija).
Koncentracija un ekspozicijas ilgumi 5. ekspozicijai jaizvélas ta, lai novérstu o parravumu.

. Visus ekspozicijas seansus (ieskaitot pirmo ekspozicijas seansu) izmantos, lai aprékinatu koncentracijas, laika un

atbildes reakcijas sakaribu, izmantojot statistisko analizi (16). Ja iesp&jams, katram C x t intervalam ir jaizmanto
laiciski svérta vidéja koncentracija un ekspozicijas ilgums lidz naves bridim (ja nave iestajas ekspozicijas laika).
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1. attels

Koncentricijas, laika un Zurku mirstibas sakaribas hipotétisks attélojums

Koncentracija (L=limit)
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Ekspozicijas laiks (minGtés)

Neiekrasotie simboli = izdzivojusie dzivnieki; iekrasotie simboli = nobeigusies dzivnieki

Trisstiri = matites; apli = tévini

Nepartraukta linija = LC5, vértibas (7,5-240 minasu diapazona) téviniem ar n = 1

Partraukta linjja = LC5, vértibas (7,5-240 minasu diapazona) matitém ar n = 1

Punktota linija = hipotétisko LCs vértibu linija téviniem un matitém, ja n batu bijis vienads ar 2 (12)
Glosarijs

Koncentracija:

Ekspozicijas laiks:

10. Turpmak sniegts vairakpakapju procediiras piemérs.

I ekspozicijas seanss. Testa veikSana ar robezkoncentraciju (sk. 1. attélu)

— 1 dzivnieks no katra dzimuma uz koncentracijas un laika kombinaciju; kopa 10 dzivnieki (?)

— Meérkkoncentricija (*) = robezkoncentracija

— Sis mérkkoncentracijas iedarbibai paklauj piecas dzivnieku grupas attiecigi uz 15, 30, 60, 120 un 240 min{itém

Il ekspozicijas seanss (). Galvenais pétjjums

— 1 dzivnieks no katra dzimuma uz koncentracijas un laika kombinaciju; kopa 10 dzivnieki

() Ja informacija par uzpémibu atkaribd no dzimuma nav pieejama, izmanto abu dzimumu Zurkas, t. i, vienu dzivnieku no katra
dzimuma uz koncentraciju. Pamatojoties uz eso$o informaciju vai ja 3a ekspozicijas seansa laika kliist skaidrs, ka kads no dzimumiem
ir uznémigaks, turpmakaja testd izmanto 10 uznémiga dzimuma dzivniekus (divus dzivniekus uz koncentracijas un ilguma kombina-
ciju) katram koncentracijas [imenim.

() Ja pieméro Regulu (EK) Nr. 1272/2008, gazu, tvaiku un aerosolu robezkoncentracijas ir attiecigi 20 000 ppm, 20 mg/l un 5 mg/l. Ja
tiek prognozéts toksiskums vai ja to nosaka devu diapazona pétijuma rezultati, jaizvélas zemakas sakumkoncentracijas. Ja to nosaka
regulativas vai zinatniskas vajadzibas, var izmantot augstakas koncentracijas.

(9 Nakama koncentracijas limena iedarbibai dzivniekus vélams paklaut tikai tad, kad giita pietickama parlieciba par iepriekséja testa
izdzivojusajiem dzivniekiem. Tas pétfjuma vaditdjam dod iespéju korigét mérkkoncentraciju un ilgumus nakamajam ekspozicijas
seansam.
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— Zemakas koncentracijas (%) (1/2L) iedarbibai paklauj piecas dzivnieku grupas ar nedaudz lielakiem ekspozicijas
ilgumiem (sola koeficients V2; sk. 1. attélu)

I ekspozicijas seanss. Galvenais pétijums

— 1 dzivnieks no katra dzimuma uz koncentracijas un laika kombinaciju; kopa 10 dzivnieki

— Zemakas koncentracijas (%) (1/4L) iedarbibai paklauj piecas dzivnieku grupas ar nedaudz lielakiem ekspozicijas
ilgumiem (sola koeficients V2; sk. 1. attélu)

IV’ ekspozicijas seanss. Galvenais pétjjums

— 1 dzivnieks no katra dzimuma uz koncentracijas un laika kombinaciju; kopa 10 dzivnieki

— Zemakas koncentracijas (%) (1/8L) iedarbibai paklauj piecas dzivnieku grupas ar nedaudz lielakiem ekspozicijas
ilgumiem (sola koeficients V2; sk. 1. attélu)

| vai

IV ekspozicijas seanss. Galvenais pétijums

— 1 dzivnieks no katra dzimuma uz koncentracijas un laika kombinaciju; kopa 10 dzivnieki

— Augstakas koncentracijas () (2L) iedarbibai paklauj piecas dzivnieku grupas ar nedaudz lielakiem ekspozicijas
ilgumiem (sola koeficients V2; sk. 1. attélu)

C x t protokola rezultatu matematiska apstrade

11. C x t procedira ar ¢etram vai piecam ekspozicijas koncentracijam un pieciem ilgumiem nodrosinas attiecigi 20 vai

25 datu punktus. Ar Siem datu punktiem C x t sakaribu var aprékinat, izmantojot statistisko analizi (16):

1. vienadojums:

Probit(P) = by + byln C + byln ¢
kur C = koncentracija; t = ekspozicijas ilgums, vai
2. vienadojums:
Atbildesreakcija = f(C"t)
kur n = by /b,.

Ar 1. vienadojumu var apréekinat LCs, vértibu attiecigajam ilgumam (pieméram, 4 stundam, 1 stundai, 30 mindatém
vai jebkuram ilgumam testa ilgumu diapazona), izmantojot P = 5 (50 % atbildes reakcija). Janem véra, ka Habera
likums ir piemérojams tikai tad, ja n = 1. LCy; var aprékinat, izmantojot P = 2,67.

(4 Atkariba no minimalas devas (koncentracija x laiks), kas izraisija mirstibu testa ar sakotnéjo koncentraciju (pirmaja ekspozicijas seansa),

izvélas nakamo koncentracijas un ekspozicijas ilgumu kombinaciju. Parasti koncentraciju divreiz pazeminas (1/2L) un dzivniekus
paklaus iedarbibai jauna ilgumu diapazona ar smalkaku rezgi, kurd geometriskais koeficients starp ekspozicijas ilgumiem ir 1,4 (V2;
sk. 11. atsauci), un viduspunkts ir laiks, kada pirmaja ekspozicija novérots zemakais letalas devas (laiks x koncentracija) limenis. Saja
attéla (1. attéls) mirstibu I ekspozicijas seansa pirmo reizi novéroja 15. minitg, tapéc Il seansa ilgumus centré&a ap 30 min, proti tie bija
15, 21, 30, 42 un 60 min. Péc pirmajam divam ekspozicijam ir loti ieteicams datus atspogulot attéla, kas lidzigs iepriek$gjam, un
parbaudit, vai koncentracijas un laika sakaribas lenkis ir 45 gradi (n = 1) vai tomér koncentracijas, laika un atbildes reakcijas sakaribas
likne ir mazak stava (pieméram, n = 2) vai stavaka (pieméram, n = 0,8). Ja ta nav tik stava vai ir stavaka, ir loti ieteicams attiecigi
korigét koncentracijas un ilgumus.

Dazos gadijumos var biit nepiecieSams palielinat koncentraciju (2L) un mainit ekspozicijas ilgumu diapazonu, izmantojot vél smalkaku
rezgi, kurd geometriskais koeficients starp blakus esosiem ilgumiem ir 1,4 (V2), un viduspunkts ir laiks, kada pirmaja ekspozicija ir
novérots zemakais letalas koncentracijas limenis. Vélams, lai minimalais ekspozicijas ilgums parsniegtu piecas miniites, bet maksimalais
ilgums neparsniegtu astonas stundas.”;



L 81/34

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

19.3.2014.

4) pielikuma B.7. un B.8. nodalu aizst3j ar sadam:

“B.7. ATKARTOTAS DEVAS 28 DIENU ORALAS TOKSICITATES PETIJUMS AR GRAUZEJIEM

IEVADS

Si testéSanas metode ir lidzvértiga ESAO Testéanas noradijumiem 407 (2008. gads). Sakotn&jos TestéSanas
noradjjumus 407 pienéma 1981. gada. Savukart 1995. gada pienéma parskatitu versiju, lai no pétjjuma izman-
tota dzivnieka iegfitu papildu informaciju, it seviski par neirotoksicitati un imantoksicitati.

ESAO 1998. gada uzsika prioritiru ricibu, lai parskatitu esoSos testéSanas noradijumus un izstradatu jaunus
testeSanas noradijumus par potencialu endokrinas sistémas traucéjumu izraisitaju noteikSanu un testéSanu (8).
Viens no minétas ricibas elementiem bija eso§o ESAO noradijumu “Atkartotas devas 28 dienu oralas toksicitates
pétijums ar grauz€jiem” (TG 407) atjaunina$ana ar parametriem, kas batu pieméroti, lai noteiktu test&jamo
kimisko vielu endokino aktivitati. Sai procediirai istenoja plau starptautisku programmu, lai parbauditu papildu
parametru batiskumu un praktisko piemérojamibu, $o parametru lietderigumu attieciba uz kimiskam vielam ar
(anti)estrogénisku, (anti)androgénisku un (anti)tireoidalu iedarbibu, rezultatu atkartojamibu laboratorija un starp
laboratorijam un jauno parametru ietekmi uz parametriem, kuri bija noteikti ieprieksgjos TG 407. Tadgadi
iegiitie apjomigie dati ir apkopoti un detalizéti novértéti vispusiga ESAO zinojuma (9). Si atjauninata B.7.
testeSanas metode (kas ir lidzvértiga TG 407) ir starptautiskas testéSanas programmas pieredzes un rezultatu
kopsavilkums. ST testéSanas metode lauj noteiktu endokrini pastarpinatu iedarbibu apliikot citas toksikologiskas
iedarbibas konteksta.

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

Parbaudot un izvértgjot kimiskas vielas toksiskas ipasibas, oralo toksicitati ar atkartotam devam var noteikt péc
tam, kad akitas toksicitates testos ir iegfita sakotngja informacija par toksicitati. Sis testéSanas metodes mérkis ir
izpétit, ka tiek skarts organisms loti daudzveidigos toksicitates aspektos. ST metode sagada informaciju par
iesp&jamiem veselibas apdraudéjumiem, ko varbiitigi radit atkartotai ekspozicijai relativi ierobezota laika, ari
par ietekmi uz nervu sistému, imansistému un endokrino sistému. Attieciba uz Siem konkrétajiem beigupun-
ktiem ar $o metodi ir janosaka kimiskas vielas ar tadam neirotoksiskam ipasibam, kuru dé] varétu bit nepie-
cieams padzilinati izpétit $o aspektu, un kimiskas vielas, kas ietekmé vairogdziedzera fiziologiju. Tapat ar So
metodi var iegit datus par kimiskam vielam, kas ietekmé jaunu pieauguso dzivnieku viriskos un/vai sieviskos
reproduktivos organus, ka ari norades par imunologisku ietekmi.

Sis B.7. test&Sanas metodes rezultati ir jaizmanto apdraudéjuma noteiksanai un riska novértésanai. Rezultati, par
ko liecina ar endokrino sistému saistiti parametri, ir jaapliko ESAO Conceptual Framework for Testing and Asses-
sment of Endocrine Disrupting Chemicals konteksta (11). Metodg ietilpst atkartotas devas toksicitates pamatpétijums,
ko var izmantot kimiskam vielam, kuram nav nepiecieSams veikt 90 dienu pétjjumu (pieméram, ja raZoSanas
apjoms neparsniedz noteiktas robezas), vai par provizorisku testu ilgtermina pétijumam. Ekspozicijas ilgumam
jabat 28 dienam.

Starptautiska programma, ko istenoja, lai validétu parametrus, kuri bitu pieméroti testgjamo kimisko vielu
endokrinas aktivitates iesp&jamai noteikSanai, apliecindja, ka ar testéSanas metodi iegiito datu kvalitate liela
meéra bis atkariga no testéSanas laboratorijas pieredzes. Tas attiecas tiesi uz ciklisko parmainu histopatologisko
noteiksanu matiSu reprodukfivajos organos un uz tadu nelielu hormonatkarigu organu svara noteikanu, kuru
sec€8ana ir apgratinata. Ir izstradati noradijumi par histopatologiju (19). Tie ir pieejami ESAO publiskaja testé-
Sanas noradijumu vietné. To meérkis ir atbalstit patologus parbauzu veiksana un palidzét paaugstinat testa jutibu.
Tika konstatéti vairaki parametri, kas liecina par toksicitati, kura saistita ar endokrino sistému, un $ie parametri ir
ietverti $aja testéSanas metodé. Parametrus, par kuriem pieejamie dati pietickami nepieradija to lietderibu vai kuri
valideSanas programma seviski izteikti neliecindja par noderigumu endokrinas sistémas traucgumu izraisitaju
noteiksana, ir ierosinats izmantot par neobligatiem beigupunktiem (sk. 2. papildinajumu).

Pamatojoties uz validéSanas procesa iegiitajiem datiem, jauzsver, ka §I testa jutiba nav pietickama, lai noteiktu
visas vielas ar (anti)estrogénisku un (anti)androgénisku iedarbibu (9). TestéSanas metodi neisteno tada miza
posma, kad jutiba pret endokrinas sistémas traucgjumiem ir visaugstakia. Tomér validéSanas procesa laika ar
S0 testéSanas metodi konstatéja vielas, kas vaji vai stipri ietekmé vairogdziedzera darbibu, ka ari stipri un méreni
endokrini aktivas vielas, kas iedarbojas ar estrogénu vai androgénu receptoru starpniecibu, bet lielakaja dala
gadijumu nespéja konstatét endokrini aktivas vielas, kas vaji ietekmé estrogénu vai androgénu receptorus. Tadg]
to nevar uzskatit pat endokrinas aktivitates noteiksanas testu.

Tas, ka $adas iedarbibas sekas neizpauzas, vél neliecina, ka iedarbiba uz endokrino sistému nenotiek. Tapéc
attieciba uz endokrini pastarpinatu iedarbibu vielas raksturo$anu nedrikst balstit uz §is testéSanas metodes
rezultatiem vien, tie ir jaizmanto uz apliecindgjumiem balstita pieeja, iespéjamas endokrinas aktivitates raksturo-
Sanai apkopojot visus esoSos datus par konkréto kimisko vielu. leprieks aprakstita iemesla dé] regulativiem
lémumiem par endokrino aktivitati (vielas raksturoana) jabalstas uz plasu pieeju, nevis tikai $is testéSanas
metodes piemérosanas rezultatiem.
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8. Ir atzits, ka visam procediram, kuras izmanto dzivniekus, ir jaatbilst vietéjiem dzivnieku labturibas standartiem.
Turpmak ir izklastiti labturibas un testu obligatie standarti, kurus aizstdj vietgjie noteikumi, ja tie ir stingraki.
Papildu noradjjumus par humanu attieksmi pret dzivniekiem ir sniegusi ESAO (14).

9. Definicijas dotas 1. papildinajuma.

TESTA PRINCIPS

10. Testéjamo kimisko vielu pakapeniski pieaugosas devas katru dienu orali ievada vairakam eksperimenta dzivnieku
grupam, vienu devas limeni katrai grupai 28 dienu perioda. Vielas ievadiSanas laika katru dienu riipigi novéro,
vai dzivniekiem neparadas toksicitates pazimes. Dzivniekiem, kas nobeidzas vai ko eitanazé testa laika, izdara
autopsiju, un testa beigas izdzivojusos dzivniekus eitanaz€, un ari tiem izdara autopsiju. 28 dienu pétijums
sniedz informaciju par atkartotas oralas ekspozicijas iedarbibu un var noradit uz nepiecieSamibu veikt turpmakus
ilgtermina pétjjumus. Tas var ari sniegt informaciju par koncentraciju izvéli ilgaka termina pétijumiem. No §is
testéSanas metodes izmantoSanas iegitajiem datiem janodrosina iespgja raksturot testéjamas kimiskas vielas
toksicitati, noradit devas un atbildes reakcijas sakaribu un noteikt nenovérojamas nelabvéligas ietekmes limeni
(NOAEL).

METODES APRAKSTS
Dzivnieku sugas izvéle

11. leteicama grauzgju suga ir Zurka, bet var izmantot citas grauzgju sugas. Ja $aja B.7. testeSanas metodé noteiktie
parametri tiek pétiti citas grauz&ju sugas, tas siki japamato. Lai gan biologiski ir iespéjams, ka citas sugas uz
toksiskajam vielam reagés lidzigi Zurkam, mazaku sugu izmanto$ana var palielinat mainibu, jo mazaku organu
secé8ana ir tehniski sarezgita. Starptautiskaja validéSanas programma endokrinas sistémas traucéjumu izraisitaju
noteiksanai izmantoja tikai Zurkas. Ir jaizmanto jauni un veseli pieaugusi dzivnieki, kas pieder pie laboratorijas
parasti izmantotajam linijam. Matites nedrikst bat iepriek§ dzemdgjusas vai griisnas. Devu doSana jasak iesp&jami
driz péc tam, kad dzivniekus beigts zidit, un noteikti pirms tie sasniegusi devinu nedelu vecumu. Pétfjuma
sakuma dzivnieku svara atskiribam jabit minimalam un tas nedrikst parsniegt * 20 % no katra dzimuma vidéja
svara. Ja atkartotas devas oralo pétijumu veic ka ilgaka termina pétjjuma provizorisko testu, vélams abos
pétijlumos izmantot vienas linijas un izcelsmes dzivniekus.

Turé$ana un baroSana

12. Visam procediram ir jaatbilst vietéjiem laboratorijas dzivnieku labturibas standartiem. Temperatiirai telpas, kuras
tur eksperimenta dzivniekus, jabiit 22 °C (+ 3 °C). Lai gan relativajam mitrumam jabit vismaz 30 % un, iznemot
telpu uzkop3anas laiku, velams, ne vairak par 70 %, jacensas nodrosinat mitrumu 50-60 % robezas. Dzivniekus
12 stundas diennakti tur maksliga apgaismojuma, bet 12 stundas — tumsa. Var izmantot parasto laboratorijas
baribu ar neierobezotu piekluvi dzeramajam tdenim. Uztura izvéli var ietekmét vajadziba nodrosinat piemérotu
testéjamas kimiskas vielas piejauksanu, ja vielu ievada ar $adu metodi. Dzivniekus vajadzétu turét nelielas
viendzimuma grupas. Ja tas ir zinatniski pamatoti, dzivniekus var turét atseviski. Turot dzivniekus grupas, skaits
viena burl nedrikstétu parsniegt 5.

13. Bariba ir regulari jaanalizg, lai noteiktu piesarnotaju klatbatni. Baribas paraugs ir jaglaba lidz zinojuma pabeig-
Sanai.

Dzivnieku sagatavosana

14. Veselus un jaunus pieauguSus dzivniekus nejauinati sadala kontroles un testa grupas. Birus izvieto ta, lai
iesp&jami samazinatu biiru novietojuma varbiitéjo ietekmi. Dzivniekiem pieskir unikalu identifikaciju un lidz
testa sakumam tos vismaz piecas dienas tur biros, lai tie aklimatizétos laboratorijas apstaklos.

Devu sagatavoSana

15. Testéjamo kimisko vielu ievada ar maksligo baroSanu vai ar uzturu vai dzeramo tdeni. Oralas ievadiSanas
metode ir atkariga no pétjjuma mérka un no testéjamas kimiskas vielas fizikalajam/kimiskajam/toksiskajam un
kinétiskajam ipasibam.

16. Ja vajadzigs, testéjamo kimisko vielu izskidina vai suspendé piemérota nesgjviela. Ir icteicams, ja vien iesp&jams,
vispirms apsvért Gdens $kiduma/suspensijas izmantoSanu, péc tam ellas (pieméram, kukurizas ellas) skidumu/
suspensiju un péc tam iesp&jamu kidinasanu citas nes¢jvielas. Ja nesgjviela nav Gdens, ir jazina §is nesgjvielas
toksiskas ipasibas. Ir janosaka testéjamas kimiskas vielas stabilitate nesgjviela.
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PROCEDURA
Dzivnieku skaits un dzimums

17. Katram devas limenim jaizmanto vismaz 10 dzivnieki (piecas matites un pieci tévini). Ja dzivnieku eitanazija
paredzéta ari testa laika, to skaits ir japalielina par to dzivnieku skaitu, kurus paredzéts eitanazét pirms pétijuma
pabeigsanas. Jaapsver iespé&ja izmantot papildu 10 dzivnieku satelitgrupas (pieci no katra dzimuma) ieklausanu
kontrolgrupa un lielakas devas grupa, lai vismaz 14 dienas péc vielas ievadisanas novérotu toksiskas iedarbibas
atgriezeniskumu, noturibu vai aizkavétu paradisanos.

Dozé&jums

18. Parasti ir jaizmanto vismaz tris testa grupas un viena kontrolgrupa, bet, ja no pieejamajiem datiem izriet, ka
1 000 mg/kg bw/d deva nekadu iedarbibu neradis, var veikt pielaujama daudzuma testu. Ja pieméroti dati nav
pieejami, var izdarit diapazona noteik$anas pétjjumu (ar vienas linijas un izcelsmes dzivniekiem), kas palidzétu
noteikt izmantojamas devas. Ar kontrolgrupas dzivniekiem jarikojas tapat ka ar testa grupu dzivniekiem, tie tikai
nesanem testéjamo kimisko vielu. Ja testéjamo kimisko vielu ievada kopa ar nesgjvielu, kontrolgrupa sanem
maksimalo izmantoto nesgjvielas daudzumu.

19. Devu limeni jaizvélas, nemot véra eso3os toksicitates un toksikokinétiskos vai kinétiskos datus, kas ir pieejami
par testéjamo kimisko vielu vai tai radniecigajam kimiskajam vielam. Augstakais devas limenis ir jaizvelas ar
mérki izraisit toksisku iedarbibu, bet ne nobeigSanos vai smagas cieSanas. Péc tam jaizvélas devu limeni tada
lejupejosa seciba, lai pieraditu jebkadas ar devam saistitas atbildes reakcijas un zemako devas limeni, kura nav
novérojama nelabvéliga ietekme (NOAEL). Lejupejoso devu limenu noteik3anai biezi optimali ir divkarsi lidz
Cetrkarsi intervali, un nereti ir icteicamaks pievienot ceturto testa grupu, nevis izmantot Joti lielus intervalus
(pieméram, parsniedzot koeficientu 10) starp devu dosanu.

20. Ja ir novérota vispariga toksiska reakcija (pieméram, samazinats kermena svars, ietekme uz aknam, sirdi, plausam
vai nierém utt.) vai citas parmainas, kas var nebat toksiskas atbildes reakcijas (pieméram, samazinats baribas
patéring, aknas palielinasanas), ir jabut piesardzigiem, interpretéjot novéroto iedarbibu uz imunologiskajiem,
neirologiskajiem vai endokrinajiem beigupunktiem.

Pielaujama daudzuma tests

21. Ja, izdarot testu viena devas limen, kas ir vismaz 1 000 mg uz kg kermena svara diena vai — attieciba uz vielu,
kas ievadita ar uzturu vai dzeramo #deni, — lidzvértigs procentualais daudzums uztura vai dzeramaja tGdeni
(aprekinats péc noteiktajiem kermena svariem) un izmantojot $im pétijumam paredzétas procediiras, novérojama
toksiska ietekme nerodas un ja, pamatojoties uz datiem par strukturdli radniecigam vielam, toksicitate nav
paredzama, var uzskatit, ka pilns pétjjums ar tris devu limeniem nav vajadzigs. Iznemot gadijumu, kur iedarbiba
uz cilveku norada, ka jaizmanto augstaks devas limenis, pieméro pielaujama daudzuma testu.

Devu ievadiSana

22. Testgjamo kimisko vielu dzivniekiem dod ik dienu septinas dienas nedéla 28 dienu ilga laika. Ja testéjamo
kimisko vielu ievada ar maksligo barosanu, viela ar kunga zondi vai piemérotu intubacijas cauruli dzivniekiem
jaievada vienreizéja deva. Maksimalais $kidruma tilpums, ko viena panémiena var ievadit, ir atkarigs no testéjama
dzivnieka lieluma. Tilpums nedrikst parsniegt 1 ml uz 100 g kermena svara, iznemot tdens Skidumus, kad var
lietot 2 ml uz 100 g kermena svara. Iznemot kairinosas vai kodigas kimiskas vielas, kuru iedarbiba lielakas
koncentracijas parasti ir izteiktaka, ir iesp&jami jasamazina testa lietota tilpuma mainiba, koriggjot koncentraciju
ta, lai ar visiem devu limeniem tilpums batu vienads.

23. Ir svarigi nodrosinat, lai kimiskajam vielam, kuras ievada ar uzturu vai dzeramo @deni, testégjamas kimiskas vielas
daudzumi neizjauktu parasto uztura vai tdens lidzsvaru. Ja testéjamo kimisko vielu ievada ar uzturu, var
izmantot nemainigu koncentraciju uzturd (ppm) vai nemainigu devas limeni attieciba pret dzivnieka kermena
svaru. Ir janorada izmantota alternativa. Ja kimisko vielu ievada ar maksligo barosanu, deva katru dienu jaievada
lidziga laika un péc vajadzibas jakorigé, lai uzturétu nemainigu devas limeni attieciba pret dzivnieka kermena
svaru. Ja atkartotas devas pétjjumu izmanto par ilgtermina pétijuma provizorisko testu, abos pétijjumos jaiz-
manto tads pats uzturs.

Novérojumi

24. Novérosanas periodam jabhit 28 dienam. Satelitgrupas dzivnieki, kam paredzéti papildu novérojumi, ir jatur
vismaz 14 dienas bez vielas sanemsanas, lai noteiktu toksiskas ietekmes aizkavétu paradisanos, noturibu vai
izveselosanos no tas.

25. Vismaz reizi diena ir jaizdara visparigi kliniski novérojumi, vélams, vienados laikos katru dienu, nemot véra
paredzamas ietekmes maksimuma laiku péc vielas doSanas. Dzivnieku veselibas stavoklis ir jaregistré. Vismaz
divreiz diena visus dzivniekus novéro attieciba uz saslimstibu un mirstibu.
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26. Vienu reizi pirms pirmas ekspozicijas (lai varétu izdarit salidzina$anu vienam un tam paam dzivniekam) un péc
tam vismaz reizi nedgla javeic detalizéti kliniskie novérojumi visiem dzivniekiem. Sie novérojumi jaizdara arpus
dzivnieka turé8anas bira standartnoZogojuma, ieteicams, katru reizi viena un taja pasa dienas laika. Novérojumi
ir riipigi jaregistré, vélams, izmantojot vértésanas sistému, ko skaidri noteikusi testéSanas laboratorija. Ir jacensas
nodroginat, lai testéSanas apstaklu mainiba batu minimala un lai novérosanu izdaritu novérotdji, kas nav
informéti par vielas ievadisanu. Protokoléjamas pazimés jaieklauj (bet ne tikai) parmainas ada, apmatojuma,
acls, glotada, sekrécija un izdalifjumi, ka ari vegetativa aktivitate (pieméram, asarosana, piloarekcija, acs zilites
diametrs un neraksturiga elpo$ana). Jaregistré ari parmainas gaita, staja un atbildes reakcijas uz manipulacijam, ka
arT klonisko un tonisko kustibu klatesamiba, stereotipiska (pieméram, parmériga apmatojuma laizisana, atkartota
ripkosana) vai savada uzvediba (pieméram, sakroplosanas, staigasana atmuguriski) (2).

27. Ceturtaja ekspozicijas nedéla ir janoveérté sensoriskas reakcijas uz dazada veida (2) kairindjumiem (pieméram,
dzirdes, redzes un proprioceptivajiem kairinatajiem) (3) (4) (5), ka ari janoveérté satverSanas stiprums (6) un
motoriska aktivitate (7). Sikaki dati par procediram, kuras var izmantot, ir sniegti attiecigajos atsaucu avotos.
Tomeér var izmantot alternativas procediiras, nevis tikai tas, kuras minétas atsaucu avotos.

28. Funkcionalos novérojumus, kurus veic 4. ekspozicijas nedéla, var neveikt, ja pétijumu veic ka turpmaka subhro-
niskas toksicitates (90 dienu) pétjjuma provizorisko pétijumu. Tada gadijuma funkcionalie novérojumi ir jaieklauj
$aja turpmakaja pétijuma. Tomér atkartotas devas pétfjuma iegiitie funkcionalo novérojumu dati var atvieglot
devu limenu izvéli turpmakajam subhroniskas toksicitates pétijumam.

29. Iznémuma gadijumos funkcionalos novérojumus var ari neveikt tam dzivnieku grupam, kuram ari bez $adiem
novérojumiem izpauzas tadas toksicitates pazimes, kas ievérojami traucétu funkcionala testa norisi.

30. Veicot autopsiju, visim matitém péc vaginalajam uztriepém var noteikt (péc izvéles) estralo ciklu. Sie novérojumi
nodrosinas informaciju par estrala cikla posmu nonavesanas laika un palidzés histologiski izvértét pret estroge-
niem jutigus audus (sk. noradijumus par histopatologiju (19)).

Kermena svars un baribas/iidens patérins

31. Visi dzivnieki janosver vismaz reizi nedéla. Baribas patérina mérjjumi ir jaizdara vismaz reizi nedéla. Ja testgjamo
kimisko vielu ievada ar dzeramo Gdeni, arf Gdens patérin$ ir jaméra vismaz reizi nedéla.

Hematologija

32. Testa laika beigas ir jaizdara $adi hematologiskie izmekl&jumi: hematokrits, hemoglobina koncentracijas, eritro-
citu skaits, retikulociti, leikocitu kopéjais un diferencialais skaits, trombocitu skaits un asins recésanas laiks/spéja.
Ja testéjamajai kimiskajai vielai vai tas visparpienemtiem metabolitiem ir vai varétu bt oksidéjosas ipasibas,
janosaka ari methemoglobina koncentracija un Heinca kermenisi.

33. Asins paraugi janem no precizi noraditas vietas tie$i pirms dzivnieku eitanazijas procediras vai tas laika un
jaglaba piemérotos apstaklos. Pirms eitanazijas dzivniekus ieprieksgja nakti nebaro (1).

Kliniska biokimija

34. Kliniski biokimiska noteikSana, kura péta bitisku toksisko ietekmi uz audiem un, konkrétak, ietekmi uz nierém
un aknam, javeic ar tiem asins paraugiem, kuri panemti no katra dzivnieka tiesi pirms dzivnieka eitanazijas vai
tas laika (tas neattiecas uz dzivniekiem, kuri atrasti mirstosi un/vai eitanazéti pirms pétijuma beigam). Plazma vai
seruma nosaka natriju, kaliju, glikozi, kopgjo holesterinu, urinvielu, kreatininu, kopéjo olbaltumu un albuminu
un vismaz divus fermentus, kas norada uz hepatocelularo ietekmi (pieméram, alanina aminotransferaze, aspartata
aminotransferaze, alkalinfosfataze, y-glutamiltranspeptidaze un glutamina dehidrogenaze), ka ari Zultsskabes.
Noteiktos apstaklos noderigu informaciju var sniegt papildu fermentu (aknu fermentu vai citu fermentu) un
bilirubina noteiksana.

35. Pédgja pétijuma nedéla péc izveles var izdarit $adas urinanalizes, izmantojot urina savaksanu ieprieks noteikta
laika perioda: izskats, tilpums, osmolalitate vai Ipatnéjais svars, pH, olbaltumvielas, glikoze un asinis/asins $@inas.

(") Daziem mérijumiem seruma un plazma, jo ipasi glikozes mérijumiem, ir vélams dzivniekiem pirms asins nemsanas uz nakti nedot
baribu. Tas ieteicams galvenokart tapéc, ka baribas uznemsana neizbégami paaugstinatu mainibu, tadéjadi drizak maskéjot vaji izteiktu
iedarbibu un apgritinot interpretéSanu. Tomeér baribas nedosana uz nakti var traucét dzivnieku vispargjo vielmainu un — jo ipasi
barosanas pétijumos — var izjaukt testéjamas kimiskas vielas parasto iedarbibu. Ja tiek izlemts dzivniekus uz nakti atstat bez baribas,
kliniskie biokimiskie mérfjumi javeic péc pétjjuma funkcionalo novérojumu izdariSanas ceturtaja nedéla.
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36. Turklat jaapsver, vai neveikt pétijumus par audu visparigu bojajumu markieriem plazma vai seruma. Ja testéjamas
kimiskas vielas zinamas ipasibas ietekmé vai varétu ietekmet attiecigos metaboliskos profilus, janoteic kalcijs,
fosfati, trigliceridi, atseviski hormoni un holinesteraze. Sie faktori ir janosaka konkrétu klasu kimiskajam vielam
vai katrd gadijuma atseviski.

37. Lai gan starptautiska izveértéSana par beigupunktiem, kas saistiti ar endokrino sistému, nevaréja pieradit, ka tos
bitu izdevigi izmantot vairogdziedzera hormonu (T3, T4) un TSH noteik$ana, ja ir liecibas par ietekmi uz
hipofizes un vairogdziedzera asi, varétu bt lietderigi saglabat plazmas vai seruma paraugus, lai varétu izmérit
T3, T4 un TSH (nav obligati). Sos paraugus uzglabasanas noliikos var sasaldét — 20 °C. Turpmak noraditie faktori
var ietekmét noteikto hormonu mainibu un absolitas koncentracijas:

— nonavésanas laiks hormonu koncentraciju diennakts mainibas dél,

— nonavésanas metode — dzivniekiem nav jarada nevajadzigs stress, kur§ varétu ietekmét hormonu koncen-
tracijas,

— hormonu noteik$anas komplekti, kas var atskirties péc standarta likném.

Vairogdziedzera aktivo kimisko vielu galiga noteikSana ir ticamaka ar histopatologisko analizi, nevis péc
hormonu limeniem.

38. Plazmas paraugi, kas paredzéti tie$i hormonu noteikanai, ir jaiegiist salidzinama dienas laika. Ieteicams apsvert
iesp&ju noteikt T3, T4 un TSH, pamatojoties uz histopatologiski konstatétam vairogdziedzera parmainam.
Skaitliskas vértibas, ko iegiist, analizgjot hormonu koncentracijas, atskiras atkariba no tirdznieciba pieejamajiem
testéSanas komplektiem. Tad&jadi var nebit iespéjams nodrosinat tadus snieguma kritérijus, kuru pamata ir
vienoti vésturiski dati. Ta vieta laboratorijam jacenSas nodrosinat, ka T3 un T4 mainibas kontroles koeficienti
neparsniedz 25, savukart TSH — 35. Visas koncentracijas ir jaregistré, izsakot tas ng/ml.

39. Ja vésturiskie izejdati ir nepietiekami, jaapsver iesp&ja noteikt hematologiskos un kliniski biokimiskos mainigos
lielumus pirms devu doSanas sakSanas vai, ieteicams, dzivniekiem, kas nav ietverti eksperimentalajas grupas.

PATOLOGIJA
Pilna autopsija

40. Visiem pétjjuma izmantotajiem dzivniekiem veic pilnu, detalizétu autopsiju, ieskaitot kermena aréjas virsmas,
visu atveru un galvaskausa dobumu, torakala dobuma, védera dobuma, ka ari o dobumu satura ripigu apskati.
Visu dzivnicku (tas neattiecas uz dzivniekiem, kas atrasti mirstodi unfvai eitanazéti pirms pétijuma beigam)
aknas, nieres, virsnieru dziedzeri, séklinieki, séklinieku piedékli, prostata un séklas paslisi kopa ar koagulacijas
dziedzeri, tims, liesa, smadzenes un sirds ir jaatbrivo no visiem apkartéjiem audiem, un, lai izvairitos no
izzG$anas, iesp&jami driz péc secéSanas janoteic to nativais svars. Atbrivojot no audiem prostatu, ir jauzmanas,
lai neparspiestu ar skidrumu pilditos seklas paslisus. Seklas paslisus un prostatu var ari atbrivot no audiem un
nosvért péc fiksacijas.

41. Vel divus cita veida audus var péc izvéles nosvért iespéjami driz péc secéSanas, lai izvairitos no izz@isanas: abas
olnicas (nativais svars) un dzemdi, ari dzemdes kaklu (noradijjumi par dzemdes audu izpemsanu un sagatavosanu
nosvérsanai ir sniegti ESAO TG 440 (18)).

42. Vairogdziedzera svaru (péc izvéles) var noteikt péc fiksacijas. Tas jaatbrivo no audiem loti uzmanigi un tikai péc
fiksacijas, lai audus nesabojatu. Audu bojajumi var apgritinat histopatologijas analizi.

43. Fiksacijas $kiduma, kas ir vispiemérotakais gan konkréta veida audiem, gan paredzétajai turpmakajai histopato-
logiskajai izmekle&Sanai (sk. 47. punktu), ir jasaglaba turpmak minétie audi: visi audi ar makroskopiskiem
bojajumiem, smadzenes (reprezentativi apgabali, tostarp lielas smadzenes, smadzenites un iegarenas smadzenes |
smadzenu tilts), muguras smadzenes, acis, kungis, tievas un resnas zarnas (ari kopu limfatiskie jeb Peijera
mezglini), aknas, nieres, virsnieru dziedzeri, liesa, sirds, tims, vairogdziedzeris, traheja un plausas (konservétas,
pieptsot ar fiksacijas skidumu un péc tam iegremdgjot), gonadas (séklinieki un olnicas), papildu dzimumorgani
(dzemde un dzemdes kakls, séklinieku piedekli, prostata un séklas pslisi kopa ar koagulacijas dziedzeri), maksts
urinpislis, limfmezgli (saskana ar laboratorijas pieredzi papildus proksimalam drengjosam limfmezglam ir janem
vél viens limfmezgls (15)), periférais nervs (sézas nervs vai tibialais nervs), vélams, tiea muskula tuvuma, skeleta
muskulis un kauls ar kaula smadzeném (izgriezums vai, alternativi, svaigs kaula smadzenu aspirats). leteicama
seklinieku fiksacija, tos iegremdgjot Buina fiksacijas $kiduma vai Davidsona modificéta fiksacijas skiduma (16)
(17). Balganais apvalks ir uzmanigi un sekli japardur ar adatu abos organa galos, lai fiksacijas $kidums varétu taja
atri ieklat. Jasaglaba ari organi, ko, pamatojoties uz zinamam testéjamas kimiskas vielas ipasibam, uzskata par
iesp&jamiem mérkorganiem.
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44, Veértigas norades par endokrinu iedarbibu var giit no $adiem audiem: gonadas (olnicas un séklinieki), papildu
dzimumorgani (dzemde un dzemdes kakls, séklinieku piedekli, seklas piislisi ar koagulacijas dziedzeri, muguras
un védera prostata), maksts, hipofize, tévinu kriits dziedzeris, vairogdziedzeris un virsnieru dziedzeris. Tévinu
kraits dziedzeru parmainas nav pietickami dokumentétas, tacu $is parametrs var bit loti jutigs pret vielam ar
estrogénisku iedarbibu. To organu/audu novérojumi, kas nav uzskaititi 43. punkta, nav obligati (sk. 2. papildi-
najumu).

45. Noradijumos par histopatologiju (19) ir siki izklastita papildu informacija par endokrino audu secéSanu, fiksaciju
un histopatologiju.

46. Starptautiskaja testéSanas programma tika iegiits apliecinajums tam, ka neizteiktu endokrino ietekmi, ko rada
kimiskas vielas ar zemu sp&ju ietekmét dzimumhormonu homeostazi, var labak noteikt péc estrala cikla sinhro-
nizacijas traucgjumiem dazados audos, nevis histopatologiski konstatétam mati§u dzimumorganu parmainam. Lai
gan galigi pieradijumi par $adu iedarbibu netika iegiiti, interpretéjot olnicu (folikularas 3tinas, teka $inas un
granulozas $iinas), dzemdes, dzemdes kakla un maksts histopatologiju, ir ieteicams nemt véra liecibas par estrala
cikla iesp&jamu asinhroniju. Ja tas tiek novértétas, $aja salidzinajuma varétu aplikot ari cikla posmus, kas noteikti
ar vaginalajam uztriepém.

Histopatologija

47. Visu kontrolgrupas un lielako devu grupu dzivnieku saglabatajiem organiem un audiem ir jaizdara pilna histo-
patologiska izmeklésana. Ja lielakas devas grupa ir novérotas ar vielas sanemSanu saistitas parmainas, minéta
izmeklésana javeic visu citu devu grupu dzivniekiem.

48. Jaizmeklé visi makroskopiskie bojajumi.

49. Ja izmanto satelitgrupu, histopatologiska izmeklésana jaizdara audiem un organiem, uz kuriem vielu sanémusajas
grupas ir konstatéta ietekme.

DATI UN ZINOJUMU SAGATAVOSANA
Dati

50. Janorada dati par atseviskiem dzivniekiem. Turklat visi dati jaapkopo tabula, attieciba uz katru testa grupu
noradot dzivnieku skaitu testa sakuma, to dzivnieku skaitu, kas testa laika ir nobeigusies vai humanu apsvérumu
dé] eitanazeti, un katras nobeigSanas vai eitanazijas laiku, to dzivnieku skaitu, kam novérotas toksicitates
pazimes, noveéroto toksicitates pazimju aprakstu, ieskaitot toksiskas ietekmes sakuma laiku, ilgumu un smagumu,
to dzivnieku skaitu, kam novéroti audu bojajumi, bojajumu veidus, to smagumu un to dzivnieku procentualo
ipatsvaru, kuriem paradijusies katra tipa bojajumi.

51. Ja iesp&jams, skaitliskie rezultati janoveérté ar piemérotu un visparpienemtu statistikas metodi. Dazadu diapazona
devu ietekmes salidzinasana jaizvairas no vairaku ilgumu testiem. Statistikas metodes ir jaizvélas pétjjuma
planosanas laika.

52. Lai kontroletu kvalitati, ir ierosinats apkopot vésturiskus kontroldatus un skaitliskajiem datiem, it seviski para-
metriem, kas saistiti ar endokrinas sistémas traucgjumu izraisitaju noteik$anu, aprékinat variacijas koeficientus.
Sos datus var izmantot salidzinasanas noliikos, kad tiek novertéti faktiskie pétijumi.

Testesanas parskats

53. TestéSanas parskata jaieklauj $ada informacija:

Testgjama kimiska viela:

— fizikalas Ipasibas, tiriba un fizikalkimiskas ipasibas,

— identifikacijas dati.

Nesejviela (attieciga gadijuma):

— nesgjvielas izveles pamatojums, ja neséjviela nav Gdens.
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Testa dzivnieki:

— izmantotas sugas|linijas,

— dzivnieku skaits, vecums un dzimums,

— izcelsme, turéSanas apstakli, uzturs utt.,
— katra dzivnieka svars testa sakuma,

— sugas izvéles pamatojums, ja ta nav Zurka.
TestéSanas apstakli:

— devu limena izvéles pamatojums,

— sika informacija par testéjamas kimiskas vielas maisijuma/uztura preparatu, sasniegto koncentraciju, stabilitati
un homogenitati,

— sika informacija par testéjamas kimiskas vielas ievadisanu,

— attieciga gadijuma testéjamas kimiskas vielas koncentracijas (ppm) bariba vai dzeramaja Gdeni parrékins
faktiskaja deva (mg uz kg kermena svara diena),

— sika informacija par baribas un ddens kvalitati.

Izmekletie neobligatie beigupunkti:

— izmekléto neobligato beigupunktu saraksts.

Rezultati:

— kermena svars | kermena svara mainas,

— attieciga gadijuma baribas patérin$ un tdens patérins,

— dati par toksisko atbildes reakciju péc dzimuma un devu limena, ieskaitot toksicitates pazimes,
— kliniski novérotas ietekmes veids, smagums un ilgums (vai nu atgriezeniska, vai neatgriezeniska ietekme),
— sensoriskas aktivitates, satverSanas stipruma un motoriskas aktivitates noveértéjums,

— hematologiskie testi ar attiecigajam izejvértibam,

— kiiniski biokimiskie testi ar attiecigajam izejvértibam,

— kermena svars eitanazijas laika un organu svars,

— autopsijas atrade,

— visu histopatologiskas izmeklésanas rezultatu siks apraksts,

— dati par absorbciju, ja pieejami,

— rezultatu statistiska apstrade, ja iesp&ams.

Komentari par rezultatiem

Secinajumi
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1. papildingjums

DEFINICIJAS

Androgenitate ir kimiskas vielas spgja ziditaja organisma funkcionét ka dabiskam androgénu tipa hormonam (pieméram,
testosteronam).

Antiandrogenitate ir kimiskas vielas spéja ziditdja organisma nomakt dabiska androgénu tipa hormona (pieméram,
testosterona) darbibu.

Antiestrogenitate ir kimiskas vielas spgja ziditaja organisma nomakt dabiska estrogénu tipa hormona (pieméram,
estradiola 17f) darbibu.

Antitireoidala iedarbiba ir kimiskas vielas spéja ziditdja organisma nomakt dabiska vairogdziedzera hormona (pieméram,

T;) darbibu.
Dozeéjums ir visparigs termins, kas aptver devu, tas doSanas biezumu un ilgumu.

Deva ir ievaditas testéjamas kimiskas vielas daudzums. Devu izsaka ar testéjamas kimiskas vielas svaru uz testa dzivnieka
kermena svara vienibu diena (pieméram, mg uz kg kermena svara diena) vai ka nemainigu koncentraciju bariba.

Acimredzama toksicitate ir visparigs termins, kas apzimé acimredzamas toksicitates pazimes péc testéjamas kimiskas
vielas ievadisanas. STm pazimém jabit pietickamam, lai varétu novértét risku, un tadam, lai varétu sagaidit, ka ievaditas
devas palielinaSana izraisis smagas toksiskas iedarbibas pazimes un, iesp&ams, mirstibu.

NOAEL ir akronims, kas apzimé limeni, kura nav novérojama nelabvéliga ietekme. Tas ir augstakais devas limenis, kura
netiek konstatétas ar vielas sanemsanu saistitas negativas paradibas.

Estrogenitate ir kimiskas vielas spéja ziditaja organisma darboties ka dabiskam estrogénu tipa hormonam (pieméram,
estradiolam 17R).

Testejama kimiska viela ir jebkada viela vai maisjjums, ko testé, izmantojot 3o testéSanas metodi.

Tireoidala iedarbiba ir kimiskas vielas spéja ziditaja organisma darboties ka dabiskam vairogdziedzera hormonam
(pieméram, Tj).

Validesana ir zinatnisks process, kas paredzéts, lai noskaidrotu prasibas un ierobezojumus testéSanas metodes izmanto-
$ana un pieraditu metodes uzticamibu un noderibu konkrétam nolikam.
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2. papildingjums

Ieteicamie beigupunkti, péc kuriem B.7. testéSanas metodes ietvaros noteic endokrinas sistémas trauc&jumu

izraisitajus
Obligatie beigupunkti Neobligatie beigupunkti
Svars
— Seklinieki — Olnicas
— Seéklinieku piedekli — Dzemde un dzemdes kakls
— Virsnieru dziedzeri — Vairogdziedzeris
— Prostata un séklas puslisi ar koagulacijas dziedzeri
Histopatologija
— Gonadas: — Vaginalas uztriepes
— séklinieki — Tevinu krits dziedzeri
— olnicas — Hipofize

— Dzimumorganu sistémas paligorgani:
— séklinieku piedekli
— prostata un séklas paslisi ar koagulacijas dziedzeri
— dzemde un dzemdes kakls

— Virsnieru dziedzeris

— Vairogdziedzeris
— Maksts
Hormonu merijumi
— T3, T4 aprites limeni
— TSH aprites limeni
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B.8. SUBAKUTA INHALACIJAS TOKSICITATE: 28 DIENU PETIJUMS

KOPSAVILKUMS

Si parskatita B.8. testdSanas metode ir izstradata, lai pilniba raksturotu testdjamas kimiskas vielas inhalcijas toksi-
citati péc atkartotas ekspozicijas uz ierobezotu laiku (28 dienas) un lai nodroinatu datus kvantitativiem inhalacijas
riska novértgjumiem. Vismaz piecu tévinu un piecu matiSu grauzgu grupas seSas stundas diena 28 dienas tiek
paklautas a) testéjamas kimiskas vielas iedarbibai tris vai vairakos koncentracijas limenos; b) filtréta gaisa (negativa
kontrole) iedarbibai; un/vai ) nes¢jvielas iedarbibai (neséjvielas kontrole). Dzivniekus parasti iedarbibai paklauj piecas
dienas nedéla, bet ir atlauta arT ekspozicija septinas dienas nedéla. Testa vienmér ietver gan tévinus, gan matites, bet
tos var paklaut dazadiem koncentracijas [imeniem, ja ir zinams, ka viens dzimums pret attiecigo testéjamo kimisko
vielu ir uznémigaks. ST metode pétijuma vaditsjam nodrosina iesp&ju, lai labak raksturotu testdjamas kimiskas vielas
toksiskumu, paredzét satelitgrupas (atgriezeniskuma grupas), bronhoalveolaro lavazu (BAL), neirologiskos testus un
papildu kliniski patologiskos un histopatologiskos izvértgjumus.

IEVADS

1. St testéSanas metode ir lidzvértiga ESAO Testéanas noradijumiem 412 (2009. gads). Subakiitajai inhalacijas
toksicitatei veltito Testésanas noradijumu 412 (TG 412) sakotngja versija tika pienemta 1981. gada (1). Si B.8.
testéSanas metode (kas ir lidzveértiga parskatitajiem TG 412) ir atjauninata, lai atspogulotu zinatniskos atkla-
jumus un lai nodrosinatu atbilstibu pasreizéjam un turpmakajam regulativajam vajadzibam.

2. S metode lauj raksturot nelabvéligo ietekmi péc katru dienu atkartotas inhalativas ekspozicijas testgjamajai
kimiskajai vielai 28 dienu laika. Datus, ko ieglist 28 dienu subakitas inhalacijas toksicitates pétijumos, var
izmantot kvantitativiem riska novértg§jumiem (ja tiem neseko 90 dienu subhroniskas inhalacijas toksicitates
pétijums (33 pielikuma B.29. nodala)). Dati var ari sniegt informaciju par koncentraciju izvéli ilgaka termina
pétijumiem, pieméram, 90 dienu subhroniskas inhalacijas toksicitates pétijumam. Si testéfanas metode nav ipasi
paredzéta nanomaterialu testéSanai. Sis testdSanas metodes kontekstd izmantotds definicijas ir sniegtas s
nodalas beigas un Noradijumu dokumenta Nr. 39 (2).
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SAKOTNEJIE APSVERUMI

Lai uzlabotu pétjjuma kvalitati un lidz minimumam samazinatu dzivnieku izmanto$anu, testéSanas laboratorijai
ir jaizskata visa pieejama informacija par testéjamo kimisko vielu. Informacija, kas palidzés izvéléties attiecigas
testa koncentracijas, var ietvert testéjamas kimiskas vielas identitati, kimisko struktfiru un fizikalkimiskas ipasi-
bas; jebkadu in vitro vai in vivo toksicitates testu rezultatus; paredzétos lietosanas veidus un iesp&amo cilveka
ekspoziciju; pieejamos (Q)SAR datus un toksikologiskos datus par strukturdli radniecigam vielam; ka ari datus,
kas iegtiti no akatas inhalacijas toksicitates testiem. Ja tick paredzéta vai pétjjuma gaita novérota neirotoksicitate,
pétijuma vaditajs var izmantot attiecigus izvérté§jumus, pieméram, funkcionalo novérojumu sériju (FOB) un
motoriskas aktivitates mérijumus. Lai gan ekspoziciju laika pieskanosanai konkrétiem izmeklgjumiem var bit
iz8kiroa nozime, So papilddarbibu istenosana nedrikst traucét pamatpétijuma planam.

Kairino$u vai kodigu testéjamo kimisko vielu atskaidijumus var testét koncentracijas, kas nodrosinas vajadzigo
toksicitates pakapi (sk. GD 39 (2)). Paklaujot dzivniekus So materialu iedarbibai, merkkoncentracijam jabiit
pietickami zemam, lai neraditu izteiktas sapes un cieSanas, tomér tam jabit pietickamam, lai koncentracijas
un atbildes reakcijas liknes pagarinatu lidz limeniem, kas sasniedz testa regulativo un zinatnisko mérki. Sis
koncentracijas ir jaizvélas katra gadijuma atseviski, vélams, pamatojoties uz attiecigi izplanotu diapazona noteik-
Sanas pétijumu, kas sniedz informaciju par kritisko beigupunktu, kairinajuma slieksni un ietekmes sakumu (sk.
11.-13. punktu). Izraudzitas koncentracijas japamato.

Mirstosi dzivnieki, ka ar dzivnieki, kas acim redzami cie§ sapes vai pardzivo stipras un ilgstoSas ciesanas, ir
humani janonavé. MirstoSos dzivniekus nem véra tapat ka testa laika mirusos dzivniekus. Kritériji, péc kuriem
pienem lémumu nonavét mirstosus dzivniekus un dzivniekus, kam ir smagas cieSanas, ka ari noradjjumi par

paredzamu vai neizbégamu nobeigsanos ir sniegti ESAO Guidance Document on Humane Endpoints (3).

METODES APRAKSTS
Dzivnieku sugas izvéle

Ir jaizmanto jauni un veseli pieaugusi grauzgji, kas pieder pie laboratorijas parasti izmantotajam linijam.
leteicama suga ir Zurka. Ja tiek izmantotas citas sugas, tas japamato.

Dzivnieku sagatavosana

Matites nedrikst bat iepriek$ dzemdgjusas vai grusnas. Diena, kad veic nejausinatu izvéli, dzivniekiem jabut
jauniem pieaugusiem dzivniekiem 7-9 nedélu vecuma. Kermena svaram jabat + 20 % no katra dzimuma vidéja
kermena svara. Dzivniekus izvélas nejausinati, marké individualai identificéSanai un lidz testa sakumam vismaz
piecas dienas tur biros, lai tie aklimatizétos laboratorijas apstaklos.

Dzivnieku turésana

Lai atvieglotu novérojumu veik§anu un izvairitos no parpratumiem, dzivnieki ir individuali jaidentificé, ja
iespEjams, ar zemadas retranslatoriem. Temperatiirai eksperimenta dzivnieku turéSanas telpa jabait 22 + 3 °C.
Relativo mitrumu vélams uzturét 30-70 % diapazona, lai gan tas var bat neiesp&ami, ja par neséjvielu izmanto
tdeni. Pirms un péc ekspozicijam dzivnieki parasti ir jatur biros grupas péc dzimuma un koncentracijas, bet
dzivnieku skaits bir nedrikst traucét katra dzivnieka novéroSanu, ka ari dzivnieku skaitam ir jabat tadam, lai
iespgjami mazaki bitu zudumi kanibalisma un kauanas dél. Ja tiek izmantota vienigi dzivnieku deguna
ekspozicija, var biit vajadzigs dzivniekus aklimatizét fiksacijas caurulém. Fiksacijas caurules nedrikst dzivniekiem
radit nevajadzigu fizisku, termisku vai ar imobilizaciju saistitu stresu. Fiksacija var ietekmét fiziologiskos beigu-
punktus, pieméram, kermena temperatiru (hipertermija) un/vai plausu mindtes tilpumu. Ja ir pieejami visparigi
dati, kas apliecina, ka nekadas sadas parmainas nerodas véra nemama apmeéra, iepriekséja pielagosanas fiksacijas
caurulém nav vajadziga. Ja tiek izmantota visa kermena ekspozicija aerosolam, dzivnieki ekspozicijas laika ir
jatur atseviski, lai tie nevarétu uzpemt testéjamo aerosolu no citu bira dzivnieku apmatojuma. Iznemot ekspo-
zicijas laiku, var izmantot tradicionalu un sertificétu laboratorijas uzturu, ko papildina ar neierobezotu
daudzumu krana dzerama tdens. Dzivniekus 12 stundas diennakti tur maksliga apgaismojuma, bet 12 stundas
— tumsa.

Inhalacijas kameras

Izvéloties inhalacijas kameru, janem véra testéjamas kimiskas vielas veids un testa prickSmets. Visieteicamaka
metode ir dzivnieka deguna ekspozicija (Sis termins aptver dzivnieka galvas, deguna vai snuka ekspoziciju).
Dzivnieka deguna ekspozicija ir parasti ieteicama $kidro vai cieto aerosolu pétijumiem un tvaikiem, kas var
kondenséties un veidot aerosolu. Pétijuma konkrétos mérkus, iespéams, var labak sasniegt, izmantojot visa
kermena ekspoziciju, bet tas ir japamato pétijuma zinojuma. Lai nodroinatu atmosféras stabilitati, izmantojot
visa kermena kameru, testa dzivnieku kopéjais apjoms nedrikst parsniegt 5 % no kameras tilpuma. Deguna un
visa kermena ekspozicijas panémienu principi un to konkrétas prieksrocibas un trikumi ir aprakstiti GD 39 (2).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

TOKSICITATES PETIJUMI
Robezkoncentracijas

Pretgji akatas toksicitates pétjjumiem 28 dienu subakatas inhalacijas toksicitates pétfjumiem nav noteiktu
robezkoncentraciju. Nosakot maksimalas testa koncentracijas, janem véra: 1) maksimala sasniedzama koncen-
tracija; 2) cilvéka ekspozicijas limena “sliktakais scenarijs”; 3) nepiecieSamiba saglabat pietiekamu skabekla
padevi; un/vai 4) dzivnieku labturibas apsvérumi. Ja nav pieejami ar datiem pamatoti ierobezojumi, var izmantot
Regula (EK) Nr.1272/2008 (13) noteiktas akiitas toksicitates robezkoncentracijas (t. i, lidz maksimalajai
koncentracijai 5 mg/l aerosoliem, 20 mg/l tvaikiem un 20 000 ppm gazém) (sk. GD 39 (2)). Ja, testgjot gazes
vai Joti gaistoSas testgjamas kimiskas vielas (pieméram, aukstumagentus), ir nepiecieSams parsniegt $is robez-
vértibas, tas japamato. Robezkoncentracijai ir jaizraisa neparprotama toksicitate, neradot nevajadzigu stresu
dzivniekiem un neskarot to maza ilgumu (3).

Diapazona noteikSanas pétijjums

Pirms galvena pétijuma sakSanas var bt nepiecieSams veikt diapazona noteik3anas pétjjumu. Diapazona noteik-
Sanas pétijums ir vispusigaks par devu diapazona pétijumu, jo tas neattiecas tikai uz koncentraciju izveéli.
Diapazona noteik3anas pétijuma iegiitas zinaSanas var palidzét sekmigi istenot galveno pétjjumu. Pieméram,
diapazona noteik3anas pétjjuma rezultata var iegit tehnisku informaciju par analitiskajam metodém, dalinu
licluma noteik$anu un toksisku mehanismu atklasanu, kliniskas patologijas un histopatologijas datus, ka ari
apléses par to, kadas varétu bit galvena pétijuma NOAEL un MTC koncentracijas. Pétjjuma vaditajs var izvéléties
izmantot diapazona noteik$anas pétijumu, lai noteiktu elposanas sistémas kairindjuma slieksni (pieméram, ar
elposanas sistémas histopatologiju, plausu funkcijas testéSanu vai bronhoalveolaru lavazu), augstako koncen-
traciju, kas ir panesama, neradot dzivniekiem nevajadzigu stresu, un parametrus, kuri vislabak raksturos testé-
jamas kimiskas vielas toksiskumu.

Diapazona noteik3anas pétjuma var aplikot vienu vai vairakus koncentracijas limenus. Katra koncentracijas
limena iedarbibai nevajadzétu paklaut vairak ka tris tévinus un tris matites. Diapazona noteikSanas pétijumam
jailgst vismaz piecas dienas un parasti ne vairak ka 14 dienas. Pétfjuma zinojuma tas japamato galvena pétijjuma
koncentraciju izvélei. Galvena pétijuma meérkis ir paradit koncentracijas un atbildes reakcijas sakaribu, pamato-
joties uz prognozéto jutigako beigupunktu. Par zemako koncentraciju ieteicams izvéléties koncentraciju, ar kuru
nav novérojama nelabvéliga ietekme, savukart augstakajai koncentracijai ir jaizraisa neparprotama toksicitate,
neradot dzivniekiem nevajadzigu stresu un neietekméjot to miza ilgumu (3).

Izvéloties koncentracijas limenus diapazona noteik§anas pétijumam, janem véra visa pieejama informacija,
tostarp struktiiras un aktivitates sakaribas un dati par lidzigam kimiskajam vielam (sk. 3. punktu). Diapazona
noteikanas pétijuma var verificét/atspékot viedoklus par jutigakajiem mehaniskajiem beigupunktiem, tadiem ka
holinesterazes inhibésana ar organofosfatiem, methemoglobina veidosanas ar eritrocitiem toksiskiem prepara-
tiem, vairogdziedzerim toksisku vielu ietekme uz vairogdziedzera hormoniem (T, T,), bronhoalveolara lavaza
konstatétas olbaltumvielas, LDH vai neitrofili attieciba uz inertam mazskisto$am dalinam vai plausas kairinoiem
aerosoliem.

Galvenais pétijums

Subakatas toksicitates galvenais pétijums parasti aptver tris koncentracijas limenus, ka ari péc vajadzibas lidz-
tekus veiktu negativu (gaisa) un/vai nesgjvielas kontroli (sk. 17. punktu). Izvéloties attiecigus ekspozicijas
limenus, ir jaiizmanto visi pieejamie dati, tostarp sistémiskas toksicitates pétjjumu, metabolisma un kinétikas
rezultati (ipasi jacensas izvairities no augstiem koncentracijas limeniem, kas piesatina kinétiskos procesus). Katra
testa grupa ir vismaz 10 grauzgji (pieci tévini un piecas matites), ko paklauj testéjamas kimiskas vielas iedarbibai
sedas stundas diena piecas dienas nedéla Cetras nedélas péc kartas (kopgjais pétijuma ilgums ir 28 dienas).
Dzivniekus var iedarbibai paklaut ari septinas dienas nedéla (pieméram, testgjot ieelpojamus farmaceitiskos
preparatus). Ja ir zinams, ka kads no dzimumiem pret attiecigo test§jamo kimisko vielu ir uzpémigaks,
dzimumus var paklaut dazadu koncentracijas limenu iedarbibai, lai optimizétu koncentracijas un atbildes
reakcijas sakaribu, ka aprakstits 15. punkta. Ja deguna ekspozicijai tiek paklauti grauzgji, kas nav Zurkas,
maksimalos ekspozicijas ilgumus var korigét ta, lai iespéjami mazinatu attiecigajai sugai raksturigas ciesanas.
Ja ekspozicijas ilgums diena ir mazaks par se$am stundam vai ja ir javeic liela ilguma (pieméram, 22 stundas
diena) visa kermena ekspozicijas pétijums, tas japamato (sk. GD 39 (2)). Ekspozicijas laika dzivniekus nevaja-
dzétu barot, ja vien ekspozicija neilgst vairak par sesam stundam. Visa kermena ekspozicijas laika var pastavigi
nodrosinat ar Gdeni.

Ar izraudzitajam mérkkoncentracijam ir janoskaidro mérkorgans(-i) un japarada skaidra koncentracijas un
atbildes reakcijas sakariba:

— augstakajam koncentracijas limenim ir jaizraisa toksiska ietekme, bet tas nedrikst radit ilgstosas pazimes vai
mirstibu, kuras dé] nebitu iespéjama lietderiga izvértésana,

— vidgjiem koncentracijas limeniem ir jabut pakapeniskiem, lai starp zemakas un augstakas koncentracijas
iedarbibu biitu novérojama pakapeniska toksiska ietekme,

— zemakaja koncentracijas limeni toksicitatei ir jaizpauZas maz vai vispar nav jaizpauzas.
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22.

Satelitgrupas (atgriezeniskuma grupas) pétijums

Satelitgrupas (atgriezeniskuma grupas) pétijumu var izmantot, lai novérotu toksicitates atgriezeniskumu, notu-
ribu vai aizkavétu paradisanos attieciga laika (bet ne mazak ka 14 dienas) péc vielas ievadiSanas. Satelitgrupas
(atgriezeniskuma grupas) ir pieci tévini un piecas matites, ko eksponé vienlaikus ar galvena pétijuma eksperi-
mentalajiem dzivniekiem. Satelitgrupas (atgriezeniskuma grupas) ir japaklauj testéjamas kimiskas vielas iedarbibai
augstakaja koncentracijas liment, ka arT péc vajadzibas lidztekus jaizmanto gaisa un/vai nesgjvielas kontrolgrupas
(sk. 17. punktu).

Kontroldzivnieki

Ar lidztekus veiktaja negativaja (gaisa) kontrolé izmantotajiem dzivniekiem rikojas tiesi tapat ka ar testa grupas
dzivniekiem, iznemot to, ka tos paklauj filtréta gaisa, nevis testéjamas kimiskas vielas iedarbibai. Ja testa
atmosferas generé8anai izmanto tdeni vai citu vielu, pétijuma negativas (gaisa) kontroles grupas vieta ir jaiz-
manto nesgjvielas kontroles grupa. Kad vien iesp&jams, par neséjvielu ir jaizmanto wdens. Ja par nesgjvielu
izmanto tdeni, kontroldzivniekus paklauj tada gaisa iedarbibai, kura relativais mitrums atbilst ekspozicijas gaisa
mitrumam. Piemérota nesgjviela jaizvélas, balstoties uz pienacigi veiktu prieksizpéti vai vésturiskiem datiem. Ja
neséjvielas toksiskums nav drosi zinams, pétijuma vaditajs dazkart izmanto gan negativas (gaisa) kontroles
grupu, gan nes§jvielas kontroles grupu, bet tas nekada zinia nav ieteicams. Ja vésturiskie dati norada, ka
nesgjviela nav toksiska, negativas (gaisa) kontroles grupa nav nepiecieSsama un ir jaizmanto vienigi nesgjvielas
kontroles grupa. Ja kada neséjviela iestradatas testéjamas kimiskas vielas prieksizpété toksicitati neatklaj, secina,
ka 3 neséjviela testétaja koncentracija nav toksiska, un kontrolgrupai jaizmanto tiesi $i neséjviela.

EKSPOZICIJAS APSTAKLI

Koncentraciju ievadiSana

Dzivnieki tiek paklauti testéjamas kimiskas vielas iedarbibai gazes, tvaiku, aerosola vai to sajaukuma veida.
Testéjamais agregatstavoklis ir atkarigs no testéjamas kimiskas vielas fizikalkimiskajam ipasibam, izraudzitas
koncentracijas un/vai fizikalas formas, kas test¢jamas kimiskas vielas apstrades un izmanto$anas laika ir visvar-
butigaka. Higroskopiskas un kimiski reagéjosas testéjamas kimiskas vielas ir jatesté sausa gaisa apstaklos.
Jaraugas, lai nerastos spradzienbistamas koncentracijas. Lai samazinatu dalinu lielumu, to materialu var paklaut
mehaniskiem procesiem. Papildu noradijjumi ir sniegti GD 39 (2).

Dalinu sadalijums péc lieluma

Dalinu sadalijums péc lieluma janoteic visiem aerosoliem un tvaikiem, kas var kondenséties un veidot aerosolu.
Lai nodro$inatu visu elposanas sistémas attiecigo rajonu ekspoziciju, ir ieteicami aerosoli ar masas vidgjo
aerodinamisko diametru (MMAD) diapazona no 1 lidz 3 pm ar geometrisko standartnovirzi (o,) diapazona
no 1,5 lidz 3,0 (4). lesp&ju robezas ir jacensas nodrosinat atbilstibu $im standartam, bet, ja tas nav iesp&jams, ir
jasniedz eksperta atzinums. Pieméram, metalu izgarojumu dalinas var bt mazakas par $o standartu, savukart
ladétas dalinas un Skiedrmateriali $o standartu var parsniegt.

Testeéjamas kimiskas vielas sagatavoSana nesgjviela

Testu ar testéjamo kimisko vielu ir vélams veikt bez neséjvielas. Ja ir nepiecieSams izmantot nesgjvielu, lai iegtitu
testéjamas kimiskas vielas attiecigu koncentraciju un dalinu lielumu, prieksroka dodama ddenim. Ja testéjamo
kimisko vielu izskidina neséjviela, ir japierada tas stabilitate.

EKSPOZICIJAS APSTAKLU MONITORINGS
Gaisa plisma caur kameru

Katras ekspozicijas laika ir riipigi jakontrolé, nepartraukti jamonitoré un vismaz reizi stunda jaregistré gaisa
plisma caur ekspozicijas kameru. Testa atmosféras koncentracijas (vai laiciskas stabilitates) reallaika monitorings
ir visu dinamisko parametru integrala mériSana, kas dod iespéju netiesi kontrolét visus attiecigos dinamiskos
inhalacijas parametrus. Ja koncentracija tiek uzraudzita reallaika, gaisa plismu mérfjjumu biezumu var samazinat
lidz vienam mérjjumam katra ekspozicijas diena. Ipasi jaraugas, lai deguna ekspozicijas kameras nenotiktu
izelpota gaisa ieelposana. Skabekla koncentracijai jabat vismaz 19 %, un oglekla dioksida koncentricija nedrikst
parsniegt 1 %. Ja ir pamats uzskatit, ka nav iesp&jams nodrosinat atbilstibu $im standartam, skabekla un oglekla
dioksida koncentracijas ir jaizméra. Ja pirmas dienas mérfjumi parada, ka $o gazu limeni ir atbilstigi, turpmaki
mérijumi nav vajadzigi.

Temperatiira un relativais mitrums kamera

Temperatira kamera jauztur 22 + 3 °C robezas. Gan deguna, gan visa kermena ekspoziciju gadijuma katras
ekspozicijas laika, ja iespéjams, ir nepartraukti jamonitoré un reizi stunda jaregistré relativais mitrums dzivnieku
inhalacijas zona. Relativo mitrumu vélams uzturét 30-70 % diapazona, bet tas var nebiit izdarams (pieméram,
kad tiek testéti maisijumi uz Gidens bazes) vai izmérams, jo testéjama kimiska viela interferé ar testéSanas metodi.



19.3.2014.

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

L 81/47

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Testéjama kimiska viela: nominala koncentracija

Kad vien iespéjams, ir jaaprékina un jaregistré nominala koncentracija ekspozicijas kamera. Nominala koncen-
tracija ir generétas testéjamas kimiskas vielas masa, ko dala ar inhalacijas kameras sistémai cauri izlaista gaisa
kopgjo tilpumu. Nominalo koncentraciju neizmanto, lai raksturotu dzivnieku ekspoziciju, ta¢u nominalas
koncentracijas un faktiskas koncentracijas salidzinajums sniedz norades par testa sistémas generésanas efektivi-
tati, tadgjadi to var izmantot, lai atklatu generéSanas problémas.

Test&jama kimiska viela: faktiska koncentracija

Faktiska koncentracija ir testéjamas kimiskas vielas koncentracija, kas noteikta dzivnicku inhalacijas zona inha-
lacijas kamera. Faktiskas koncentracijas var uzzinat vai nu ar specifiskim metodém (pieméram, tieSo paraugu
nemsSanu, adsorbcijas vai Kimiskas reagéSanas metodém un turpmaku analitisko raksturodanu), vai ar tadam
nespecifiskim metodém ka gravimetriska filtra analize. Gravimetriskas analizes izmanto$ana ir pienemama tikai
attieciba uz vienas sastavdalas pulvera aerosoliem vai aerosoliem ar zemas gaistamibas $kidrumiem, turklat s
analize ir jabalsta uz attiecigiem testéjamas kimiskas vielas raksturojumiem pirms pétjjuma veikSanas. Koncen-
tracijas noteikSanu ar gravimetrisko analizi var veikt ari vairaku sastavdalu pulvera aerosoliem. Tomér tam ir
vajadzigi analitiskie dati, kas pierada, ka gaisa parnestajam materialam sastavs ir tads pats ka sakotn&am
materialam. Ja 3ada informacija nav pieejama, pétijuma laika var bit nepiecieSams ar regulariem intervaliem
atkartoti analizét test§jamo kimisko vielu (vélams, kad ta tiek parnésata gaisa). Attieciba uz aerosola preparatiem,
kas var iztvaikot vai subliméties, ir japierada, ka visas fazes tika ievaktas ar izraudzito metodi.

Ja iesp&jams, visa pétijuma laikd jaizmanto vienas sérijas testéjama kimiska viela, un testéjamais paraugs ir
jaglaba apstaklos, kas uztur ta tiribu, homogenitati un stabilitati. Pirms pétjjuma saksanas ir jau jabat aprakstam
par test§jamas kimiskas vielas ipasibam, ari par tas tiribu un, ja tehniski iespéjams, identitati, un konstatéto
piesarnotdju un piemaisjjumu daudzumu. To var pieradit ar $adiem datiem (bet ne tikai): aiztures laiks un
relativa maksimuma zona, molekulmasa no masspektrometrijas vai gazhromatografijas analizes, vai citam
aplésem. Lai gan testéSanas laboratorija nav atbildiga par testéjama parauga identitati, tai biitu ieteicams vismaz
zinama meéra parliecinaties par sponsora sniegto raksturojumu (pieméram, krasa, fizikalas ipasibas utt.)

Ekspozicijas atmosféra ir jauztur iespéjami nemainiga. Lai pieraditu ekspozicijas apstaklu stabilitati, var izmantot
reallaika monitoringa ierici, pieméram, acrosolu fotometru aerosoliem vai kopgjo oglidenrazu analizatoru
tvaikiem. Katra ekspozicijas diena katram ekspozicijas limenim faktiska koncentracija kamera ir jaméra vismaz
tris reizes. Ja sakara ar ierobezotu gaisa caurplidumu vai zemu koncentraciju tas nav iesp&ams, var pietikt ar
vienu paraugu vienas ekspozicijas laika. Vélams 3o paraugu ievakt visu ekspozicijas laiku. Atseviskiem kameras
koncentracijas paraugiem nevajadzétu atskirties no kameras vidéjas koncentracijas vairak ka par £ 10 % gazém
un tvaikiem un * 20 % Skidriem vai cietiem aerosoliem. Ir jaaprékina un jaregistré laiks, kas vajadzigs, lidz
kamera iestajas lidzsvara stavoklis (tqs). Ekspozicijas ilgums atbilst laikam, kura tiek generéta testéjama kimiska
viela. Taja ieskaita laiku, kas vajadzigs, lai kamera sasniegtu lidzsvara stavokli (tg5) un koncentracijas samazi-
nasanos. Noradijumi par tys; aplésém ir sniegti GD 39 (2).

Loti sarezgitiem maisfjumiem, kas sastav no gazém|tvaikiem, un aerosoliem (pieméram, degSanas atmosféram
un test€jamam kimiskam vielam, kuru izplide notick no konkrétam galalietojumam paredzétiem izstradaju-
miem/iericém) katra faze inhalacijas kamera var izturéties at3kirigi. Tapéc katrai fazei (gaze/tvaiki un aerosols) ir
jaizvelas vismaz viena indikatorviela (analits), kas parasti ir maisijuma galvena aktiva viela. Ja testgjama kimiska
viela ir maisijums, analitiska koncentracija ir janorada kop&am maisijumam, nevis tikai aktivajai sastavdalai vai
indikatorvielai (analitam). Papildu informacija par faktiskajam koncentracijam ir pieejama GD 39 (2).

Testéjama kimiska viela: dalinu sadalijums péc lieluma

Aerosolu dalinu sadalijums péc lieluma janosaka vismaz reizi nedéla katram koncentracijas limenim, izmantojot
kaskades impaktoru vai alternativu instrumentu, pieméram, aerodinamisko dalinu meéritaju (APS). Ja var pieradit,
ka ar kaskades impaktoru vai alternativu instrumentu iegdtie rezultati ir lidzvertigi, alternativo instrumentu var
izmantot visa pétijuma.

Lai iegttu apstipringjumu, ka galvenais ievaksanas instruments nodroSina pietieckamu vaksanas efektivitati,
paraléli $im galvenajam instrumentam ir jaizmanto otra iekarta, pieméram, gravimetriskais filtrs vai atsitéjs/gazes
barbotieris. Dalinu licluma analizé iegiitajai masas koncentracijas vértibai jabiit sapratigas robezas salidzinajuma
ar filtra analizé iegiito masas koncentracijas vértibu (sk. GD 39 (2)). Ja pétjjuma agrind posma visu testéto
koncentraciju gadijuma var pieradit lidzvértibu, turpmaki apstiprinosi mérjjumi nav vajadzigi. Dzivnieku labtu-
ribas nolikos javeic pasakumi, kas iesp&jami mazinatu neparliecinosu datu ieguvi, kuru dé] var bit nepieciesams
atkartot pétjjumu.

Ir janosaka dalinu lielums tadiem tvaikiem, kuru kondensats varétu izveidot aerosolu vai kuru veidota atmosféra
tiek konstatétas dalinas, kas lieck domat par jauktu fazu iesp&jamibu.
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NOVEROJUMI

Dzivnieki ir kliniski janovéro pirms un péc ekspozicijas perioda, ka ar ta laika. Atkariba no dzivnieku atbildes
reakcijas ekspozicijas laika var noteikt biezakus novérojumus. Ja dzivnieku novéroSanu traucé dzivnieku fiksa-
cijas caurulu izmanto$ana, vaji apgaismotas visa kermena ekspozicijas kameras vai neizgaismota atmosfeéra,
dzivnieki ir uzmanigi janovéro péc ekspozicijas. Novérojumos pirms nakamas dienas ekspozicijas var novertét
toksiskas ietekmes atgriezeniskumu vai saasinasanos.

Visus novérojumus registré, par katru dzivnieku glabajot atseviskus pierakstus. Ja dzivnieki ir nonavéti humanu
apsverumu de] vai atrasti mirusi, iesp&ami precizi ir jaregistré naves iestasanas laiks.

Novérojot dzivniekus baros, ir japievér§ uzmaniba adas un apmatojuma, acu un glotadu, ka ari elposanas,
asinsrites, nervu sistémas, somatomotorikas un uzvedibas reakciju parmainam. Japievérs uzmaniba novéroju-
miem attieciba uz drebuliem, krampjiem, sickalosanos, caureju, letargiju, miegu un komu. Rektali temperatiiras
meérfjumi var nodrosinat papildu liecibas par reflektorisku bradipnoju vai hipotermiju/hipertermiju, kas saistita ar
vielas sanemsanu vai kustibu ierobezoSanu. Pétjjuma protokola var ietvert papildu noveértéjumus, pieméram, par
kinétiku, biomonitoringu, plausu funkciju, aizturétiem mazskisto§iem materialiem, kas uzkrajas plausu audos, un
uzvedibas mainam.

KERMENA SVARS

Katra dzivnieka svars ir jaregistré driz péc pirmas ekspozicijas (0. diena), péc tam divreiz nedéla (pieméram,
piektdienas un pirmdienas, lai paraditu atveselosanos nedélas nogalé, kura nenotiek ekspozicija, vai ar laika
intervaliem, kas lauj novértét sistémisko toksicitati) un naves iestaSanas vai eitanazijas bridi. Ja pirmo divu
nedéju laika netiek novérota nekada ietekme, paréja pétjjuma laika kermena svaru var noteikt reizi nedéla.
Satelitgrupas (atgriezeniskuma grupas) dzivniekus (ja tos izmanto) ir jaturpina sveért reizi nedéla visa atvese]o-
Sanas perioda. Beidzot pétijjumu, visi dzivnieki ir janosver neilgi pirms nonavésanas, lai nodrosinatu organu un
kermena svara attiecibu objektivu aprékinu.

BARIBAS UN UDENS PATERINS

Baribas patérins ir janosaka reizi nedéla. Var noteikt arT Gidens patérinu.

KLINISKA PATOLOGIJA

Kliniskas patologijas novértéana ir javeic visiem dzivniekiem, ari kontroles un satelitgrupas (atgriezeniskuma
grupas) dzivniekiem, kad Sos dzivniekus nonaveé. Ir jaregistré laika intervals starp ekspozicijas beigam un asins
parauga nemsanu, it seviski, ja attiecigais beigupunkts strauji atjaunojas. Parametriem ar isu pussabruksSanas
periodu plazma (pieméram, COHb, CHE un MetHb) ir ieteicama paraugu nemsana péc ekspozicijas pabeigsanas.

Turpmak 1. tabula ir uzskaititi kliniskas patologijas parametri, kas parasti ir vajadzigi visiem toksikologijas
pétjumiem. Urinanalize parasti nav javeic, bet to var veikt, ja to uzskata par lietderigu, jo tiek prognozéta vai
novérota toksicitate. Lai labak raksturotu testéjamas kimiskas vielas toksicitati, pétijuma vaditjs var izvéléties
noveértét papildu parametrus (pieméram, holinesterazi, lipidus, hormonus, skabju/bazu lidzsvaru, methemoglo-
binu vai Heinca kermenisus, kreatinkinazi, mieloidu/eritroidu attiecibu, troponinus, arterialo asinu gazes, laktat-
dehidrogenazi, sorbitoldehidrogenazi, glutamatdehidrogenazi un gamma glutamiltranspeptidazi).

1. tabula

PRy

Kliniskas patologijas standartparametri

Hematologija
Eritrocitu skaits Kopégjais leikocitu skaits
Hematokrits Diferencialais leikocitu skaits
Hemoglobina koncentracija Trombocitu skaits

Vidgjais korpuskularais hemoglobins Asins recétspéja (izvélieties vienu):
Vidgjais korpuskularais tilpums — protrombina laiks
Vidgja korpuskulara hemoglobina koncentracija — recéSanas laiks

Retikulociti — dalgjais tromboplastina laiks
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Kliniska kimija

Glikoze (*) Alanina aminotransferaze
Kopéjais holesterins Aspartata aminotransferaze
Trigliceridi Alkalinfosfataze

Asins urinvielas slapeklis Kalijs

Kopégjais bilirubins Natrijs

Kreatinins Kalcijs

Kopgjais olbaltums Fosfors

Albumins Hlorids

Globulins

Urinanalize (péc izvéles)

Izskats (krasa un dulkainiba) Kopgjais olbaltums
Tilpums Glikoze

Ipatngjais svars vai osmolalitate Asinis | asins $tinas
pH

(*) Ta ka ilgstoss nebarosanas periods var apdraudét testa dzivnieku glikozes mérfjumu objektivitati salidzinajuma ar kontrol-
dzivnieku glikozes mérfjumiem, pétijuma vaditdjam ir janosaka, vai dzivnieku nebarosana ir piemérota pieeja. Ja tiek
izmantots nebarosanas periods, tam ir jabiit piemérotam izmantotajam sugam. Zurkai tas varétu biit 16 stundas (nebarosana
uz nakti). Glikozi tuksa dasa var noteikt péc nakts nebarosanas perioda pédéja ekspozicijas nedéla vai péc nakts nebarosanas
perioda pirms autopsijas (ja to nosaka pirms autopsijas, tas jadara kopa ar visiem paréjiem kliniskas patologijas paramet-
riem).

Ja pastav liecibas, ka galvena nogulsnéSanas un aiztures vieta ir elpoSanas sistémas lejasdala (t. i., alveolas),
bronhoalveolara lavaza (BAL) var bit piemérots panémiens, ar ko kvantitativi analizét uz hipotézi pamatotus
devas un ietekmes parametrus, koncentréjot uzmanibu uz alveolitu, plausu iekaisumu un fosfolipidozi. Tas lauj
attiecigi analizét atbildes reakciju uz devu un alveolaro bojajumu parmainas laika gaita. BAL skidrumu var
analizet, lai noteiktu leikocitu kopéjo un diferencialo skaitu, kopéjo olbaltumu un laktatdehidrogenazi. Vel var
aplukot parametrus, kas liecina par lizosomu bojajumiem, fosfolipidozi, fibrozi un kairino$u vai alergisku
iekaisumu, sakara ar kuru var noteikt ari iekaisuma reakciju veicinatajus citokinus/hemokinus. BAL meérijumi
parasti papildina histopatologijas izmeklgjumu rezultatus, bet nevar tos aizstat. Noradjjumi par plausu lavazas
veik§anu pieejami GD 39 (2).

SMAGA PATOLOGIJA UN ORGANU SVARS

Visiem testa dzivniekiem, ari tiem, kas testa laika nobeigusies vai kas iznemti no pétjjuma dzivnieku labturibas
apsverumu dél, ir javeic pilna atasinoSana (ja iesp&ams) un pilna autopsija. Ir jaregistré laiks starp katra
dzivnieka pedéjas ekspozicijas beigdm un eitanaziju. Ja autopsiju nevar izdarit talit péc mirusa dzivnieka
atklasanas, dzivnieks ir jaievieto ledusskapi (bez sasaldéSanas) temperatiira, kas ir pietickami zema, lai iesp&jami
mazinatu autolizi. Autopsijas javeic iesp&jami driz, parasti dienas vai divu dienu laika. Visas smagas patologiskas
parmainas ir jaregistré par katru dzivnieku, ipasu uzmanibu pievérsot jebkadam elpoSanas sistémas parmainam.

Turpmak 2. tabula ir uzskaititi organi un audi, kas pilnas autopsijas laika ir jasaglaba piemérota lidzekli
histopatologisko izmekléjumu veikSanai. Lémums par [iekavas] noradito organu un audu konservé$anu, ka
ar jebkadu citu organu un audu konservéSanu ir pétjjuma vaditaja zina. Treknraksta uzskaititie organi ir
jaatbrivo no audiem un janosver uzreiz péc sekcijas, kamér tie ir mitri un nesazuvusi. Vairogdziedzeris un
séklinieku piedékli janosver tikai tada gadijuma, ja tas vajadzigs, jo atbrivoSana no artefaktiem var traucét
histopatologisku izvértesanu. Audu un organu fiksacija javeic 10 % bufervielas formalina vai cita piemérota
fiksacijas $kiduma talit péc autopsijas un ne mazak ka 24-48 stundas pirms atbrivoSanas no audiem atkariba no
izmantota fiksacijas skiduma.



L 81/50

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

19.3.2014.

41.

42.

43.

2. tabula

Organi un audi, ko konserve pilnas autopsijas laika

Virsnieru dziedzeri
Kaulu smadzenes (un/vai svaigs aspirats)

Smadzenes (tostarp galveno smadzenu, smadzenisu
un iegareno smadzenu | smadzenu tilta izgriezumi)

[Acis (tiklene, acs nervs) un plakstini]
Sirds
Nieres

Balsene (tris limeni, no tiem viend limeni uzgamura
pamatne)

Aknas

Plausa (visas daivas viena limeni, ar galvenajiem
bronhiem)

Plausas vartu limfmezgli, it seviski tadu testgjamo
kimisko vielu gadijuma, kas sastav no mazskisto§am
dalinam. Padzilinatiem izmeklgjumiem un/vai pétiju-
miem, kuros uzmaniba pievérsta imunologiskajiem
aspektiem, var apsvert, vai nenemt papildu limfmez-
glus, pieméram, limfmezglus no mediastinala, kakla/
zemzoklu un/vai aurikulara apvidus.

Aizdegunes audi (vismaz Cetri limeni; viens limenis,
kura ietilpst aizdegunes kanals un ar degunu saistitie
limfatiskas sistémas audi (NALT)).

Baribas vads
[Ozas sipols]

Olnicas

Séklas puaslisi

Muguras smadzenes (kakla, vidéa torakala un gurnu
rajona smadzenes)

Liesa

Kungis
Seklinieki
Tims
Vairogdziedzeris

Traheja (vismaz divi limeni, ieskaitot vienu garengrie-
zumu caur elpvada Kili elpvada daksas vieta un vienu
skeérsgriezumu)

[Urinpdslis]
Dzemde

Visi makroskopiskie bojajumi

Lai saglabatu plausu struktiiru, tas jaiznem neskartas, janosver un jaapstrada ar piemérotu fiksacijas skidumu
spiediend, ko rada 20-30 cm dzil§ Gdens (5). Visu daivu, ari galveno bronhu, izgriezumi jaievac viena liment,
bet, ja veic plausu lavazu, neskalota daiva ir jaizgriez trijos limenos (tas nedrikst bat sériju sekcijas).

Aizdegunes audi ir jaizmeklé vismaz Cetros limenos, no kuriem vienam ir jaaptver aizdegunes kanals (5, 6, 7, 8,
9), lai varétu pienacigi izmeklét plakano epitéliju, parejas epitéliju (elpcelu bezskropstinepitéliju), elpcelu epitéliju
(elpcelu skropstinepitéliju) un ozZas epitéliju, un limfatiskie drengjosie audi (NALT; 10, 11). Balsene ir jaizmekle
trijos [imenos, no kuriem vienam ir jaaptver uzgamura pamatne (12). Ir jaizmeklé vismaz divi trahejas limeni,
ieskaitot vienu garengriezumu caur elpvada kili elpvada daksas vieta un vienu Skérsgriezumu.

HISTOPATOLOGIJA

Visu 2. tabula uzskaitito organu un audu histopatologiska izveértéSana jaizdara kontrolgrupai, augstakas koncen-
tracijas grupai, ka ari visiem dzivniekiem, kas nobeidzas vai tick nonavéti pétijuma laika. Ipasa uzmaniba ir
japiever§ elposanas sistémai, mérkorganiem un makroskopiskiem bojajumiem. Tie organi un audi, kuriem
augstakas koncentracijas grupa ir novéroti bojajumi, ir jaizmeklé visam grupam. Lai paraditu neparprotamu
atbildes reakciju uz koncentraciju, pétijuma vaditajs var izvéléties veikt histopatologisku izvértesanu papildu
grupam. Ja izmanto satelitgrupu (atgriezeniskuma grupu), histopatologiska izvértésana ir jaizdara visiem audiem
un organiem, uz kuriem vielu sanémusajas grupas ir konstatéta ietekme. Ja augstakas koncentracijas grupa ir
noveérots parmérigi daudz agrinas nobeigdanas gadijumu vai citas problémas, kas mazina datu batiskumu, ir
histopatologiski jaizmeklé nakama zemaka koncentracijas limena grupa. Jamégina rast korelaciju starp pilnas

autopsijas datiem un mikroskopijas rezultatiem.
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44,

45.

DATI UN ZINOJUMU SAGATAVOSANA
Dati

Ir jasniedz dati par katra dzivnieka kermena svaru, baribas patérinu, klinisko patologiju, smagu patologiju,
organu svaru un histopatologiju. Klinisko novérojumu dati jaapkopo tabula, par katru testa grupu noradot to
dzivnieku skaitu, kuri izmantoti, to dzivnieku skaitu, kuriem paradijusas noteiktas toksicitates pazimes, to
dzivnieku skaitu, kuri testa laika atrasti nobeigusies vai ir nonavéti humanu apsvérumu dél, atsevisku dzivnieku
naves iestasanas laiku, toksiskas ietekmes raksturu, norisi laika un atgriezeniskumu, ka arT autopsijas atradi. Gan
kvantitativie, gan papildu rezultati ir janoveérté ar attiecigu statistikas metodi. Var izmantot jebkuru visparpie-
nemtu statistikas metodi. Statistikas metodes ir jaizvélas pétjjuma planosanas laika.

TestéSanas parskats

Testésanas parskata jaieklauj $ada informacija:
Testa dzivnieki un dzivnieku turéSana:

— apraksts par apstakliem biros, arf dzivnieku skaits (vai skaita maina) katra biri, pakaisi, temperatiira un
relativais mitrums, apgaismojuma ilgums un informacija par uzturu,

— izmantotas sugas/linija un pamatojums, kadé| ir izmantota cita suga, kas nav Zurka. Var noradit avotu un
vésturiskos datus, ja tie ir par dzivniekiem, kas paklauti tadai pasai ekspozicijai, turéSanas apstakliem un
nebaroSanas rezimiem,

— dzivnieku skaits, vecums un dzimums,

— nejausinasanas metode,

— jebkada pirmstesta sagatavosana, ieskaitot uzturu, karantinu un slimibas arstésanu.

Testgjama kimiska viela:

— fizikala daba, tiriba un attiecigos gadijumos ari fizikalkimiskas ipasibas (ieskaitot izomerizaciju),
— identifikacijas dati un registracijas numurs Kimijas referativaja zurnala (CAS), ja zinams.
Nesejviela:

— neséjvielas izmantosanas pamatojums un neséjvielas izvéles pamatojums (ja ta nav Gdens),
— vesturiski vai vienlaicigi dati, kas pierada, ka nesgjviela neietekmé pétijuma rezultatu.
Inhalacijas kamera:

— inhalacijas kameras siks apraksts, ieskaitot tilpumu un shému,

— dzivnieku ekspozicijai un atmosféras generésanai izmantota aprikojuma izcelsme un apraksts,
— temperatiiras, mitruma, dalinu lieluma un faktiskas koncentracijas mérisanas aprikojums,

— kondicionésanai izmantotais gaisa avots un sistéma,

— metodes, ko izmanto homogénas testa atmosféras nodrosinasanas aprikojuma kalibrésanai,
— spiediena starpiba (pozitiva vai negativa),

— ckspozicijas portu skaits kamera (deguna ekspozicija); dzivnieku atrasanas vieta kamera (visa kermena
ekspozicija),
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— testa atmosfeéras stabilitate,
— temperatilras un mitruma sensoru atra$ands vieta un testa atmosféras paraugu nemsana kamera,
— pievadita un aizvadita gaisa apstrade,

— gaisa caurpliduma raditaji: gaisa caurplidums uz vienu ekspozicijas portu (deguna ekspozicija) vai dzivniek-
slodze/kamera (visa kermena ekspozicija),

— laiks, kas vajadzigs, lai inhalacijas kamera sasniegtu lidzsvaru (tgs),
— tilpuma nomainu skaits stunda,

— mériSanas ierices (attieciga gadjjuma).

Ekspozicijas dati:

— pamatojums par mérkkoncentracijas izvéli galvenajam pétjjumam,

— nominalas koncentracijas (inhalacijas kamera generétas testgjamas kimiskas vielas kopéja masa, kas dalita ar
kamerai caurplidusa gaisa tilpumu),

— testéjamas kimiskas vielas faktiskas koncentracijas, kas ievaktas no dzivnieka inhalacijas zonas. Maisjjumiem,
kas veido heterogénas fizikalas formas (gazes, tvaiki, aerosoli), katru var analizét atseviski,

— visas gaisa koncentracijas parskata ir janorada masas vienibas (mg[l, mg/m? utt), nevis tilpuma vienibas
(ppm, ppb utt.),

— dalinu sadaljums péc lieluma, masas vidéjais aerodinamiskais diametrs (MMAD) un geometriska standar-
tnovirze (0,), arl to aprékinasanas metodes. Zinojuma jaietver atseviskas dalinu lieluma analizes.

g

TesteSanas apstakli:

— sika informacija par testéjamas kimiskas vielas preparatu, ari par visam procediiram, kas izmantotas cietu
materialu dalinu lieluma samazinaSanai vai testéjamas kimiskas vielas skidumu sagatavosanai,

— apraksts (vélams, kopa ar shému) par iekartu, ar kuru generé testa atmosféru un dzivniekus paklauj tas
iedarbibai,

— apraksts par aprikojumu, ko izmanto, lai uzraudzitu kameras temperatfiru, mitrumu un gaisa plasmu (t. i,
kalibrésanas liknes attistiba),

— apraksts par aprikojumu, ko izmanto, lai panemtu paraugus noliika noteikt koncentraciju kamera un dalinu
sadalijumu péc lieluma,

— sika informacija par izmantoto kimiski analitisko metodi un metodes validésanu (ieskaitot to, cik efektiva ir
testéjamas kimiskas vielas atgiSana no paraugu nemsanas vides),

— metode, ar kadu ir nejausinati izraudziti dzivnieki testa un kontroles grupam,

— sikas zinas par baribas un ddens kvalitati (ieskaitot uztura veidufavotu, dens avotu),
— testa koncentraciju izvéles pamatojums.

Rezultati:

— tabula ar kameras temperatiiru, mitrumu un gaisa plismu,

— tabula ar datiem par kameras nominalo un faktisko koncentraciju,
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— tabula ar datiem par dalinu lielumu, ieskaitot analitisko paraugu nemsanas datus, dalinu sadalfjumu péc
lieluma un MMAD un 0, aprékinus,

— tabula ar datiem par katra dzivnieka atbildes reakciju un koncentracijas limeni (t. i., dzivnieki, kam izpau-
dusas toksicitates pazimes, ari mirstiba; ietekmes veids, ictekmes smagums, sakumpunkts un ilgums),

— tabula ar datiem par katra dzivnieka svaru,

— tabula ar datiem par baribas patérinu,

— tabula ar kliniskas patologijas datiem,

— katra dzivnieka autopsijas atrade un histopatologiskas izmeklésanas rezultati, ja pieejami,
— tabula ar jebkadiem citiem parametriem, kas tikusi meériti.

Rezultatu interpretacija un komentdri:

— Tpasi svarigi ir aprakstit metodes, kas izmantotas, lai nodrosinatu, ka ir apmierinati §is testa metodes kritériji,
pieméram, attieciba uz robezkoncentracijam vai dalinu lielumu,

— ir jaapspriez dalinu ieelpojamiba, nemot véra kopéjos konstatéjumus, it seviski, ja nav izdevies nodrosinat
atbilstibu dalinu lieluma kritérijiem,

— pétijuma kopéja novértgjuma ir janorada nominalas un faktiskas koncentracijas noteikSanai izmantoto
metozu saskanotiba, ka ari faktiskas koncentracijas attieciba pret nominalo,

— jaapspriez, kads varétu bat naves celonis un galvenais iedarbibas veids (sistémisks vai vietgjs),

— jasniedz paskaidrojums, ja, pamatojoties uz ESAO Guidance Document on Humane Endpoints (3) kritérijiem,
bija humani janonavé dzivnieki, kas cieta sapes vai izradijja smagu un ilgstosu cieSanu pazimes,

— janorada mérkorgans(-i),

— janosaka NOAEL un LOAEL.
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1. papildingjums

DEFINICIJA

Testejama kimiska viela: jebkada viela vai maisijums, ko testé, izmantojot 3o testéSanas metodi.”;

5) pielikuma B.29. un B.30. nodalu aizst3j ar sadam:

“B.29. SUBHRONISKA INHALACIJAS TOKSICITATE: 90 DIENU PETIJUMS

KOPSAVILKUMS

Si B.29. parskatita test&Sanas metode ir izstradata, lai pilniba raksturotu testgjamas kimiskas vielas inhalacijas toksi-
citati péc subhroniska perioda (90 dienas) un lai nodroSinatu uzticamus datus kvantitativiem inhalacijas riska
novértéumiem. Desmit tévinu un 10 mati§u grauzéju grupas sedas stundas diena 90 dienas (13 nedélas) tiek
paklautas a) testéjamas kimiskas vielas iedarbibai tris vai vairakos koncentracijas limenos; b) filtréta gaisa (negativa
kontrole) iedarbibai; un/vai c) neséjvielas iedarbibai (nesgjvielas kontrole). Dzivniekus iedarbibai parasti paklauj piecas
dienas nedela, bet ir atlauta arT ekspozicija septinas dienas nedgla. Testa vienmér ietver gan tévinus, gan matites, bet
tos var paklaut dazadiem koncentracijas limeniem, ja ir zinams, ka viens dzimums pret attiecigo testéjamo kimisko
vielu ir uznémigaks. ST metode pétijluma vaditsjam nodrosina iesp&ju, lai labak raksturotu testgjamas kimiskas vielas
toksiskumu, paredzét satelitgrupas (atgriezeniskuma grupas), dzivnieku nonavé$anu testa laika, bronhoalveolaru
lavazu (BAL), neirologiskos testus un papildu kliniski patologiskos un histopatologiskos izvértgjumus.

IEVADS

1. Si testdSanas metode ir lidzvértiga ESAO TestéSanas noradijumiem 413 (2009. gads). Subhroniskai inhalcijas
toksicitatei veltito TestéSanas noradijumu 413 (TG 413) sakotnéja versija tika pienemta 1981. gada (1). S B.29.
testéSanas metode (kas ir lidzvértiga parskatitajiem TG 413 (2009. gads)) ir atjauninata, lai atspogulotu zinat-
niskos atklajumus un lai nodrosinatu atbilstibu pasreizéjam un turpmakam regulativajam vajadzibam.

2. Subhroniskas inhalacijas toksicitates pétjjumus galvenokart izmanto, lai izstradatu regulativas koncentracijas un
novértétu darba néméju risku darba vide. Tos arl izmanto, lai novértétu risku, kam cilvéki ir paklauti majas,
transportd, ka ari vides risku. ST metode lauj raksturot nelabvéligo ietekmi péc katru dienu atkartotas inhalativas
ekspozicijas testéjamajai kimiskajai vielai 90 dienu laika (apméram 10 % no Zurkas maza). Datus, ko iegtst $ados
subhroniskas inhalacijas toksicitates pétjjumos, var izmantot kvantitativajiem riska novértéjumiem un koncen-
traciju izvélei hroniskas toksicitates pétijumiem. ST testéSanas metode nav Ipasi paredzéta nanomaterialu testé-
Sanai. Sis testdSanas metodes konteksta izmantotas definicijas ir sniegtas §is nodalas beigas un Noradijumu
dokumenta Nr. 39 (GD 39) (2).

SAKOTNEJIE APSVERUMI

3. Lai uzlabotu pétjjuma kvalitati un lidz minimumam samazinatu dzivnieku izmanto3anu, testé$anas laboratorijai
pirms pétjjuma veikSanas ir jaizskata visa pieecjama informacija par testgjamo kimisko vielu. Informacija, kas
palidzés izveléties piemérotas testa koncentracijas, var ietvert test§jamas kimiskas vielas identitati, kimisko
struktdiru un fizikalkimiskas ipasibas; jebkadu in vitro vai in vivo toksicitates testu rezultatus; paredzétos lietosanas
veidus un iesp&amo cilvéka ekspoziciju; pieejamos (Q)SAR datus un toksikologiskos datus par strukturali
radniecigam vielam; ka arT datus, kas iegiiti citos atkartotas ekspozicijas testos. Ja tiek paredzéta vai pétjjuma
gaita tiek novérota neirotoksicitate, pétijuma vaditajs var izvéleties ietvert attiecigu izvértéSanu, pieméram,
funkcionalu novérojumu sériju (FOB) un motoriskas aktivitates mérfjumus. Lai gan ekspoziciju laika pieskano-
Sanai konkrétiem izmekléjumiem var bt izskirosa nozime, o papilddarbibu istenosana nedrikst traucét pamat-
pétijuma planam.

4. Kairinosu vai kodigu testéjamo kimisko vielu atSkaidijumus var testét koncentracijas, kas nodroinas vajadzigo
toksicitates pakapi. Papildu informaciju sk. GD 39 (2). Paklaujot dzivniekus $o materialu iedarbibai, mérkkoncen-
tracijam jabut pietickami zemam, lai neraditu izteiktas sapes un cieSanas, tomér tam jabat pietickamam, lai
koncentracijas un atbildes reakcijas liknes pagarinatu lidz limeniem, kas sasniedz testa regulativo un zinatnisko
mérki. Sis koncentracijas ir jaizvélas katrd gadijuma atseviski, vélams, pamatojoties uz attiecigi izplanotu diapa-
zona noteikSanas pétijumu, kas sniedz informaciju par kritisko beigupunktu, kairindjuma slieksni un ietekmes
sakumu (sk. 11.-13. punktu). Izraudzitas koncentracijas japamato.

5. Mirstosi dzivnieki, ka ari dzivnieki, kas acim redzami cie§ sapes vai pardzivo stipras un ilgstosas ciesanas, ir
humani janonavé. Mirsto$os dzivniekus nem véra tapat ka testa laika mirusos dzivniekus. Kritériji, péc kuriem
pienem lémumu nonavét mirstoSus dzivniekus un dzivniekus, kam ir smagas cieSanas, ka ari noradijumi par
paredzamu vai neizbégamu nobeigsanos ir sniegti ESAO Guidance Document on Humane Endpoints (3).
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METODES APRAKSTS
Dzivnieku sugas izvele

6. Ir jaizmanto jauni un veseli pieaugusi grauzgji, kas pieder pie laboratorijas parasti izmantotajam linijam. Ietei-
cama suga ir Zurka. Ja tiek izmantotas citas sugas, tas japamato.

Dzivnieku sagatavosana

7. Matites nedrikst bat iepriek§ dzemdgjusas vai griisnas. Diena, kad veic nejausinatu izvéli, dzivniekiem jabiit
jauniem pieaugusiem dzivniekiem (7-9 ned€lu vecuma). Kermena svaram jabit + 20 % no katra dzimuma vidéja
kermena svara. Dzivniekus nem nejausinati, marké individualai identificéSanai un lidz testa sakumam vismaz
piecas dienas tur biros, lai tie aklimatizétos laboratorijas apstak]os.

Dzivnieku turé$ana

8. Dzivniekus ir vélams individuali identificét, ieteicams, ar zemadas retranslatoriem, lai atvieglotu novérojumu
veik§anu un izvairitos no parpratumiem. Temperatiirai eksperimenta dzivnieku turésanas telpa jabat 22 £ 3 °C.
Relativo mitrumu vélams uzturét 30-70 % diapazona, lai gan tas var bt neiesp&jami, ja par nesgjvielu izmanto
tdeni. Pirms un péc ekspozicijam dzivnieki parasti ir jatur biros grupas péc dzimuma un koncentracijas, bet
dzivnieku skaits bair nedrikst traucét katra dzivnieka novéroSanu, ka ari dzivnieku skaitam ir jabat tadam, lai
iespgjami mazaki biitu zudumi kanibalisma un kausanas dél. Ja tiek izmantota vienigi dzivnieku deguna ekspo-
zicija, var bit vajadzigs dzivniekus aklimatizét fiksacijas caurulém. Fiksacijas caurules nedrikst dzivniekiem radit
nevajadzigu fizisku, termisku vai ar imobilizaciju saistitu stresu. Fiksacija var ietekmét fiziologiskos beigupunktus,
pieméram, kermena temperatiru (hipertermija) un/vai plauSu mindtes tilpumu. Ja ir pieejami visparigi dati, kas
apliecina, ka nekadas $adas parmainas nerodas véra nemama apmera, iepriekséja pielagosanas fiksacijas caurulem
nav vajadziga. Ja tiek izmantota visa kermena ekspozicija aerosolam, dzivnieki ekspozicijas laika ir jatur atseviski,
lai tie nevarétu uzpemt testéjamo aerosolu no citu bira dzivnieku apmatojuma. Iznemot ekspozicijas laiku, var
izmantot tradicionalu un sertificétu laboratorijas uzturu, ko papildina ar neierobezotu daudzumu krana dzerama
adens. Dzivniekus 12 stundas diennakti tur maksliga apgaismojuma, bet 12 stundas — tumsa.

Inhalacijas kameras

9. Izveloties inhalacijas kameru, janem véra test§jamas kimiskas vielas veids un testa priekSmets. Visieteicamaka
metode ir dzivnieka deguna ekspozicija (Sis termins aptver dzivnieka galvas, deguna vai snuka ekspoziciju).
Dzivnieka deguna ekspozicija ir parasti ieteicama $kidro vai cieto aerosolu pétjjumiem un tvaikiem, kas var
kondenséties un veidot aerosolu. Pétjjuma konkrétos meérkus, iesp&ams, var labak sasniegt, izmantojot visa
kermena ekspoziciju, bet tas ir japamato pétijuma zinojuma. Lai nodrosinatu atmosféras stabilitati, izmantojot
visa kermena kameru, testa dzivnieku kopéjais apjoms nedrikst parsniegt 5 % no kameras tilpuma. Deguna un
visa kermena ekspozicijas panémienu principi un to konkrétas prieksrocibas un trikumi ir aprakstiti GD 39 (2).

TOKSICITATES PETIJUMI
Robezkoncentracijas

10. Pretgji akatas toksicitates pétijumiem subhroniskas inhalacijas toksicitates pétijumiem nav noteiktu robezkoncen-
traciju. Nosakot maksimalas testa koncentracijas, janem veéra: 1) maksimala sasniedzama koncentracija; 2) cilveka
ekspozicijas limena “sliktakais scenarijs”; 3) nepiecieSamiba saglabat pietickamu skabekla padevi; un/vai 4)
dzivnieku labturibas apsvérumi. Ja nav pieejami ar datiem pamatoti ierobezojumi, var izmantot Regula (EK)
Nr. 1272/2008 (13) noteiktas akitas toksicitates robezkoncentracijas (t. i, lidz maksimalajai koncentracijai
5 mg/l aerosoliem, 20 mg/l tvaikiem un 20 000 ppm gazém) (sk. GD 39 (2)). Ja, testéjot gazes vai loti gaistoSas
testéjamas kimiskas vielas (pieméram, aukstumagentus), ir nepiecieSams parsniegt $is robezkoncentracijas, tas
japamato. Robezkoncentracijai ir jaizraisa neparprotama toksicitate, neradot nevajadzigu stresu dzivniekiem un
neskarot to maza ilgumu (3).

Diapazona noteikSanas pétijums

11. Pirms galvena pétijuma saksanas parasti ir nepiecieSams veikt diapazona noteiksanas pétijumu. Diapazona
noteik$anas pétijums ir vispusigaks par devu diapazona pétijumu, jo tas neattiecas tikai uz koncentraciju izveli.
Diapazona noteikSanas pétijuma ieglitas zinaSanas var palidzét sekmigi istenot galveno pétjumu. Pieméram,
diapazona noteikanas pétjjuma rezultata var iegit tehnisku informaciju par analitiskajam metodém, dalinu
licluma noteik§anu un toksisku mehanismu atklasanu, kliniskas patologijas un histopatologijas datus, ka ari
apléses par to, kadas varétu bit galvena pétijuma NOAEL un MTC koncentracijas. Pétijuma vaditajs var izvéléties
izmantot diapazona noteikanas pétjjumu, lai noteiktu elposanas sistémas kairinajuma slicksni (pieméram, ar
elposanas sistémas histopatologiju, plausu funkcijas testéSanu vai bronhoalveolaru lavazu), augstako koncentra-
ciju, kas ir panesama, neradot dzivniekiem nevajadzigu stresu, un parametrus, kuri vislabak raksturos testéjamas
kimiskas vielas toksiskumu.
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12. Diapazona noteikSanas pétijuma var aplikot vienu vai vairakus koncentracijas limenus. Atkariba no izraudzita-
jiem beigupunktiem katra koncentracijas limena iedarbibai japaklauj 3-6 tévini un 3-6 matites. Diapazona
noteikSanas pétijjumam jailgst vismaz piecas dienas un parasti ne vairak ka 28 dienas. Pétjjuma zinojuma tas
japamato galvena pétijjuma koncentraciju izvélei. Galvena pétijuma mérkis ir paradit koncentracijas un atbildes
reakcijas sakaribu, pamatojoties uz prognozéto jutigako beigupunktu. Par zemako koncentraciju ieteicams izve-
leties koncentraciju, kuras gadijuma nav novérojama nelabvéliga ictekme, savukart augstakajai koncentracijai ir
jaizraisa neparprotama toksicitate, neradot nevajadzigu stresu dzivniekiem un neskarot to miza ilgumu (3).

13. Izvéloties koncentracijas limenus diapazona noteikSanas pétijumam, janem véra visa pieejama informacija,
tostarp struktiiras un aktivitates sakaribas un dati par lidzigam kimiskajam vielam (sk. 3. punktu). Diapazona
noteikSanas pétijuma var verificét/atspekot viedoklus par jutigakajiem mehaniskajiem beigupunktiem, tadiem ka
holinesterazes inhibéana ar organofosfatiem, methemoglobina veidoSana ar eritrocitiem toksiskiem preparatiem,
vairogdziedzerim toksisku vielu ietekme uz vairogdziedzera hormoniem (T3, T,), bronhoalveolara lavaza konsta-
tetas olbaltumvielas, LDH vai neitrofili attieciba uz inertam mazskistosam dalinam vai plausas kairinosiem
aerosoliem.

Galvenais pétjjums

14. Subhroniskas toksicitates galvenais pétijums parasti aptver tris koncentracijas limenus, ka ari péc vajadzibas
vienlaicigas negativas (gaisa) un/vai neséjvielas kontroles (sk. 18. punktu). Izvéloties attiecigus ekspozicijas
limenus, ir jaizmanto visi pieejamie dati, tostarp sistémiskas toksicitates pétjjumu, metabolisma un kinétikas
rezultati (ipasi jacensas izvairities no augstiem koncentracijas limeniem, kas piesatina kinétiskos procesus). Katra
testa grupa ir 10 grauzéju tévini un 10 grauzéju matites, ko paklauj testéjamas kimiskas vielas iedarbibai sesas
stundas diend piecas dienas nedéla 13 nedélas péc kartas (kopgjais pétijuma ilgums ir vismaz 90 dienas).
Dzivniekus var iedarbibai paklaut ari septinas dienas nedéla (pieméram, testéjot icelpojamus farmaceitiskos
prepardtus). Ja ir zinams, ka kads no dzimumiem pret attiecigo testéjamo kimisko vielu ir uzpémigaks,
dzimumus var paklaut dazadu koncentracijas limenu iedarbibai, lai optimizétu koncentracijas un atbildes reak-
cijas sakaribu, ka aprakstits 15. punkta. Ja deguna ekspozicijai tiek paklauti grauzgji, kas nav Zurkas, maksimalos
ekspozicijas ilgumus var korigét ta, lai iespéjami mazinatu attiecigajai sugai raksturigas cieSanas. Ja ekspozicijas
ilgums diena ir mazaks par se§am stundam vai ja ir javeic liela ilguma (pieméram, 22 stundas diena) visa
kermena ekspozicijas pétijums, tas japamato (sk. GD 39) (2). Ekspozicijas perioda dzivniekus nevajadzétu barot,
ja vien ekspozicija neilgst vairak par se§am stundam. Visa kermena ekspozicijas laika var pastavigi nodrosinat ar
tdeni.

15. Ar izraudzitajam merkkoncentracijam ir janoskaidro meérkorgans(-i) un japarada skaidra koncentracijas un
atbildes reakcijas sakariba:

— augstakajam koncentracijas [imenim ir jaizraisa toksiska ietekme, bet tas nedrikst radit ilgstosas pazimes vai
mirstibu, kuras dé] nebiitu iespéjama lietderiga izvértesana,

— vidgjiem koncentracijas limeniem ir jabat pakapeniskiem, lai nodrosinatu pakapenisku toksisko ietekmi starp
zemakas un augstakas koncentracijas iedarbibu,

— zemakaja koncentracijas limeni toksicitatei ir jaizpauzas maz vai vispar nav jaizpauzas.

Dzivnieku nonavésana testa laika

16. Ja ir planota dzivnieku nonavésana testa laika, dzivnieku skaits katram ekspozicijas limenim ir japalielina par to
dzivnieku skaitu, kurus lidz pétijuma beigam planots nonavét. Dzivnieku nonavésana testa laika japamato, un Sie
dzivnieki pienacigi jaatspogulo statistikas analizés.

Satelitgrupas (atgriezeniskuma grupas) pétijums

17. Satelitgrupas (atgriezeniskuma grupas) pétijumu var izmantot, lai novérotu toksicitites atgriezeniskumu, noturibu
vai aizkavétu paradisanos attieciga laika (bet ne mazak ka 14 dienas) péc vielas ievadiSanas. Satelitgrupas
(atgriezeniskuma grupas) ir 10 tévini un 10 matites, ko vienlaikus ar galvena pétijuma eksperimentalajiem
dzivniekiem paklauj ekspozicijai. Satelitgrupas (atgriezeniskuma grupas) ir japaklauj testéjamas kimiskas vielas
iedarbibai augstakaja koncentracijas limen, ka ari péc vajadzibas lidztekus javeic gaisa un/vai neséjvielas kontrole
(sk. 18. punktu).

Kontroldzivnieki

18. Ar lidztekus veiktaja negativaja (gaisa) kontrolé izmantotajiem dzivniekiem rikojas tiesi tapat ka ar testa grupas
dzivniekiem, izpemot to, ka tos paklauj filtréta gaisa, nevis testgjamas kimiskas vielas iedarbibai. Ja testa
atmosféras generéSana izmanto tdeni vai citu vielu, pétijuma negativas (gaisa) kontroles grupas vieta ir jaizmanto
neséjvielas kontroles grupa. Kad vien iesp&jams, par nesgjvielu ir jaizmanto tdens. Ja par nesjvielu izmanto
tdeni, kontroldzivniekus paklauj tada gaisa iedarbibai, kura relativais mitrums atbilst ekspozicijas gaisa
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mitrumam. Piemérota nesgjviela jaizvélas, balstoties uz pienacigi veiktu prieksizpéti vai vesturiskiem datiem. Ja
nesgjvielas toksiskums nav dro$i zinams, pétijuma vaditajs dazkart izvélas izmantot gan negativas (gaisa)
kontroles grupu, gan nesgjvielas kontroles grupu, bet tas nekada zina nav icteicams. Ja vésturiskie dati norada,
ka nesgjviela nav toksiska, negativas (gaisa) kontroles grupa nav nepiecieSama un ir jaizmanto vienigi neséjvielas
kontroles grupa. Ja kada nesgjviela iestradatas testéjamas kimiskas vielas prieksizpété toksicitati neatklaj, secina,
ka §1 neséjviela testétaja koncentracija nav toksiska, un kontrolgrupai jaizmanto tiesi i neséjviela.

EKSPOZICIJAS APSTAKLI

Koncentraciju jevadiSana

19. Dzivnieki tiek paklauti testgjamas kimiskas vielas iedarbibai gazes, tvaiku, aerosola vai to sajaukuma veida.
Testéjamais agregatstavoklis ir atkarigs no testéjamas kimiskas vielas fizikalkimiskajam ipasibam, izraudzitajam
koncentracijam un/vai fizikalas formas, kas testéjamas kimiskas vielas apstrades un izmantoanas laika ir visvar-
batigaka. Higroskopiskas un kimiski reagéjosas testéjamas kimiskas vielas ir jatesté sausa gaisa apstaklos. Jarau-
gas, lai nerastos spradzienbistamas koncentracijas. Lai samazinatu dalinu liclumu, to materialus var paklaut
mehaniskiem procesiem. Papildu noradijumi ir sniegti GD 39 (2).

Dalinu sadaljjums péc lieluma

20. Dalinu lieluma noteik$ana javeic visiem aerosoliem un tvaikiem, kas var kondenséties un veidot aerosolu. Lai
nodroginatu visu elpoSanas sistémas attiecigo rajonu ekspoziciju, ir ieteicami aerosoli ar masas vidéjo aerodina-
misko diametru (MMAD) diapazona no 1 lidz 3 pm ar geometrisko standartnovirzi (o,) diapazona no 1,5 lidz 3
(4). Tesp&ju robezas ir jacensas nodrosinat atbilstibu §im standartam, bet, ja tas nav iespé&jams, ir jasniedz eksperta
atzinums. Pieméram, metalu izgarojumu dalinas biis mazakas par $o standartu, savukart ladétas dalipas un
Skiedrmateriali $o standartu var parsniegt.

Testéjamas kimiskas vielas sagatavoSana nesgjviela

21. Testu ar testéjamo kimisko vielu ir vélams veikt bez neséjvielas. Ja ir nepiecieSams izmantot nesgjvielu, lai iegfitu
testéjamas kimiskas vielas attiecigu koncentraciju un dalinu lielumu, priek§roka dodama tdenim. Ja testéjamo
kimisko vielu iz8kidina nesgjviela, ir japierada tas stabilitate.

EKSPOZICIJAS APSTAKLU UZRAUDZIBA
Gaisa plisma caur kameru

22. Katras ekspozicijas laika ir ripigi jakontrol¢, nepartraukti jamonitoré un vismaz reizi stunda jaregistré gaisa
plasma caur ekspozicijas kameru. Testa atmosféras koncentracijas (vai laiciskas stabilitates) reallaika monitorings
ir visu dinamisko parametru integrala mériSana, kas dod iesp&ju netiesi kontrolét visus attiecigos dinamiskos
inhalacijas parametrus. Ja koncentracija tiek uzraudzita reallaika, gaisa plismu mérfjumu bieZumu var samazinat
lidz vienam meérfjumam katra ekspozicijas diena. Ipasi jaraugas, lai deguna ekspozicijas kameras nenotiktu
izelpota gaisa ieelposana. Skabekla koncentracijai jabit vismaz 19 %, un oglekla dioksida koncentracija nedrikst
parsniegt 1 %. Ja ir pamats uzskatit, ka nav iespéjams nodrosinat atbilstibu $im standartam, skabekla un oglekla
dioksida koncentracijas ir jaizmera. Ja pirmas dienas mérfjumi parada, ka $o gazu limeni ir attiecigi, turpmaki
mérfjumi nav vajadzigi.

Temperatiira un relativais mitrums kamera

23. Temperatira kamera jauztur 22 £ 3 °C robezas. Relativais mitrums dzivnieku inhalacijas zona gan deguna, gan
visa kermena ekspoziciju gadijuma ir nepartraukti jamonitoré un jaregistré reizi stunda katras ekspozicijas laika,
kad tas ir iesp&jams. Relativo mitrumu vélams uzturét 30-70 % diapazona, bet tas var nebiit izdarams (pieme-
ram, kad tiek testéti maisijumi uz tidens bazes) vai izmérams, jo testéjama kimiska viela interferé ar testéSanas
metodi.

Testejama kimiska viela: nominala koncentracija

24. Kad vien iesp&jams, ir jaaprékina un jaregistré nominala koncentracija ekspozicijas kamera. Nominala koncen-
tracija ir generétas testéjamas kimiskas vielas masa, ko dala ar inhalacijas kameras sistémai cauri izlaista gaisa
kopéjo tilpumu. Nominalo koncentraciju neizmanto, lai raksturotu dzivnieku ekspoziciju, tatu nominalas
koncentracijas un faktiskas koncentracijas salidzinajums sniedz norades par testa sistémas generéSanas efektivi-
tati, tadgjadi to var izmantot, lai atklatu generéanas problémas.
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Testéjama kimiska viela: faktiska koncentracija

25. Faktiska koncentracija ir testéjamas kimiskas vielas koncentracija, kas noteikta dzivnieku inhalacijas zona inha-
lacijas kamera. Faktiskas koncentracijas var uzzinat vai nu ar specifiskim metodém (pieméram, tieSo paraugu
nemsanu, adsorbcijas vai kimiskas reagésanas metodém un turpmaku analitisko raksturodanu), vai ar tadam
nespecifiskim metodém ka gravimetriska filtra analize. Gravimetriskas analizes izmantosana ir pienemama tikai
attieciba uz vienas sastavdalas pulvera aerosoliem vai aerosoliem ar zemas gaistamibas Skidrumiem, turklat $1
analize ir jabalsta uz attiecigiem testéjamas kimiskas vielas raksturojumiem pirms pétijuma veikSanas. Koncen-
tracijas noteik§anu ar gravimetrisko analizi var veikt ari vairaku sastavdalu pulvera aerosoliem. Tomér tam ir
vajadzigi analitiskie dati, kas pierada, ka gaisa parnestajam materialam sastavs ir tads pats ka sakotnéam
materialam. Ja $ada informacija nav pieejama, pétijuma laika var bat nepieciesams ar regulariem intervaliem
atkartoti analizét testéjamo kimisko vielu (vélams, kad ta tiek parnésata gaisa). Attieciba uz aerosola preparatiem,
kas var iztvaikot vai subliméties, ir japierada, ka ar izraudzito metodi tikusas ievaktas visas fazes.

26. Ja iesp&jams, visa pétijuma laika jaizmanto vienas sérijas testéjama kimiska viela, un testéjamais paraugs ir jaglaba
apstaklos, kas uztur ta tiribu, homogenitati un stabilitati. Pirms pétfjuma sakSanas ir jau jabit aprakstam par
testéjamas kimiskas vielas Ipasibam, arT par tas tiribu un, ja tehniski iesp&ams, identitati un konstatéto piesar-
notaju un piemaisijumu daudzumu. To var pieradit ar $adiem datiem (bet ne tikai): aiztures laiks un relativa
maksimuma zona, molekulmasa no masspektrometrijas vai gazhromatografijas analizes, vai citam aplésém. Lai
gan testéSanas laboratorija nav atbildiga par testéjama parauga identitati, tai batu ieteicams vismaz zinama meéra

parliecinaties par sponsora sniegto raksturojumu (pieméram, krasa, fizikalas Ipasibas utt.)

27. Ekspozicijas atmosféra ir jauztur iesp&ami nemainiga. Lai pieraditu ekspozicijas apstaklu stabilitati, var izmantot
reallaika monitoringa ierici, pieméram, aerosolu fotometru aerosoliem vai kopgjo ogludenrazu analizatoru tvai-
kiem. Faktiskd koncentracija kamera ir jaméra vismaz tris reizes katra ekspozicijas diena katram ekspozicijas
limenim. Ja sakara ar ierobezotu gaisa caurplidumu vai zemu koncentraciju tas nav iesp&ams, var pictikt ar
vienu paraugu katras ekspozicijas laika. Vélams 3o paraugu ievakt visu ekspozicijas laiku. Atseviskiem kameras
koncentracijas paraugiem nevajadzétu atskirties no kameras vidgjas koncentracijas vairak ka par £ 10 % gazém
un tvaikiem un * 20 % $kidriem vai cietiem aerosoliem. Ir jaaprékina un jaregistré laiks, kas vajadzigs, lidz
kamera iestajas lidzsvara stavoklis (ts). Ekspozicijas ilgums atbilst visam laikam, kad testéjama kimiska viela tiek
generéta. Taja ieskaita laiku, kas vajadzigs, lai kamera sasniegtu lidzsvara stavokli (tgs) un koncentracijas sama-
zinaSanos. Noradijumi par tgs aplésém ir sniegti GD 39 (2).

oy

28. Loti sarezgitiem maisijumiem, kas sastav no gazém/tvaikiem, un aerosoliem (pieméram, degSanas atmosféram un
testgjamam kimiskam vielam, kuru izplide notiek no konkrétam galalietojumam paredzétiem izstradajumiem/
iericem) katra faze inhalacijas kamera var izturéties atSkirigi. Tapéc katrai fazei (gazeftvaiki un aerosols) ir
jaizvelas vismaz viena indikatorviela (analits), kas parasti ir galvena aktiva sastavdala maisjuma. Ja testéjama
kimiska viela ir maisijums, analitiska koncentracija ir janorada kop&am maisijumam, nevis tikai aktivajai sastav-
dalai vai indikatorvielai (analitam). Papildu informacija par faktiskajam koncentracijam ir pieejama GD 39 (2).

Testéjama kimiska viela: dalinu sadalijums péc lieluma

29. Aerosolu dalinu sadalijums péc lieluma janosaka vismaz reizi nedéla katram koncentracijas limenim, izmantojot
kaskades impaktoru vai alternativu instrumentu, pieméram, aerodinamisko dalinu méritaju (APS). Ja var pieradit,
ka ar kaskades impaktoru vai alternativo instrumentu iegtie rezultati ir lidzvértigi, alternativo instrumentu var
izmantot visa pétfjuma.

30. Lai iegfitu apstiprinagjumu, ka galvenais ievakSanas instruments nodrosina pietiekamu vaksanas efektivitati, para-
leli $im galvenajam instrumentam ir jaizmanto otra iekarta, pieméram, gravimetriskais filtrs vai atsitéjs | gazes
barbotieris. Dalinu lieluma analizé iegiitajai masas koncentracijas vértibai jabiit sapratigas robezas salidzinajuma
ar filtra analizé ieglito masas koncentracijas vértibu (sk. GD 39 (2)). Ja pétjjuma agrina posma visu testéto
koncentraciju gadijuma var pieradit lidzvertibu, turpmaki apstiprino$i mérjjumi nav vajadzigi. Dzivnieku labtu-
ribas noliikos javeic pasakumi, kas iesp&jami mazinatu neparliecino$u datu ieguvi, kuru dé] var bt nepiecieSams
atkartot pétjumu.

31. Ir janosaka dalinu lielums tadiem tvaikiem, kuru kondensats varétu izveidot aerosolu vai kuru veidota atmosféra
tiek konstatétas dalinas, kas lick domat par jauktu fazu iesp&amibu.
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NOVEROJUMI

32. Dzivnieki ir kliniski janovéro pirms un péc ekspozicijas perioda, ka ari ta laika. Atkariba no dzivnieku atbildes
reakcijas ekspozicijas laika var noteikt biezakus novérojumus. Ja dzivnieku novérosanu traucé dzivnieku fiksacijas
cauruJu izmanto$ana, vaji apgaismotas visa kermena ekspozicijas kameras vai neizgaismota atmosféra, dzivnieki
ir uzmanigi janovéro péc ekspozicijas. Novérojumos pirms nakamas dienas ekspozicijas var novértét toksiskas
ietekmes atgriezeniskumu vai saasinasanos.

33. Visus novérojumus registré, par katru dzivnieku glabajot atseviskus pierakstus. Ja dzivnieki ir nonavéti humanu
apsvérumu dé] vai atrasti mirusi, iesp&jami precizi ir jaregistré naves iestasanas laiks.

34. Novérojot dzivniekus biros, ir japievér§ uzmaniba adas un apmatojuma, acu un glotadas, ka ari elpoSanas,
asinsrites un nervu sistémas, somatomotorikas un uzvedibas reakciju parmainam. Japievér§ uzmaniba novéro-
jumiem attieciba uz drebuliem, krampjiem, siekalosanos, caureju, letargiju, miegu un komu. Rektali temperatiiras
mérfjumi var nodroinat papildu liecibas par reflektorisku bradipnoju vai hipotermiju/hipertermiju, kas saistita ar
vielas sanemsanu vai kustibu ierobezosanu. Pétijuma protokola var ietvert papildu novérté§jumus, pieméram, par
kinétiku, biomonitoringu, plausu funkciju, aizturétiem mazskistosiem materialiem, kas uzkrajas plausu audos, un
uzvedibas mainam.

KERMENA SVARS

35. Katra dzivnieka svars ir jaregistré driz péc pirmas ekspozicijas (0. diena), péc tam divreiz nedéla (pieméram,
piektdienas un pirmdienas, lai paraditu atveselosanos nedélas nogalé, kura nenotick ekspozicija, vai ar laika
intervaliem, kas Jauj novértét sistémisko toksicitati) un naves iestasanas vai eitanazijas bridi. Ja pirmo 4 nedéju
laika netiek novérota nekada ictekme, pargja pétijuma laika kermena svaru var noteikt reizi nedéla. Satelitgrupas
(atgriezeniskuma grupas) dzivniekus (ja tos izmanto) ir jaturpina svért reizi nedéla visa atveselosanas perioda.
Beidzot pétijumu, visi dzivnieki neilgi pirms nonavésanas ir janosver, lai nodroinatu organu un kermena svara
attiecibu objektivu aprekinu.

BARIBAS UN UDENS PATERINS

36. Baribas patérin$ ir janosaka reizi nedéla. Var noteikt ari Gidens patérinu.

KLINISKA PATOLOGIJA

37. Kliniskas patologijas novertéjumi ir javeic visiem dzivniekiem, ari kontroles un satelitgrupas (atgriezeniskuma
grupas) dzivniekiem, kad Sos dzivniekus nonave. Jaregistré laika intervals starp ekspozicijas beigam un asins
parauga pemsanu, it seviski, ja attiecigais beigupunkts strauji atjaunojas. Parametriem ar isu pussabrukSanas
periodu plazma (pieméram, COHb, CHE un MetHb) ir ieteicama paraugu nemsana péc ekspozicijas pabeigSanas.

38. Turpmak 1. tabula ir uzskaititi kliniskas patologijas parametri, kas parasti ir vajadzigi visiem toksikologijas
pétijumiem. Urinanalize parasti nav javeic, bet to var veikt, ja to uzskata par lietderigu, jo tiek prognozéta
vai novérota toksicitate. Lai labak raksturotu testéjamas kimiskas vielas toksicitati, pétjjuma vaditajs var izvéléties
novértét papildu parametrus (pieméram, holinesterazi, lipidus, hormonus, skabju/bazu lidzsvaru, methemoglo-
binu vai Heinca kermeniSus, kreatinkinazi, mieloidu/eritroidu attiecibu, troponinus, arterialo asinu gazes, laktat-
dehidrogenazi, sorbitaldehidrogenazi, glutamatdehidrogenazi un gamma glutamiltranspeptidazi).

1. tabula

Kliniskas patologijas standartparametri

Hematologija
Eritrocitu skaits Kopgjais leikocitu skaits
Hematokrits Diferencialais leikocitu skaits
Hemoglobina koncentracija Trombocitu skaits
Vidgjais korpuskularais hemoglobins Asins recétspéja (izvélieties vienu):
Vidgjais korpuskularais tilpums — protrombina laiks
Vidéja korpuskulara hemoglobina koncentracija — recéSanas laiks
Retikulociti — dalgjais tromboplastina laiks
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39.

40.

41.

42.

Kliniska kimija

Glikoze (¥) Alanina aminotransferaze
Kopégjais holesterins Aspartata aminotransferaze
Trigliceridi Alkalinfosfataze

Asins urinvielas slapeklis Kalijs

Kopégjais bilirubins Natrijs

Kreatinins Kalcijs

Kopgjais olbaltums Fosfors

Albumins Hlorids

Globulins

Urinanalize (péc izvéles)

Izskats (krasa un dulkainiba) Kopgjais olbaltums
Tilpums Glikoze

Ipatnéjais svars vai osmolalitate Asinis | asins $tinas
pH

(*) Ta ka ilgstods nebarosanas periods var apdraudét testa dzivnieku glikozes mérfjumu objektivitati salidzinajuma ar kontrol-
dzivnieku glikozes mérfjumiem, pétijuma vaditdgjam ir janosaka, vai dzivnieku nebarosana ir piemérota piecja. Ja tiek
izmantots nebarosanas periods, tam ir jabiit piemérotam izmantotajam sugam. Zurkai tas varétu biit 16 stundas (nebarosana
uz nakti). Glikozi tuksa dsa var noteikt péc nakts nebarosanas perioda pédéja ekspozicijas nedéla vai péc nakts nebarosanas
perioda pirms autopsijas (ja to nosaka pirms autopsijas, tas jadara kopa ar visiem pargjiem kliniskas patologijas paramet-
riem).

Ja pastav liecibas, ka galvena nogulsnéSanas un aiztures vieta ir elpoSanas sistémas lejasdala (t. i., alveolas),
bronhoalveolara lavaza (BAL) var bat piemérots panémiens, ar ko kvantitativi analizét uz hipotézi pamatotus
devas un ietekmes parametrus, koncentrgjot uzmanibu uz alveolitu, plausu iekaisumu un fosfolipidozi. Tas lauj
attiecigi analizét atbildes reakciju uz devu un alveolaro bojajumu parmainas laika gaita. BAL skidrumu var
analizét, lai noteiktu leikocitu kopéjo un diferencialo skaitu, kopgjo olbaltumu un laktatdehidrogenazi. Vel var
aplikot parametrus, kas liecina par lizosomu bojajumiem, fosfolipidozi, fibrozi un kairinosu vai alergisku
ickaisumu, sakara ar kuru var noteikt ari iekaisuma reakciju veicinatdjus citokinus/hemokinus. BAL mérijumi
parasti papildina histopatologijas izmekléjumu rezultatus, bet nevar tos aizstat. Noradijumi par plausu lavazas
veiksanu pieejami GD 39 (2).

OFTALMOLOGISKA IZMEKLESANA

Ar oftalmoskopu vai lidzvértigu ierici visiem dzivniekiem pirms testéjamas kimiskas vielas ievadiSanas, ka arl
visam augstu koncentraciju grupam un kontrolgrupam, pétjumu pabeidzot, ir javeic acs dibena, acs optiska
aparata, varaviksnenes un konjunktivas oftalmologiska izmeklésana. Ja tick konstatétas parmainas acis, jaizmekle
visi dzivnieki pargjas grupas, tostarp satelitgrupa (atgriezeniskuma grupa).

SMAGA PATOLOGIJA UN ORGANU SVARS

Visiem testa dzivniekiem, ari tiem, kas testa laika nobeigusies vai kas dzivnieku labturibas apsverumu dé] iznemti
no pétijuma, ir javeic pilna atasinosana (ja iespéjams) un pilna autopsija. Ir jaregistré laiks starp katra dzivnieka
pédéjas ckspozicijas beigam un eitanaziju. Ja autopsiju nevar izdarit talit péc mirusa dzivnieka atklasanas,
dzivnieks ir jaievieto ledusskapi (bez sasaldésanas) temperatiira, kas ir pietickami zema, lai iespgjami mazinatu
autolizi. Autopsija javeic iesp&jami driz, parasti dienas vai divu dienu laika. Visas smagas patologiskas parmainas
ir jaregistré par katru dzivnieku, ipasu uzmanibu pievérsot jebkadam elposanas sistémas parmainam.

Turpmak 2. tabula ir uzskaititi organi un audi, kas pilnas autopsijas laika ir jauzglaba piemérota lidzekli
histopatologisko izmeklgjumu veiksanai. Lémums par [iekavas] noradito organu un audu uzglabasanu, ka arl
jebkadu citu organu un audu uzglabasanu ir pétijuma vaditaja zina. Treknraksta uzskaititie organi ir jaatbrivo
no audiem un janosver uzreiz péc sekcijas, kamér tie ir mitri un nesazuvusi. Vairogdziedzeris un séklinicku
piedekli janosver tikai tada gadijuma, ja tas vajadzigs, jo atbrivoSana no artefaktiem var traucét histopatologisko
izvértédanu. Audu un organu fiksacija ir javeic 10 % bufervielas formalina vai cita piemérota fiksacijas skiduma
talit péc autopsijas un ne mazak ka 24-48 stundas pirms atbrivoSanas no audiem atkariba no izmantota
fiksacijas skiduma.
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2. tabula

Organi un audi, ko saglaba pilnas autopsijas laika

Virsnieru dziedzeri
Aorta
Kaulu smadzenes (un/vai svaigs aspirats)

Smadzenes (tostarp galveno smadzenu, smadzeniSu
un iegareno smadzenu | smadzenu tilta izgriezumi)

Akla zarna

Lokzarna

Divpadsmitpirkstu zarna

[Seklinieku piedekli]

[Acis (tiklene, acs nervs) un plakstini]
Augsstilbs un pakalkajas cela locitava
Zultspiislis (ja ir)

[Hardera dziedzeri]

Sirds

Likumaina zarna

Tuksa zarna

Nieres

[Asaru dziedzeri (arpusorbitas)]
Balsene (tris limeni, ieskaitot uzgamura pamatni)
Aknas

Plaus$a (visas daivas viena limeni ar galvenajiem bron-
hiem)

Plausas vartu limfmezgli, seviski testéamam
kimiskam vielam no mazskistosam dalinam. Padzili-
natiem izmeklgjumiem un/vai pétijumiem, kuros
uzmaniba pievérsta imunologiskajiem aspektiem, var
apsvért, vai nenemt papildu limfmezglus, pieméram,
limfmezglus no mediastinala, kakla/zemZzoklu un/vai
aurikulara apvidus.

Limfmezgli (distalie no vartiem)
Piena dziedzeris (sieviskais)
Muskulis (augsstilba)

Aizdegunes audi (vismaz Cetri [imeni; viens limenis,
kura ietilpst aizdegunes kanals un ar degunu saistitie
limfatiskas sistémas audi (NALT)).

Baribas vads

[Ozas sipols]
Olnicas

Aizkunga dziedzeris
Epitélijkermenisi

Periférais nervs (sézas nervs vai tibialais nervs, vélams,
muskula tuvuma)

Hipofize
Prostata

Taisna zarna
Siekalu dziedzeri
Seklas paslisi
Ada

Muguras smadzenes (kakla, vidéja torakala un gurnu
rajona smadzenes)

Liesa

Kriisu kauls

Kungis

Zobi

Seklinieki

Tims

Vairogdziedzeris

[Méle]

Traheja (vismaz divi limeni, ieskaitot vienu garengrie-
zumu caur elpvada kili elpvada daksas vieta un vienu
Skeérsgriezumu)

[Urinvads]

[Urinizvadkanals]

Urinpislis

Dzemde

Meérkorgani

Visi makroskopiskie bojajumi un masas radijumi

43. Lai saglabatu plausu struktiiru, plausas jaiznem neskartas, janosver un jaapstrada ar piemérotu fiksacijas skidumu
spiediend, ko rada 20-30 cm dzil$ @dens (5). Visu daivu, arT galveno bronhu, izgriezumi jaievac viena limeni, bet,
ja veic plausu lavazu, neskalota daiva ir jaizgriez trijos limenos (tas nedrikst bat sériju sekcijas).
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44. Aizdegunes audi ir jaizmeklé vismaz cetros limenos, no kuriem vienam ir jaaptver aizdegunes kanals (5) (6) (7)
(8) (9), lai varétu pienacigi izmeklét plakano epitéliju, parejas epitéliju (elpcelu bezskropstinepitéliju), elpcelu
epitéliju (elpcelu skropstinepiteliju) un ozas epitéliju, un drengjosos limfatiskos audus (NALT) (10) (11). Balsene ir
jaizmekl@ trijos limenos, no kuriem vienam ir jaaptver uzgamura pamatne (12). Ir jaizmeklé vismaz divi trahejas
limeni, ieskaitot vienu garengriezumu caur elpvada kili elpvada daksas vieta un vienu $kersgriezumu.

HISTOPATOLOGIJA

45. Visu 2. tabula uzskaitito organu un audu histopatologiska izvértésana jaizdara kontrolgrupai, augstakas koncen-
tracijas grupai, ka ari visiem dzivniekiem, kas nobeidzas vai tick nonavéti pétijuma laika. Ipasa uzmaniba ir
japievér§ elpoSanas sistémai, mérkorganiem un makroskopiskiem bojajumiem. Tie organi un audi, kuriem
augstakas koncentracijas grupa ir novéroti bojajumi, ir jaizmeklé visam grupam. Lai pieraditu neparprotamu
atbildes reakciju uz koncentraciju, pétijuma vaditajs var izvéléties veikt histopatologisku izvértéSanu papildu
grupam. Ja izmanto satelitgrupu (atgriezeniskuma grupu), histopatologiska izvértésana ir jaizdara visiem audiem
un organiem, uz kuriem vielu sanémusajas grupas ir konstatéta ietekme. Ja augstakas koncentracijas grupa ir
novérots parmérigi daudz agrinas nobeigSanas gadijumu vai citas problémas, kas mazina datu batiskumu, ir
histopatologiski jaizmeklé nakama zemaka koncentracijas limena grupa. Jamégina rast korelaciju starp pilnas
autopsijas datiem un mikroskopijas rezultatiem.

DATI UN ZINOJUMU SAGATAVOSANA
Dati

46. Ir jasniedz dati par katra dzivnieka kermena svaru, baribas patérinu, klinisko patologiju, smagu patologiju,
organu svaru un histopatologiju. Klinisko novérojumu dati jaapkopo tabula, par katru testa grupu noradot to
dzivnieku skaitu, kuri izmantoti, to dzivnieku skaitu, kuriem paradijusas noteiktas toksicitates pazimes, to
dzivnieku skaitu, kuri testa laika atrasti nobeigusies vai ir nonavéti humanu apsvérumu del, atsevisku dzivnieku
naves iestasanas laiku, toksiskas ietekmes raksturu, norisi laika un atgriezeniskumu, ka ari autopsijas atradi. Gan
kvantitativie, gan papildu rezultati ir janovérté ar attiecigu statistikas metodi. Var izmantot jebkuru visparpie-
nemtu statistikas metodi. Statistikas metodes ir jaizvélas pétijuma planosanas laika.

Testesanas parskats

47. TestéSanas parskata jaieklauj sada informacija:

Testa dzivnieki un dzivnieku turésana:

— apraksts par apstakliem biros, ari dzivnieku skaits (vai skaita maina) katra biiri, pakaii, temperatira un
relativais mitrums, apgaismojuma ilgums un informacija par uzturu,

— izmantotas sugas/linija un pamatojums, kade] ir izmantota cita suga, kas nav Zurka. Var noradit avotu un
vésturiskos datus, ja tie ir par dzivniekiem, kas paklauti tadai pasai ekspozicijai, turésanas apstakliem un
nebaro$anas periodiem,

— dzivnieku skaits, vecums un dzimums,

— nejausinasanas metode,

— jebkada pirmstesta sagatavosana, ieskaitot uzturu, karantinu un slimibas arstéSanu.

Testgjama kimiska viela:

— fizikala daba, tiriba un attiecigos gadijumos ari fizikalkimiskas ipasibas (ieskaitot izomerizaciju),

— identifikacijas dati un registracijas numurs Kimijas referativaja zurnala (CAS), ja zinams.

Nesejviela:

— nesgjvielas izmantosanas pamatojums un neséjviclas izvéles pamatojums (ja ta nav Gdens),

— vésturiski vai vienlaicigi dati, kas pierada, ka nesgjviela neietekmé pétijuma rezultatu.
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— visas gaisa koncentracijas parskata ir janorada masas vienibas (mg/l, mg/m

Inhalacijas kamera:
— inhalacijas kameras siks apraksts, ieskaitot tilpumu un shému,

— dzivnieku ekspozicijai un atmosféras generéanai izmantota aprikojuma izcelsme un apraksts,

temperatiras, mitruma, dalinu lieluma un faktiskas koncentracijas merisanas aprikojums,
kondicioné$anai izmantotai gaisa avots un sistéma,

metodes, ko izmanto homogénas testa atmosféras nodrosinasanas aprikojuma kalibrésanai,
spiediena starpiba (pozitiva vai negativa),

ekspozicijas portu skaits kamera (deguna ekspozicija); dzivnieku atrasanas vieta kamera (visa kermena
ekspozicija),

testa atmosfeéras stabilitate,
temperatiiras un mitruma sensoru atraSands vieta un testa atmosféras paraugu nemsana kamera,

pievadita un aizvadita gaisa apstrade,

— gaisa caurpliduma raditaji, gaisa caurplidums uz vienu ekspozicijas portu (deguna ekspozicija) vai dzivniek-

slodze/kamera (visa kermena ekspozicija),
laiks, kas vajadzigs, lai inhalacijas kamera sasniegtu lidzsvaru (tys),

tilpuma nomainu skaits stunda,

— mérisanas ierices (attieciga gadijuma).
Ekspozicijas dati:
— pamatojums par mérkkoncentracijas izvéli galvenajam pétjjumam,

— nominalas koncentracijas (inhalacijas kamera generétas test§jamas kimiskas vielas kopgja masa, kas dalita ar

kamerai caurplidusa gaisa tilpumu),

— testéjamas kimiskas vielas faktiskas koncentracijas, kas ievaktas no dzivnieka inhalacijas zonas. MaisTjumiem,

kas veido heterogénas fizikalas formas (gazes, tvaiki, acrosoli), katru var analizét atseviski,

3 utt,), nevis tilpuma vienibas

(ppm, ppb utt.),

— dalinu sadalijjums péc lieluma, masas vidéjais aerodinamiskais diametrs (MMAD) un geometriska standar-

tnovirze (o,

o)., tostarp to aprekinaSanas metodes. Zinojuma jaietver atseviskas dalinu lieluma analizes.

TesteSanas apstakli:

sika informacija par testgjamas kimiskas vielas preparatu, ari par visam procediiram, kas izmantotas cietu
materidlu dalinu lieluma samazinaSanai vai test§jamas kimiskas vielas $kidumu sagatavosanai,

apraksts (vélams, kopa ar shému) par iekartu, ko izmanto, lai generétu testa atmosféru un dzivniekus
paklautu tas iedarbibai,

apraksts par aprikojumu, ko izmanto, lai uzraudzitu kameras temperatiiru, mitrumu un gaisa plasmu (t. i,
kalibrésanas liknes attistiba),

apraksts par aprikojumu, ko izmanto, lai panemtu paraugus noliika noteikt koncentraciju kamera un dalinu
sadalijumu péc lieluma,

sika informacija par izmantoto kimiski analitisko metodi un metodes validésanu (ieskaitot to, cik efektiva ir
testéjamas kimiskas vielas atgiSana no paraugu nemsanas vides),
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— nejausinasanas metode, ar kadu dzivniekus iedala testa un kontroles grupas,

— sikas zinas par baribas un tdens kvalitati (ieskaitot uztura veidufavotu, ddens avotu),
— testa koncentraciju izvéles pamatojums.

Rezultati:

— tabula ar kameras temperatiiru, mitrumu un gaisa plasmu,

— tabula ar datiem par kameras nominalo un faktisko koncentraciju,

— tabula ar datiem par dalipu lielumu, ieskaitot analitisko paraugu pemsanas datus, dalinu sadalijumu péc
lieluma un MMAD un 0, aprekinus,

— tabula ar datiem par katra dzivnieka atbildes reakciju un koncentracijas limeni (t. i., dzivnieki, kam izpau-
dusas toksicitates pazimes, arl mirstiba; ietekmes veids, ictekmes smagums, sakumpunkts un ilgums),

— tabula ar datiem par katra dzivnieka svaru,

— tabula ar datiem par baribas patérinu,

— tabula ar kliniskas patologijas datiem,

— katra dzivnieka autopsijas atrade un histopatologiskas izmeklésanas rezultati, ja pieejami.
Rezultatu interpretacija un komentdri:

— Tpasi svarigi ir aprakstit metodes, kas izmantotas, lai nodrosinatu, ka ir apmierinati 3is testa metodes kritériji,
pieméram, attieciba uz robezkoncentracijam vai dalinu lielumu,

— ir jaapspriez dalinu ieelpojamiba, nemot véra kop€jos konstatéjumus, it seviski, ja nav izdevies nodrosinat
atbilstibu dalinu lieluma kritérijiem,

— pétjuma kopga noveért§juma ir janorada nominalas un faktiskas koncentracijas noteikSanai izmantoto
metozu saskanotiba, ka ari faktiskas koncentracijas attieciba pret nominalo,

— jaapspriez, kads varétu bat naves célonis un galvenais iedarbibas veids (sistémisks vai vietgjs),

— jasniedz paskaidrojums, ja, pamatojoties uz ESAO Guidance Document on Humane Endpoints (3) kritérijiem, bija
humani janonavé dzivnieki, kas cieta sapes vai izradija smagu un ilgstosu cieSanu pazimes,

— janorada merkorgans(-i),
— janosaka NOAEL un LOAEL.
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1. papildingjums

DEFINICIJA

Testejama kimiska viela: jebkida viela vai maisijums, ko testé, izmantojot 3o testéSanas metodi.

B.30. HRONISKAS TOKSICITATES PETIJUMI

IEVADS

Si testésanas metode ir lidzvértiga Ekonomiskas sadarbibas un attistibas organizacijas (ESAO) TestéSanas nora-
dijumiem 452 (TG) (2009. gads). Sakotn&os TG 452 pienéma 1981. gada. Sis parskatitds B.30. testSanas
metodes izstradi uzskatija par nepiecieSamu, lai atspogulotu jaunako attistibu dzivnieku labturibas un regulativo
prasibu joma (1) (2) (3) (4). Sis B.30. testéSanas metodes atjauninasana ir veikta paraléli 3 pielikuma B.32.
nodalas “Kancerogenitates pétijumi” parskati§anai un $a piclikuma B.33. nodalas “Apvienotie hroniskas toksici-
tates un kancerogenitates pétijumi” parskatiSanai, lai no pétijuma izmantotajiem dzivniekiem iegiitu papildu
informaciju un sniegtu detalizétaku informaciju par devu izvéli. ST testé$anas metode ir izstradata, lai to varétu
izmantot daudzu dazadu kimisko vielu, tostarp pesticidu un ripniecisko kimisko vielu, testésanai.

Lielako dalu hroniskas toksicitates pétjjumu veic ar grauzéju sugam, tade] i testéSanas metode ir pirmam kartam
paredzéta pétjjlumiem ar $im sugam. Ja $ados pétijumos ir vajadzigs izmantot sugas, kas nav grauzgji, ar
attiecigiem grozjjumiem var piemeérot arl $aja testéSanas metodé noteiktos principus un procediiras kopa ar
principiem un procediiram, kuras noteiktas 33 pielikuma B.27. nodala “Subhroniskas oralas toksicitates tests —
atkartoto devu 90 dienu oralas toksicitates pétijums ar dzivniekiem, kas nav grauzgji” (5), ka noteikts ESAO
Guidance Document No. 116 on the Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity Studies (6).

Tris galvenie ievadiSanas celi, ko izmanto hroniskas toksicitates pétijumos, ir oralais cels, ariga aplikacija un
inhalacija. levadiSanas celu izvélas atkariba no testgjamas kimiskas vielas fizikalajam un kimiskajam ipasibam, ka
arl no t3, kada cela cilveks galvenokart nonak saskaré ar 3o vielu. Papildu informacija par ekspozicijas cela izvéli
ir sniegta ESAO Noradijumu dokumenta Nr. 116 (6).

Saja testdSanas metodé galvend uzmaniba pievérsta oralajam celam, kas ir hroniskds toksicitates pétijumos
visbiezak izmantota pieeja. Lai gan cilvéku veselibas riska novértésanai un/vai saskana ar konkrétiem tiesiskajiem
reguléumiem var biit nepiecieSami arl ilgtermina hroniskas toksicitates pétijumi ar arigas aplikacijas vai inha-
lacijas ekspoziciju, abi minétie ekspozicijas celi tehniski ir diezgan sarezgiti. Sadus pétijumus plano individuali,
lai gan 3eit izklastito testéSanas metodi hroniskas toksicitates noveértéSanai un izvértéSanai ar oralu ievadiSanu
varétu bt pamata inhalacijas un/vai arigas aplikacijas pétijumu protokola ieteikumiem par ievadiSanas perio-
diem, kliniskajiem un patologijas parametriem utt. Ir pieejami ESAO noradijumi par test§jamo kimisko vielu
ievadianu inhalacijas (6) (7) un arigas aplikacijas cela (6). Planojot ilgtermina pétjjumus ar inhalacijas ekspo-
ziciju, ir jaizmanto $a pielikuma B.8. nodala (8) un B.29. nodala (9), ka ari ESAO Guidance Document on acute
inhalation testing (7). Ja veic testus ar arigu aplikaciju, jaizmanto $a pielikuma B.9. nodala (10).

Hroniskas toksicitates pétjjums nodrosina informaciju par iespéjamo veselibas apdraudéjumu, ko varbatigi radit
atkartotai ekspozicijai, kura ilgst batisku izmantoto sugu miza dalu. Pétijums nodro$inas informaciju par
testéjamas kimiskas vielas toksisko ietekmi, ka ari noradis mérkorganus un akumulacijas iesp&amibu. Pétijuma
var arl iegit apléses par limeni, kurd nav novérojama nelabvéliga ietekme un kuru var izmantot, lai noteiktu
cilvéka ekspozicijas drosuma kriterijus. Ir uzsvérta ari vajadziba izdarit ripigus dzivnieku kliniskos novérojumus,
lai iegiitu iespéjami vairak informacijas.

Péc §is testéSanas metodes veicamo pétjjumu meérki ir citu starpa sadi:
— noteikt test§jamas kimiskas vielas hronisko toksicitati,

— noteikt mérkorganus,

— raksturot devas un atbildes reakcijas sakaribu,

— noteikt limeni, kura nav novérojama nelabveliga ietekme (NOAEL), vai etalondevas (BMD) noteiksanas
sakumpunktu,

— prognozét hroniskas toksicitates ietekmi limenos, kados paredzama cilvéka ekspozicija,

— sagadat datus testa hipotézém attieciba uz iedarbibas veidu (6).
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12.

13.

SAKOTNEJIE APSVERUMI

Lai pétijuma izstradi vérstu uz efektivaku hroniskas toksicitates potenciala testéSanu un lai [idz minimumam
samazinatu dzivnieku izmantosanu, novértéjot un izvértéjot testéjamas kimiskas vielas toksiskas ipasibas, testé-
Sanas laboratorijai pirms pétijuma veik3anas ir jaizskata visa pieejama informacija par testéjamo kimisko vielu.
Informacija, kas palidzés pétijuma plana izstradé, aptver testéjamas kimiskas vielas identitati, kimisko struktiru
un fizikalkimiskas ipasibas; jebkadu informaciju par iedarbibas veidu; jebkadu in vitro vai in vivo toksicitates testu
rezultatus; paredzétos lietosanas veidus un iespéjamo cilveka ekspoziciju; pieejamos (Q)SAR datus un toksiko-
logiskos datus par strukturali radniecigam vielam; pieejamos toksikokinétiskos datus (vienreizéjas devas, ka arl
atkartotas devas kinétika, ja $adi dati ir pieejami) un datus, kas iegiiti citos atkartotas ekspozicijas testos.
Hroniskas toksicitates noteiksana javeic tikai péc tam, kad atkartotas devas 28 dienu un/vai 90 dienu toksicitates
testos ir ieghita sakotnéja informacija par toksicitati. Novértgjot konkrétas testéjamas kimiskas vielas iesp&jami
nelabvéligo ietekmi uz veselibu, par $a procesa sastavdalu jauzskata ari hroniskas toksicitates testéSana ar
vairakposmu pieeju (11) (12) (13) (14).

Pirms pétijuma sak3anas ir janosaka rezultatu analizéSanai piemérotakas statistikas metodes, nemot véra ekspe-
rimenta planu un mérkus. Ir arT jaapsver, vai statistikas dati nebtitu jakorigé attieciba uz izdzivosanu un vai tajos
nebitu jaietver analize, ko izmanto gadijumiem, kuros attieciba uz vienu vai vairakam grupam testu izbeidz
priekslaicigi. Noradijumi par attiecigam statistikas analizém un galvenas atsauces uz starptautiski piepemtam
statistikas metodém ir sniegti Noradjjumu dokumenta Nr. 116 (6), ka ari Guidance Document No. 35 on the
analysis and evaluation of chronic toxicity and carcinogenicity studies (15).

Veicot hroniskas toksicitates pétijumu, vienmer jaievéro pamatprincipi un apsvérumi, kas sniegti ESAO Guidance
Document No. 19 on the recognition, assessment, and use of clinical signs as humane endpoints for experimental animals
used in safety evaluation (16), it seviski 53 dokumenta 62. punkts. Saja punkta ir noteikts, ka: “Pétijumos ar
atkartotam devam, ja dzivnieks uzrada kliniskas progresivas pazimes, kas noved pie stavokla turpmakas pasliktinasands,
ir japienem informets lemums par to, vai Sads dzivnieks ir humani janonave vai ne. Pienemot lemumu, jaapsver tds
informacijas vertiba, ko varétu sniegt konkreta dzivnieka turpmaka uztureSana petijuma, attieciba pret §a dzivnieka visparigo
stavokli. Ja tiek pienemts lemums dzivnieku paturét testa, péc vajadzibas noverojumi ir javeic biezak. Var ari but iespejams
(negativi neietekmejot testa merki) uz laiku partraukt devas ievadisanu, ja tas mazinds sapes vai cieSanas, vai samazinat
testa devu.”

Detalizéti noradijumi un diskusija par devas izvéles principiem hroniskas toksicitates un kancerogenitates
pétijumiem ir pieejami Noradjjumu dokumenta Nr.116 (6), ka ari divas International Life Sciences Institute
publikacijas (17) (18). Devas izvéles pamatstratégija ir atkariga no pétjjuma galvena mérka vai mérkiem (6.
punkts). Izvéloties attiecigus devu limenus, ir japanak lidzsvars starp riska novértéSanu, no vienas puses, un
atbildes reakciju uz zemu devu raksturodanu un 3o reakciju batiskumu, no otras puses. Tas ir seviski batiski
situacija, kad ir javeic apvienotais hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétijums (32 pielikuma B.33. nodala)
(11. punkts).

Jaapsver ari iespéja veikt apvienoto hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétijumu (3 pielikuma B.33.
nodala), nevis atsevisku hroniskas toksicitates pétijumu (31 B.30. testéSanas metode) un atsevisku kancerogeni-
tates pétijumu (32 pielikuma B.32. nodala). Salidzinajuma ar divu atsevisku pétjjumu veikSanu apvienotais tests
laika un izmaksu zina ir efektivaks, un ne hroniskaja posma, ne kancerogenitates posma nav pazeminata datu
kvalitate. Tomeér, ja veic apvienoto hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétijumu (3a pielikuma B.33.
nodala), ir ripigi jaapsver devu izvéles principi (9. un 20.-25. punkts), un tiek ari atzits, ka saskana ar
konkrétiem tiesiskajiem regulgjumiem var biit vajadzigi atseviski pétjjumi.

Sis testdsanas metodes konteksta izmantotas definicijas ir sniegtas §is nodalas beigas un Noradijumu dokumenta
Nr. 116 (6).

TESTA PRINCIPS

Testéjamo kimisko vielu ievada pakapeniskas devas katru dienu vairakam eksperimentalo dzivnieku grupam,
parasti 12 ménesus, lai gan var izraudzities ari garakus vai isakus periodus atkariba no regulativajam prasibam
(sk. 33. punktu). Izvélas periodu, kas ir pietickami ilgs, lai jebkada kumulativas toksicitates ietekme klitu
pamanama bez geriatrisku parmainu maldinosajam sekam. Ja izraugas ekspozicijas periodu, kas nav 12 ménesi,
tas japamato, it seviski, ja Sis periods ir mazaks. Testéjamo kimisko vielu parasti ievada orali, lai gan var bt
piemérota ari testéSana ar inhalaciju vai arigu aplikaciju. Pétfjuma plans var ietvert arl vienu vai vairakas
dzivnieku nonavésanas testa laika, pieméram, treSaja un sestaja ménesi, un var tikt ietvertas papildu dzivnieku
grupas, lai sim apstaklim pielagotos (sk. 19. punktu). Vielas ievadiSanas laika rtpigi novéro, vai dzivniekiem
neparadas toksicitates pazimes. Dzivniekiem, kuri testa laika nobeidzas vai kurus ta laika nonave, izdara
autopsiju, un testa beigas izdzivojusos dzivniekus nonavé un tiem izdara autopsiju.
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METODES APRAKSTS
Dzivnieku sugas izvéle

ST testésanas metode galvenokart attiecas uz hroniskas toksicitates novértéanu un izvértéanu grauzgjos (sk. 2.
punktu), lai gan tiek atzits, ka dazi tiesiska reguléjuma rezimi var prasit tadus pasus pétjjumus ar sugam, kas nav
japlano un jaisteno, balstoties uz principiem, kuri izklastiti $aja testéSanas metodé, ka ari 32 pielikuma B.27.
nodala “Subhroniskas oralas toksicitates tests — atkartoto devu 90 dienu oralas toksicitates pétjjums ar dzivnie-
kiem, kas nav grauzgji” (5). Papildu informacija par sugu un linijas izvéli ir sniegta ESAO Noradijumu doku-
menta Nr. 116 (6).

Saja testéfanas metodé ieteicama suga ir Zurka, lai gan var izmantot arf citas grauzgju sugas, pieméram, peles.
Zurkas un peles ir bijusi ieteicamie eksperimentu modeli, jo tdm ir relativi iss miiZs, tas plasi izmanto farma-
kologiskos un toksikologiskos pétjjumos, tam viegli inducét audz&ju, un tam ir pietieckami daudz liniju ar
izpétitam ipasibam. Pateicoties §Im Ipasibam, ir pieejama plasa informacija par So sugu fiziologiju un patologiju.
Ir jaizmanto jauni, veseli pieaugusi dzivnieki, kas pieder pie laboratorijas parasti izmantotajam linijam. Hroniskas
toksicitates pétijums javeic ar tas pasas linijjas un izcelsmes dzivniekiem, kadas izmantotas isaka(-os) provizo-
riska(-os) toksicitates pétijuma(-os). Matites nedrikst bt ieprieks dzemdgjusas vai griisnas.

TuréSanas un barosanas apstakli

Dzivniekus biros var turét atseviski vai nelielas viendzimuma grupas. Turé8ana atseviski ir jaapsver tikai tad, ja
tas ir zinatniski pamatoti (19) (20) (21). Barus izvieto ta, lai iespéjami mazinatu biiru novietojuma varbiitéjo
ietekmi. Temperatiirai eksperimentalo dzivnieku turéSanas telpa jabat 22 °C (¢ 3°C). Lai gan relativajam
mitrumam jabit vismaz 30 % un, iznemot telpu uzkopsanas laiku, vélams, ne vairak ka 70 %, jacensas nodro-
$inat mitrumu 50-60 % robezas. Dzivniekus 12 stundas diennakti tur maksliga apgaismojuma, bet 12 stundas —
tumsa. Var izmantot parasto laboratorijas baribu ar neierobezotu piekluvi dzeramajam tdenim. Uzturam ir
jaatbilst visam testa izmantotas sugas uzturvajadzibam, un tadu uztura piesarnotaju, ari pesticidu atlieku,
noturigu organisko piesarnotaju, fitoestrogénu, smago metalu un mikotoksinu, kas varétu ietekmét testa rezul-
tatu, saturam jabut iespéjami zemakam. Periodiski, vismaz pétjjuma sakuma un tad, kad mainas izmantota sérija,
ir jasagatavo un galazinojuma jaietver analitiska informacija par uzturvielu un uztura piesarnojuma limeniem.
Tapat ir ari jasniedz analitiska informacija par pétijuma izmantoto dzeramo adeni. Ja testéjamo kimisko vielu
ievada ar uzturu, uztura izvéli var ietekmét nepiecieSamiba nodrosinat gan piemérotu testéjamas kimiskas vielas
piejaukumu, gan ari nodrosinat dzivnieku uzturvajadzibas.

Dzivnieku sagatavosana

Ir jaizmanto veseli dzivnieki, kuri ir aklimatizéti laboratorijas apstaklos vismaz septinas dienas un ar kuriem
iepriek$ nav veiktas eksperimentalas procediiras. Grauzgju gadijuma devu doSana dzivniekiem ir jasak iesp&ami
driz tdlit péc zidisanas un aklimatizacijas, ka ari, veélams, pirms dzivnieki sasniedz astonu nedélu vecumu. Testa
dzivniekiem norada sugu, liniju, izcelsmi, dzimumu, svaru un vecumu. Pétjjuma sakuma dzivnieku svara
atskirbam jabat minimalam un tas nedrikst parsniegt £ 20 % no visu pétijuma iesaistito dzivnieku vidéja svara,
kas noteikts katram dzimumam atseviski. Dzivnieki kontroles un testa grupas ir jaiedala nejausinati. Kad ir
veikta nejausinata izvéle, katra dzimuma grupas vidéjais kermena svars nedrikst butiski atSkirties. Ja pastav
statistiski batiskas atskiribas, nejausinata izvéle ir jaatkarto, ja tas ir iesp&jams. Katram dzivniekam japieskir
unikals identifikacijas numurs, ka ar $is dzivnieks ir noturigi jamarké ar $o numuru, izdarot tetovéjumu,
implantgjot mikro¢ipu vai izmantojot citu piemérotu metodi.

PROCEDURA
Dzivnieku skaits un dzimums

Jaizmanto abi dzimumi. Jaizmanto pietickams skaits dzivnieku, lai pétijjuma beigas katra grupa batu pieejams
pietickami daudz dzivnieku riipigas biologiskas un statistiskas izvértésanas veikSanai. Grauzéju gadijuma katra
grupa jaizmanto vismaz 20 katra dzimuma dzivnieki katram devas limenim, savukart tadu dzivnicku gadjjuma,
kas nav grauzgji, katra grupa ieteicams izmantot vismaz Cetriem katra dzimuma dzivniekus. Pétijumos ar pelém
var bit nepiecieSami papildu dzivnicki katras devas grupa, lai varétu veikt visus vajadzigos hematologiskos
izmeklgjumus.

Dzivnieku nonavéSana testa laika, satelitgrupas un indikatordzivnieki

Lai iegiitu informaciju par toksikologisko parmainu norisi un mehanistisku informaciju, ja tas ir zinatniski
pamatoti, pétijuma var paredzét dzivnicku nonavéSanu testa laika (vismaz 10 dzivnieki no katra dzimuma
katra grupa), pieméram, sestaja ménesi. Ja $ada informacija jau ir pieejama no ieprieksgjiem atkartotas devas
toksicitates pétjumiem par testéjamo kimisko vielu, dzivnieku nonavésana testa laika var nebidit zinatniski
pamatota. Var ietvert ari satelitgrupas, lai parraudzitu jebkadu pétitas testéjamas kimiskas vielas radito toksiko-
logisko parmainu atgriezeniskumu; $is grupas parasti nodrosina tikai pétijuma augstakajam devas limenim un
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kontrolgrupai. Ja vajadzigs, var izmantot papildu indikatordzivnieku grupu (parasti 5 dzivnieki no katra dzimu-
ma), lai pétjjuma laika parraudzitu slimibas stavokli (22). Ja ir planota dzivnieku nonavéSana testa laika vai
satelitgrupu vai indikatorgrupu izmanto$ana, pétijjuma plana paredzétais dzivnieku skaits ir japalielina par to
skaitu, ko planots nonavét pirms pétjjuma beigam. Siem dzivniekiem parasti ir javeic tadi pasi novérojumi —
tostarp janovéro kermena svars, baribas/tdens patérins, javeic hematologiskie un kliniski biokimiskie mérfjumi,
ka arT patologiskie izmeklejumi — ka dzivniekiem galvena pétijuma hroniskas toksicitates posma, lai gan var ari
paredzét (grupam, ko planots nonavét testa laika), ka mérfjumi javeic tikai attieciba uz tadiem ipasiem, svarigiem
parametriem ka neirotoksicitate vai imantoksicitate.

Devu grupas un dozé&ums

Noradijumi par devu izvéli un intervaliem starp devu limeniem visos aspektos ir sniegti Noradijumu dokumenta
Nr. 116 (6). Jaizmanto vismaz tris devu limeni, un janodrosina paraléla kontrole, iznemot gadijumu, ja veic
pielaujama daudzuma testu (sk. 27. punktu). Devu limenus parasti nosaka, pamatojoties uz Isakiem atkartotas
devas vai diapazona noteik$anas pétijumiem un nemot véra visus esodos toksikologiskos un toksikokinétiskos
datus, kas ir pieejami par test§jamo kimisko vielu vai radniecigajam kimiskajam vielam.

Ja testgjamas kimiskas vielas fizikalkimiskas ipasibas vai biologiska iedarbiba to neierobezo, augstakais devas
limenis parasti jaizvélas ar noliku noskaidrot galvenos mérkorganus un toksisko ietekmi, vienlaikus izvairoties
radit cieSanas, smagas toksicitati, saslimstibu un mirstibu. Vienlaikus nemot véra turpmak 22. punkta izklastitos
faktorus, augstakais devas limenis ir jaizvélas tads, lai tas izraisitu toksicitates pazimes, kuras, pieméram,
apliecina kermena svara pieauguma samazinajums (apm. 10 %).

Tomér atkariba no pétjjuma mérkiem (sk. 6. punktu) var izvéléties augstako devas limeni, kas ir zemaks par
devu, kura nodroSina toksicitates pazimes, pieméram, ja deva izraisa batisku nelabvéligu ietekmi, kas tomér ipasi
neietekmé maza ilgumu vai kermena svaru. Augstakais devas limenis nedrikstétu parsniegt 1 000 mg uz kg
kermena svara diena (robezdeva; sk. 27. punktu).

Devu limenus un intervalus starp devu limeniem var izvéléties tadus, lai varétu noteikt devas un atbildes
reakcijas sakaribu un NOAEL vai citus paredzamos pétijuma rezultatus, pieméram, BMD (sk. 25. punktu)
zemaka devas limepa gadijuma. No faktoriem, kas ir jaapsver, nosakot mazakas devas, minams gaidamais
devas un atbildes reakcijas sakaribas liknes slipums un devas, kuru gadijuma var notikt svarigas metabolisma
vai toksiskas iedarbibas veida parmainas, ja ir gaidams kads slieksnis vai ja ir gaidams sakumpunkts zemu devu
ekstrapolacijai.

Izraudzitie intervali starp devu limeniem biis atkarigi no testéjamas kimiskas vielas pasibam, un $aja testéSanas
metodes apraksta tos nevar noradit, tacu lejupejosu devu limenu noteik$ana labus testa rezultatus nereti
nodrosina divkartigi lidz Cetrkartigi intervali, un nereti ir ieteicams pievienot 4. testa grupu, nevis izmantot
loti lielus intervalus starp doz&umiem (pieméram, parsniedzot koeficientu 6-10). Parasti jaizvairas no tadu
koeficientu izmantoSanas, kas parsniedz 10, un, ja tie tieck izmantoti, tas japamato.

Ka plasak izklastits Noradijjumu dokumenta Nr. 116 (6), izvéloties devas, ir janem véra $adi aspekti:
— devas un atbildes reakcijas sakaribas zinamas vai prognozétas nelinearitates vai lickuma punkdi,

— toksikokinétika un tadu devu diapazoni, kuru gadijuma ir vai nav vérojama metaboliska inducésanas,
piesatinasanas vai nelinearitate starp aréji un iek$gji uzpemtam devam,

— jau esosi bojajumi, ietekmes markieri vai svarigu, pamata esoSu biologisko procesu norises raditaji,

— iedarbibas veida svarigakie (vai paredzétie) aspekti, pieméram, devas, kuru gadijuma sakas citotoksicitate,
mainds hormonu limeni, tiek nomakti homeostatiskie mehanismi utt.,

— devas un atbildes reakcijas sakaribas liknes regioni, kuros vajadzigas seviski pamatigas apléses, pieméram,
paredzamas BMD vai prognozéta sliek$na diapazona,

— apsvérumi par paredzamajiem cilveka ekspozicijas limeniem.

Kontrolgrupa ir vielu nesanémusi grupa vai neséjviclas kontroles grupa, ja testéjamas kimiskas vielas ievadisanai
izmanto nesgjvielu. Iznemot testéjamas kimiskas vielas ievadisanu, ar kontrolgrupas dzivniekiem jarikojas tiesi
tapat ka ar testa grupu dzivnickiem. Ja izmanto nesgjvielu, kontrolgrupa sanem lielako devu grupam izmantoto
neséjvielas tilpumu. Ja testéjamo kimisko vielu ievada ar uzturu un ja uztura garSas dé] batiski samazinas ta
patérins, par piemérotaku kontrolgrupu var bit lietderigi izmantot papildu grupu, ko baro tiesi tapat.
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Ja, pamatojoties uz provizoriskos pétijumos iegiito informaciju, var prognozét, ka testa ar vienu vielas devas
limeni, kas ir vismaz 1 000 mg uz kg kermena svara diena, izmantojot $im pétjjumam aprakstitas procediras,
netiks novérota nelabveliga ietekme, un ja, pamatojoties uz datiem par strukturali radniecigam kimiskam vielam,
var uzskatit, ka viela nebis toksiska, pilnu pétjumu ar tris devu limeniem var atzit par nevajadzigu. Var
piemérot ierobezojumu 1 000 mg uz kg kermena svara diena, iznemot gadijumu, ja cilvéka ekspozicija liecina,
ka jaizmanto augstaks devas limenis.

Devu sagatavosana un testéjamas kimiskas vielas ievadisana

Testéjamo kimisko vielu parasti ievada orali ar uzturu vai dzeramo tdeni vai ar maksligo barosanu. Papildu
informacija par ievadiSanas celiem un metodém ir sniegta Noradijjumu dokumenta Nr. 116 (6). levadisanas cel$
un metode ir atkarigi no pétjjuma mérka, testéjamas kimiskas vielas fizikalkimiskajam ipasibam, tas biopiee-
jamibas un cilvéka ekspozicijas galvena cela un metodes. Izraudzitais ievadisanas cel$ un metode ir japamato.
Dzivnieku labturibas apsvérumu dé] ievadit ar maksligo barosanu parasti izvélas tikai tadus preparatus, attieciba
uz kuriem $ads ievadiSanas cel§ un panémiens pamatoti raksturo iespéjamo cilvéka ekspoziciju (pieméram,
farmaceitiskie preparati). Uztura vai vidé sastopamas kimiskas vielas, ari pesticidus, parasti ievada ar uzturu
vai dzeramo tdeni. Tomér dazos gadjjumos, pieméram, ekspozicija darbavieta, piemérotaki var bt citi ievadi-
Sanas celi.

Ja vajadzigs, testéjamo kimisko vielu iz3kidina vai suspendé piemérota nesgjviela. Péc vajadzibas ir janem véra
Sadas neséjvielas un citu piedevu ipasibas: ietekme uz testgjamas kimiskas vielas absorbciju, izplatiSanos, meta-
bolismu vai aizturi; ietekme uz testéjamas kimiskas vielas kimiskajam ipasibam, kuras var mainit tas toksiskas
ipasibas; ka ari ietekme uz baribas un idens patérinu vai dzivnieku barojumu. Ir ieteicams, ja vien iespéjams,
vispirms apsvert tidens $kiduma/suspensijas izmanto$anu, péc tam ellas (pieméram, kukuriizas ellas) skidumu/
emulsiju un péc tam iesp&jamu $kidinaSanu citas nesjvielas. Ja nesgjviela nav ddens, ir jazina $is nesgjvielas
toksiskas ipasibas. Ir jabit pieejamai informacijai par to, ka ievadiSanas metode (pieméram, ar uzturu) ietekmé
test§jamas kimiskas vielas stabilitati un attiecigi devu $kiduma vai uztura homogenitati.

Ir svarigi nodrosinat, lai kimiskajam vielam, kuras ievada ar uzturu vai dzeramo tdeni, test¢jamas kimiskas vielas
daudzumi neizjauktu parasto uztura vai Gidens lidzsvaru. ligtermina toksicitates pétijumos, kuros veic ievadisanu
ar uzturu, testéjamas kimiskas vielas koncentracija bariba parasti nedrikstétu parsniegt aug$éjo robezu 5 %
apméra no kopgja uztura, lai nepielautu uztura nelidzsvarotibu. Ja testéjamo kimisko vielu ievada ar uzturu,
var izmantot vai nu nemainigu koncentraciju uztura (mg uz kg uztura vai ppm), vai nemainigu devas limeni
attieciba pret dzivnieka kermena svaru (mg uz kg kermena svara), ko aprékina reizi nedéla. Izmantotas alter-
nativas ir janorada.

Oralas ievadiSanas gadjjuma dzivniekiem testéjamas kimiskas vielas devu ievada katru dienu (septinas dienas
nedéla), parasti 12 ménesus (sk. arT 33. punktu), lai gan var bat vajadzigs ilgaks periods atkariba no regulati-
vajam prasibam. Jebkuram citam devu doSanas reZimam, pieméram, piecas dienas nedéla, jabat pamatotam.
Arigas aplikacijas gadijuma dzivniekus testéjamas kimiskas vielas iedarbibai parasti paklauj vismaz sesas stundas
diena septinas dienas nedéla, ka noteikts 3a pielikuma B.9. nodala (10), un tas ilgst 12 méneSus. Inhalacijas
ekspoziciju veic sesas stundas diena septinas dienas nedéla, bet var izmantot ari ekspoziciju piecas dienas nedéla,
ja tas ir pamatoti. Ekspozicijas periods parasti biis 12 ménesi. Ja deguna ekspozicijai tiek paklauti grauzéji, kas
nav zurkas, maksimalos ekspozicijas ilgumus var korigét ta, lai iesp&jami mazinatu sugai raksturigas cieSanas. Ja
izmanto ekspozicijas ilgumus, kas ir mazaki par sesam stundam diena, tas japamato. Sk. ari §a pielikuma B.8.
nodalu (8).

Ja testéjamo kimisko vielu dzivniekiem ievada ar maksligo baroSanu, tas jadara ar kunga zondi vai piemérotu
intubacijas cauruli vienos un tajos paSos laikos katru dienu. Parasti reizi diena ievada vienreizéju devu; ja,
pieméram, kimiska viela ir lokals kairinatajs, ikdienas devu var nodrosinat, to ievadot ka dalitu devu (divreiz
diena). Maksimalais $kidruma tilpums, ko viend panémiena var ievadit, ir atkarigs no test§jama dzivnieka
lieluma. Tilpumam jabat iesp&ami mazakam, un grauzgjiem tas parasti nedrikstétu parsniegt 1 ml uz 100 g
kermena svara (22). Testa tilpuma mainiba ir jasamazina lidz minimumam, koncentraciju koriggjot ta, lai visos
devu limenos tilpums batu vienads. Iznémums ir iesp&ami kairinosas vai kodigas kimiskas vielas, kas ir
jaatskaida, lai izvairitos no smagas lokalas iedarbibas. Ir jaizvairas no tadu koncentraciju testéSanas, kas, visti-
camak, bus kodigas vai kairinosas kunga un zarnu traktam.

Pétjjuma ilgums

Lai gan §i testéSanas metode pirmam kartam ir paredzéta ka 12 ménesu hroniskas testéSanas pétijums, pétijuma
plans pielauj (un to var izmantot, lai veiktu) isakus (pieméram, 6 vai 9 ménesu) vai garakus (pieméram, 18 vai
24 ménesu) pétijumus atkariba no konkrétu tiesisko regulégjumu prasibam vai konkrétiem mehanistiskiem
mérkiem. Ja izraugas ekspozicijas periodu, kas nav 12 ménesi, tas japamato, it seviski, ja 3is periods ir mazaks.
Satelitgrupas, kas ir ietvertas, lai uzraudzitu jebkadu testa ietvertas testéjamas kimiskas vielas radito toksikolo-
gisko parmainu atgriezeniskumu, vismaz 4 nedélas un ne ilgak ka vienu tresdalu kopégja pétijuma laika péc
ekspozicijas partrauksSanas ir jatur bez devu ievadiSanas. Papildu noradijumi, tostarp apsvérumi par izdzivo$anu
pétijuma, ir sniegti Noradijumu dokumenta Nr. 116 (6).
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NOVEROJUMI

Visi dzivnieki ir japarbauda, lai konstatétu saslimstibu vai mirstibu, parasti katras dienas sakuma un beigas, arl
nedélas nogalés un brivdienas. Jaizdara visparigi kliniski novérojumi vismaz reizi diena, vélams viena(-os) laika(-
os) katru dienu, nemot véra gaidamo ietekmju maksimuma periodu péc devas ievadiSanas, ja ir izmantota
maksliga barogana.

Visiem dzivniekiem vismaz vienreiz pirms pirmas ekspozicijas (lai vienam un tam paSam dzivniekam varétu
izdarit salidzinasanu), pétjjuma pirmas nedélas beigas un reizi ménesi péc tam ir javeic detalizéti kliniskie
novérojumi. Novérojumu protokols ir japaredz tads, lai iespéami samazinatos variacijas starp atseviskiem
novérotajiem un lai tas nebiitu atkarigas no testa grupas. Sie novérojumi ir javeic arpus dzivnieka turdanas
bira, ieteicams, standartnozogojuma un visos gadijumos vienos un tajos pasos laikos. Novérojumi ir ripigi
jaregistré, vélams, izmantojot vértésanas sistému, ko skaidri noteikusi testéSanas laboratorija. Ir jacensas nodro-
§inat, lai novérosanas apstaklu variacijas biitu minimalas. Protokoléjamas pazimés cita starpa jaieklauj adas,
apmatojuma, acu, glotadas, sekrécijas un izdalijumu, ka ari vegetativas aktivitates parmainas (pieméram, asaro-
Sana, piloarekcija, acs zilites diametra parmainas un neraksturiga elpo$ana). Jaregistré ari parmainas gaita, staja
un atbildes reakcijas uz manipulacijam, ka ari kloniskas vai toniskas kustibas, stereotipiska (pieméram, parmériga
apmatojuma laiziSana, atkartota rinkosana) vai savada uzvediba (pieméram, passakroploSanas, staigaana atmu-
guriski) (24).

Ar oftalmoskopu vai citu piemérotu ierici visiem dzivniekiem pirms testéjamas kimiskas vielas pirmas ievadi-
Sanas ir javeic oftalmologiska izmeklésana. Pétijuma beigas So izmeklésanu ieteicams veikt visiem dzivniekiem
vai vismaz dzivniekiem lielako devu un kontroles grupas. Ja atklaj ar vielas sanemSanu saistitas parmainas acls,
japarbauda visi dzivnieki. Ja strukturala analize vai cita informacija liecina par toksicitati acis, japalielina acu
izmeklesanas biezums.

Kimiskam vielam, kuram iepriek3gjos atkartotas devas 28 dienu unfvai 90 dienu toksicitates testos ir konstatéts
potencials radit neirotoksisku ietekmi, var péc izvéles novertét to izraisitas sensoriskas reakcijas uz dazada veida
kairindgjumiem (24) (pieméram, dzirdes, redzes un proprioceptivajiem kairinajumiem) (25) (26) (27), satverSanas
stiprumu (28) un motorisko aktivitati (29), pirms sak pétijumu, ki ari ik pa trijiem ménesiem péc pétijuma
sakSanas lidz 12 ménesiem (ieskaitot) un ari pétjjuma beigas (ja tas ir garaks par 12 ménesiem). Sikaki dati par
procediiram, kuras var izmantot, ir sniegti attiecigajos atsauc¢u avotos. Tomér var izmantot ari alternativas
procediras, nevis tikai tas, kuras minétas atsaucu avotos.

Kimiskam vielam, kuram ieprieks¢jos atkartotas devas 28 dienu un/vai 90 dienu toksicitates testos ir konstatéts
potencials radit imiintoksisku ietekmi, pétjjuma beigds S0 beigupunktu var péc izvéles izmeklét vél papildus.

Kermena svars, baribasfiidens patérin$ un baribas efektivitate

Visi dzivnieki janosver vielas ievadisanas sakuma, péc tam vismaz reizi nedéla pirmas 13 nedélas un vismaz reizi
ménesi turpmak. Baribas patérina un baribas efektivitites mérfjumi ir jaizdara vismaz reizi nedéla pirmas 13
nedélas un vismaz reizi ménesi péc tam. Udens patéring ir jaméra vismaz reizi nedéla pirmas 13 nedélas un
vismaz reizi ménesi péc tam, ja kimisko vielu ievada ar dzeramo Gdeni. Jaapsver, vai tidens patérina mérijumus
neizdarit arl pétijumos ar mainitu dzerSanas aktivitati.

Hematologija un kliniska biokimija

Pétijumos ar grauzgjiem hematologiskie izmeklgjumi ir javeic vismaz 10 téviniem un 10 matitém katrd grupa
tredaja, sestaja un divpadsmitaja ménesi, ka ari pétijuma beigas (ja tas ir garaks par 12 ménesiem), visu laiku
izmantojot vienus un tos pasus dzivniekus. Lai varétu veikt visus vajadzigos hematologiskos izmekléjumus
pelém (sk. 18. punktu), var bt vajadzigi satelitgrupas dzivnieki. Tadu sugu gadijuma, kas nav grauzgji, paraugus
nem no mazaka skaita dzivnieku (pieméram, Cetri dzivnieki no katra dzimuma un katra grupa, ja pétjjumu veic
ar supiem) un to dara paraugu nemsanas laikos testa laikda un pétjuma beigds, ka aprakstits attieciba uz
grauzgjiem. Meérijumi tre$aja ménesi ne grauzgjiem, ne sugam, kas nav grauz€ji, nav javeic, ja hematologiskie
parametri nav uzradijusi nekadu iedarbibu ieprieksgja 90 dienu pétijuma, kur§ veikts ar salidzinamiem devas
limeniem. Asins paraugi ir janem no precizi noraditas vietas, pieméram, ar sirds punktéSanu vai no retroorbitala
sinusa, dzivnieku anestezgjot.

Jaizmekle 3adi parametri (30): leikocitu kopéjais un diferencialais skaits, eritrocitu skaits, trombocitu skaits,
hemoglobina koncentracija, hematokrits (hematokrita skaitlis), vidgjais korpuskularais tilpums (MCV), vidéjais
korpuskularais hemoglobins (MCH), vidéja korpuskulara hemoglobina koncentracija (MCHC), protrombina laiks
un aktivizétais dalgjais tromboplastina laiks. Péc vajadzibas atkariba no testéjamas kimiskas vielas toksicitates var
mérit ari citus hematologijas parametrus, pieméram, Heinca kermeniSus vai citus netipiskas morfologijas erit-
rocitus, vai methemoglobinu. Kopuma japieméro elastiga pieeja atkariba no attiecigas testé§jamas kimiskas vielas
novérotas un/vai prognozétas ietekmes. Ja testéjama kimiska viela ietekmé hematopoétisko sistému, var noradit
ari retikulocitu skaitu un kaulu smadzenu citologiju, lai gan $ie mérjjumi parasti nav javeic.
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Asins paraugiem, kas iegiiti vismaz no 10 tévipiem un 10 matitem katra grupa ar tadiem pasiem laika
intervaliem, ka noradits hematologiskajiem izmekléjumiem, visu laiku izmantojot vienus un tos pasus dzivnie-
kus, ir javeic kliniski biokimiskie izmeklgjumi, lai noteiktu batisku toksisku ietekmi audos un tiesi ietekmi uz
nierém un aknam. Lai varétu veikt visus vajadzigos kliniski biokimiskos izmekléjumus pelém, var bit vajadzigi
satelitgrupas dzivnieki. Tadu sugu gadijuma, kas nav grauzgji, paraugus nem no mazaka skaita dzivnieku
(pieméram, Cetri dzivnieki no katra dzimuma un katra grupa, ja pétijumu veic ar supiem) un to dara paraugu
nemsanas laikos testa laika un pétijuma beigas, ka aprakstits attieciba uz grauzgjiem. Mérjjumi tre$aja ménesi ne
grauzgjiem, ne sugam, kas nav grauzgji, nav javeic, ja Kliniski biokimiskie parametri nav uzradijusi nekadu
iedarbibu iepriek3gja 90 dienu pétijuma, kurs veikts ar salidzinamiem devas limeniem. Ir ieteicams dzivniekiem
(iznemot peles) pirms asins paraugu nemsanas uz nakti nedot baribu. Jaizmeklé $adi parametri (30): glikoze,
urinviela (urinvielas slapeklis), kreatinins, kopgjais olbaltums, albumins, kalcijs, natrijs, kalijs, kopgjais holesterins,
vismaz divi attiecigi hepatocelularas izvértéSanas testi (alanina aminotransferaze, aspartata aminotransferaze,
glutamatdehidrogenaze, kopéjas Zultskabes) (31), ka ari vismaz divi attiecigi hepatobiliaro novértgjumu testi
(alkalinfosfataze, gamma glutamiltransferaze, 5-nukleotidaze, kopéjais bilirubins, kopgjas zultskabes) (31). Péc
vajadzibas atkariba no testéjamas kimiskas vielas toksicitates var mérit ari citus kliniski biokimiskos parametrus,
pieméram, trigliceridus (tuk3a dasa), konkrétus hormonus un holinesterazi. Kopuma japieméro elastiga pieeja
atkariba no attiecigas testéjamas kimiskas vielas novérotas un/vai prognozétas ietekmes.

Urinanalizes ir javeic vismaz 10 téviniem un 10 matitém katra grupa, izmantojot paraugus, kas ievakti ar tadiem
pasiem intervaliem ka hematologiskam un kliniski biokimiskam analizém. Mérfjumi treaja ménesi nav javeic, ja
urinanalize nav uzradijusi nekadu iedarbibu iepriekséja 90 dienu pétfjuma, kurs veikts ar salidzinamiem devas
limeniem. Ekspertu ieteikuma par kliniskas patologijas pétijumiem noraditi $adi parametri (30): izskats, tilpums,
osmolaritate vai Ipatnéjais svars, pH, kopéjais olbaltums un glikoze. No citiem mérfjumiem jamin ketons,
urobilinogéns, bilirubins un sléptas asinis. Vajadzibas gadijuma, lai paplasinatu novérotas ictekmes izpéti, var
izmantot papildu parametrus.

Parasti tiek uzskatits, ka pétijumos ar supiem pirms vielas ievadiSanas ir vajadzigi hematologiskie un kliniski
biokimiskie mainigie izejlieclumi, bet pétijumos ar grauzgjiem tie nav janosaka (30). Tomér, ja vésturiskie izejdati
(sk. 50. punktu) ir nepietickami, jaapsver iespéja $adus datus iegiit.

Patologija
Pilna autopsija

Visiem pétijuma izmantotajiem dzivniekiem parasti veic pilnu, detalizétu autopsiju, ieskaitot kermena argjas
virsmas, visu atveru un galvaskausa dobumu, torakala dobuma, védera dobuma, ka ari $o dobumu satura ripigu
apskati. Tomeér var arl paredzét (grupam, ko planots nonavét testa laika, vai satelitgrupam), ka mérfjumi javeic
tikai attieciba uz tadiem IpaSiem, svarigiem parametriem ka neirotoksicitate vai imintoksicitate (sk. 19. punktu).
Siem dzivniekiem nav javeic autopsija un sekojosajos punktos aprakstitas turpmakas procediiras. Indikatordziv-
niekiem var bat vajadziga autopsija (vajadzibu izskata katra gadijuma atseviski, un lémumu pienem pétjuma
vaditajs).

Organu svars ir janosaka visiem dzivniekiem, iznemot tos, kas ir izslégti saskana ar 45. punkta pedéjo dalu. Visu
dzivnieku (iznemot dzivniekus, kas atrasti mirstosi unfvai ir nonavéti pétfjuma laika) virsnieru dziedzeri,
smadzenes, séklinieku piedékli, sirds, nieres, aknas, olnicas, liesa, séklinieki, vairogdziedzeris (nosverts péc
fiksacijas kopa ar epitélijkermeniSsiem) un dzemde ir péc vajadzibas jaatbrivo no visiem apkartgjiem audiem
un, lai izvairitos no izza$anas, iesp&jami driz péc sec€Sanas janoteic nativais svars. Pétijuma ar pelém virsnieru
dziedzeru svériana nav obligata.

Fiksacijas $kiduma, kas ir vispiemérotakais gan konkréta veida audu izmeklésanai, gan paredzétajai turpmakajai
histopatologiskajai izmeklésanai (32) (kvadratiekavas noraditie audi nav obligati) ir jasaglaba turpmak saraksta
noraditie audi.

Visi makroskopiskie boja- | Sirds Aizkunga dziedzeris Kungis (priekskungis,
jumi dziedzeri)

Virsnieru dziedzeris Likumaina zarna Epitélijkermenisi [Zobi]

Aorta Tuksa zarna Periférais nervs Seklinieki
Smadzenes (tostarp Nieres Hipofize Tims

galveno smadzenu,
smadzeniSu un iegareno
smadzenu | smadzenu tilta
izgriezumi)

Akla zarna Asaru dziedzeri (arpu- Prostata Vairogdziedzeris
sorbitas)

Dzemdes kakls Aknas Taisna zarna [Méle]
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48.

49.

Koagulacijas dziedzeris

Plausas

Siekalu dziedzeris

Traheja

Lokzarna

Limfmezgli (gan virs-
pusgjie, gan dzilie)

Seklas puslisi

Urinpislis

Divpadsmitpirkstu zarna

Piena dziedzeris (obligati
matitém un, ja iespejams
secét, téviniem ari)

Skeleta muskulu paraugs

Dzemde un dzemdes

kakls

Seklinieku piedekli [Augsejas elposanas Ada [Urinvads]
sistémas organi, tostarp
deguns, deguna gliemez-
nica un paranazalais
sinuss]
Acs (ari tiklene) Baribas vads Muguras smadzenes (tris | [Urinizvadkanals]
limenos: kakla, vidgja
torakala un gurnu rajona
smadzenes)
[Augsstilbs ar locitavu] [Ozas sipols] Liesa Maksts

Zultspﬁslis (sugam, kas
nav zurka)

Olnicas

[Krisu kauls]

Kaulu smadzenu izgrie-
zums unjvai svaigs kaulu

smadzenu aspirats

Hardera dziedzeris

Para organu, pieméram, nieru, virsnieru, gadijuma ir jasaglaba abi organi. Klinisko un citu konstatgjumu
rezultata var rasties vajadziba papildus izmeklét citus audus. Jasaglaba ari organi, ko, pamatojoties uz zinamam
testéjamas kimiskas vielas Ipasibam, uzskata par iespéjamiem mérkorganiem. Pétjjumos ar arigu aplikaciju ir
jasaglaba tie pasi organi, kas noraditi saraksta attieciba uz oralu ievadiSanu, un ir nepiecieSams ipasa veida pemt
un saglabat adas paraugus no aplikacijas vietas. Inhalacijas pétjjumos saglabato un izmekléto elposanas sistémas
audu sarakstam ir jaatbilst 33 pielikuma B.8. nodalas (8) un B.29. nodalas (9) ieteikumiem. Kas attiecas uz citiem
organiem/audiem (un papildus ipasa veida saglabatajiem elpoSanas sistémas audiem), izmeklé organus, kas
noraditi saraksta attieciba uz oralo ievadiSanu.

Histopatologija

Ir pieejami noradijumi par labako praksi toksikologiskas patologijas pétijumu veiksana (32). Ir jaizdara vismaz
sadi histopatologiskie izmeklgjumi:

— visi audi no lielakas devas grupam un kontrolgrupam,

— visi audi no dzivniekiem, kas nomirusi vai nonavéti pétijuma laika,

— visi audi, kam ir makroskopiskas anomalijas,

— meérkaudi vai audi, kas uzrada ar ievadiSanu saistitas parmainas lielakas devas grupa, no visiem dzivniekiem
visu pargjo devu grupas,

— para organu, pieméram, nieru, virsnieru, gadijuma ir jaizmeklé abi organi.

DATI UN ZINOJUMU SAGATAVOSANA
Dati

Attieciba uz visiem novértétajiem parametriem ir jasniedz dati par atseviskiem dzivniekiem. Turklat visi dati
jaapkopo tabula, par katru testa grupu noradot dzivnicku skaitu testa sakuma, to dzivnieku skaitu, kuri testa
laika ir nobeigusies vai humanu apsvérumu dé] nonavéti, un katras nobeigsanas vai humanas nonavésanas laiku,
to dzivnieku skaitu, kuriem novérotas toksicitates pazimes, novéroto toksicitates pazimju aprakstu, ieskaitot
toksiskas ietekmes sakuma laiku, ilgumu un smagumu, to dzivnieku skaitu, kuriem novéroti audu bojajumi,
bojajumu veidus un to dzivnieku procentualo ipatsvaru, kuriem paradijusies katra tipa bojajumi. Kopsavilkuma
datu tabulas ir janorada vidgjie lielumi un standartnovirzes (ilgstosu testu datiem) attieciba uz dzivniekiem, kam
izpauzas toksiska ietekme vai bojajumi, ka ari bojajumi ir jaklasificé.
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50.

51.

52.

Interpretéjot pétijuma rezultatus, var noderét vésturiskie kontroldati, pieméram, gadijuma, ja ir norades, ka dati,
kas iegati paralélaja kontrole, batiski atskiras no neseniem datiem par kontrolgrupas dzivniekiem taja pasa
testeSanas kompleksa/kolonija. Ja izvérté vésturiskus datus, tiem jabit no tas pasas laboratorijas un jaattiecas uz
vienada vecuma un linijas dzivniekiem, un jabat ieghitiem pédéjo piecu gadu laika pirms attieciga pétjjuma.

Ja vajadzigs, skaitliskie rezultati janoverté ar piemérotu un visparpienemtu statistikas metodi. Statistikas metodes
un analizéjamie dati ir jaizvélas pétjjuma planosanas posma (8. punkts). Izvéli izdarot, japaredz iespéja vaja-
dzibas gadijuma to korigét attieciba uz izdzivosanu.

Testésanas parskats

TesteSanas parskata jaieklauj $ada informacija:

Testejama kimiska viela:

— fizikalas ipasibas, tiriba un fizikalkimiskas ipasibas,

— identifikacijas dati,

— kimiskas vielas izcelsme,

— sérijas numurs,

— kimiskas analizes sertifikats.

Nesejviela (attieciga gadijuma):

— nesgjvielas izvéles pamatojums (ja nes¢jviela nav tdens).

Testa dzivnieki:

— izmantotas sugas/linija un izvéles pamatojums,

— dzivnieku skaits, vecums un dzimums testa sakuma,

— izcelsme, turéSanas apstakli, uzturs utt.,

— katra dzivnieka svars testa sakuma.

Testesanas apstakli:

— ievadiSanas cela un devu izvéles pamatojums,

— attieciga gadjjuma statistikas metodes, kas izmantotas datu analizéSanai,

— sika informacija par testéjamas kimiskas vielas maisfjuma/uztura preparatu,
— analitiski dati par sasniegto preparata koncentraciju, stabilitati un homogenitati,
— testéjamas kimiskas vielas ievadiSanas cel§ un sika informacija par ievadisanu,
— inhalacijas pétijumiem — vai tika izmantota tikai deguna vai visa kermena ekspozicija,

— testéjamas kimiskas vielas faktiskas devas (mg uz kg kermena svara diena) un attieciga gadijuma koeficients,
ar kuru test§jamas kimiskas vielas koncentraciju (mg/kg vai ppm) bariba | dzeramaja tdeni parrékinatu
faktiskaja deva,

— sika informacija par baribas un tdens kvalitati.
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Rezultati (gan kopsavilkuma dati tabula, gan atsevisku dzivnieku dati):

— izdzivosanas dati,

— kermena svars | kermena svara mainas,

— baribas patérins, baribas efektivitates aprékini, ja tie ir veikti, un attieciga gadijuma Gdens patérins,
— dati par toksisko atbildes reakciju péc dzimuma un devu limena, ieskaitot toksicitates pazimes,

— kliniski novérotas ietekmes veids, biezums (un, ja notiek klasificésana, smagums), ka ar ilgums (parejosa vai
pastaviga),

— oftalmologiska izmeklesana,
— hematologiskie izmeklgjumi,
— Kkliniski biokimiskie izmekl&jumi,
— urinanalizes izmekl&jumi,
— jebkadu neirotoksicitates vai imantoksicitates izmeklgjumu rezultati,
— kermena svars péc nonavéSanas,
— organu svars (un to attiecibas, ja vajadzigs),
— autopsijas atrade,
— visu ar ievadiSanu saistito histopatologiskas izmeklesanas rezultatu siks apraksts,
— dati par absorbciju, ja pieejami.
Rezultatu statistiska apstrade pec vajadzibas
Rezultatu interpretacija un komentdri, ari:
— devas un atbildes reakcijas sakaribas,
— apsvérumi par informaciju attieciba uz iedarbibas veidu,
— modeléSanas pieeju iztirzajums,
— BMD, NOAEL vai LOAEL noteiksana,
— vesturiskie kontroldati,
— batiskums cilvékam.
Secinajumi
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1. papildingjums

DEFINICIJA

Testejama kimiska viela: jebkada viela vai maisijums, ko testé, izmantojot $o testéSanas metodi.”;

6) pielikuma B.32. un B.33. nodalu aizstaj ar $adam:

“B.32. KANCEROGENITATES PETIJUMI

IEVADS

Si test@anas metode ir lidzvértiga ESAO Testéanas norddijumiem 451 (TG) (2009. gads). Sakotngjos TG 451
par kancerogenitates pétfjumiem pienéma 1981. gada. Sis parskatitas B.32. testéanas metodes izstridi uzskatija
par nepiecieSamu, lai atspogulotu jaunako attistibu dzivnieku labturibas un regulativo prasibu joma (2) (3) (4) (5)
(6). Sis B.32. testdSanas metodes atjauninasana ir veikta paralgli 33 pielikuma B.30. nodalas “Hroniskas toksici-
tates pétjjumi” parskatianai un $a pielikuma B.33. nodalas “Apvienotie hroniskas toksicitates un kancerogenitates
pétijumi” parskatiSanai, lai no pétjjuma izmantotajiem dzivniekiem iegiitu papildu informaciju un sniegtu deta-
lizétaku informaciju par devu izvéli. ST B.32. testéanas metode ir izstradita, lai to varétu izmantot daudzu
dazadu kimisko vielu, tostarp pesticidu un riipniecisko kimisko vielu, testéSanai. Tomér ir jaatzimé, ka attieciba
uz farmaceitiskajiem preparatiem dazi punkti un prasibas var atskirties (sk. Starptautiskas saskanoSanas konfe-
rences (ICH) Guidance S1B on Testing for Carcinogenicity of Pharmaceuticals).

Lielako daju kancerogenitates pétfjumu veic ar grauz&ju sugam, tade] §1 testéSanas metode ir pirmam kartam
paredzéta pétijumiem ar $im sugam. Ja $ados pétijumos ir vajadzigs izmantot sugas, kas nav grauzgji, ar
attiecigiem grozijumiem var piemérot arl 3aja testéSanas metodé noteiktos principus un procediras kopa ar
principiem un procediram, kuras noteiktas 33 pielikuma B.27. nodala “Subhroniskas oralas toksicitates tests —
atkartoto devu 90 dienu oralas toksicitates pétijums ar dzivniekiem, kas nav grauzgji” (6). Papildu noradijumi ir
sniegti ESAO Guidance Document No. 116 on the Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity Studies

(7).

Tris galvenie ievadiSanas celi, ko izmanto kancerogenitates pétijumos, ir oralais cels, ariga aplikacija un inhalacija.
levadisanas celu izvélas atkariba no testéjamas kimiskas vielas fizikalajam un kimiskajam ipasibam, ka ari no ta,
kada cela cilveks galvenokart nonak saskaré ar So vielu. Papildu informacija par ekspozicijas cela izvéli ir sniegta
ESAO Noradijumu dokumenta Nr. 116 (7).

Saja testdfanas metodé galvena uzmaniba tiek pievérsta oralajam ievadisanas celam, kas ir kancerogenitites
pétijumos visbiezak izmantota pieeja. Lai gan cilvéku veselibas riska novértéSanai un/vai saskana ar konkrétiem
tiesiskajiem reguléjumiem var bt nepiecieSami arT kancerogenitates pétijumi ar arigas aplikacijas vai inhalacijas
ekspoziciju, abi minétie ekspozicijas celi tehniski ir diezgan sarezgiti. Sadus pétijumus plano individuali, lai gan
Seit izklastita testéSanas metode testgjamo kimisko vielu kancerogenitates noveértéSanai un izvértésanai ar oralu
ievadisanu varétu bat pamata inhalacijas un/vai arigas aplikacijas pétijumu protokola ieteikumiem par ievadisanas
periodiem, kliniskajiem un patologijas parametriem utt. Ir pieejami ESAO noradijumi par testéjamo kimisko vielu
ievadiSanu ar arigu aplikaciju (7) un ar inhalaciju (7) (8). Planojot ilgtermina pétijumus ar inhalacijas ekspoziciju,
ir jaizmanto 3a pielikuma B.8. nodala (9) un B.29. nodala (10), ka ari ESAO Guidance Document on acute inhalation
testing (8). Ja veic testéSanu ar arigu aplikaciju, jaizmanto 3a pielikuma B.9. nodala (11).

Kancerogenitates pétjjums nodrosina informaciju par iespéjamo veselibas apdraudéjumu, ko varbatigi radit
atkartotai ekspozicijai perioda, kur§ var ilgt pat visu izmantoto sugu mazu. Pétjlums nodrosinas informaciju
par testéjamas kimiskas vielas toksisko ietekmi, arT par iesp&jamu kancerogenitati, ka arf var noradit mérkorganus
un akumulacijas iesp&jamibu. Pétijuma var iegiit apléses par limeni, kurd nav novérojama nelabvéliga ietekme
attieciba uz toksisku ietekmi un — negenotoksisku kancerogénu gadijuma — attieciba uz audzgju atbildes reak-
cijam un kuru var izmantot, lai noteiktu cilvéka ekspozicijas drosuma kritérijus. Ir uzsvérta ari vajadziba izdarit
ripigus dzivnieku kliniskos novérojumus, lai iegfitu iesp&jami vairak informacijas.

Péc $is testéSanas metodes veicamo pétijumu mérki citu starpa ir $adi:

— noteikt testéjamas kimiskas vielas kancerogénas ipasibas, kas salidzinajuma ar lidztekus uzturétam kontrol-
grupam palielina neoplazmu bieZumu un Jaundabigu neoplazmu patsvaru vai saisina laiku, kura paradas
neoplazmas,

— noteikt kancerogenitates mérkorganu vai mérkorganus,

— noteikt neoplazmu paradisanas laiku,
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— audzgjiem noteikt devas un atbildes reakcijas sakaribu,

— noteikt limeni, kura nav novérojama nelabveliga ietekme (NOAEL), vai etalondevas (BMD) noteiksanas
sakumpunktu,

— kancerogéno ietekmi ekstrapolét uz cilvéka ekspoziciju zemos devu limenos,

— sagadat datus testa hipotézém attieciba uz iedarbibas veidu (2) (7) (12) (13) (14) (15).

SAKOTNEJIE APSVERUMI

7. Lai pétijuma izstradi vérstu uz iesp&jami efektivaku kancerogenitates potenciala testéSanu un lai lidz minimumam
samazinatu dzivnieku izmantoSanu, novértéjot un izvértgjot testéjamas kimiskas vielas iesp&jamo kancerogenitati,
testéSanas laboratorijai pirms pétjjuma veikSanas ir jaizskata visa pieejama informacija par test§jamo kimisko
vielu. Tpasi svariga ir informacija par prognozéta kancerogéna (2) (7) (12) (13) (14) (15) iedarbibas veidu un $is
informacijas apsvérsana, jo optimalais plans var atskirties atkariba no ta, vai testéjama kimiska viela ir zinams vai
prognozéts genotoksisks kancerogéns. Papildu noradijumi par iedarbibas veida apsvérumiem ir pieejami Nora-
dijumu dokumenta Nr. 116 (7).

8. Informacija, kas palidzés pétijuma plana izstrade, aptver testéjamas kimiskas vielas identitati, kimisko struktiru
un fizikalkimiskas ipasibas; jebkadu in vitro vai in vivo toksicitates, tostarp genotoksicitates, testu rezultatus;
paredzétos lietosanas veidus un iesp&jamo cilvéka ekspoziciju; pieejamos (Q)SAR datus, mutagenitati/genotoksi-
citati, kancerogenitati un citus toksikologiskos datus par strukturali radniecigam vielam; pieejamos toksikoking-
tiskos datus (vienreizéjas devas, ka arl atkartotas devas kinétika, ja $adi dati ir pieejami) un datus, kas iegati citos
atkartotas ekspozicijas testos. Kancerogenitates novértéSana ir javeic péc tam, kad atkartotas devas 28 dienu
unfvai 90 dienu toksicitates testos ir iegfita sakotn&ja informacija par toksicitati. A Isi véZa izraisiSanas/veici-
nasanas testi varétu sniegt lietderigu informaciju. Novértéjot konkrétas testéjamas kimiskas vielas iesp&ami
nelabvéligo ietekmi uz veselibu, par §a procesa dalu jauzskata ari kancerogenitates testéSana ar vairakposmu
pieeju (16) (17) (18) (19).

9. Pirms pétjjuma saksanas ir janosaka rezultatu analizéSanai piemérotakas statistikas metodes, nemot véra ekspe-
rimenta planu un mérkus. Ir ari jaapsver, vai statistikas dati nebitu jakorige attieciba uz izdzivosanu un vai tajos
nebiitu jaietver analize par kumulativajiem audzgju riskiem attieciba pret izdzivosanas ilgumu, analize par to, cik
ilga laika paradas audzgjs, un analize, ko izmanto gadijumiem, kuros attieciba uz vienu vai vairakam grupam
testu izbeidz priekslaicigi. Noradjjumi par attiecigam statistikas analizém un galvenas atsauces uz starptautiski
pienemtam statistikas metodém ir sniegti Noradjjumu dokumenta Nr. 116 (7), ka ari Guidance Document No. 35
on the analysis and evaluation of chronic toxicity and carcinogenicity studies (20).

10. Veicot kancerogenitates pétijumu, vienmér jaievéro pamatprincipi un apsvérumi, kas sniegti ESAO Guidance
Document No. 19 on the recognition, assessment, and use of clinical signs as humane endpoints for experimental animals
used in safety evaluation (21), it seviski 83 dokumenta 62. punkts. Saja punkta ir noteikts, ka: “Pétfjumos ar
atkartotam devam, ja dzivniekam izpauZas kliniskas progresivas pazimes, kas noved pie stavokla turpmakas pasliktinasanas,
ir japienem informets lemums par to, vai Sads dzivnieks ir humani janonavé vai ne. Pienemot lemumu, jaapsver tas
informacijas vertiba, ko varétu sniegt konkreta dzivnieka turpmaka uzturéSana pétijuma, attiecba pret $a dzivnieka visparigo
stavokli. Ja tiek pienemts lemums dzivnieku paturet testd, pec vajadzibas noverojumi ir javeic bieZak. Var ai7 biit iespgjams
(negativi neietekmejot testa merki) uz laiku partraukt devas ievadisanu, ja tas mazinds sapes vai cieSanas, vai samazinat testa
devu.”

11. Detalizéti noradijumi un diskusija par devas izvéles principiem hroniskas toksicitates un kancerogenitates péti-
jumiem ir pieejami Noradfjumu dokumenta Nr. 116 (7), ka ari divas International Life Sciences Institute publikacijas
(22) (23). Devas izvéles pamatstratégija ir atkariga no pétijuma galvena mérka vai mérkiem (6. punkts). Izvéloties
attiecigus devu limenus, ir japanak lidzsvars starp riska novértésanu, no vienas puses, un atbildes reakciju uz
zemu devu raksturo$anu un 3o reakciju biitiskumu, no otras puses. Tas ir seviski batiski situacija, kad ir javeic
apvienotais hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétijums (33 pielikuma B.33. nodala) (12. punkts).

12. Jaapsver ari iesp&ja veikt apvienoto hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétijumu (33 piclikuma B.33.
nodala), nevis atsevisku hroniskas toksicitates pétijumu (3a pielikuma B.30. nodala) un atsevisku kancerogenitates
pétijumu (31 B.32. testéSanas metode). Salidzinajuma ar divu atsevisku pétjjumu veikSanu apvienotais tests laika
un izmaksu zina ir efektivaks, un ne hroniskaja posma, ne kancerogenitates posma nav pazeminata datu
kvalitate. Tomér, ja veic apvienoto hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétjjumu (32 pielikuma B.33.
nodala), ir ripigi jaapsver devu izvéles principi (11. un 22.-25. punkts), un tiek ari atzits, ka saskana ar
konkrétiem tiesiskajiem regulégjumiem var bit vajadzigi atseviski pétjjumi.



19.3.2014. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 81/81

13. Sis testéanas metodes konteksta izmantotas definicijas ir sniegtas §s nodalas beigas un Noradijumu dokumenta
Nr. 116 (7).

TESTA PRINCIPS

14. Testéjamo kimisko vielu ievada pakapeniskas devas katru dienu vairakam testa dzivnieku grupam lielako dalu 3o
dzivnieku miza, parasti to dara orali. Var biit piemérota ari testéSana ar inhalaciju vai arigu aplikaciju. Dziv-
niekus riipigi novéro, vai tiem neparadas toksicitates pazimes un neattistas neoplastiski bojajumi. Dzivnickiem,
kas nobeidzas vai ko nonavé testa laika, izdara autopsiju, un testa beigas izdzivojusos dzivniekus nonavé un tiem
izdara autopsiju.

METODES APRAKSTS
Dzivnieku sugas izvéle

15. ST testdSanas metode galvenokart aptver kancerogenitates novértéanu un izvértésanu attieciba uz grauzgjiem (sk.
2. punktu). Var apsvért tadu sugu izmantoSanu, kas nav grauzgji, ja pieejami dati norada, ka 3adas sugas ir
piemérotakas, lai prognozétu ietekmi uz cilvéka veselibu. Sugu izvéle ir japamato. leteicama grauzgju suga ir
zurka, bet var izmantot citas grauz&ju sugas, pieméram, peles. Lai gan pelu izmantosanai kancerogenitates testos
var bit ierobezota lietderiba (24) (25) (26), saskana ar dazam speka esosam regulativajam programmam
joprojam ir jaizdara kancerogenitates testi ar pelém, ja vien netiek konstatéts, ka 3ads pétijums nav zinatniski
vajadzigs. Zurkas un peles ir bijusas ieteicamie eksperimentu modeli, jo tam ir relativi iss miizs, tas plasi izmanto
farmakologiskos un toksikologiskos pétijumos, tam viegli inducét audzéju, un tam ir pietickami daudz liniju ar
izpétitam ipasibam. Pateicoties $im iezimém, ir pieejama plasa informacija par o sugu fiziologiju un patologiju.
Papildu informacija par sugu un linijas izvéli ir sniegta ESAO Noradijumu dokumenta Nr. 116 (7).

16. Ir jaizmanto jauni un veseli pieaugusi dzivnieki, kas pieder pie laboratorijas parasti izmantotajam linijam.
Kancerogenitates pétijumu ieteicams veikt ar tas pasas linjjas un izcelsmes dzivnickiem, kadas izmantotas
isaka(-os) provizoriska(-os) toksicitates pétijuma-os), lai gan, ja ir zinams, ka ar §is linijas un izcelsmes dzivnie-
kiem ir problematiski sasniegt visparpienemtos kritérijus attieciba uz izdzivoSanu ilgtermina pétjjumos (sk.
Noradjjumu dokumentu Nr.116 (7)), ir jaapsver, vai neizmantot tadu dzivnieku liniju, kam ir pienemams
izdzivosanas raditajs ilgtermina pétijuma. Matites nedrikst bat iepriek§ dzemdgjusas vai grisnas.

Turé$ana un baroSana

17. Dzivniekus biiros var turét atseviski vai nelielas viendzimuma grupas. TuréSana atseviski ir jaapsver tikai tad, ja
tas ir zinatniski pamatoti (27) (28) (29). Barus izvieto ta, lai iespéjami mazinatu baru novietojuma varbitéjo
ietekmi. Temperatiirai eksperimentalo dzivnieku turéSanas telpa jabat 22 °C (* 3°C). Lai gan relativajam
mitrumam jabit vismaz 30 % un, iznemot telpu uzkopSanas laiku, velams, ne vairak ka 70 %, jacensas nodro-
§inat mitrumu 50-60 % robezas. Dzivniekus 12 stundas diennakti tur maksliga apgaismojuma, bet 12 stundas —
tumsa. Var izmantot parasto laboratorijas baribu ar neierobezotu piekluvi dzeramajam Gdenim. Uzturam ir
jaatbilst visam testa izmantotas sugas uzturvajadzibam, un tadu uztura piesarnotaju, ari pesticidu atlieku, notu-
rigu organisko piesarnotaju, fitoestrogénu, smago metalu un mikotoksinu, kas varétu ietekmét testa rezultatu,
saturam jabat iespéjami zemakam. Periodiski, vismaz pétjjuma sakuma un tad, kad mainas izmantota sérija, ir
jasagatavo un galazinojuma jaietver analitiska informacija par uzturvielu un uztura piesarnojuma limeniem. Tapat
ir arf jasniedz analitiska informacija par pétjjuma izmantoto dzeramo tdeni. Ja testéjamo kimisko vielu ievada ar
uzturu, uztura izvéli var ietekmét nepiecieSamiba gan nodrosinat piemérotu testéjamas kimiskas vielas piejau-
kumu, gan ari nodrosinat dzivnieku uzturvajadzibas.

Dzivnieku sagatavoSana

18. Ir jaizmanto veseli dzivnieki, kuri ir aklimatizéti laboratorijas apstaklos vismaz septinas dienas un ar kuriem
ieprieks nav veiktas eksperimentalas procediiras. Grauzéju gadijuma devu dosana dzivniekiem ir jasak iesp&jami
driz tdlit péc zidisanas un aklimatizacijas, ka ari, vélams, pirms dzivnieki sasniedz astonu nedélu vecumu. Testa
dzivniekiem norada sugu, liniju, izcelsmi, dzimumu, svaru un vecumu. Pétjjuma sakuma dzivnieku svara at3ki-
ribam jabat minimalam un tas nedrikst parsniegt *+ 20 % no visu pétijuma iesaistito dzivnieku vidéja svara, kas
noteikts katram dzimumam atseviski. Dzivnieki kontroles un testa grupas ir jaiedala nejausinati. Kad ir veikta
nejausinata izvéle, katra dzimuma grupas vidéjais kermena svars nedrikst batiski atskirties. Ja pastav statistiski
batiskas atskiribas, nejausinata izvéle ir jaatkarto, ja tas ir iesp&ams. Katram dzivniekam japieskir unikals
identifikacijas numurs, ka ari $is dzivnieks ir noturigi jamarké ar o numuru, izdarot tetovéjumu, implantgjot
mikro¢ipu vai izmantojot citu piemérotu metodi.
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PROCEDURA
Dzivnieku skaits un dzimums

19. Jaizmanto abi dzimumi. Jaizmanto pietickams skaits dzivnieku, lai biitu iesp&jams veikt riipigu biologisku un
statistisku izvertésanu. Tadeé] katras devas grupa un lidztekus uzturétaja kontrolgrupa jabat vismaz 50 dzivnie-
kiem no katra dzimuma. Atkariba no pétijuma mérka var bt iespé&ams palielinat galveno aplésu statistisko
nozimibu, nevienmeérigi sadalot dzivniekus dazadu devu grupas, mazaku devu grupas ietverot vairak neka 50
dzivniekus, pieméram, lai apléstu kancerogenitates potencialu mazu devu gadijjuma. Tomér ir jaapzinas, ka
grupas lieluma neliels palielindjums tikai nedaudz palielinas pétijjuma statistisko nozimibu. Papildu informacija
par tadu pétjjuma statistikas planu un devu limenu izvéli, lai iesp&jami palielinatu statistisko nozimibu, ir sniegta
Noradijumu dokumenta Nr. 116 (7).

Dzivnieku nonavésana testa laika, satelitgrupas (indikatorgrupas)

20. Lai iegiitu informaciju par neoplastisko parmainu norisi un mehanistisku informaciju, ja tas ir zinatniski pama-
toti, pétijuma var paredzét dzivnieku nonavésanu testa laika, pieméram, 12. ménesi. Ja $ada informacija jau ir
pieejama no ieprieksgjiem atkartotas devas toksicitates pétijumiem par testéjamo kimisko vielu, dzivnieku nona-
veSana testa laika var nebat zinatniski pamatota. Ja pétjjuma plans paredz dzivnieku nonavesanu testa laika, to
dzivnieku skaits katras devas grupa, ko paredzéts nonavet testa laika, parasti biis 10 dzivnieki no katra dzimuma,
un pétjjuma plana paredzétais dzivnieku kopskaits ir japalielina par to dzivnieku skaitu, kurus lidz pétijuma
beigam planots nonavét. Ja vajadzigs, var izmantot papildu indikatordzivnieku grupu (parasti pieci dzivnieki no
katra dzimuma), lai pétjjuma laika parraudzitu slimibas stavokli (30). Papildu noradijjumi ir sniegti Noradjjumu
dokumenta Nr. 116 (7).

Devu grupas un dozé&jums

21. Noradijumi par devu izvéli un intervaliem starp devu limeniem visos aspektos ir sniegti Noradijumu dokumenta
Nr. 116 (7). Jaizmanto vismaz tris devu limeni un janodrosina paraléla kontrole. Devu limenus parasti nosaka,
pamatojoties uz isakiem atkartotas devas vai diapazona noteikSanas pétfjumiem un pemot véra visus esoSos
toksikologiskos un toksikokinétiskos datus, kas ir pieejami par testéjamo kimisko vielu vai tai radniecigajam
kimiskajam vielam.

22. Ja testéjamas kimiskas vielas fizikalkimiskas ipasibas vai biologiska iedarbiba to neierobezo, augstakais devas
limenis jaizvélas ar noliku noteikt galvenos mérkorganus un toksisko ietekmi, vienlaikus izvairoties radit
ciesanas, smagu toksicitati, saslimstibu un mirstibu. Vienlaikus nemot véra turpmak 23. punkta izklastitos
faktorus, augstakais devas limenis parasti jaizvélas tads, lai tas izraisitu toksicitates pazimes, kuras, pieméram,
apliecina kermena svara pieauguma samazinajums (apm. 10 %). Tomér atkariba no pétjjuma mérkiem (sk. 6.
punktu) var izvéleties augstako devas limeni, kas ir zemaks par devu, kura nodrosina toksicitates pazimes,
pieméram, ja deva izraisa butisku nelabvéligu ietekmi, kas tomér Ipasi neietekmé muaza ilgumu vai kermena
svaru.

23. Devu limenus un intervalus starp devu limeniem var izvéléties tadus, lai varétu noteikt devas un atbildes reakcijas
sakaribu un — atkariba no testéjamas kimiskas vielas iedarbibas veida — NOAEL vai citus paredzamos pétijuma
rezultatus, pieméram, BMD (sk. 25. punktu) zemakaja devas limeni. No faktoriem, kas ir jaapsver, nosakot
mazakas devas, minams gaidamais devas un atbildes reakcijas sakaribas liknes slipums un devas, kuru gadijuma
var notikt svarigas metabolisma vai toksiskas iedarbibas veida parmainas, ja ir gaidims kads slicksnis vai ja ir
gaidams sakumpunkts zemu devu ekstrapolacijai.

24, Izraudzitie intervali starp devu limeniem bis atkarigi no testéjamas kimiskas vielas ipasibam, un $aja testéSanas
metodes apraksta tos nevar noradit, ta¢u lejupejosu devu limenu noteikSana labus testa rezultatus nereti nodro-
Sina divkartigi lidz Cetrkartigi intervali un nereti ir ieteicams pievienot 4. testa grupu, nevis izmantot Joti lielus
intervalus starp dozumiem (pieméram, parsniedzot koeficientu 6-10). Parasti jaizvairas no tadu koeficientu
izmantoSanas, kas parsniedz 10, un, ja tie tiek izmantoti, tas japamato.

25. Ka plasak aplikots Noradijumu dokumenta Nr. 116 (7), izvéloties devas, ir janem véra $adi aspekti:

— devas un atbildes reakcijas sakaribas zinamas vai prognozétas nelinearitates vai lieckuma punkti,

— toksikokinétika un tadu devu diapazoni, kuru gadijuma ir vai nav vérojama metaboliska inducésanas, piesa-
tinasanas vai nelinearitate starp argji un iek$€ji uznpemtam devam,

— jau esodi bojajumi, ietekmes markieri vai svarigu, pamata esoSu biologisko procesu norises raditaji,

— iedarbibas veida svarigakie (vai paredzétie) aspekti, pieméram, devas, kuru gadijuma sakas citotoksicitate,
mainas hormonu limeni, tieck nomakti homeostatiskie mehanismi utt.,
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— devas un atbildes reakcijas sakaribas liknes regioni, kuros vajadzigas seviski pamatigas apléses, pieméram,
paredzamas BMD vai prognozéta sliek$na diapazona,

— apsvérumi par paredzamiem cilvéka ekspozicijas limeniem.

26. Kontrolgrupa ir vielu nesanémusi grupa vai neséjvielas kontroles grupa, ja testéjamas kimiskas vielas ievadisanai
izmanto nesgjvielu. Iznemot testéjamas kimiskas vielas ievadianu, ar kontrolgrupas dzivniekiem jarikojas tiesi
tapat ka ar testa grupu dzivniekiem. Ja izmanto nesgjvielu, kontrolgrupa sanem lielako devu grupam izmantoto
neséjvielas tilpumu. Ja testéamo kimisko vielu ievada ar uzturu un ja uztura garSas dé| batiski samazinas ta
patéring, par piemérotaku kontrolgrupu var bit lietderigi izmantot papildu grupu, ko baro tiesi tapat.

Devu sagatavo$ana un testéjamas kimiskas vielas ievadiSana

27. Testgjamo kimisko vielu parasti ievada orali ar uzturu vai dzeramo {ideni vai ar maksligo barosanu. Papildu
informacija par ievadi§anas celiem un metodém ir sniegta Noradijumu dokumenta Nr. 116 (7). levadiSanas cel3
un metode ir atkarigi no pétijuma mérka, testéjamas kimiskas vielas fizikalkimiskajam ipasibam, tas biopiee-
jamibas un cilvéka ekspozicijas galvena cela un metodes. Izraudzitais ievadiSanas cel§ un metode ir japamato.
Dzivnieku labturibas apsverumu dé] ievadit ar maksligo barosanu parasti izvélas tikai tadus preparatus, attieciba
uz kuriem 3ads ievadiSanas cel§ un panémiens pamatoti raksturo iesp&amo cilvéka ekspoziciju (pieméram,
farmaceitiskie preparati). Uztura vai vidé sastopamas kimiskas vielas, ari pesticidus, parasti ievada ar uzturu
vai dzeramo tdeni. Tomér daZiem scenarijiem, pieméram, ekspozicija darbavieta, piemérotaki var bt citi
ievadisanas celi.

28. Ja vajadzigs, testgjamo kimisko vielu izskidina vai suspendé piemérota neséjviela. Péc vajadzibas ir janem véra
$adas nesgjvielas un citu piedevu ipasibas: ietekme uz testéjamas kimiskas vielas absorbciju, izplatiSanos, meta-
bolismu vai aizturi; ietekme uz testéjamas kimiskas vielas kimiskajam ipasibam, kuras var mainit tas toksiskas
Ipasibas; ka ar ietekme uz baribas un dens patérinu vai dzivnieku barojumu. Ir ieteicams, ja vien iespé&jams,
vispirms apsvért Gdens $kiduma/suspensijas izmanto$anu, péc tam ellas (pieméram, kukuriizas ellas) skidumu/
emulsiju un péc tam iesp&jamu $kidinasanu citas neséjvielas. Ja nes¢jviela nav Gdens, ir jazina $is nes¢jvielas
toksiskas Ipasibas. Ir jabat pieejamai informacijai par to, ka ievadiSanas metode (pieméram, ar uzturu) ietekmé
testéjamas kimiskas vielas stabilitati un attiecigi devu $kiduma vai uztura homogenitati.

29. Ir svarigi nodrosinat, lai kimiskajam vielam, kuras ievada ar uzturu vai dzeramo tdeni, testéjamas kimiskas vielas
daudzumi neizjauktu parasto uztura vai Gidens lidzsvaru. ligtermina toksicitates pétijumos, kuros veic ievadisanu
ar baribu, testgjamas kimiskas vielas koncentracija bariba parasti nedrikstétu parsniegt augi¢jo robezu 5 %
apméra no kopéja uztura, lai nepielautu uztura nelidzsvarotibu. Ja test§jamo kimisko vielu ievada ar uzturu,
var izmantot vai nu nemainigu koncentraciju uztura (mg uz kg uztura vai ppm), vai nemainigu devas limeni
attieciba pret dzivnicka kermena svaru (mg uz kg kermena svara), ko aprékina reizi nedéla. Izmantotas alter-
nativas ir janorada.

30. Oralas ievadiSanas gadjjuma grauzgjiem testéjamas kimiskas vielas devu ievada katru dienu (septinas dienas
nedela), parasti 24 méneSus (sk. ari 32. punktu). Jebkuram citam devu doSanas rezimam, pieméram, piecas
dienas nedela, jabiit pamatotam. Arigas aplikacijas gadijuma dzivnickus testéjamas kimiskas vielas iedarbibai
parasti paklauj vismaz sesas stundas diena septinas dienas nedéla, ka noteikts $a pielikuma B.9. nodala (11), un
tas ilgst 24 ménesus. Inhalacijas ekspoziciju veic seSas stundas diena septinas dienas nedéla, bet var izmantot ar
ekspoziciju piecu dienas nedéla, ja tas ir pamatoti. Ekspozicijas periods parasti biis 24 meénesi. Ja deguna
ekspozicijai tiek paklauti grauzgji, kas nav zurkas, maksimalos ekspozicijas ilgumus var korigét ta, lai iesp&jami
mazinatu attiecigajai sugai raksturigas cieSanas. Ja izmanto ekspozicijas ilgumus, kas ir mazaki par sesam
stundam diena, tas japamato. Sk. arT 32 pielikuma B.8. nodalu (9).

31. Ja testéjamo kimisko vielu dzivniekiem ievada ar maksligo baroSanu, tas jadara ar kunga zondi vai piemérotu
intubacijas cauruli vienos un tajos pasos laikos katru dienu. Parasti reizi diena ievada vienreiz&ju devu; ja,
pieméram, kimiska viela ir lokals kairinatajs, ikdienas devu var nodrosinat, to ievadot ka dalitu devu (divreiz
diena). Maksimalais Skidruma tilpums, ko viena panémiena var ievadit, ir atkarigs no testéjama dzivnicka lieluma.
Tilpumam jabit iespéjami mazakam, un grauzéjiem tas parasti nedrikstétu parsniegt 1 ml uz 100 g kermena
svara (31). Testa tilpuma mainiba ir jasamazina lidz minimumam, koncentraciju korigéjot ta, lai visos devu
limenos tilpums biitu vienads. Iznémums ir iespéjami kairinoSas vai kodigas kimiskas vielas, kas ir jaatskaida, lai
izvairitos no smagas lokalas iedarbibas. Ir jaizvairas no tadu koncentraciju testéSanas, kas, visticamak, bis
kodigas vai kairinosas kunga un zarnu traktam.
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Pétijuma ilgums

32. Pétijums ar grauzgjiem parasti ilgst 24 ménesus — lielako dalu no izmantojamo dzivnieku maza. Atkariba no
pétijuma izmantoto dzivnieku sugu linijas maza ilguma pétijuma ilgums var bat lielaks vai mazaks, bet tas ir
japamato. Konkrétam pelu linjjam, pieméram, linjjam AKR/], C3H/] vai C57BL/6], piemérotaki varétu bat 18
ménesi. Turpmak ir doti dazi noradijumi par ilgumu, pétjjuma izbeigdanu un izdzivosanu; papildu noradijumi,
tostarp apsvérums par to, kad attieciba uz izdzivoSanu pétjjuma piepemt, ka kancerogenitates pétjums ir
negativs, ir sniegti ESAO Guidance Document No. 116 on the Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcino-
genicity Studies (7).

— Pétijuma izbeigSana ir jaapsver gadijuma, ja izdzivojuSo dzivnieku skaits zemako devu grupas vai kontrol-
grupa ir zem 25 %.

— Tada gadijjuma, ja toksicitates dé] priekslaicigi nobeidzas tikai augstakas devas grupa, pétijumu nevajadzétu
izbeigt.

— Katra dzimuma izdzivosana ir jaapliko atseviski.

— Ja no pétijuma pieejamie dati vairs nav pietickami statistiski derigai izvérté$anai, pétijumu nevajadzétu
turpinat.

NOVEROJUMI

33. Visi dzivnieki ir japarbauda, lai konstatétu saslimstibu vai mirstibu, parasti katras dienas sakuma un beigas, ari
nedélas nogalés un brivdienas. Reizi diena turklat japarbauda, vai dzivnickiem nav paradijusas konkrétas toksi-
kologiski batiskas pazimes, nemot véra paredzamas ietekmes maksimuma laiku péc devas ievadisanas, ja ir
izmantota maksliga barosana. Tpasi uzmanigi jaseko audzéju attistibai, registréjot katra skaidri saskatima vai
sataustama audzéja paradiSanas bridi, atraSanas vietu, izmérus, izskatu un turpmako attistibu.

Kermena svars, baribas/iidens patérins un baribas efektivitate

34. Visi dzivnieki janosver vielas ievadisanas sakuma, péc tam vismaz reizi nedéla pirmas 13 nedélas un vismaz reizi
ménesi turpmak. Baribas patérina un baribas efektivitates mérfjumi ir jaizdara vismaz reizi nedéla pirmas 13
nedélas un vismaz reizi ménesi péc tam. Udens patérin$ ir jaméra vismaz reizi nedéela pirmas 13 nedélas un
vismaz reizi ménesi péc tam, ja testéjamo kimisko vielu ievada ar dzeramo tdeni. Jaapsver, vai Gidens patérina
meérjjumus neizdarit arl pétijumos ar mainitu dzerSanas aktivitati.

Hematologija, kliniska biokimija un citi mérjumi

35. Lai no pétijjuma ieglitu iesp&jami vairak informacijas, it seviski attieciba uz iedarbibas veida apsvérumiem, var
nemt asins paraugus hematologiskajiem un kliniski biokimiskajiem izmekl¢jumiem. Lémumu par to pienem
pétijuma vaditajs. Piemérotas var bat arl urinanalizes. Papildu noradijumi par $adu paraugu nemsanas veértibu
kancerogenitates pétijuma ietvaros ir sniegti Noradijjumu dokumenta Nr. 116 (7). Ja uzskata, ka tas pieméroti,
asins paraugus hematologiskiem un kliniskas kimijas izmekléjumiem var nemt, veicot nonavésanu testa laika (20.
punkts) un pétjjuma beigas tas nemot vismaz 10 dzivniekiem no katra dzimuma katra grupa. Asins paraugi ir
janem no precizi noraditas vietas, pieméram, ar sirds punktéSanu vai no retroorbitala sinusa, dzivnieku aneste-
z&ot, un vajadzibas gadijuma jaglaba piemérotos apstaklos. IzmekléSanai var sagatavot ari asins uztriepes, it
seviski, ja ir konstatéjams, ka kaula smadzenes ir mérkorgans, lai gan $ada izmeklgjuma vértiba kancerogéna/
onkogéna potenciala novértésana ir tikusi apSaubita (32).

PATOLOGIJA
Pilna autopsija

36. Visiem pétijuma izmantotajiem dzivniekiem, iznemot indikatordzivniekus (sk. 20. punktu) un citus satelitgrupas
dzivniekus, javeic pilna, detalizéta autopsija, ieskaitot kermepa argjas virsmas, visu atveru un galvaskausa
dobumu, torakala dobuma, védera dobuma, ka ari $o dobumu satura rapigu apskati. Indikatordzivniekiem un
citiem satelitgrupas dzivniekiem var biit vajadziga autopsija (vajadzibu izskata katra gadijuma atseviski, un
lémumu piepem pétjjuma vaditajs). Organu svara noteikSana parasti neietilpst kancerogenitates pétijuma, jo
geriatriskas parmainas un — vélaka posma — audzgju attistiba mazina organu svara datu lietderibu. Tomér organu
svaru noteikt var bat loti svarigi apliecinajuma nozimes izvérté$ana un péc ta it seviski var spriest par iedarbibas
veidu. Ja organu svara noteikana ietilpst satelitpétijuma, dati jaievac ne vélak ka vienu gadu péc pétjjuma
saksanas.

37. Fiksacijas skiduma, kas ir vispiemérotakais gan konkréta veida audu izmekléSanai, gan paredzétajai turpmakajai
histopatologiskajai izmeklésanai (33), ir jakonservé turpmak saraksta noraditie audi (kvadratickavas dotie audi
nav obligati).
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38.

Visi makroskopiskie boja-
jumi

Sirds

Aizkunga dziedzeris

Kungis (priekskungis,
dziedzeri)

Virsnieru dziedzeris Likumaina zarna Epitélijkermenisi [Zobi]

Aorta Tuksa zarna Periférais nervs Seklinieki

Smadzenes (tostarp Nieres Hipofize Tims

galveno smadzenu,

smadzeniSu un iegareno

smadzenu | smadzenu tilta

izgriezumi)

Akla zarna Asaru dziedzeri (arpu- Prostata Vairogdziedzeris
sorbitas)

Dzemdes kakls Aknas Taisna zarna [Méle]

Koagulacijas dziedzeris Plausas Siekalu dziedzeris Traheja

Lokzarna Limfmezgli (gan virs- Séklas puslisi Urinpslis

puséjie, gan dzilie)

Divpadsmitpirkstu zarna

Piena dziedzeris (obligati
matitém un, ja iesp€jams
secét, téviniem ari)

Skeleta muskulu paraugs

Dzemde un dzemdes
kakls

Seéklinieku piedekli [Augsgjas elposanas Ada [Urinvads]
sistémas organi, tostarp
deguns, deguna gliemez-
nica un paranazalais
sinuss]
Acs (ar1 tiklene) Baribas vads Muguras smadzenes (tris | [Urinizvadkanals]
limenos: kakla, vidgja
torakala un gurnu rajona
smadzenes)
[Augsstilbs ar locitavu] [Ozas sipols] Liesa Maksts

Zultspiislis (sugdm, kas
nav Zurka)

Olnicas

[Kriisu kauls]

Kaulu smadzenu izgrie-
zums un/vai svaigs kaulu
smadzenu aspirats

Hardera dziedzeris

Para organu, pieméram, nieru, virsnieru, gadijuma ir jasaglaba abi organi. Klinisko un citu konstatéjumu rezultata
var rasties vajadziba papildus izmeklét citus audus. Jasaglaba ari organi, ko, pamatojoties uz zinamam testéjamas
kimiskas vielas Ipasibam, uzskata par iesp&jamiem meérkorganiem. Pétijumos ar arigu aplikaciju ir jasaglaba tie
pasi organi, kas noraditi saraksta attieciba uz oralu ievadiSanu, un ir nepiecieSams ipasa veida nemt un saglabat
adas paraugus no aplikacijas vietas. Inhalacijas pétijumos saglabato un izmekléto elposanas sistémas audu
sarakstam ir jaatbilst 33 pielikuma B.8. un B.29. nodalas noteikumiem. Kas attiecas uz citiem organiem/audiem
(un papildus Ipasa veida saglabatajiem elposanas sistémas audiem), izmeklé organus, kas ietverti oralas ievadi-
$anas organu saraksta.

Histopatologija

Ir pieejami noradijumi par labako praksi toksikologiskas patologijas pétijumu veiksana (33). Ir jaizmeklé vismaz
sadi audi:

— visi audi no lielakas devas grupam un kontrolgrupam,

— visi audi no dzivniekiem, kas nomirusi vai nonavéti pétjjuma laika,

— visi audi, kam ir makroskopiskas anomalijas, tostarp audzgji,

— ja lielakas devas grupa ir novérotas ar vielas sanemsanu saistitas histopatologiskas parmainas, tie pasi audi ir
jaizmeklé visu paréjo devu grupu dzivniekiem,

— para organu, pieméram, nieru, virsnieru, gadijuma ir jaizmeklé abi organi.
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DATI UN ZINOJUMU SAGATAVOSANA
Dati

39. Attieciba uz visiem novértétajiem parametriem ir jasniedz dati par atseviskiem dzivniekiem. Turklat visi dati
jaapkopo tabula, par katru testa grupu noradot dzivnieku skaitu testa sakuma, to dzivnieku skaitu, kuri testa
laika ir nobeigusies vai humanu apsvérumu dé] nonavéti, un katras nobeig3anas vai humanas nonavésanas laiku,
to dzivnieku skaitu, kuriem novérotas toksicitates pazimes, novéroto toksicitates pazimju aprakstu, ieskaitot
toksiskas ietekmes sakuma laiku, ilgumu un smagumu, to dzivnieku skaitu, kuriem novéroti audu bojajumi,
bojajumu veidus, un to dzivnieku procentualo Ipatsvaru, kuriem paradijusies katra tipa bojajumi. Kopsavilkuma
datu tabulas ir janorada vidgjie lielumi un standartnovirzes (ilgstosu testu datiem) attieciba uz dzivniekiem, kam
izpauzas toksiska ietekme vai bojajumi, ka ari bojajumi ir jaklasificé.

40. Interpretéjot pétijuma rezultatus, var noderét vésturiskie kontroldati, pieméram, gadijuma, ja ir norades, ka dati,
kas ieghiti paralélaja kontrolé, bitiski atskiras no neseniem datiem par kontrolgrupas dzivniekiem taja pasa
testésanas kompleksa/kolonija. Ja izveérté vésturiskus datus, tiem jabiit no tas paSas laboratorijas un jaattiecas
uz vienada vecuma un linijas dzivniekiem, un jabat ieglitiem pédéjo piecu gadu laika pirms attieciga pétjjuma.

41. Ja vajadzigs, skaitliskie rezultati janoveérté ar piemérotu un visparpienemtu statistikas metodi. Statistikas metodes
un analiz&jamie dati ir jaizvélas pétijuma planosanas posma (9. punkts). Izvéli izdarot, japaredz iesp&ja vajadzibas
gadijuma to korigét attieciba uz izdzivoSanu.

Testésanas parskats

42. Testésanas parskata jaicklauj 3ada informacija.
Testgjama kimiska viela:
— fizikalas ipasibas, tiriba un fizikalkimiskas ipasibas,
— identifikacijas dati,
— kimiskas vielas izcelsme,
— sérijas numurs,
— kimiskas analizes sertifikats.
Nesgjviela (attiediga gadijuma):
— nesgjvielas izveles pamatojums (ja nesgjviela nav tdens).
Testa dzivnieki:
— izmantotas sugas/linija un izvéles pamatojums,
— dzivnieku skaits, vecums un dzimums testa saikuma,
— izcelsme, tur€Sanas apstakli, uzturs utt.,
— katra dzivnieka svars testa sakuma.
Testesanas apstakli:
— ievadiSanas cela un devu izvéles pamatojums,
— attieciga gadijuma statistikas metodes, kas izmantotas datu analizéSanai,
— sika informacija par testéjamas kimiskas vielas maisjjuma | uztura preparatu,

— analitiski dati par sasniegto preparata koncentraciju, stabilitati un homogenitati,
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— testéjamas kimiskas vielas ievadiSanas cel§ un sika informacija par ievadisanu,

— inhalacijas pétijumiem — vai tika izmantota tikai deguna vai visa kermena ekspozicija,

— testejamas kimiskas vielas faktiskas devas (mg uz kg kermena svara diena) un attieciga gadijuma koeficients,
ar kuru testéjamas kimiskas vielas koncentraciju (mg/kg vai ppm) bariba | dzeramaja Gdeni parrékinatu
faktiskaja deva,

— sika informacija par baribas un ddens kvalitati.

Rezultati (gan kopsavilkuma dati tabula, gan atsevisku dzivnieku dati)

Visparigi:

— izdzivosanas dati,

— kermena svars | kermena svara mainas,

— baribas patérins, baribas efektivitates aprékini, ja tie ir veikti, un attieciga gadijuma tdens patérins,

— toksikokinétiskie dati, ja pieejami,

— oftalmoskopija (ja pieejama),

— hematologija (ja pieejama),

— kliniska kimija (ja pieejama).

Kliniskie konstatejumi:

— toksicitates pazimes,

— visu anomaliju biezums (un, ja notiek klasificéSana, smagums),

— kliniski novérotas ietekmes veids, smagums un ilgums (parejosa vai pastaviga).

Autopsijas dati:

— kermena svars péc nonavésanas,

— organu svars un to attiecibas, ja vajadzigs,

— autopsijas atrade; anomaliju bieZums un smagums.

Histopatologija:

— histopatologiskas izmekléSanas rezultati, kas nav saistiti ar neoplastiku,

— neoplastikas histopatologiska atrade,

— korelacijas starp makroskopisku un mikroskopisku atradi,

— visu ar ievadiSanu saistito histopatologiskas izmekléSanas rezultatu siks apraksts, kura ietverta ari smaguma
klasifikacija,
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— zinojums par priek§metstiklinu salidzinoSo izvértésanu.
Rezultatu statistiska apstrade pec vajadzibas
Komentari par rezultatiem, art:
— model&Sanas pieeju iztirzajums,
— devas un atbildes reakcijas sakaribas,
— vésturiskie kontroldati,
— apsverumi par informaciju attieciba uz iedarbibas veidu,
— BMD, NOAEL vai LOAEL noteik3ana,
— batiskums cilvékam.
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1. papildingjums

DEFINICIJA

Testejama kimiska viela: jebkida viela vai maisijums, ko testé, izmantojot 3o testéSanas metodi.

B.33. APVIENOTIE HRONISKAS TOKSICITATES UN KANCEROGENITATES PETIJUMI

IEVADS

Si testéSanas metode ir lidzvértiga ESAO TestéSanas noradijumiem 453 (TG) (2009. gads). Sakotngjos TG 453
pienéma 1981. gada. Sis atjauninatas B.33. testéSanas metodes izstradi uzskatija par nepieciesamu, lai atspogu-
lotu jaunako attistibu dzivnieku labturibas un regulativo prasibu joma (1) (2) (3) (4) (5). Sis B.33. testéSanas
metodes atjauninasana ir veikta paraléli $a pielikuma B.32. nodalas “Kancerogenitates pétijumi” parskatiSanai un
3a pielikuma B.30. nodalas “Hroniskas toksicitates pétjjumi” parskatiSanai, lai no pétjjuma izmantotajiem dziv-
niekiem iegfitu papildu informaciju un sniegtu detalizétaku informaciju par devu izvéli. Si testéSanas metode ir
izstradata, lai to varétu izmantot daudzu dazadu kimisko vielu, tostarp pesticidu un rpniecisko kimisko vielu,
testeSanai. Tomér ir jaatzimé, ka attieciba uz farmaceitiskajiem preparatiem dazi punkti un prasibas var atskirties
(sk. Starptautiskas saskanosanas konferences (ICH) Guidance S1B on Testing for Carcinogenicity of Pharmaceuticals).

Lielako dalu hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétjjumu veic ar grauzéju sugam, tade] §i testéSanas
metode ir pirmam kartam paredzéta pétijumiem ar $Sim sugam. Ja $ados pétijumos ir vajadzigs izmantot sugas,
kas nav grauzgji, ar attiecigiem grozijumiem var piemérot ari Seit noteiktos principus un procediiras kopa ar
principiem un procediiram, kuras noteiktas 33 pielikuma B.27. nodala “Subhroniskas oralas toksicitates tests —
atkartoto devu 90 dienu oralas toksicitates pétijums ar dzivniekiem, kas nav grauzgji” (6), ka noteikts ESAO
Guidance Document No. 116 on the Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity Studies (7).

Tris galvenie ievadiSanas celi, ko izmanto hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétijumos, ir oralais cels,
ariga aplikacija un inhalacija. levadiSanas celu izvélas atkariba no test§jamas kimiskas vielas fizikalajam un
kimiskajam Ipasibam, ka arT no ta, kada cela cilvéks galvenokart nonak saskaré ar o vielu. Papildu informacija
par ekspozicijas cela izvéli ir sniegta ESAO Noradijumu dokumenta Nr. 116 (7).

Saja testdsanas metodé galvena uzmaniba tiek pievérsta orilajam ievadisanas celam, kas ir hroniskas toksicitates
un kancerogenitates pétijumos visbiezak izmantota pieeja. Lai gan cilvéka veselibas riska novertéSanai un/vai
saskana ar konkrétiem tiesiskajiem reguléjumiem var bt nepiecieSami ar ilgtermipa pétijumi ar arigas aplika-
cijas vai inhalacijas ekspoziciju, abi mingtie ekspozicijas celi tehniski ir diezgan sarezgiti. Sadi pétijumi biis
japlano katra gadijuma atseviski, lai gan Seit izklastita testéSanas metode kimisko vielu hroniskas toksicitates un
kancerogenitates novértéSanai un izvértéSanai ar oralu ievadiSanu varétu bat pamata inhalacijas un/vai arigas
aplikacijas pétijumu protokola ieteikumiem par ievadisanas periodiem, kliniskajiem un patologijas parametriem
utt. Ir pieejami ESAO noradijumi par testé§jamo kimisko vielu ievadiSanu ar inhalaciju (7) (8) un ar arigu
aplikaciju (7). Planojot ilgtermina pétfjumus ar inhalacijas ekspoziciju, ir jaizmanto 33 pielikuma B.8. nodala
(9) un B.29. nodala (10), ka ari ESAO Guidance Document on acute inhalation testing (8). Ja veic testéSanu ar arigu
aplikaciju, jaizmanto $a pielikuma B.9. nodala (11).

Apvienotais hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétijums nodrosina informaciju par iesp&jamo veselibas
apdraudéjumu, ko var radit atkartota ekspozicija perioda, kur§ var ilgt pat visu izmantoto sugu mazu. Pétjjums
nodrosinas informaciju par test§jamas kimiskas vielas toksisko ietekmi, ari par iesp&jamu kancerogenitati, ka ari
noradis mérkorganus un akumulacijas iespéjamibu. Pétjuma var iegiit apléses par limeni, kura nav novérojama
nelabvéliga ietekme attieciba uz toksisku iedarbibu un — negenotoksisku kancerogénu gadijuma — attieciba uz
audzgju atbildes reakcijam un kuru var izmantot, lai noteiktu cilvéka ekspozicijas drosuma kritérijus. Ir uzsvérta
arl vajadziba izdarit ripigus dzivnieku kliniskos novérojumus, lai iegfitu iesp&ami vairak informacijas.

Péc §is testéSanas metodes veicamo hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétijumu mérki citu starpa ir adi:

— Noteikt testéjamas kimiskas vielas kancerogénas ipasibas, kas salidzinajuma ar lidztekus uzturétam kontrol-
grupam palielina neoplazmu biezumu un Jaundabigu neoplazmu ipatsvaru vai samazina laiku, kura paradas
neoplazmas,

— noteikt neoplazmu paradiSanas laiku,

— noteikt test§jamas kimiskas vielas hronisko toksicitati,
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— noteikt hroniskas toksicitates un kancerogenitates mérkorganus,

— noteikt devas un atbildes reakcijas sakaribu,

— noteikt limeni, kura nav novérojama nelabvéliga ietekme (NOAEL), vai etalondevas (BMD) noteiksanas
sakumpunktu,

— kancerogéno ietekmi ekstrapolét uz cilvéka ekspoziciju zemos devu limenos,

— prognozét hroniskas toksicitates ietekmi limenos, kados paredzama cilvéka ekspozicija,

— sagadat datus testa hipotézém attieciba uz iedarbibas veidu (2) (7) (12) (13) (14) (15).

SAKOTNEJIE APSVERUMI

Lai pétijuma izstradi vérstu uz toksikologisko ipasibu iesp&ami efektivaku testéSanu un lai taja lidz minimumam
samazinatu dzivnieku izmanto$anu, novértgjot un izvértéjot test§jamas kimiskas vielas iespéjamo kancerogenitati
un hronisko toksicitati, testéSanas laboratorijai, pirms ta veic pétijumu, ir jaizskata visa pieejama informacija par
testéjamo kimisko vielu. Ipasi svariga ir informacija par prognozéta kancerogéna (2) (7) (12) (13) (14) (15)
iedarbibas veidu un §is informacijas apsvérsana, jo optimalais plans var atSkirties atkariba no ta, vai test§jama
kimiska viela ir zinams vai prognozéts genotoksisks kancerogéns. Papildu noradijumi par iedarbibas veida
apsvérumiem ir pieejami Noradijumu dokumenta Nr. 116 (7).

Informacija, kas palidzés pétijuma plana izstradé, aptver testéjamas kimiskas vielas identitati, kimisko struktiru
un fizikalkimiskas ipasibas; jebkadu informaciju par iedarbibas veidu; jebkadu in vitro vai in vivo toksicitates,
tostarp genotoksicitates, testu rezultatus; paredzétos lietosanas veidus un iesp&amo cilveka ekspoziciju;
pieejamos (Q)SAR datus, mutagenitati/genotoksicitati, kancerogenitati un citus toksikologiskos datus par struk-
turali radniecigam vielam; pieejamos toksikokinétiskos datus (vienreizgjas devas, ka ari atkartotas devas kinétika,
ja sadi dati ir pieejami) un datus, kas iegiti citos atkartotas ekspozicijas testos. Hroniskas toksicitates un
kancerogenitates noteiksana ir javeic tikai péc tam, kad atkartotas devas 28 dienu un/vai 90 dienu toksicitates
testos iegiita sakotnéja informacija par toksicitati. Ari isi véza izraisiSanas|veicinaanas testi varétu sniegt liet-
derigu informaciju. Novertgjot konkrétas testéjamas kimiskas vielas iesp&ami nelabvéligo ietekmi uz veselibu,
par 3a procesa dalu jauzskata arl kancerogenitates testéSana ar vairakposmu pieeju (16) (17) (18) (19).

Pirms pétijuma saksanas ir janosaka rezultatu analizéSanai piemérotakas statistikas metodes, nemot véra ekspe-
rimenta planu un mérkus. Ir ari jaapsver, vai statistikas dati nebaitu jakorigé attieciba uz izdzivosanu un vai tajos
nebiitu jaietver analize par kumulativajiem audz&ju riskiem attieciba pret izdzivosanas ilgumu, analize par to, cik
ilga laika paradas audzgjs, un analize, ko izmanto gadijumiem, kuros attieciba uz vienu vai vairakam grupam
testu izbeidz priekslaicigi. Noradijumi par attiecigam statistikas analizém un galvenas atsauces uz starptautiski
pienemtam statistikas metodém ir sniegtas Guidance Document No. 116 (7), ka arT Guidance Document No. 35 on
the analysis and evaluation of chronic toxicity and carcinogenicity studies (20).

Veicot kancerogenitates pétijumu, vienmér jaievéro pamatprincipi un apsvérumi, kas sniegti ESAO Guidance
Document on the recognition, assessment, and use of clinical signs as humane endpoints for experimental animals used in
safety evaluation (21), it seviski 33 dokumenta 62. punkts. Saja punkta ir noteikts, ka: “Pétijumos ar atkartotam
devam, ja dzivniekam izpauZas kliniskas progresivas pazimes, kas noved pie stavokla turpmakas pasliktinasanas, ir japienem
informets lemums par to, vai $ads dzivnieks ir humani janonave vai ne. Pienemot lemumu, jaapsver tas informacijas vértiba,
ko varetu sniegt konkreta dzivnieka turpmaka uzturéSana pétijuma, attieciba pret $a dzivnieka visparigo stavokli. Ja tiek
pienemts lemums dzivnieku paturét testd, péc vajadzibas noverojumi ir javeic bieZak. Var ari biit iespejams (negativi
neietekmejot testa merki) uz laiku partraukt devas ievadisanu, ja tas mazinds sapes vai cieSanas, vai samazindt testa devu.”

Detalizéti noradijumi un diskusija par devas izvéles principiem hroniskas toksicitates un kancerogenitates
pétijumiem ir pieejami Noradfjumu dokumenta Nr.116 (7), ka ari divas International Life Sciences Institute
publikacijas (22) (23). Devas izvéles pamatstratégija ir atkariga no pétjjuma galvena mérka vai mérkiem (6.
punkts). Izvéloties attiecigus devu limenus, ir japanak lidzsvars starp riska novértéSanu, no vienas puses, un
atbildes reakciju uz zemu devu raksturo$anu un 3o reakciju batiskumu, no otras puses. Tas ir seviski batiski
attieciba uz $o apvienoto hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétijumu.
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Jaapsver ari iespéja veikt So apvienoto hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétijumu, nevis atsevisku
hroniskas toksicitates pétfjumu (3a pielikuma B.30. nodala) un atsevisku kancerogenitates pétjjumu (52 pielikuma
B.32. nodala). Salidzinajuma ar divu atsevisku pétijumu veik§anu apvienotais tests laika un izmaksu zina ir
efektivaks, taja izmanto mazak dzivnieku un ne hroniskaja posma, ne kancerogenitates posma nav pazeminata
datu kvalitate. Tomér, ja veic apvienoto toksicitates un kancerogenitates pétijumu, ir riipigi jaapsver devu izvéles
principi (11. un 22.-26. punkts), un tiek ari atzits, ka saskana ar konkrétiem tiesiskajiem regulgjumiem var biit
vajadzigi atseviski pétijumi. Papildu noradijumi par apvienota hroniskas toksicitates un kancerogenitates péti-
juma planu, kas nodrosinatu iesp&jami lielaku pétijuma efektivitati tada aspekta ka iespéja samazinat izmantoto
dzivnieku skaitu, ka arT racionalizéjot dazadas eksperimentu procediiras, ir pieejami Noradijumu dokumenta
Nr. 116 (7).

Sis testéSanas metodes konteksta izmantotas definicijas ir sniegtas §fs nodalas beigas un Noradijumu dokumenta
Nr. 116 (7).

TESTA PRINCIPS

Pétjjuma planam ir divi paraléli posmi — hroniskais posms un kancerogenitates posms (ilgums noradits attiecigi
34. un 35. punkta). Testejamo kimisko vielu parasti ievada orali, lai gan var bit piemérota arl testéSana ar
inhalaciju vai arigu aplikaciju. Hroniskaja posma testéjamo kimisko vielu ievada pakapeniskas devas katru dienu
vairakam testa dzivnieku grupam, vienu devas limeni katrai grupai, parasti 12 ménesus, lai gan var izraudzities
ari garakus vai isakus periodus atkariba no regulativajam prasibam (sk. 34. punktu). Izvélas periodu, kas ir
pietickami ilgs, lai jebkada kumulativas toksicitates ietekme klfitu pamanama bez geriatrisku parmainu maldi-
no$ajam sekam. Pétfjuma plans var ietvert ari vienu vai vairakas dzivnieku nonavésanas testa laika, pieméram,
trefaja un sestaja ménesi, un var tikt ietvertas papildu dzivnieku grupas, lai sim apstaklim pielagotos (sk. 20.
punktu). Kancerogenitates posma testéjamo kimisko vielu ievada katru dienu vairakam testa dzivnieku grupam,
un ekspozicijas laiks aptver ievérojamu to miza daJu. Abos posmos dzivniekus riipigi novéro, vai tiem nepa-
radas toksicitates pazimes un neattistas neoplastiski bojajumi. Dzivniekiem, kas nobeidzas vai ko nonaveé testa
laika, izdara autopsiju, un testa beigas izdzivojusos dzivniekus nonavé un tiem izdara autopsiju.

METODES APRAKSTS
Dzivnieku sugas izvéle

Si testéanas metode galvenokart attiecas uz hroniskas toksicitites un kancerogenitites novértésanu un izvér-
téSanu attieciba uz grauzgjiem (sk. 2. punktu). Var apsvért tadu sugu izmantoSanu, kas nav grauzgji, ja pieejami
dati norada, ka 3adas sugas ir piemérotakas, lai prognozétu ietekmi uz cilvéka veselibu. Sugu izvéle ir japamato.
leteicama grauz&ju suga ir Zurka, bet var izmantot citas grauzéju sugas, pieméram, peles. Lai gan pelu izman-
toSanai kancerogenitates testos var biit ierobezota lietderiba (24) (25) (26), saskana ar dazam spéka eso$am
regulativajam programmam joprojam ir jaizdara kancerogenitates testi ar pelém, ja vien netiek konstatéts, ka
$§ads pétijums nav zinatniski vajadzigs. Zurkas un peles ir bijusas ieteicamie eksperimentu modeli, jo tim ir
relativi iss mazs, tas plasi izmanto farmakologiskos un toksikologiskos pétijumos, tam viegli inducét audzéju, un
tam ir pietiekami daudz liniju ar izpétitam ipasibam. Pateicoties §im iezimém, ir pieejama plasa informacija par
$o sugu fiziologiju un patologiju. Ja javeic hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétijumi ar sugam, kas nav
grauzgji, Sie pétijumi japlano un jaisteno, balstoties uz principiem, kuri izklastiti aja testéSanas metodg, ka ari 3a
pielikuma B.27. nodala “Subhroniskas oralas toksicitates tests — atkartoto devu 90 dienu oralas toksicitates
pétijums ar dzivniekiem, kas nav grauzgji” (6). Papildu informacija par sugu un linijas izvéli ir sniegta ESAO
Noradijumu dokumenta Nr. 116 (7).

Ir jaizmanto jauni un veseli pieaugusi dzivnieki, kas pieder pie laboratorijas parasti izmantotajam linijam.
Apvienotais hroniskas toksicitates un kancerogenitates pétjjums ir javeic ar tas pasas linijas un izcelsmes
dzivniekiem, kadas izmantotas isaka(-os) provizoriska(-os) toksicitates pétijuma(-os), lai gan, ja ir zinams, ka
ar §is linijas un izcelsmes dzivniekiem ir problematiski sasniegt visparpienemtos kritérijus attieciba uz izdzivo-
$anu ilgtermina pétijumos (sk. Noradijumu dokumentu Nr. 116 (7)), ir jaapsver, vai neizmantot tadu dzivnieku
liniju, kam ir pienemams izdzivodanas raditdjs ilgtermina pétjjuma. Matites nedrikst bt iepriek§ dzemdgjusas vai
griisnas.

TuréSanas un barosanas apstakli

Dzivniekus biiros var turét atseviski vai nelielas viendzimuma grupas. TuréSana atseviski ir jaapsver tikai tad, ja
tas ir zinatniski pamatoti (27) (28) (29). Biirus izvieto ta, lai iespéjami mazinatu biiru novietojuma varbiitéjo
ietekmi. Temperattrai eksperimenta dzivnieku turéSanas telpa jabat 22 °C (¢ 3°C). Lai gan relativajam
mitrumam jabit vismaz 30 % un, iznemot telpu uzkopsanas laiku, vélams, ne vairak ka 70 %, jacensas nodro-
§inat mitrumu 50-60 % robezas. Dzivniekus 12 stundas diennakti tur maksliga apgaismojuma, bet 12 stundas —
tumsa. Var izmantot parasto laboratorijas baribu ar neierobezotu piekluvi dzeramajam tdenim. Uzturam ir
jaatbilst visam testd izmantotas sugas uzturvajadzibam, un uztura piesarnotaju, ari pesticidu atlieku, noturigu
organisko piesarpotaju, fitoestrogénu, smago metalu un mikotoksinu, kas varétu ietekmét testa rezultatu,
saturam jabit iespéjami zemakam. Periodiski, vismaz pétjjuma sakuma un tad, kad mainas izmantota sérija,
ir jasagatavo un galazinojuma jaictver analitiska informacija par uzturvielu un uztura piesarnojuma limeniem.
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Tapat ir arl jasniedz analitiska informacija par pétjjuma izmantoto dzeramo tdeni. Ja testéjamo kimisko vielu
ievada ar uzturu, uztura izvéli var ietekmét nepiecieSamiba gan nodro$inat piemérotu testéjamas kimiskas vielas
piejaukumu, gan ari nodro$inat dzivnieku uzturvajadzibas.

Dzivnieku sagatavoSana

Ir jaiizmanto veseli dzivnieki, kuri ir aklimatizéti laboratorijas apstaklos vismaz septinas dienas un ar kuriem
ieprieks nav veiktas eksperimentalas procediiras. Grauzéju gadijuma devu doSana dzivniekiem ir jasak iesp&jami
driz tdlit péc zidisanas un aklimatizacijas, ka ari, vélams, pirms dzivnieki sasniedz astonu nedélu vecumu. Testa
dzivniekiem norada sugu, liniju, izcelsmi, dzimumu, svaru un vecumu. Péjjuma sakuma dzivnieku svara
atskiribam jabait minimalam un tas nedrikst parsniegt + 20 % no visu pétijuma iesaistito dzivnieku vidéja svara,
kas noteikts katram dzimumam atseviski. Dzivnieki kontroles un testa grupas ir jaiedala nejausinati. Kad ir
veikta nejausinata izvéle, katra dzimuma grupas vidéjais kermena svars nedrikst batiski at3kirties. Ja pastav
statistiski batiskas atSkiribas, nejausinata izvéle ir jaatkarto, ja tas ir iespéjams. Katram dzivniekam japieskir
unikals identifikacijas numurs, ka ari $is dzivnieks ir noturigi jamarké ar $o numuru, izdarot tetovejumu,
implantgjot mikrocipu vai izmantojot citu piemérotu metodi.

PROCEDURA
Dzivnieku skaits un dzimums

Jaizmanto abi dzimumi. Jaizmanto pietiekams skaits dzivnieku, lai batu iesp&ams veikt ripigu biologisku un
statistisku izvértéSanu. Grauzgjiem katra devas grupa, kas paredzéta pétijuma kancerogenitates posmam (ka
izklastits 22. punktd), un lidztekus uzturétaja kontrolgrupa jabit vismaz 50 dzivniekiem no katra dzimuma.
Atkariba no pétijuma mérka galveno aplesu statistisko nozimibu var palielinat, dzivniekus dazadu devu grupas
sadalot nevienmérigi un mazaku devu grupas ietverot vairak neka 50 dzivniekus, pieméram, lai apléstu kance-
rogenitates potencialu mazu devu gadijuma. Tomér ir jaapzinas, ka grupas licluma neliels palielindjums tikai
nedaudz paaugstinds pétijuma statistisko nozimibu. Grauzéjiem katra devas grupa, kas paredzéta pétijuma
hroniskas toksicitates posmam (ka izklastits 22. punkta), un lidztekus uzturétaja kontrolgrupa jabat vismaz
10 dzivnickiem no katra dzimuma. Janorada, ka §is skaits ir mazaks neka hroniskas toksicitates pétijuma (3a
pielikuma B.30. nodala). $a apvienota pétijuma hroniskas toksicitates posma datus, kas iegfiti no grupam ar
mazaku dzivnieku skaitu, tomér interpretés ar tadu datu atbalstu, kas iegiti no lielaka dzivnieku skaita pétjjuma
kancerogenitates posma. Pétijumos ar pelem hroniskas toksicitates posma katras devas grupa var bt nepiecie-
$ami papildu dzivnieki, lai varétu veikt visus vajadzigos hematologiskos izmeklgjumus. Papildu informacija par
tadu pétijuma statistikas planu un devu limenu izvéli, lai iespéjami palielinatu statistisko nozimibu, ir sniegta
Noradijumu dokumenta Nr. 116 (7).

Dzivnieku nonavésana testa laika, satelitgrupa un indikatordzivnieki

Lai iegfitu informaciju par tadu parmainu norisi, kas nav neoplastiskas parmainas, un mehanistisku informaciju,
ja tas ir zinatniski pamatoti, pétijuma var paredzét dzivnieku nonavésanu testa laika, pieméram, sestaja ménesi
hroniskas toksicitates posma. Ja $ada informacija jau ir pieejama no ieprieksgjiem atkartotas devas toksicitates
pétijlumiem par testé§amo kimisko vielu, dzivnieku nonavésana testa laika var nebit zinatniski pamatota. No
dzivniekiem, ko izmanto pétijuma hroniskas toksicitates posma, kur§ parasti ilgst 12 méneSus (34. punkts),
ieghist arl testa laika izdarito nonavéSanu datus pétjjluma kancerogenitates posmam, tadéjadi samazinot kopgjo
izmantoto dzivnieku skaitu. Lai uzraudzitu jebkadu testejamas kimiskas vielas radito toksikologisko parmainu
atgriezeniskumu, pétijuma hroniskas toksicitates posma var paredzét arf satelitgrupas. Sadas grupas var nodro-
§inat tikai pétfjuma augstaka devas limena grupai un kontrolgrupai. Ja vajadzigs, var izmantot papildu indikator-
dzivnieku grupu (parasti pieci dzivnieki no katra dzimuma), lai pétijuma laika parraudzitu slimibas stavokli (30).
Papildu noradijumi par to, ka planot pétjjumu, lai ietvertu nonavésanu testa laika, satelitgrupas un indikator-
dzivniekus, vienlaikus lidz minimumam samazinot kopgjo izmantoto dzivnieku skaitu, ir sniegti Noradijjumu
dokumenta Nr. 116 (7).

Ja pétijuma plans ietver satelitgrupas un/vai dzivnieku nonavésanu testa laika, to dzivnieku skaits katras devas
grupa, kas paredzéti $adiem noliikiem, parasti biis 10 dzivnieki no katra dzimuma, un pétijuma plana ietvertais
dzivnieku kopskaits ir japalielina par to dzivnieku skaitu, kurus paredzéts nonavét pirms pétjjuma beigam.
Dzivniekiem, ko paredzéts nonavét testa laika, un satelitgrupam parasti ir javeic tadi pasi novérojumi, tostarp
janovéro kermena svars, baribas/idens patérins, javeic hematologiskie un kliniski biokimiskie mérfjumi, ka ari
patologiskie izmekl&jumi, ka dzivniekiem galvena pétjjuma hroniskas toksicitates posma, lai gan var arT paredzét
(grupam, ko planots nonavét testa laika), ka merfjumi javeic tikai attieciba uz tadiem ipasiem, svarigiem
parametriem ka neirotoksicitate vai imintoksicitate.

Devu grupas un dozé&ums

Noradijumi par devu izvéli un intervaliem starp devu limeniem visos aspektos ir sniegti Noradijumu dokumenta
Nr. 116 (7). Gan hroniskas toksicitates posma, gan kancerogenitates posma ir jaizmanto vismaz tris devu limeni
un janodrosina paraléla kontrole. Devu limenus parasti nosaka, pamatojoties uz isakiem atkartotas devas vai
diapazona noteikSanas pétjjumiem un nemot véra visus eso$os toksikologiskos un toksikokinétiskos datus, kas ir
pieejami par testéjamo kimisko vielu vai tai radniecigam kimiskajam vielam.
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Pétijuma hroniskas toksicitates posma pilnu pétijumu ar triis devu limeniem var uzskatit par nevajadzigu, ja var
prognozét, ka testa ar vienu vielas devas limeni, kas ir vismaz 1 000 mg uz kg kermena svara diena, netiks
novérota nelabvéliga ietekme. Tas japamato ar provizoriskos pétijumos iegiitu informaciju un apsvérumu, ka,
balstoties uz datiem par strukturali radniecigam kimiskam vielam, var prognozét, ka viela nebis toksiska. Var
piemérot ierobezojumu 1 000 mg uz kg kermena svara diena, iznemot gadijumu, ja cilvéka ekspozicija liecina,
ka jaizmanto augstaks devas limenis.

Ja testéjamas kimiskas vielas fizikalkimiskas ipasibas vai biologiska iedarbiba to neierobezo, augstakais devas
limenis jaizvélas ar noliku noteikt galvenos meérkorganus un toksisko ietekmi, vienlaikus izvairoties radit
ciesanas, smagu toksicitati, saslimstibu un mirstibu. Augstakais devas limenis parasti jaizvélas tads, lai tas
izraisitu toksicitates pazimes, kuras, pieméram, apliecina kermena svara piecauguma samazindjums (apm.
10 %). Tomer atkariba no pétjjuma mérkiem (sk. 6. punktu) var izvéléties augstako devas limeni, kas ir zemaks
par devu, kura nodrosina toksicitates pazimes, pieméram, ja deva izraisa butisku nelabvéligu ietekmi, kas tomér
ipasi neietekmé maza ilgumu vai kermena svaru.

Devu limenus un intervalus starp devu limeniem var izvéléties tadus, lai varétu noteikt devas un atbildes
reakcijas sakaribu un — atkariba no testéjamas kimiskas vielas iedarbibas veida — NOAEL vai citus paredzamos
pétijuma rezultatus, pieméram, BMD (sk. 27. punktu). No faktoriem, kas ir jaapsver, nosakot mazakas devas,
minams gaidamais devas un atbildes reakcijas sakaribas liknes slipums un devas, kuru gadijuma var notikt
svarigas metabolisma vai toksiskas iedarbibas veida parmainas, ja ir gaidams kads slieksnis vai ja ir gaidams
sakumpunkts zemu devu ekstrapolacijai. Veicot apvienoto kancerogenitates un hroniskas toksicitates pétjjumu,
galvenais mérkis biis iegtit informaciju kancerogenitates riska novérté$anas vajadzibam, savukart informacija par
hronisko toksicitati parasti biis papildu meérkis. Tas ir japatur prata, izvéloties pétjjuma devu limenus un
intervalus starp devu limeniem.

Izraudzitie intervali starp devu limeniem bis atkarigi no pétjjuma meérkiem un testéjamas kimiskas vielas
Ipasibam, un $aja testéSanas metodes apraksta tos nevar detalizéti noradit, tacu lejupejosu devu limenu noteik-
$ana labus testa rezultatus nereti nodrosina divkartigi lidz Cetrkartigi intervali, un nereti ir ieteicams pievienot 4.
testa grupu, nevis izmantot Joti lielus intervalus starp doz&umiem (pieméram, parsniedzot koeficientu 6-10).
Parasti jaizvairas no tadu koeficientu izmantosanas, kas parsniedz 10, un, ja tie tiek izmantoti, tas japamato.

Ka plasak izklastits Noradijjumu dokumenta Nr. 116 (7), izvéloties devas, ir janem véra $adi aspekti:

— devas un atbildes reakcijas sakaribas zinamas vai prognozétas nelinearitates vai liekuma punkti,

— toksikokinétika un tadu devu diapazoni, kuru gadijuma ir vai nav vérojama metaboliska inducéSanas,
piesatinasanas vai nelinearitate starp argji un ieksgji uzpemtam devam,

— jau esosi bojajumi, ictekmes markieri vai svarigu, pamata esosu biologisko procesu norises raditaji,

— iedarbibas veida svarigakie (vai paredzétie) aspekti, pieméram, devas, kuru gadijuma sakas citotoksicitate,
mainas hormonu limeni, tieck nomakti homeostatiskie mehanismi utt.,

— devas un atbildes reakcijas sakaribas liknes regioni, kuros vajadzigas seviski pamatigas apléses, pieméram,
paredzamas BMD vai prognozéta sliek$na diapazona,

— apsverumi par paredzamiem cilvéka ekspozicijas limeniem, it seviski vidéjo un zemako devu izvéle.

Kontrolgrupa ir vielu nesanémusi grupa vai nesgjvielas kontroles grupa, ja testéjamas kimiskas vielas ievadisanai
izmanto nesjvielu. Iznemot testéjamas kimiskas vielas ievadisanu, ar kontrolgrupas dzivniekiem jarikojas tiesi
tapat ka ar testa grupu dzivniekiem. Ja izmanto nesgjvielu, kontrolgrupa sanem lielako devu grupam izmantoto
nesgjvielas tilpumu. Ja testéjamo kimisko vielu ievada ar uzturu un ja uztura garas dé] batiski samazinas baribas
patérins, par piemérotaku kontrolgrupu var bt lietderigi izmantot papildu grupu, ko baro tiesi tapat.

Devu sagatavosana un testéjamas kimiskas vielas jevadiSana

Testéjamo kimisko vielu parasti ievada orali ar uzturu vai dzeramo deni vai ar maksligo barosanu. Papildu
informacija par ievadiSanas celiem un metodém ir sniegta Noradijjumu dokumenta Nr. 116 (7). levadiSanas cel§
un metode ir atkarigi no pétjjuma mérka, testéjamas kimiskas vielas fizikalkimiskajam ipasibam, tas biopiee-
jamibas un cilvéka ekspozicijas galvena cela un metodes. Izraudzitais ievadisanas cel§ un metode ir japamato.
Dzivnieku labturibas apsvérumu dé] ievadit ar maksligo barosanu parasti izvélas tikai tadus preparatus, attieciba
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uz kuriem $ads ievadiSanas cel$ un panémiens pamatoti raksturo iespéjamo cilvéka ekspoziciju (pieméram,
farmaceitiskie preparati). Uztura vai vidé sastopamas kimiskas vielas, tostarp pesticidus, parasti ievada ar uzturu
vai dzeramo tdeni. Tomér daziem scenarijiem, pieméram, ekspozicija darbavieta, piemérotaki var bat citi
ievadisanas celi.

Ja vajadzigs, testgjamo kimisko vielu izskidina vai suspendé piemérota nesgjviela. Péc vajadzibas ir janem véra
$adas neséjvielas un citu piedevu Ipasibas: ietekme uz testéjamas kimiskas vielas absorbciju, izplatiSanos, meta-
bolismu vai aizturi; ietekme uz testéjamas kimiskas vielas kimiskajam ipasibam, kuras var mainit tas toksiskas
Ipasibas; ka ari ietekme uz baribas un @dens patérinu vai dzivnieku barojumu. Ir ieteicams, ja vien iespgjams,
vispirms apsvért tdens $kiduma/suspensijas izmanto$anu, péc tam ellas (pieméram, kukurizas ellas) skidumu/
emulsiju un péc tam iesp&amu $kidinasanu citas nesjvielas. Ja nesgjviela nav Gdens, ir jazina $is neséjviclas
toksiskas ipasibas. Ir jabut pieejamai informacijai par to, ka ievadiSanas metode (pieméram, ar uzturu) ictekmé
testéjamas kimiskas vielas stabilitati un attiecigi devu Skiduma vai uztura homogenitati.

Ir svarigi nodrosinat, lai kimiskajam vielam, kuras ievada ar uzturu vai dzeramo tdeni, test§jamas kimiskas vielas
daudzumi neizjauktu parasto uztura vai tdens lidzsvaru. Ilgtermina toksicitates pétjjumos, kuros veic ievadisanu
ar uzturu, test§jamas kimiskas vielas koncentracija bariba parasti nedrikstétu parsniegt augséjo robezu 5 %
apméra no kopgja uztura, lai nepielautu uztura nelidzsvarotibu. Ja testéjamo kimisko vielu ievada ar uzturu,
var izmantot vai nu nemainigu koncentraciju uztura (mg uz kg uztura vai ppm), vai nemainigu devas limeni
attieciba pret dzivnieka kermena svaru (mg uz kg kermena svara), ko aprékina reizi nedéla. Izmantotas alter-
nativas ir janorada.

Oralas ievadiSanas gadijjuma dzivniekiem testéjamas kimiskas vielas devu ievada katru dienu (septinas dienas
nedéla) 12 meénesus (hroniskais posms) vai 24 ménesus (kancerogenitates posms), sk. arT 33. un 34. punktu.
Jebkuram citam devu doSanas reZimam, pieméram, piecas dienas nedéla, jabiit pamatotam. Arigas aplikacijas
gadjjuma dzivniekus test§jamas kimiskas vielas iedarbibai parasti paklauj vismaz seSas stundas diena septinas
dienas nedéla, ka noteikts 3a pielikuma B.9. nodala (11), un tas ilgst 12 méneSus (hroniskais posms) vai 24
ménesus (kancerogenitates posms). Inhalacijas ekspoziciju veic sesas stundas diena septinas dienas nedéla, bet
var izmantot ari ekspoziciju piecas dienas nedéla, ja tas ir pamatoti. Ekspozicijas periods parasti bis 12 ménesi
(hroniskais posms) vai 24 ménesi (kancerogenitates posms). Ja deguna ekspozicijai tiek paklauti grauzgji, kas nav
zurkas, maksimalos ekspozicijas ilgumus var korigét ta, lai iespéjami mazinatu attiecigdm sugam raksturigas
cieSanas. Ja izmanto ekspozicijas ilgumus, kas ir mazaki par sesam stundam diena, tas japamato. Sk. ari $a
pielikuma B.8. nodalu (9).

Ja testéjamo kimisko vielu dzivniekiem ievada ar maksligo baroSanu, tas jadara ar kunga zondi vai piemérotu
intubacijas cauruli vienos un tajos pasos laikos katru dienu. Parasti reizi diena ievada vienreiz&u devu; ja,
pieméram, kimiska viela ir lokals kairinatajs, ikdienas devu var nodrosinat, to ievadot ka dalitu devu (divreiz
diena). Maksimalais $kidruma tilpums, ko viena panémiena var ievadit, ir atkarigs no testéjama dzivnieka
lieluma. Tilpumam jabat iespéjami mazakam, un grauzéjiem tas parasti nedrikstétu parsniegt 1 ml uz 100 g
kermena svara (31). Testa tilpuma mainiba ir jasamazina lidz minimumam, koncentraciju koriggjot ta, lai visos
devu limenos tilpums biaitu vienads. Iznémums ir iespé&ami kairinoSas vai kodigas kimiskas vielas, kas ir
jaatSkaida, lai izvairitos no smagas lokalas iedarbibas. Ir jaizvairas no tadu koncentraciju testeSanas, kas, visti-
camak, biis kodigas vai kairinosas kunga un zarnu traktam.

Pétijuma ilgums

$a pétijuma hroniska posma devu doganas periods un ilgums parasti biis 12 ménesi, lai gan pétfjuma plans
pielauj ari (un to var izmantot, lai veiktu) isakus (pieméram, sesu vai devinu ménesu) vai garakus (pieméram, 18
vai 24 ménesu) pétijumus atkariba no konkrétu tiesisko regulgjumu prasibam vai konkrétiem mehanistiskiem
mérkiem. Ja izraugas ekspozicijas periodu, kas nav 12 ménesi, tas japamato, it seviski, ja 3is periods ir mazaks.
Visu devu grupas, kas ietvertas $aja posma, paredzétaja termina tiks nonavétas, lai izvértétu hronisko toksicitati
un ar neoplastiku nesaistitas patologijas. Satelitgrupas, kas ir ietvertas, lai uzraudzitu jebkadu testéjamas kimiskas
vielas radito toksikologisko parmainu atgriezeniskumu, vismaz cetras nedélas un ne ilgak ka vienu tresdalu
kopéja pétijuma laika péc ekspozicijas partrauksanas ir jatur bez devu ievadiSanas.

$a pétijuma kancerogenitates posma ilgums grauzgjiem parasti biis 24 ménesi, kas ir lielakd dala izmantojamo
dzivnieku parastd miiZa ilguma. Var izmantot isakus vai garakus pétijuma ilgumus atkariba no pétijuma
izmantoto dzivnieku sugu linijas miiza ilguma, bet tas ir japamato. Konkrétam peju linijam, pieméram, AKR/],
C3HJJ vai C57BL[6] linjjam, piemérotaki varétu bt 18 ménesi. Turpmak doti dazi noradijumi par ilgumu,
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pétijuma izbeigdanu un izdzivosanu; papildu noradijumi, tostarp apsvérums par to, kad attieciba uz izdzivosanu
pétijuma pienemt, ka kancerogenitates pétjjums ir negativs, ir sniegti Noradijjumu dokumenta Nr. 116 (7).

— Pétjjuma izbeigSana ir jaapsver gadijuma, ja izdzivojuso dzivnieku skaits zemako devu grupas vai kontrol-
grupa ir zem 25 %.

— Tada gadijuma, ja toksicitates dé] priekslaicigi nobeidzas tikai augstakas devas grupa, pétijumu nevajadzétu
izbeigt.

— Katra dzimuma izdzivoSana ir jaapliko atseviski.

— Ja no pétjjuma piecjamie dati vairs nav pietiekami statistiski derigai izvértésanai, pétijumu nevajadzétu
turpinat.

NOVEROJUMI (HRONISKAS TOKSICITATES POSMS)

Visi dzivnieki ir japarbauda, lai konstatétu saslimstibu vai mirstibu, parasti katras dienas sakuma un beigas, arl
nedélas nogalés un brivdienas. Jaizdara visparigi kliniski novérojumi vismaz reizi diena, vélams viena(-os) laika(-
os) katru dienu, nemot véra gaidamo ietekmju maksimuma laiku péc devas ievadiSanas, ja ir izmantota maksliga
barosana.

Visiem dzivniekiem vismaz vienreiz pirms pirmas ekspozicijas (lai vienam un tam pasam dzivniekam varétu
izdarit salidzinaSanu), pétjjuma pirmas nedélas beigas un reizi ménesi péc tam ir javeic detalizéti kliniskie
novérojumi. Novérojumu protokols japaredz tads, lai iesp&jami samazinatos variacijas starp atseviskiem nove-
rotajiem un lai tas nebiitu atkarigas no testa grupas. Sie novérojumi ir javeic arpus dzivnieka turéSanas biira,
ieteicams, standartnozogojuma un visos gadijumos vienos un tajos pasos laikos. Novérojumi ir riipigi jaregistré,
vélams, izmantojot vértéSanas sistému, ko skaidri noteikusi testésanas laboratorija. Ir jacensas nodrosinat, lai
novérosanas apstaklu variacijas baitu minimalas. Protokoléjamas pazimes cita starpa jaieklauj adas, apmatojuma,
acu, glotadas, sekrécijas un izdalijumu, ka ari vegetativas aktivitates parmainas (pieméram, asaro$ana, piloarek-
cija, acs zilites diametra parmainas un neraksturiga elpoSana). Jaregistré ari parmainas gaita, staja un atbildes
reakcijas uz manipulacijam, ka ari kloniskas vai toniskas kustibas, stereotipiska (pieméram, parmériga apmato-
juma laiziSana, atkartota rinkoSana) vai savada uzvediba (piemeéram, pa$sakroplosanas, staigaSana atmuguriski)
(32).

Ar oftalmoskopu vai ar citu piemérotu ierici visiem dzivniekiem pirms test§jamas kimiskas vielas pirmas
ievadiSanas ir javeic oftalmologiska izmeklésana. Pétjjuma beigas So izmekléSanu ieteicams veikt visiem dziv-
niekiem vai vismaz dzivniekiem lielako devu un kontroles grupas. Ja atklaj ar vielas sanemsanu saistitas
parmainas acis, japarbauda visi dzivnieki. Ja strukturala analize vai cita informacija liecina par toksicitati acis,
japalielina acu izmeklesanas biezums.

Kimiskam vielam, kuram iepriek3gjos atkartotas devas 28 dienu un/vai 90 dienu toksicitates testos ir konstatéts
potencials radit neirotoksisku ietekmi, var péc izvéles novertét to izraisitas sensoriskas reakcijas uz dazada veida
kairinajumiem (32) (pieméram, dzirdes, redzes un proprioceptivajiem kairinagjumiem) (33) (34) (35), satverSanas
stiprumu (36) un motorisko aktivitati (37), pirms sak pétjjumu, ka ari ik pa trijiem méneSiem péc pétijuma
sakSanas lidz 12 ménesiem (ieskaitot) un ari pétijuma beigas (ja tas ir garaks par 12 ménesiem). Sikaki dati par
procediiram, kuras var izmantot, ir sniegti attiecigajos atsaucu avotos. Tomér var izmantot ari alternativas
procediiras, nevis tikai tas, kuras minétas atsaucu avotos.

Kimiskam vielam, kuram iepriek3gjos atkartotas devas 28 dienu un/vai 90 dienu toksicitates testos ir konstatéts
potencials radit imintoksisku ietekmi, pétijuma beigas $o beigupunktu var péc izvéles izmeklét vél papildus.

Kermena svars, baribas/iidens patéring un baribas efektivitate

Visi dzivnieki janosver vielas ievadisanas sakuma, péc tam vismaz reizi nedé]a pirmas 13 nedélas un vismaz reizi
ménesi turpmak. Baribas patérina un baribas efektivitates mérfjumi ir jaizdara vismaz reizi nedéla pirmas 13
nedélas un vismaz reizi ménesi péc tam. Udens patérin$ ir jaméra vismaz reizi nedéla pirmas 13 nedélas un
vismaz reizi ménesi péc tam, ja testéjamo kimisko vielu ievada ar dzeramo wdeni. Jaapsver, vai idens patérina
mérfjumus neizdarit ari pétijumos ar mainitu dzerSanas aktivitati.
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Hematologija un kliniska biokimija

42. Pétijumos ar grauz&jiem hematologiskie izmeklgjumi ir javeic visiem pétijuma dzivniekiem (10 téviniem un 10
matitém katra grupd) tresaja, sestaja un divpadsmitaja ménesi, ka ar pétijuma beigas (ja tas ir garaks par 12
ménesiem). Lai varétu veikt visus vajadzigos hematologiskos izmeklgjumus pelém (sk. 19. punktu), var bat
vajadzigi satelitgrupas dzivnieki. Tadu sugu gadijuma, kas nav grauzgji, paraugus nem no mazaka skaita
dzivnieku (pieméram, Cetri dzivnieki no katra dzimuma un katra grupa, ja pétijumu veic ar supiem) un to
dara paraugu nemsanas laikos testa laika un pétjjuma beigas, ka aprakstits attieciba uz grauzgjiem. Mérfjumi
tredaja ménesi ne grauz&jiem, ne sugam, kas nav grauzgji, nav javeic, ja hematologiskie parametri nav uzradijusi
nekadu iedarbibu ieprieksgja 90 dienu pétijuma, kurs veikts ar salidzinamiem devas limeniem. Asins paraugi ir
janem no precizi noraditas vietas, pieméram, ar sirds punktéSanu vai no retroorbitala sinusa, dzivnieku anes-
tezgjot.

43, Jaizmeklé $adi parametri (38): leikocitu kopégjais un diferencialais skaits, eritrocitu skaits, trombocitu skaits,
hemoglobina koncentracija, hematokrits (hematokrita skaitlis), vidéjais korpuskularais tilpums (MCV), vidéjais
korpuskularais hemoglobins (MCH), vidéja korpuskulara hemoglobina koncentracija (MCHC), protrombina laiks
un aktivizétais daléjais tromboplastina laiks. Péc vajadzibas atkariba no testéjamas kimiskas vielas toksicitates var
meérit arl citus hematologijas parametrus, pieméram, Heinca kermeniSus vai citus netipiskas morfologijas erit-
rocitus, vai methemoglobinu. Kopuma japieméro elastiga pieeja atkariba no attiecigas testéjamas kimiskas vielas
noveérotas unfvai prognozétas ietekmes. Ja testéjama kimiska viela ietekmé hematopogtisko sistému, var noradit
arT retikulocitu skaitu un kaulu smadzenu citologiju, lai gan $ie mérjjumi parasti nav javeic.

44. Asins paraugiem, kas iegiiti no visiem pétjjuma dzivniekiem (10 téviniem un 10 matitém katra grupa) ar tadiem
pasiem laika intervaliem, ka noradits hematologiskajiem izmeklgjumiem, ir javeic kliniski biokimiskie izmeklé-
jumi, lai noteiktu batisku toksisku ietekmi audos un tiesi ietekmi uz nierém un aknam. Lai varétu veikt visus
vajadzigos kliniski biokimiskos izmeklgjumus pelém, var bt vajadzigi satelitgrupas dzivnieki. Tadu sugu gadi-
juma, kas nav grauzgji, paraugus nem no mazaka skaita dzivnieku (pieméram, Cetri dzivnieki no katra dzimuma
un katra grupa, ja pétijumu veic ar suniem) un to dara paraugu nemsanas laikos testa laika un pétjjuma beigas,
ka aprakstits attieciba uz grauzgjiem. Mérfjumi treSaja ménesI ne grauzgjiem, ne sugam, kas nav grauzgji, nav
javeic, ja kliniski biokimiskie parametri nav uzradijusi nekadu iedarbibu ieprieksgja 90 dienu pétijuma, kurs
veikts ar salidzinamiem devas limeniem. Ir ieteicams dzivniekiem pirms asins paraugu nemsanas uz nakti nedot
baribu (izpemot peles) (!). Jaizmeklé 3adi parametri (38): glikoze, urinviela (urinvielas slapeklis), kreatinins,
kopgjais olbaltums, albumins, kalcijs, natrijs, kalijs, kopgjais holesterins, vismaz divi attiecigi hepatocelularas
izvertéSanas testi (alanina aminotransferaze, aspartata aminotransferaze, glutamatdehidrogenaze, kopgjas zult-
skabes) (39), ka ari vismaz divi attiecigi hepatobilidaro novértgjumu testi (alkalinfosfataze, gamma glutamiltran-
sferaze, 5-nukleotidaze, kopgjais bilirubins, kopéjas Zultskabes) (39). Péc vajadzibas atkariba no testéjamas
kimiskas vielas toksicitates var mérit ari citus kliniski biokimiskos parametrus, tadus ka tuksas dasas trigliceridi,
konkréti hormoni un holinesteraze. Kopuma japieméro elastiga pieeja atkariba no attiecigas testéjamas kimiskas
vielas novérotas un/vai prognozétas ietekmes.

45. Urinanalizes ir javeic visiem pétjjuma dzivnickiem (10 téviniem un 10 matitém katra grupa), izmantojot
paraugus, kas ievakti ar tadiem paSiem intervaliem ka hematologiskas un kliniski biokimiskas analizes. Mérfjumi
tre§aja ménesi nav javeic, ja urinanalize nav uzradijusi nekadu iedarbibu ieprieksgja 90 dienu pétjuma, kurs
veikts ar salidzinamiem devas limeniem. Ekspertu ieteikuma par kliniskas patologijas pétijumiem noraditi $adi
parametri (38): izskats, tilpums, osmolaritate vai Ipatnéjais svars, pH, kopgjais olbaltums un glikoze. No citiem
mérjjumiem jamin ketons, urobilinogéns, bilirubins un sléptas asinis. Vajadzibas gadijuma, lai paplainatu
novérotas ietekmes izpéti, var izmantot papildu parametrus.

46. Parasti tick uzskatits, ka pétijumos ar supiem pirms vielas ievadiSanas ir vajadzigi hematologiskie un kliniski
biokimiskie mainigie izejlielumi, bet pétijumos ar grauzgjiem tie nav janosaka (38). Tomér, ja vésturiskie izejdati
(sk. 58. punktu) ir nepietickami, jaapsver iesp&ja $adus datus iegit.

PATOLOGIJA
Pilna autopsija

47. Visiem pétijuma izmantotajiem dzivniekiem parasti veic pilnu, detalizétu autopsiju, ieskaitot kermena aréjas
virsmas, visu atveru un galvaskausa dobumu, torakala dobuma, védera dobuma, ka ari o dobumu satura ripigu
apskati. Tomér var ari paredzét (grupam, ko planots nonavét testa laika, vai satelitgrupam), ka mérfjumi javeic
tikai attieciba uz tadiem IpaSiem, svarigiem parametriem ka neirotoksicitate vai imaintoksicitate (sk. 21. punktu).
Siem dzivniekiem nav javeic autopsija un sekojosajos punktos aprakstitas turpmakas procediiras. Indikatordziv-
niekiem var bit vajadziga autopsija (vajadzibu izskata katra gadijuma atseviski, un lémumu piepem pétijuma
vaditajs).

(") Daziem mérjjumiem serumd un plazmad, jo Ipasi glikozes mérfjumiem, ir vélams dzivniekiem pirms asins nemsanas uz nakti nedot

baribu. Tas ir velams galvenokart tapéc, ka baribas uznemsana neizbégami izraisitu palielinatu mainibu, kam biitu tendence maskét
neizteiktu iedarbibu un kas apgriitinatu interpretéSanu. Tomér baribas nedosana uz nakti var traucét dzivnieku visparigo vielmainu un —
jo Ipasi barosanas pétijjumos — var izjaukt testéjamas kimiskas vielas ikdienas iedarbibu. Visi dzivnieki ir janovérté vienada fiziologiska
stavokli, tadé] detalizétus novertéjumus vai neirologiskos novértéjumus ir japlano veikt cita diend, nevis diena, kad pem kliniski
biokimiskos paraugus.
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Organu svars ir janosaka visiem dzivniekiem, iznemot tos, kas ir izslégti saskana ar 47. punkta pédéjo dalu. Visu
dzivnieku (iznemot dzivniekus, kas atrasti mirstosi unfvai ir nonavéti pétfjuma laika) virsnieru dziedzeri,
smadzenes, séklinieku piedekli, sirds, nieres, aknas, olnicas, liesa, séklinieki, vairogdziedzeris (nosverts péc
fiksacijas kopa ar epitélijkermeniiem) un dzemde ir péc vajadzibas jaatbrivo no visiem apkartéjiem audiem,
un, lai izvairitos no izzGSanas, iespéjami driz péc sec€Sanas janoteic nativais svars.

Fiksacijas $kiduma, kas ir vispiemérotakais gan konkréta veida audu izmekleSanai, gan paredzétajai turpmakajai
histopatologiskajai izmeklésanai (40), ir jasaglaba turpmak noraditie audi (kvadratiekavas dotie audi nav obli-

gati).

Visi makroskopiskie boja-
jumi

Sirds

Aizkunga dziedzeris

Kungis (priekskungis,
dziedzeri)

Virsnieru dziedzeris Likumaina zarna Epitélijkermenisi [Zobi]

Aorta Tuksa zarna Periférais nervs Seklinieki

Smadzenes (tostarp Nieres Hipofize Tims

galveno smadzenu,

smadzeni$u un iegareno

smadzenu | smadzenu tilta

izgriezumi)

Akla zarna Asaru dziedzeri (arpu- Prostata Vairogdziedzeris
sorbitas)

Dzemdes kakls Aknas Taisna zarna [Méle]

Koagulacijas dziedzeris Plaugas Sickalu dziedzeris Traheja

Lokzarna Limfmezgli (gan virs- Séklas paslisi Urinpislis

puséjie, gan dzilie)

Divpadsmitpirkstu zarna

Piena dziedzeris (obligati
matitém un, ja iespéjams
secét, téviniem ari)

Skeleta muskulu paraugs

Dzemde un dzemdes

kakls

Seklinieku piedekli [Augsgjas elposanas Ada [Urinvads]
sistémas organi, tostarp
deguns, deguna gliemez-
nica un paranazalais
sinuss]
Acs (ar1 tiklene) Baribas vads Muguras smadzenes (tris | [Urinizvadkanals]
limenos: kakla, vidéja
torakala un gurnu rajona
smadzenes)
[Augsstilbs ar locitavu] [Ozas sipols] Liesa Maksts

Zultspislis (sugam, kas
nav Zurka)

Olnicas

[Kriisu kauls]

Kaulu smadzenu izgrie-
zums un/vai svaigs kaulu
smadzenu aspirats

Hardera dziedzeris

Para organu, pieméram, nieru, virsnieru, gadijuma ir jasaglaba abi organi. Klinisko un citu konstatgjumu
rezultdta var rasties vajadziba papildus izmeklét citus audus. Jasaglaba ari organi, ko, pamatojoties uz zinamam
testéjamas kimiskas vielas ipasibam, uzskata par iesp&jamiem mérkorganiem. Pétjumos ar arigu aplikaciju ir
jasaglaba tie pasi organi, kas noraditi saraksta attieciba uz oralu ievadiSanu, un ir nepiecieSams Ipasa veida nemt
un saglabat adas paraugus no aplikacijas vietas. Inhalacijas pétijumos saglabato un izmekléto elposanas sistémas
audu sarakstam ir jaatbilst $a pielikuma B.8. nodalas (9) un 3a pielikuma B.29. nodalas (10) noteikumiem. Kas
attiecas uz citiem organiem/audiem (un papildus ipasa veida saglabatajiem elposanas sistémas audiem), izmeklé
organus, kas noraditi saraksta attieciba uz oralu ievadiSanu.

Histopatologija
Ir pieejami noradijumi par labako praksi toksikologiskas patologijas pétijumu veiksana (40). Ir javeic vismaz $adi

histopatologiskie izmeklgjumi:

— visi audi no liclakas devas grupam un kontrolgrupam,
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— visi audi no dzivniekiem, kas nomirusi vai nonavéti pétijuma laika,
— visi audi, kam ir makroskopiskas anomalijas,

— meérkaudi vai audi, kas uzrada ar ievadiSanu saistitas parmainas lielakas devas grupa, no visiem dzivniekiem
visu pargjo devu grupas,

— para organu, pieméram, nieru, virsnieru, gadijuma ir jaizmeklé abi organi.

NOVEROJUMI (KANCEROGENITATES POSMS)

Visi dzivnieki ir japarbauda, lai konstatétu saslimstibu vai mirstibu, parasti katras dienas sakuma un beigas, ari
nedélas nogalés un brivdienas. Reizi diena turklat japarbauda, vai dzivniekiem nav paradijusas konkrétas toksi-
kologiski butiskas pazimes. Ja pétjjumos izmanto maksligo barosanu, dzivnieki ir japarbauda perioda talit péc
devas ievadiSanas. Ipasi uzmanigi jaseko audzgju attistibai, registréjot katra skaidri saskatama vai sataustima
audzgja paradisanas bridi, atrasanas vietu, izmérus, izskatu un turpmako attistibu.

Visi dzivnieki janosver vielas ievadisanas sakuma, péc tam vismaz reizi nedéla pirmas 13 nedélas un vismaz reizi
ménesT turpmak. Baribas patérina un baribas efektivitates mérfjumi ir jaizdara vismaz reizi nedéla pirmas 13
nedélas un vismaz reizi ménesi péc tam. Udens patérin ir jaméra vismaz reizi nedéla pirmas 13 nedélas un
vismaz reizi ménesI péc tam, ja testéjamo kimisko vielu ievada ar dzeramo tdeni. Jaapsver, vai tidens patérina
mérfjumus neizdarit arl pétijumos ar mainitu dzerSanas aktivitati.

Hematologija, kliniska biokimija un citi merjjumi

Lai no pétijuma iegitu iespéjami vairak informacijas, it seviski attieciba uz iedarbibas veida apsvérumiem, var
nemt asins paraugus hematologiskajiem un kliniski biokimiskajiem izmeklgumiem, lai gan lémumu par to
pienem pétijuma vaditajs. Piemérotas var bt ari urinanalizes. Informaciju par $iem parametriem sniegs dati
par dzivniekiem, kas izmantoti pétjjuma hroniskas toksicitates posma, kur§ parasti ilgst 12 ménesus (34.
punkts). Papildu noradijumi par $adu paraugu nemsanas vértibu kancerogenitates pétijuma ietvaros ir sniegti
Noradijumu dokumenta Nr. 116 (7). Ja nem asins paraugus, tie jaievac testa perioda beigas tiesi pirms dzivnieku
nonavésanas procediiras vai tas laika. Asins paraugi ir janem no precizi noraditas vietas, pieméram, ar sirds
punktéSanu vai no retroorbitala sinusa, dzivnieku anestezgjot. IzmekleéSanai var sagatavot ari asins uztriepes, it
seviski, ja ir konstatéjams, ka kaula smadzenes ir mérkorgans, lai gan 3ada asins uztriepju izmeklégjuma vértiba
kancerogéna/onkogéna potenciala novértésana kancerogenitates posma ir tikusi apSaubita (38).

PATOLOGIJA
Pilna autopsija

Visiem pétijuma izmantotajiem dzivniekiem, iznemot indikatordzivniekus (sk. 20. punktu) un citus satelitgrupas
dzivniekus, veic pilnu, detalizétu autopsiju, ieskaitot kermena argjas virsmas, visu atveru un galvaskausa
dobumu, torakala dobuma, védera dobuma, ka ari $o dobumu satura riipigu apskati. Indikatordzivniekiem
un citiem satelitgrupas dzivniekiem var bt vajadziga autopsija (vajadzibu izskata katra gadijuma atseviski, un
lémumu pienem pétijuma vaditajs). Organu svara noteikSana parasti neietilpst kancerogenitates pétijuma, jo
geriatriskas parmainas un — vélaka posma — audzgju attistiba mazina organu svara datu lictderibu. Tomér organu
svaru noteikt var bt Joti svarigi apliecinajuma nozimes izvértésana un péc ta it seviski var spriest par iedarbibas
veidu. Ja organu svara noteik3ana ietilpst satelitpétijuma, dati ir jaievac ne vélak ka vienu gadu péc pétijuma
saksanas.

Fiksacijas $kiduma, kas ir vispiemérotakais gan konkréta veida audu izmeklésanai, gan paredzétajai turpmakajai
histopatologiskajai izmeklésanai (40), ir jasaglaba turpmak saraksta noraditie audi (kvadratickavas dotie audi nav

obligati).

Visi makroskopiskie boja- | Sirds Aizkunga dziedzeris Kungis (priekskungis,
jumi dziedzeri)

Virsnieru dziedzeris Likumaina zarna Epitélijkermenisi [Zobi]

Aorta Tuksa zarna Periférais nervs Seklinieki
Smadzenes (tostarp Nieres Hipofize Tims

galveno smadzenu,
smadzeniSu un iegareno
smadzenu | smadzenu tilta
izgriezumi)

Akla zarna Asaru dziedzeri (arpu- Prostata Vairogdziedzeris
sorbitas)
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57.

Dzemdes kakls Aknas Taisna zarna [Méle]
Koagulacijas dziedzeris Plaugas Siekalu dziedzeris Traheja
Lokzarna Limfmezgli (gan virs- Seklas puslisi Urinpdslis

pusgjie, gan dzilie)

Divpadsmitpirkstu zarna

Piena dziedzeris (obligati
matitém un, ja iespgjams
secét, téviniem ari)

Skeleta muskulu paraugs

Dzemde un dzemdes
kakls

Seklinieku piedekli [Augséjas elposanas Ada [Urinvads]
sistémas organi, tostarp
deguns, deguna gliemez-
nica un paranazalais
sinuss]
Acs (arT tiklene) Baribas vads Muguras smadzenes (tris | [Urinizvadkanals]
limenos: kakla, vidgja
torakala un gurnu rajona
smadzenes)
[Augsstilbs ar locitavu] [Ozas sipols] Liesa Maksts

Zultspiislis (sugdm, kas
nav Zzurka)

Olnicas

[Kriisu kauls]

Kaulu smadzenu izgrie-
zums un/vai svaigs kaulu

smadzenu aspirats

Hardera dziedzeris

Para organu, pieméram, nieru, virsnieru, gadijuma ir jasaglaba abi organi. Klinisko un citu konstatgjumu
rezultdta var rasties vajadziba papildus izmeklet citus audus. Jasaglaba ari organi, ko, pamatojoties uz zinamam
test§jamas kimiskas vielas Ipasibam, uzskata par iesp&jamiem mérkorganiem. Pétjjumos ar arigu aplikaciju ir
jasaglaba tie pasi organi, kas noraditi saraksta attieciba uz oralu ievadiSanu, un ir nepiecieSams Ipasa veida nemt
un saglabat adas paraugus no aplikacijas vietas. Inhalacijas pétijumos saglabato un izmekléto elposanas sistémas
audu sarakstam ir jaatbilst $a pielikuma B.8. nodalas (8) un 3a pielikuma B.29. nodalas (9) ieteikumiem. Kas
attiecas uz citiem organiem/audiem (un papildus ipasa veida saglabatajiem elposanas sistémas audiem), izmeklé
organus, kas noraditi saraksta attieciba uz oralo ievadiSanu.

Histopatologija

Ir pieejami noradijumi par labako praksi toksikologiskas patologijas pétijumu veiksana (40). Ir jaizmekle vismaz
sadi audi:

— visi audi no lielakas devas grupam un kontrolgrupam,

— visi audi no dzivniekiem, kas nomirusi vai nonavéti pétjjuma laika,

— visi audi, kam ir makroskopiskas anomalijas, tostarp audzgji,

— ja lielakas devas grupa ir novérotas ar vielas sanemsanu saistitas histopatologiskas parmainas, tie pasi audi ir
jaizmekle visu paréjo devu grupu dzivniekiem,

— para organu, pieméram, nieru, virsnieru, gadjjuma ir jaizmeklé abi organi.

DATI UN ZINOJUMU SAGATAVOSANA (KANCEROGENITATE UN HRONISKA TOKSICITATE)
Dati

Attieciba uz visiem novértétajiem parametriem ir jasniedz dati par atseviskiem dzivniekiem. Turklat visi dati
jaapkopo tabula, par katru testa grupu noradot dzivnieku skaitu testa sakuma, to dzivnieku skaitu, kuri testa
laika ir nobeigusies vai humanu apsvérumu dé] nonavéti, un katras nobeig$anas vai humanas nonavésanas laiku,
to dzivnieku skaitu, kuriem novérotas toksicitates pazimes, novéroto toksicitates pazimju aprakstu, ieskaitot
toksiskas ietekmes sakuma laiku, ilgumu un smagumu, to dzivnieku skaitu, kuriem novéroti audu bojajumi,
bojajumu veidus un to dzivnieku procentualo ipatsvaru, kuriem paradijusies katra tipa bojajumi. Kopsavilkuma
datu tabulas ir janorada vidgjie lielumi un standartnovirzes (ilgstosu testu datiem) attieciba uz dzivniekiem, kam
novérota toksiska ictekme vai bojajumi, ka ari bojajumi ir jaklasificé.
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59.

60.

Interpretéjot pétijuma rezultatus, var noderét vesturiskie kontroldati, pieméram, gadijuma, ja ir norades, ka dati,
kas iegati paralélaja kontrole, batiski atskiras no neseniem datiem par kontrolgrupas dzivniekiem taja pasa
testéSanas kompleksa/kolonija. Ja izvérté vésturiskus datus, tiem jabat no tas pasas laboratorijas un jaattiecas uz
vienada vecuma un linijas dzivniekiem, un jabat iegGitiem pédéjo piecu gadu laika pirms attieciga pétijuma.

Ja vajadzigs, skaitliskie rezultati janoveérté ar piemérotu un visparpienemtu statistikas metodi. Statistikas metodes
un analizéjamie dati ir jaizvélas pétjjuma planoSanas posma (9. punkts). Izvéli izdarot, japaredz iespéja vaja-
dzibas gadijuma to korigét attieciba uz izdzivoSanu.

TestéSanas parskata jaieklauj $ada informacija:

Testejama kimiska viela:

— fizikalas ipasibas, tiriba un fizikalkimiskas ipasibas,

— identifikacijas dati,

— kimiskas vielas izcelsme,

— s€rijas numurs,

— kimiskas analizes sertifikats.

Neséjviela (attieciga gadijuma):

— nesgjvielas izvéles pamatojums (ja nesgjviela nav tdens).

Testa dzivnieki:

— izmantotas sugas/linija un izvéles pamatojums,

— dzivnieku skaits, vecums un dzimums testa sakuma,

— izcelsme, turéSanas apstakli, uzturs utt.,

— katra dzivnieka svars testa sakuma.

Testesanas apstakli:

— ievadiSanas cela un devu izvéles pamatojums,

— attieciga gadijuma statistikas metodes, kas izmantotas datu analizéanai,

— sika informacija par testéjamas kimiskas vielas maisijuma/uztura preparatu,
— analitiski dati par sasniegto preparata koncentraciju, stabilitati un homogenitati,
— testéjamas kimiskas vielas ievadisanas cel§ un sika informacija par ievadisanu,
— inhalacijas pétijumiem — vai tika izmantota tikai deguna vai visa kermena ekspozicija,

— testgjamas kimiskas vielas faktiskas devas (mg uz kg kermena svara diena) un attieciga gadjjuma koeficients,
ar kuru testéjamas kimiskas vielas koncentraciju (mg/kg vai ppm) bariba | dzeramaja Gdeni parrekinatu
faktiskaja deva,

— sika informacija par baribas un tdens kvalitati.
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Rezultati (gan kopsavilkuma dati tabula, gan atsevisku dzivnieku dati)

Visparigi:

— izdzivo$anas dati,

— kermena svars | kermena svara mainas,

— baribas patéring, baribas efektivitates aprékini, ja tie ir veikti, un attieciga gadijuma tGdens patérins,
— toksikokinétiskie dati, ja pieejami,

— oftalmoskopija (ja pieejama),

— hematologija (ja pieejama),

— kliniska kimija (ja pieejama).

Kliniskie konstatéjumi:

— toksicitates pazimes,

— visu anomaliju biezums (un, ja notiek klasificesana, smagums),

— Kkliniski novérotas ietekmes veids, smagums un ilgums (parejosa vai pastaviga).
Autopsijas dati:

— kermena svars péc nonavéSanas,

— organu svars un to attiecibas, ja vajadzigs,

— autopsijas atrade; anomaliju biezums un smagums.

Histopatologija:

— histopatologiskas izmeklésanas rezultati, kas nav saistiti par neoplastiku,
— neoplastikas histopatologiska atrade,

— korelacijas starp makroskopisku un mikroskopisku atradi,

— visu ar ievadiSanu saistito histopatologiskas izmekléSanas rezultatu siks apraksts, kura ietverta ari smaguma
klasifikacija,

— zinojums par priek§metstiklinu salidzinoso izvértésanu.
Rezultatu statistiska apstrade pec vajadzibas

Komentari par rezultatiem, art:

— modelgSanas pieeju iztirzajums,

— devas un atbildes reakcijas sakaribas,

— vésturiskie kontroldati,
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— apsverumi par informaciju attieciba uz iedarbibas veidu,
— BMD, NOAEL vai LOAEL noteik3ana,

— batiskums cilvékam.
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1. papildingjums

DEFINICIJA

Testejama kimiska viela: jebkada viela vai maisijums, ko testé, izmantojot 3o testéSanas metodi.”;

7) pielikuma B.36. nodalu aizstdj ar sadu:

“B.36. TOKSIKOKINETIKA

IEVADS

Si testéSanas metode ir lidzvértiga ESAO TestéSanas noradijumiem 417 (TG) (2010. gads). Pétijumus, kuros
izmeklé testgjamas kimiskas vielas toksikokinétiku, veic, lai ieglitu pietickamu informaciju par $is vielas absor-
bciju, izplatisanos, biotransformaciju (t. i., metabolismu) un ekskréciju noluka sasaistit koncentraciju vai devu ar
novéroto toksicitati un izprast toksicitates mehanismu. Toksikokinétika var palidzét izprast toksikologiskos
pétijumus, paradot, ka testa dzivnieki tiek sistematiski paklauti testéjamas kimiskas vielas iedarbibai, un atklajot,
kuras ir cirkulgjosas molekularas struktiirdalas (kimiska pamatviela | metaboliti). Sajos pétijumos noteiktie
toksikokinétiskie pamatparametri ari sniegs informaciju par testéjamas kimiskas vielas iesp&jamu akumulésanos
audos unfvai organos un iesp&amu biotransformacijas inducéSanos testéjamas kimiskas vielas iedarbibas rezul-
tata.

Toksikokinétikas dati var palidzét novertét, cik pietiekami un batiski dzivnieku toksicitates dati ir ekstrapolésanai
uz novértgjumu par apdraudéjumu un/vai risku cilvékam. Turklat toksikokinétikas pétijumi var dot informaciju,
kas noder, lai noteiktu devu limenus toksicitates pétjjumiem (lineara kinétika attieciba pret nelinearo kinétikuy),
ievadisanas cela ietekmi un biopieejamibu un lai noskaidrotu jautajumus, kas saistiti ar pétjjuma planu. Dazu
veidu toksikokinétikas datus var izmantot uz fiziologiju pamatota toksikokinétikas (PBTK) modela izstrade.

Metabolitu/toksikokinétikas datiem ir svariga nozime, pieméram, tie var noradit uz iesp&amo toksicitati un
iedarbibas veidiem, ka ari uz to sakaru ar devas limeni un ekspozicijas celu. Turklat metabolisma dati var sniegt
informaciju, kas var noderét, lai novértétu, cik toksikologiski bitiska ir eksogéni raduSos testéjamas kimiskas
vielas metabolitu iedarbiba.

Attiecigi toksikokinétikas dati palidzés pamatot struktiiras un aktivitates kvantitativo sakaribu un analogijas
principa jeb grupélanas pieejas turpmako pienemamibu un piemérojamibu kimisko vielu dro§uma izvértésana.
Kinétikas dati var noderét, arl lai izvértétu citu pétijumu (pieméram, in vivofin vitro) toksikologisko batiskumu.

Ja vien nav minéts cits ievadiSanas celS (sk. 74.-78. punktu), 31 testéSanas metode ir piemérojama test&jamas
kimiskas vielas oralai ievadisanai.

SAKOTNEJIE APSVERUMI

Regulativajam sistémam ir dazadas prasibas un vajadzibas attieciba uz to beigupunktu un parametru mérisanu,
kas saistiti ar dazadu kategoriju kimisko vielu (pieméram, pesticidu, biocidu, ripniecisko kimisko vielu) toksi-
kokinétiku. Pret€ji lielakajai dalai testéSanas metozu $aja testéSanas metodé ir paredzéta ar vairakiem meérijumiem
vai beigupunktiem saistita toksikokingtiska testésana. Nakotné var tikt izstradati viens vai vairaki jauni testéSanas
metozu apraksti un/vai noradijumu dokumenti, lai katru beigupunktu aprakstitu atseviski un detalizétak. Sis
testéSanas metodes gadijuma veicamie testi vai novértéjumi ir atkarigi no katras regulativas sistémas prasibam
un/vai vajadzibam.

Ir vairaki pétijumi, ko var veikt, lai regulativam vajadzibam izvértétu testéjamas kimiskas vielas toksikokinétiskas
ipasibas. Tomér atkariba no konkrétajam regulativajam vajadzibam vai situacijam ne visi no $iem iesp&jamiem
pétijumiem var bt vajadzigi, lai izvértétu testéjamo kimisko vielu. Toksikokinétikas pétijumu planosana jarikojas
elastigi, nemot véra pétitas testéjamas kimiskas vielas ipasibas. Dazos gadijjumos, lai noveértétu ar test€jamo
kimisko vielu saistito apdraudéjumu un riskus, var bat jaizpéta tikai kads atsevisks jautajumu kopums. Dazkart
toksikokinétikas datus var vakt citu toksikologisku pétijumu izvértéSanas ietvaros. Savukart citos gadijumos
atkariba no regulativajam vajadzibam un/vai no jauniem jautdjumiem, kas rodas test§jamas kimiskas vielas
izvértésanas laika, var bit vajadzigi papildu unfvai plasaki toksikokinétikas pétijumi.

Lai uzlabotu pétijuma kvalitati un izvairitos no nevajadzigas dzivnieku izmanto$anas, pirms pétjjuma veiksanas
testéanas laboratorijai ir jaizskata visa pieejama informacija par testéjamo kimisko vielu un attiecigajiem meta-
bolitiem un to analogiem. Tas varétu ietvert datus, kas iegiiti ar citam attiecigam testéSanas metodém (in vivo
pétijumiem, in vitro pétijumiem un/vai in silico izvértégjumiem). Pétfjuma plano$ana un rezultatu interpretéSana var
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noderét kimiskas vielas fizikalkimiskas ipasibas, pieméram, oktanola/adens sadalijuma koeficients (kas izteikts ka
log Pow), pKa, skidiba Gdeni, tvaika spiediens un molekulmasa. Sis Ipasibas var noteikt, izmantojot attiecigas
metodes, ka aprakstits attiecigajas testéSanas metodgés.

IEROBEZOJUMI

9. Si testéSanas metode nav izstridata ipasiem apstakliem, pieméram, griisniem vai zidosiem dzivniekiem vai
mazuliem, vai lai izvertétu iespé&jamas atliekas eksponétos produktivajos dzivniekos. Tomér pétjjuma ar B.36
iegutie dati var dot pamatinformaciju, ko var izmantot, planojot konkrétus pétjjumus $o jautagjumu noskaidro-
$anai. ST testéSanas metode nav paredz&ta nanomaterialu testésanai. Zinojuma par ESAO test&Sanas noradjjumu
provizorisko parskatiSanu attieciba uz to piemérojamibu nanomaterialiem ir noradits, ka TG 417 (kas ir lidz-
vertigi B.36. testéSanas metodei) nanomaterialiem piemérot nedrikst (1).

DEFINICIJAS

10. Saja testésanas metodé izmantotas definicijas ir sniegtas papildinajuma.

DZIVNIEKU LABTURIBAS APSVERUMI

11. Noradijumi par humanu attieksmi pret dzivniekiem ir pieejami ESAO Noradijumu dokumenta (GD) Nr. 19 (2).
Attieciba uz visiem $aja testéSanas metodé aprakstitajiem in vivo un in vitro pétjjumiem ieteicams izmantot ESAO
GD 19.

METOZU APRAKSTS
Ievadpetijumi

12. Lai noteiktu toksikokinétikas pétfjumu eksperimentalos parametrus (pieméram, metabolismu, masas bilanci,
analitiskas proceduras, devas noteiksanu, CO, izgarojumus utt.), ir ieteicams un vélams izmantot ievadpétijumus.
Dazu $o parametru noteikiana var nozimét, ka nav vajadzigs izmantot radioaktivi iezimétas kimiskas vielas.

Dzivnieku izvéle
Sugas

13. Toksikokinétikas testos ieteicams izmantot tas pasas dzivnieku sugas (un liniju), ko izmanto citos toksikologiskos
pétijumos ar interesgjoso testéjamo kimisko vielu. Parasti jaizmanto Zurkas, jo tas toksikologiskos pétijumos jau
tiek plasi izmantotas. Citas vai papildu sugas var biit pamats izmantot tad, ja svarigi toksikologiski pétjjumi
apliecina $im sugam batisku toksicitati vai ja ir pieejamas liecibas, ka to toksicitate/toksikokinétika uz cilveku ir
vairak attiecinama. Dzivnieku sugas un linijas izvéle ir japamato.

14. Ja vien nav minéts citadi, $aja testeSanas metodé testéjama suga ir zurka. Lai izmantotu citas testéjamas sugas, var
bt vajadzigs grozit dazus metodes aspektus.

Vecums un linija

15. Ir jaizmanto jauni un veseli pieaugusi dzivnieki (parasti devu ievadiSanas bridi 6-12 nedélas veci) (sk. arf 13. un
14. punktu). Ja izmanto dzivniekus, kas nav jauni pieaugusi dzivnicki, tas japamato. Pétjjuma sakuma visiem
dzivniekiem jabit vienada vecuma. Atsevisku dzivnieku svara atSkiribas nedrikst parsniegt * 20 % no testa
grupas dzivnieku vidéja svara. Vislabak ir izmantot to pasu liniju, kas izmantota testé§jamas kimiskas vielas
toksikologiskas datubazes izveide.

Dzivnieku skaits un dzimums

16. Katrai testétajai devai jaizmanto vismaz Cetri viena dzimuma dzivnieki. Izmantoto dzivnieku dzimums japamato.
Ja ir pamats uzskatit, ka pastav butiskas ar dzimumu saistitas toksicitates atskiribas, jaapsver, vai neizmantot abus
dzimumus (Cetrus tévinus un Cetras matites).

TuréSanas un baroSanas apstakli

17. Testa perioda dzivnieki parasti ir jatur atseviski. Ipasos apstaklos var biit pamatota turéSana grupa. Dzivniekus 12
stundas diennaktl tur maksliga apgaismojuma, bet 12 stundas — tumsa. Temperatiirai eksperimenta dzivnieku
turéSanas telpa jabat 22 °C (¢ 3 °C), savukart relativajam mitrumam jabat 30-70 %. Var izmantot parasto
laboratorijas baribu ar neierobezotu piekluvi dzeramajam Gdenim.
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Testéjama kimiska viela

18. Visos pétijuma masas bilances un metabolitu noteiksanas aspektos ir jaizmanto ar *C radioakfivi ieziméta
testéjama kimiska viela; tomér, ja var pieradit, ka:

— masas bilanci un metabolitus var pienacigi noteikt, izmantojot neiezimétu testéjamo kimisko vielu,

— ar neradioaktivu testéjamo kimisko vielu izmantotas metodes analitiskais specifiskums un jutigums ir vienli-
dzigs ar vai lielaks par to, ko varétu sasniegt ar radioaktivi iezimétu testgjamo kimisko vielu,

radioaktivi ieziméta testéjama kimiska viela nav jaizmanto. Turklat var izmantot citus radioaktivus un stabilus
izotopus, it seviski, ja Sis elements ir atbildigs par testéjamas kimiskas vielas toksisko dalu vai taja ietilpst. Ja
iesp&jams, radioaktivi iezimétajam atomam ir jaatrodas molekulas pamatdala, kas ir metaboliski stabila (nepie-
dalas apmainas, nav metaboliski noardama lidz CO, un neklast par dalu no organisma vienoglekla krajuma). Lai
varétu izsekot testéjamas kimiskas vielas metaboliskajai apritei, var bit vajadzigs iezimét vairakas molekulas
vietas vai konkrétus rajonus.

19. Radioaktivi iezimétas un neiezimétas testéjamas kimiskas vielas ir ar attiecighm metodém jaanalizg, lai noteiktu
to tiribu un identitati. Radioaktivas testéjamas kimiskas vielas radioaktivajai tiribai jabiit augstakajai, kada attie-
cigajai testéjamajai kimiskajai vielai ir sasniedzama (vélams. augstakai par 95 %), un iespéu robezas jacensas
noteikt piemaisjumus, kuru saturs ir 2 % un vairak. Tiriba, ka arf visu konstatéto piemaisijumu identitate un
saturs ir janorada zinojuma. Atseviskas regulativas programmas var sniegt papildu noradjjumus, kas palidzétu
definét un specificét kimiskas vielas, kuras ir maisijumi, un aprakstit metodes, ka noteikt tiribu.

Devu izvéle
Tevadpétijums

20. Parasti ievadpétjumam pietiek ar vienreiz&ju oralu devu. Devai jabat netoksiskai, bet pietickami augstai, lai
ekskréta (un attieciga gadijuma plazma) bitu iespéjams noteikt metabolitus, ka ari lai sasniegtu noteikto ievad-
pétijuma mérki, ka noradits 3is testéSanas metodes 12. punkta.

Galvenie petijumi

21. Galvenajiem pétijumiem ir vélams izmantot vismaz divas devas, jo no vismaz divim devu grupam ievakta
informacija var palidzét noteikt devas citiem toksicitates pétijumiem, ka arf novértét devas un atbildes reakcijas
sakaribas jau pieejamos toksicitates testos.

22. Ja tiek ievaditas divas devas, abam devam jabat pietickami augstam, lai ekskréta (un attieciga gadijuma plazma)
batu iesp&jams noteikt metabolitus. Izvéloties devas, janem véra informacija, kas iegiistama no jau pieejamajiem
toksicitates datiem. Ja informacija (pieméram, no akitas oralas toksicitates pétjjumiem, kuros registrétas toksi-
citates kliniskas pazimes, vai no atkartotas devas toksicitates pétjjumiem) nav pieejama, augstakajai devai varbat
var izmantot vértibu, kas neparsniedz aplésto LD, (oralai ievadiSanai un arigai aplikacijai) vai LCs (inhalacijai)
vai kas neparsniedz aplésta akatas toksicitates diapazona zemako vértibu. Zemakajai devai jabat kadai dalai no
augstakas devas.

23. Ja tiek pétits tikai viens devas limenis, devai velams bt pietickami augstai, lai ekskréta (un attieciga gadijuma
plazma) biitu iesp&jams noteikt metabolitus, neradot acimredzamu toksicitati. Japamato, kapéc nav paredzéts otrs
devas limenis.

24. Ja ir janosaka devas ietekme uz kinétiskajiem procesiem, ar divam devam var nepietikt un vismaz vienai devai
jabuat pietiekami augstai, lai Sos procesus piesatinatu. Ja apgabals zem liknes, kas raksturo koncentraciju plazma
un laiku (AUC) starp diviem galvenaja pétjjuma izmantotajiem devu limeniem nav linears, loti iesp&ams, ka
vienam vai vairakiem kinétiskajiem procesiem kaut kur starp $iem diviem devu limeniem iest3jas piesatinajums.

25. Testéjamam kimiskam vielam ar zemu toksiskumu ir jaizmanto maksimala deva 1 000 mg uz kg kermena svara
(oralai ievadiSanai un arigai aplikacijai) (ja vielu ievada ar inhalaciju, sk. 3 pielikuma B.2. nodalu; parasti §1 deva
neparsniegtu 2 mg/fl). Attieciba uz konkrétam kimiskam vielam no regulativam prasibam var izrietét augstakas
devas. Devu izvéle vienmér ir japamato.
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26. Lai noteiktu akumulacijas un/vai noturibas potencialu, var pietikt ar datiem par vienreizéjas devas toksikokinétiku
un izplatiSanos audos. Tomér dazos gadijumos var bit vajadziga atkartotu devu ievadisana, i) lai pilnigak izpétitu
akumulacijas un/vai noturibas potencialu vai toksikokinétiskas parmainas (t. i., pieméram, enzimu indukcija un
inhibicija) vai ii) ja to paredz piemérojama regulativa sistéma. Pétjjumos ar atkartotam devam parasti pietiek ar
atkartotas zemas devas ievadiSanu, tacu dazos gadijumos var bat ari vajadziga atkartotas augstas devas ievadisana
(sk. ari 57. punktu).

Testéjamas kimiskas vielas ievadisana

27. Test&jama kimiska viela ir homogeni jaizskidina vai jasuspendé taja pasa neséjvield, kas izmantota pargjiem oralas
(ar maksligo barosanu) toksicitates pétjjumiem ar testgjamo kimisko vielu, ja $ada informacija par nesgjvielu ir
pieejama. Neséjviclas izvéle japamato. Nesgjviela un devas tilpums ir jaizvélas, pétjumu planojot. Parasti ievadi-
Sanu veic ar maksligo barodanu, tacu noteiktas situacijas piemérotaka var bit ievadisana ar Zelatina kapsulu vai
ar piejaukumu baribai (abos gadijumos tas japamato). Ir japarbauda un janorada katram dzivniekam faktiski
ievadita deva.

28. Maksimalais $kidruma tilpums, ko viena panémiena ievada ar maksligo baroSanu, ir atkarigs no testa dzivnieku
licluma, devas neséjvielas veida un no ta, vai pirms testéjamas kimiskas vielas ievadiSanas dzivniekus baro vai
nebaro. Japamato baribas dosana vai ierobezosana pirms devu doSanas. Parasti gan idens, gan netidens nesgjvielu
gadijuma tilpumam jabiit iesp&jami mazakam. Grauzgjiem devu tilpumam parasti nevajadzétu parsniegt 10 ml uz
kg kermena svara. To nesgjvielu tilpums, ko izmanto lipofilakam testéjamam kimiskam vielam, var bat no 4 ml
uz kg kermena svara. Atkartotajam devam, kuru gadijuma nebiitu ieteicams dzivniekiem dienam ilgi ierobezot
uzturuy, jaapsver mazaki devu tilpumi (pieméram, 2—4 ml uz kg kermena svara). Kad iesp&jams, jaapsver iespéja
izmantot devas tilpumu, kas atbilst tilpumam, kuru ievadija citos oralas (ar maksligo barosanu) toksicitates
pétijumos ar testégjamo kimisko vielu.

29. Lai noteiktu biopieejamibu vai relativo oralo absorbciju, var izmantot testéjamas kimiskas vielas intravenozu
ievadiSanu un testé§jamas kimiskas vielas meériSanu asinis un/vai ekskréta. Intravenozajam pétijumam testéjamas
kimiskas vielas vienreiz&ju devu (parasti ta ir vienada ar zemako orali ievadito devu, bet to neparsniedz, sk. devu
izveli) ievada, izmantojot piemérotu nesgjvielu. Sis materials ir jaievada piemérota tilpuma (pieméram, 1 ml uz kg
kermena svara) izraudzitaja ievadiSanas vieta vismaz Cetriem attieciga dzimuma dzivniekiem (ja nepiecieSams, var
izmantot abus dzimumus, sk. 16. punktu). Testéjamas kimiskas vielas intravenozai ievadiSanai ir vajadzigs pilniba

iz§kidinats vai suspendéts devas preparats. Intravenozas ievadisanas nesgjvielai nevajadzétu ietekmét asins sastavu
vai asins plasmu. Ja testéjamo kimisko vielu ievada ar infaziju, infazijas atrums ir janorada zinojuma un
jastandartizé starp dzivniekiem — ja tiek izmantots infiizijas siknis. Ja kanula testgjamas kimiskas vielas ievadi-
Sanai un/vai asins pemsanai tiek ievietota jliga véna vai ja ievadiSanai tiek izmantota femorala artérija, ir
jaizmanto anestézija. Anestézijas veids ir pienacigi jaapsver, jo tas var ietekmét toksikokinétiku. Pirms tiek
ievadita testéjama kimiska viela kopa ar nesgjvielu, dzivniekiem ir jalauj pienacigi atgities.

30. Dazam testéjamam kimiskam vielam, nemot véra to fizikalkimiskas ipasibas, ka ari paredzamo izmantoSanu vai
iedarbibu uz cilveku, var bat izmantojami citi ievadiSanas celi, pieméram, ariga aplikdcija un inhalacija
(sk. 74.-78. punktu).

Merijumi
Masas bilance

31. Masas bilanci nosaka, ievaditas (radioaktivas) devas procentualo dalu, kas izdalijjusies ar urinu, ekskrementiem un
izelpoto gaisu, summéjot ar procentualo dalu, kas ir audos, lika paréja dala un bira mazgajama tdeni (sk. 46.
punktu). Parasti par pietickamu uzskata ievaditas testéjamas kimiskas vielas (radioaktivitates) kopgjo atgiistamibu
apméram > 90 %.

Absorbcija

32. Absorbcijas sakotnéjas apléses var noteikt, no masas bilances aprékina izslédzot devas procentudlo daju kunga
un zarnu traktd un/vai ekskrementos. Par procentualas absorbcijas aprékinasanu sk. 33. punktu. Par ekskréta
izmeklésanu sk. 44.-49. punktu. Ja absorbcijas apméru péc oralas ievadiSanas nevar precizi noteikt, izmantojot
masas bilances pétijumus (pieméram, ja ekskrementos ir vairak neka 20 % no ievaditas devas), var bat vajadzigi
turpmaki pétijumi. Sie pétijumi varétu ietvert vai nu 1) testéjamas kimiskas vielas oralu ievadisanu un izmérisanu
zulti, vai 2) testéjamas kimiskas vielas oralu un intravenozu ievadisanu un tas klatbiitnes izmériSanu urina, un,
abu ievadisanas celu gadijuma, izelpotaja gaisa un liki. Gan viena, gan otra pétjjuma plana ka testéjamas kimiskas
vielas un tas metabolitu konkrétas analizes surogatmetodi paredz radioaktivitates mérisanu.

33. Ja izvélas zults ekskrécijas pétidanu, parasti izmanto oralu ievadianu. Saja pétjuma vismaz Cetru attiecigd
dzimuma (vai, ja nepiecieSams, abu dzimumu) dzivnieku Zultscelos ir jaievieto kanulas un jaievada testéjamas
kimiskas vielas vienreizéja deva. Péc testéjamas kimiskas vielas ievadiSanas jamonitoré radioaktivitates vai testé-
jamas kimiskas vielas ekskrécija, to darot zulti tik ilgi, cik vajadzigs, lai varétu aplést 3ada cela izdalijusos
ievaditas devas procentudlo dalu, péc kuras iespéams tiesi aprékinat oralas absorbcijas apméru, izmantojot
$adu formulu:
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Procentuala absorbcija = (daudzums zulti + urina + izelpotaja gaisa + Iiki bez kunga un zarnu trakta satura)/
ievaditais daudzums x 100

Dazu testéjamo kimisko vielu klasu gadijuma var notikt absorbétas devas tiesa sekrécija caur zarnu membranam.
Tados gadijumos neuzskata, ka dati, ko péc oralas devas ievadisanas Zurkai iegiist, ar Zultscela ievaditas kanulas
palidzibu izmérot 3is devas procentualo dalu ekskrementos, atspogulo neabsorbéto devas daJu. Gadijumos, kuros
uzskata, ka ir notikusi sekrécija zarnas, par absorbéto devas procentualo daju var spriest péc absorbcijas, kas
aprékinata, ekskréciju péc oralas ievadiSanas salidzinot ar ekskréciju péc intravenozas ievadiSanas (Zurka bez
kanulas vai Zurka, kuras Zultscela ievietota kanula) (sk. 35. punktu). Ja uzskata, ka jakvantificé sekrécija zarnas, ir
arT ieteicams péc intravenozas devas ievadiSanas izmeérit ekskréciju Zurkai, kuras Zultscela ievietota kanula.

Biopieejamiba

Biopieejamibu var 50.-52. punkta aprakstitaja veida noteikt péc oralas un intravenozas grupas plazmas/asins
kinétikas, izmantojot testéjamas kimiskas vielas un/vai attieciga metabolita vai metabolitu konkrétu kimisko
analizi, tapéc radioaktivi ieziméta testgjama kimiska viela nav vajadziga. Testéjamas kimiskas vielas vai attieciga
metabolita vai metabolitu biopieejamibu (F) var aprékinat adi:

F = (AUC,,/AUCyy) x (Devayy/Deva,y),

kur AUC ir apgabals zem liknes, kas raksturo sakaribu starp koncentraciju plazma un laiku, bet exp ir ekspe-
rimenta izmantotais ievadiSanas cel§ (orali, ariga aplikacija vai inhalacija).

Sistemiskas iedarbibas riska novértésana dzivnieku pétijumos konstatétas sistemiskas koncentracijas salidzinot ar
analogiskiem biomonitoringa datiem, kas iegfiti pétijumos par darbinieku ekspoziciju, toksiska komponenta
biopieejamibai parasti tick dota prieksroka salidzinajuma ar procentudlo absorbciju. Situaciju var bt sarezgitaka,
ja devas ir nelinearaja diapazona, tapéc toksikokinétiska skrininga ir svarigi devas noteikt linearaja diapazona.

Vielas izplatiSanas audos

Informacija par testéjamas kimiskas vielas unfvai tas metabolitu izplatiSanos audos ir svariga, lai noteiktu
meérkaudus un izprastu toksicitates pamata esoSos mehanismus, ka ari lai iegitu informaciju par testgjamas
kimiskas vielas un metabolita akumulacijas un noturibas potencialu. Kopgjas (radioaktivas) devas procentuala
dala audos, ka ar1 lika pargja dala ir jaméra vismaz ekskrécijas eksperimenta beigas (pieméram, atkariba no
testéjamas kimiskas vielas Ipasibam parasti lidz septinu vai mazak dienu laika péc devas dosanas). Ja pétjjuma
beigas testéjama kimiska viela audos netiek konstatéta (pieméram, jo isa pussabrukSanas perioda de] ta ir,
iesp&jams, tikusi izvadita no organisma pirms pétfjuma beigam), jaraugas, lai dati netiktu interpretéti kladaini.
Sadas situacijas vielas izplatisanas audos ir janoteic laikd, kad testgjamas kimiskas vielas (unfvai metabolitu)
koncentracija plazma/asinis vai ekskrécija ar urinu ir maksimala (T,,,,) péc vajadzibas (sk. 38. punktu). Turklat
var bt vajadziga audu ievaksana papildu laikos, lai noteiktu testgjamas kimiskas vielas un/vai tas metabolitu
izplatiSanos audos, izvértétu atkaribu no laika (attieciga gadijuma), ka ari lai vieglak batu noteikt masas bilanci
un/vai lai izpilditu kompetentas iestades prasibas. Jaievac tadi audi ka aknas, taukaudi, kunga un zarnu trakta
audi, nieres, liesa, asinis pilna sastava, atlikusais likis un mérkorganu audi, ka ari jebkadi citi audi (pieméram,
vairogdziedzera audi, eritrociti, reproduktivie organi, ada, acs (it seviski pigmentétiem dzivnickiem), kas varétu
bt svarigi testéjamas kimiskas vielas toksikologiskaja izvértésana. Lai iesp&jami labak izmantotu dzivniekus, ka
ari tad, ja subhroniskas vai hroniskas toksicitates pétijumos tiek konstatéta toksicitate mérkorganos, jaapsver, vai
tajos paSos laikos neizdarit vél kadu audu analizes. Zinojuma ari janorada (radioaktivo) atlicku koncentracija un
audu un plazmas (asins) attiecibas.

Var bt ari nepiecieSams vai kompetentas iestades prasits vielas izplatiSanos audos izvertét papildu laikos,
pieméram, laika, kad koncentracija plazma/asinis ir maksimala (pieméram, T,,), vai laika, kad maksimumu
sasniegusi ekskrécija ar urinu (3o laiku noteic attiecigajos plazmas/asins kinétikas vai ekskrécijas eksperimentos).
Si informacija var biit noderiga, lai izprastu toksicitati un testdjamas kimiskas vielas un tas metabolitu akumu-
lacijas un noturibas potencialu. Paraugu izvéle japamato. Analizes paraugi parasti janem no tiem pasiem audiem,
kas minéti ieprieks (sk. 37. punktu).

Pétfjumos par vielas izplatiSanas audos radioaktivitati var kvantificét, izmantojot organu secésanu, homogeniza-
ciju, sadedzinasanu un/vai $kidinaSanu, kurai seko uztverto atlikumu skaitiSana ar $kidruma scintilaciju (LSC)
metodi. Nosakot testéjamas kimiskas vielas izplatiSanos organos un/vai audos, noderigi var bit dazi jauni
panémieni, kas paslaik ir dazadas izstrades stadijas, pieméram, kvantitativa visa kermena autoradiografija un
receptoru mikroskopiska autoradiografija (3) (4).

Ja papildus oralai ekspozicijai tick izmantoti citi ekspozicijas celi, ir jaievac un jaanalizé specifiski audi, piemé-
ram, plaudu audi inhalacijas pétfjumos un adas audi arigas aplikacijas pétjjumos. Sk. 74.~78. punktu.
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Metabolisms

. Lai varétu noteikt un kvantificét neparveidotu testéjamo kimisko vielu un tas metabolitus, ir jaievac ekskréts (un
attieciga gadijuma plazma), ka aprakstits 44.-49. punkta. Lai attiecigaja devas grupa biitu vieglak noteikt
metabolitus, ir pienemami ekskrétu apvienot. Ir ieteicams profilét katra perioda metabolitus. Tomér, ja parauga
trikuma un/vai radioaktivitates dé| tas nav iespé&jams, ir pienemami apvienot dazadu laiku urinu un ekskremen-
tus, bet nav pienemama apvienosana starp dazadiem dzimumiem vai devam. Ar attiecigam kvalitativam un
kvantitativam metodém ir jaanalizé urins, ekskrementi, radioaktivais izelpotais gaiss no dzivnickiem, kuri ieprieks
sanémusi devu, un attieciga gadijuma Zults.

. Péc iespé&jas jacensas noteikt visus metabolitus, kuru procentualais Ipatsvars no ievaditas devas ir 5 % vai lielaks,
un zinojuma janorada testéjamas kimiskas vielas metabolisma shéma. Ir janosaka testéjamas kimiskas vielas, par
kuram ir konstatéts, ka to daudzums ekskréta ir 5 % un vairak no ievaditas devas. Ar noteikSanu saprotama
komponentu preciza strukturala noskaidrosana. Parasti noteik§anu isteno vai nu ar metabolita paralélu hroma-
tografiju ar zinamam standartvielam, izmantojot divas atskirigas sistémas, vai ar panémieniem, ar kuriem ir
iespgjama pozitiva strukturala noteik$ana, pieméram, ar masspektrometriju, kodolmagnétisko rezonansi (NMR)
utt. Paralélas hromatografijas gadijuma hromatografijas panémienus, kuros izmanto vienu un to pasu stacionaro
fazi ar divam atskirigam $kidinataju sisttmam, neuzskata par pietickamu metabolita identitates verificeSanu ar
divam metodém, jo $is metodes nav neatkarigas. Noteiksana ar paralélu hromatografiju ir jaisteno, izmantojot
divas atskirigas, analitiski neatkarigas sistémas, pieméram, reversas un normalas fazes planslana hromatografiju
(TLC) un augstas izskirtspéjas skidrumhromatografiju (HPLC). Ja hromatografiska noskir§ana ir pictiekami kvali-
tativa, papildu apstiprinasana ar spektroskopiju nav vajadziga. Viennozimiga noteiksana ir ari iespéjama, izman-
tojot metodes, kas sniedz strukturalu informaciju, pieméram: $kidrumhromatografija/masspektrometrija (LC-MS)
vai $kidrumhromatografijajtandémveida masspektrometrija (LC-MS/MS), gazhromatografija/masspektrometrija
(GC-MS) un NMR spektrometrija.

. Ja nav iespgjama tadu metabolitu noteik$ana, kuru procentualais Ipatsvars no ievaditas devas ir 5 % vai lielaks,
galazinojuma tas japamato/japaskaidro. Lai testéjamas kimiskas vielas apdraudéjuma un/vai riska novértésana
varétu labak izprast metabolisko celu, var bat lietderigi noteikt ari metabolitus, kuru ir mazak neka 5% no
ievaditas devas. Kad vien iesp&jams, janodrosina strukturals apstiprindjums. Tas var ietvert profiléSanu plazma,
asinis vai citos audos.

Ekskrecija

. levaditas devas ekskrécijas atrums un apmeérs ir janosaka, mérot no urina, ekskrementiem un izelpota gaisa
atgfitas (radioaktivas) devas procentualo ipatsvaru. Sie dati ari palidzés noteikt masas bilanci. Testgjamas kimiskas
vielas (radioaktivitates) daudzumi, kas ir izvaditi no organisma ar urinu, ekskrementiem un izelpoto gaisu, ir
janosaka ar piemérotiem laika intervaliem (sk. 47.-49. punktu). Atkartotas devas eksperimenti ir pienacigi
japlano, lai batu iespéjams ievakt ekskrécijas datus, kas vajadzigi, lai sasniegtu 26. punkta aprakstitos merkus.
Tad 3os eksperimentus biis iespéjams salidzinat ar vienreizéjas devas eksperimentiem.

. Ja ievadpétijuma ir konstatéts, ka ar izelpoto gaisu netiek izvadits bitisks daudzums testéjamas kimiskas vielas
(radioaktivitates) (saskana ar 49. punktu), galigaja pétijuma ievakt izelpoto gaisu nav nepiecieSams.

. Katrs dzivnieks ir jaievieto atseviska metabolisma kamera, lai varétu ievakt ekskrétu (urinu, ekskrementus un
izelpoto gaisu). Katra ievakSanas perioda beigas (sk. 47.-49. punktu), lai nodrosinatu iesp&jami labaku testéjamas
kimiskas vielas (radioaktivitates) atgfistamibu, metabolisma kameras ir jaizskalo ar piemérotu $kidinataju (Sis ir ta
sauktais “bliru mazgajamais Gdens”). Ekskréta ievaksana jabeidz septinu dienu laika vai péc tam, kad ir atgiiti
vismaz 90 % no ievaditas devas (atkariba no ta, kas notiek atrak).

. Testéjamas kimiskas vielas (radioaktivitates) kopgjie daudzumi urina ievak$anas pirmaja diena janosaka vismaz
divas reizes, no kuram vienai jabut 24. stunda péc devas ievadiSanas, savukart péc tam lidz pétijuma beigam
noteik$ana javeic reizi diena. Pirmaja diena ir ieteicams izvéléties vairak neka divus paraugu nemsanas laikus
(pieméram, 6., 12. un 24. stunda). levadpétijumu rezultati ir jaanalizé, lai iegfitu informaciju par citadiem vai
papildu ievaksanas laikiem. levakSanas grafiki ir japamato.

. Testéjamas kimiskas vielas (radioaktivitates) kop€jie daudzumi ekskrementos ir janosaka reizi diena, sakot ar 24.
stundu péc devas ievadiSanas, lidz pétfjuma beigam, ja vien ievadpétijumi neliek ievadianas laikus mainit vai
papildinat. Citadi ievaksanas grafiki ir japamato.

. Izelpota CO, un citu gaistoSo materialu ievak3anu attieciga pétijuma eksperimenta var izbeigt, ja, 24 stundas
ievacot izelpoto gaisu, taja netiek konstatéts vairak par 1 % no ievaditas devas.
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Gaitas pétjjumi
Plazmas/asins kinétika

So pétijumu mérkis ir aplést testéjamas kimiskas vielas toksikokinétikas pamatparametrus (pieméram, C., Toae
pussabrukSanas periods (ty),), AUCI). Sos pétijumus var veikt ar vienu devu vai, drizak, ar divam vai vairak
devam. Devas ir jaizvélas atkariba no eksperimenta rakstura un/vai pétitas problémas. Kinétikas dati var bat
vajadzigi, lai noskaidrotu tadus jautajumus ka testéjamas kimiskas vielas biopieejamiba un/vai lai noskaidrotu
devas ietekmi uz klirensu (pieméram, lai noskaidrotu, vai klirensa piesatinajums ir atkarigs no devas).

Siem pétfjumiem jaizmanto vismaz Cetri viena dzimuma dzivnieki katra grupa. Izmantoto dzivnieku dzimums
japamato. Ja ir liecibas, ka pastav bitiskas, ar dzimumu saistitas toksicitates atskiribas, jaapsver, vai neizmantot
abus dzimumus (Cetrus tévinus un cetras matites).

Péc testéjamas (radioaktivi iezimétas) kimiskas vielas ievadiSanas no katra dzivnieka piemérotos laikos janem
asins paraugi, izmantojot attiecigu paraugu nemsanas metodiku. No katra dzivnieka nemamo asins paraugu
tilpumu un skaitu var ierobezot atkartotas paraugu nemsanas iesp&jama ietekme uz dzivnieka veselibu/fiziologiju
un/vai analitiskas metodes jutigumu. Ir jaanalizé katra atseviska dzivnieka paraugi. Dazos gadijumos (pieméram,
metabolitu raksturodana) var biit nepiecieSams apvienot paraugus no vairakiem dzivniekiem. Apvienotie paraugi
ir neparprotami jaidentificé, un apvienosana ir japaskaidro. Ja izmanto radioaktivi iezimétu testéjamo kimisko
vielu, var pietikt ar to, ka analizé kopgjo radioaktivitati. Tada gadijuma kopéja radioaktivitate ir jaanalizé pilna
asins aina un plazma vai plazma un sarkanajos asinskermeniSos, lai bitu iesp&ams aprékinat attiecibu starp
saturu asinis un plazma. Citos gadjjumos var bit vajadzigi specifiskaki izmeklgjumi, kuros ir janosaka pamat-
savienojums un/vai metaboliti vai janovérté saistiSanas ar olbaltumvielam.

Citu audu kinetika

So pétijumu mérkis ir iegfit informaciju par gaitu, lai noskaidrotu ar toksiskas iedarbibas veidu, bioakumulaciju,
bionoturibu un tamlidzigiem aspektiem saistitus jautajumus, nosakot testéjamas kimiskas vielas limenus dazados
audos. Audu izvele un izveértéto laika momentu skaits biis atkarigi no noskaidrojama jautdjuma un testéjamas
kimiskas vielas toksikologiskas datubazes. Sos papildu pétfjumus par audu kinétiku planojot, ir janem véra
informacija, kas ievakta saskana ar 37.-40. punktu. Sajos pétijumos var izmantot vienreiz&ju vai atkartotu
devu. Izmantota pieeja ir detalizéti japamato.

No citu audu kinétikas pétijumu iemesliem minami $adi:

— liecibas par ilgaku pussabruksanas periodu asinis norada uz iespgjamu testéjamas kimiskas vielas akumule-
$anos dazados audos,

— ir vélme uzzinat, vai noteiktos audos ir sasniegts stacionars limenis (pieméram, ja atkartotas devas pétjjumos
acimredzami ir sasniegts stacionars testéjamas kimiskas vielas limenis asinis, tacu ir vélme parliecinaties, ka
stacionars limenis ir sasniegts ari mérkaudos).

Sadu gaitas pétijumu ietvaros testéjamas kimiskas vielas attieciga orala deva ir jaievada vismaz 4 dzivniekiem uz
katru devu katra laika un ir jamonitoré vielas izplatiSanas gaita izraudzitajos audos. Ja nav novérota dzimumat-
kariga toksicitate, var izmantot tikai vienu dzimumu. Tas, vai tiks analizéta kopéja radioaktivitate vai kimiska
pamatviela un/vai metaboliti, biis atkarigs ari no noskaidrojama jautajuma. Vielas izplatiSanas audos janoverté ar
attiecigiem panémieniem.

Enzimu indukcija/inhibicija
Pétfjumi par pétijuma laika notiekosas enzimu indukcijas/inhibicijas vai testéjamas kimiskas vielas biotransfor-

macijas sekam var bit vajadzigi kada vai vairakos no sadiem gadijumiem:

1) pieejamas liecibas norada uz sakaribu starp testéjamas kimiskas vielas biotransformaciju un pastiprinatu
toksicitati;

2) pieejamie toksicitates dati norada uz nelinearu sakaribu starp devu un metabolismu;

3) metabolitu noteikSanas pétjjumu rezultati liecina, ka ir konstatéts iesp&jami toksisks metabolits, kas vargjis
rasties test¢jamas kimiskas vielas inducéta enzimatiska cel;

4) lai izskaidrotu ietekmi, ko saista ar enzimu indukcijas fenomenu;
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5) ja ar vai nu in vitro, vai in vivo eksperimentiem ar dazadam sugam vai dazados apstaklos tiek novérotas
toksikologiski batiskas parmainas test§jamas kimiskas vielas metaboliskaja profila, var bit nepiecieSams
raksturot iesaistito enzimu vai enzimus (pieméram, tadus I fazes enzimus ka no citohroma P450 atkarigas
monooksidazes sistémas izoenzimi, tadus II fazes enzimus ka sulfotransferazes izoenzimi vai uridina difosfata
glikuronoziltransferazes izoenzimi, vai citus attiecigus enzimus); $o informaciju var izmantot, lai izvertétu
sugas piemérotibu ekstrapoléSanai uz citam sugam.

Lai izvértétu ar test§jamo kimisko vielu saistitas parmainas toksikokinétika, jaizmanto attiecigi pétijuma proto-
koli, un 3ie protokoli ir pienacigi javalidé un japamato. Peétjumu paraugplanos ir paredzéta neiezimétas teste-
jamas kimiskas vielas atkartotas devas ievadiSana, kam seko vienreizgja radioaktivi ieziméta deva 14. diena, vai
radioaktivi iezimétas testéjamas kimiskas vielas atkartotas devas ievadiSana un paraugu pemsana 1., 7. un 14.
diena metabolitu profilu noteikanai. Radioaktivi iezimétas testéjamas kimiskas vielas atkartotu devu ievadisana
var arl sniegt informaciju par bioakumulaciju (sk. 26. punktu).

PAPILDPIEEJAS

Lietderigu informaciju par to, ka dazam sugam notiek testéjamas kimiskas vielas absorbcija, izplatiSanas, meta-
bolisms vai izvadiSana no organisma, var sniegt papildpieejas, kas iziet arpus Saja testéSanas metodé apraksti-
tajiem in vivo eksperimentiem.

In vitro informacijas izmantoSana

Vairakus jautajumus, kas attiecas uz testéjamas kimiskas vielas metabolismu, var noskaidrot in vitro pétijjumos,
kuros izmanto piemérotas testéSanas sistémas. Lai pétitu iespéjamos metabolitus, var izmantot tikko izolétus vai
kultivetus hepatocitus un subcelularas frakcijas (pieméram, mikrosomas un citosolu jeb frakciju S9) no aknam.
Riska novértésanai var biit lietderigi noteikt viet§jo metabolismu mérkorgana, pieméram, plauss. Sim noliikam
var izmantot mérkaudu mikrosomalas frakcijas. Pétijumos ar mikrosomam var noteikt iesp&jamas atskiribas starp
dzimumiem un maza posmiem, ka arl raksturot enzimu parametrus (K, un V), kas var palidzét novértet
metabolisma atkaribu no devas kopsakara ar ekspozicijas limeniem. Turklat mikrosomas var palidzét noteikt,
kadi konkréti mikrosomalie enzimi ir iesaistiti testéjamas kimiskas vielas metabolisma, un tas var noderét
ekstrapoléSanai uz citam sugam (sk. ari 56. punktu). Biotransformacijas inducéanas potencialu var ari noteikt
in vitro péijumos ar hepatocitu inducéanos vai ar konkrétam $tnu linijam, kuram notiek attiecigo enzimu
ekspresija, izmantojot tadu dzivnieku aknu subcelularas frakcijas (pieméram, mikrosomas un citosolu), kuriem
ieprieks ievadita interesgjosa testéjama kimiska viela. Lai noteiktu, ka biotransformacija dazadam sugam var
atskirties, atseviskos gadijumos un attiecigos apstaklos var apsvert cilvéka audu subcelularo frakciju izmantosanu.
In vitro pétijumu rezultatus var ari izmantot PBTK modelu veidosana (5).

Pétijumi par in vitro absorbciju ada var sniegt papildu informaciju absorbcijas raksturosanai (6).

Lai noskaidrotu tadus pasus jautajumus ka attieciba uz aknu mikrosomam, var izmantot primaro $tinu kultiras
no aknu $inam un svaigu audu segmentus. Dazos gadijumos atbildes uz konkrétiem jautdjumiem var rast,
izmantojot $tinu linijas, kuram ir izteikta attieciga enzima ekspresija, vai ar inZenieriju iegiitas $tnu linijas. Dazos
gadijumos var bit lietderigi in vitro pétit konkrétu citohroma P450 izozimu (pieméram, CYP1A1, 2E1, 1A2 un
citu) unfvai II fazes enzimu indukciju un inhibiciju, ko izraisa pamatsavienojums. legiito informaciju var
izmantot strukturali [idzigiem savienojumiem.

Toksicitates pétijumos iegiito toksikokinétikas datu izmantoSana par papildinformaciju
Jebkados citos toksicitates pétijumos iegiito asins, audu un/vai ekskréta paraugu analize var sniegt datus par

biopiecjamibu, to, ka koncentracija plazma mainas atkariba no laika (AUC, C,,,,), bioakumulacijas potencialu,
klirensa atrumu un metabolisma un kinétikas parmainam atkariba no dzimuma vai miza posma.

Pétfjuma planu var izmantot, lai rastu atbildes uz tadiem jautajumiem ka absorbcijas piesatindjums, biotran-
sformacijas vai ekskrécijas celi augstaku devu limenu gadijuma, jaunu metabolisma celu darbiba augstaku devu
gadijuma un toksisko metabolitu ierobezojumi augstako devu gadijuma.

No citiem apdraudéjuma novértésanas aspektiem minami $adi:

— ar vecumu saistita jutiba, ko rada asins-smadzenu barjeras stavokla, ka ari nieru atskiribas un/vai detoksicét-
spéjas atskiribas,

— subpopulacijas jutiba, ko rada atskiriga biotransformétspéja vai citas toksikokinétiskas at3kiribas,

— augla vai jaundzimusa ekspozicijas apmérs, ja kimiskas vielas attiecigi iziet caur placentu vai nonak piena.
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Toksikokinétiskas modeléSanas izmantoSana

65. Toksikokinétiskos modelus var izmantot dazadiem apdraudéuma un riska novértéjuma aspektiem, pieméram,
prognozgjot sistémisku ekspoziciju un devu, ko sanem iek3gjie audi. Turklat var aplikot konkrétus jautajumus
par iedarbibas veidu, un $ie modeli var nodrosinat pamatu ekstrapolésanai uz dazadam sugam, ekspozicijas
celiem un dozéjuma modeliem, ka ari cilveka riska novértésanai. Dati, ko var izmantot testéjamas kimiskas vielas
PBTK modelu izstradei jebkurai attiecigajai sugai, ietver 1) sadaljjuma koeficientus; 2) biokimiskas konstantes un
fiziologiskos parametrus; 3) konkréta ievadisanas cela absorbcijas parametrus; un 4) in vivo kinétiskos datus
modelu izvértésanai (pieméram, klirensa parametri attieciba uz attiecigajiem (> 10 %) ekskrécijas celiem, K, un

v

max_attieciba uz metabolismu). Modelu izstradé izmantotie eksperimentu dati ir jaieglist ar zinatniski pama-

totam metodém, savukart modelu rezultati ir javalidé. Lai batu vieglak izstradat beznodalijuma modelus vai
modelus, kuru pamata ir fiziologija, nereti nosaka testéjamai kimiskajai vielai un sugai raksturigos parametrus,
pieméram, absorbcijas atrumu, sadaliSanos starp asinim un audiem, ka ari metabolisma atruma konstantes (7).

DATI UN ZINOJUMU SAGATAVOSANA

66. Pétjjuma zinojuma ir ieteicams dot satura raditaju.

Zinojuma pamatdala

67. Zinojuma pamatdala ir jasniedz $is testéSanas metodes aptverta informacija, kas sakartota 3adas sadalas un
punktos.

Kopsavilkums

68. Saja pétijuma zinojuma sadala jasniedz pétjuma plana kopsavilkums un izmantoto metozu apraksts. Taja
jauzsver ari svarigakie konstatgjumi attieciba uz masas bilanci, metabolitu raksturu un daudzumu, atliekam
audos, klirensa atrumu, bioakumulacijas potencidlu, ar dzimumu saistitam atkiribam utt. Kopsavilkumam
jabiit pietiekami detalizétam, lai Sos konstatgjumus biitu iesp&jams izvertét.

levads

69. Saja zinojuma sadala jaapraksta pétfjuma mérki, pamatojums un plans, ka arf jasniedz attiecigas atsauces un
jebkada prieksveésture.

Materiali un metodes

70. Saja zinojuma sadald detalizéti jasniedz visa attieciga informacija, tostarp:

a)

testéjama kimiska viela

Saja apakssadala jaidentificé testdjama kimiska viela, aptverot tas kimisko nosaukumu, molekuldro struktiiru,
tas kimisko sastavu kvalitativa un kvantitativa aspekta, kimisko tiribu un, ja iespéjams, jebkadu piemaisijumu
veidu un daudzumus. Jaietver ari informacija par fizikalajam/kimiskajam ipasibam, arl par agregatstavokli,
krasu, izteiktu $kidibu un/vai sadaljuma koeficientu, stabilitati un attieciga gadijjuma kodigumu. Attieciga
gadijuma jasniedz informacija par izomériem. Ja testéjama kimiska viela ir radioaktivi ieziméta, $aja apaks-
sadala jaietver informacija par radionuklida veidu, ieziméto vietu, konkréto iedarbibu un radiokimisko tiribu.

Janorada, kada veida nesgjvielas, atskaiditaji, suspendéjosi preparati un emulgatori vai citi materiali izmantoti
testéjamas kimiskas vielas ievadisana, vai tie jaapraksta.

testa dzivnieki

Saja apakssadala jasniedz informacija par testa dzivniekiem, ari par sugu, linijas un vecuma izvéli un pama-
tojumu pétjjuma sakuma, ka ari par dzimumu, kermena svaru, veselibas stavokli un dzivnieku turéSanu.

metodes

Saja apakssadala jaietver sika informacija par pétijuma planu un izmantoto metodiku. Jaapraksta:

1) attieciga gadijuma jebkadas ekspozicijas cela un apstaklu mainas pamatojums;
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izraudzito devu limenu pamatojums;

)
=

ja vajadzigs, ievadpétijumi, kas izmantoti turpmako pétijumu eksperimentu planosanai; jasniedz ievad-
pétijumu pamatojosie dati;
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apstrades grupu skaits un dzivnieku skaits grupas;

=)
=

devu limeni un tilpums (un devas konkréta iedarbiba, ja tika izmantota radioaktivitate);

~
—

ievadiSanas cel$ vai celi un metodes;

devu ievadiSanas biezums;

oo
=

O
~

nebaro$anas periods (ja tas izmantots);

10

=

kopgja radioaktivitate katram dzivniekam;

11) rikosanas ar dzivniekiem;

R

12) paraugu nemsana un apstrade;

13) analitiskas metodes, kas izmantotas metabolitu atdalianai, kvantificésanai un identificésanai;

=

14

=

ar izmantotajam metodém saistita noteikSanas robeza;

15

=

citi eksperimentu mérfjumi un izmantotas proceddiras (arT metabolitu analizes metoZu validéSana).

statistiska analize

oL
=

Ja pétijuma konstatéjumu analizéanai tika izmantota statistiska analize, jasniedz pietickami plasa informacija
par izmantoto analizes metodi un datorprogrammu, lai neatkarigs recenzents/statistikis analizi varétu atkartoti
izvértét un rekonstruét.

Sisttmu modelésanas pétijumu, pieméram, PBTK, gadijuma modelu raksturojuma jaietver tads pilnigs modela
apraksts, péc kura to iespéams neatkarigi rekonstruét un validét (sk. 65. punktu un papildingjumu “Defini-
cijas”).

Rezultati

71. Visi dati jaapkopo tabula ar attiecigu statistisko izvert§jumu, ka ari jaapraksta Saja sadala. Radioaktivitates
skaitiSanas dati ir jaapkopo un jaizklasta atbilstosi pétijuma vajadzibam, parasti mikrogramos vai miligrama
ekvivalentos uz parauga svaru, lai gan var izmantot arf citas vienibas. Saja sadala ir jaietver konstatgjumu grafiski
att€lojumi, reprezentativu hromatografisko un spektrometrisko datu atveids, dati par metabolitu identificéSanu/
kvantificésanu un hipotétiskajiem metabolisma celiem, ari par metabolitu molekularo struktiru. Papildus attieciga
gadijuma 3aja sadala jaietver $ada informacija:

1. Radioaktivitates kvantitativa un procentuala atgstamiba ar urinu, ekskrementiem, izelpoto gaisu un biira
mazgajamo tdeni, kas satur urinu un ekskrementus.

— Arigas aplikacijas pétijumos jasniedz ari dati par testéjamas kimiskas vielas atgiistamibu ar apstradatu adu,
adas nomazgajumiem un par atlikuSo radioaktivitati adas apstradasanas iericé un metabolisma kamera, ka
arT adas mazgasanas pétjjuma rezultati. Jautajums talak aplikots 74.-77. punkta.

— Inhalacijas pétijumos jasniedz ari dati par testéjamas kimiskas vielas atgiistamibu no plausam un deguna
audiem (8). Jautajums talak aplikots 78. punkta.
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72.

73.

74.

2. Vielas izplatiSanas audos, kuru raksturo ar ievaditas devas un koncentracijas procentualo ipatsvaru (mikro-
gramos uz 1 gramu audu), ka arf ar attiecibu starp saturu audos un asinis vai audos un plazma.

3. Materialu bilance, kas iegiita katra pétijuma, kura analizé kermena audus un ekskrétu.

4. Koncentracija plazma un toksikokinétiskie parametri (biopieejamiba, AUC, Cp .y, Tpap Klirenss, pussabruk-
$anas periods) péc ievadiSanas pa attiecigo ekspozicijas celu vai celiem.

5. Testgjamas kimiskas vielas absorbcijas atrums un apmeérs péc ievadiSanas pa attiecigo ekspozicijas celu vai
celiem.

6. Ekskréta ievakto testéjamas kimiskas vielas un metabolitu daudzumi (ka procentualais Ipatsvars no ievaditas
devas).

7. Atsauces uz papildindgjuma datiem, tostarp atsevisku dzivnieku datiem par visiem mériSanas beigupunktiem
(pieméram, devu ievadiSanu, procentualo atgiistamibu, koncentracijam.

8. Attéls ar hipotétiskajiem metabolisma celiem un metabolitu molekularo struktiru.

Iztirzajums un secinajumi

Saja sadala autoriem:

1) janorada hipotétiskais metabolisma cels, pamatojoties uz testéjamas kimiskas vielas metabolisma un izdali-
Sanas rezultatiem;

2) jaapspriez visas iespéjamas sugu un dzimumu at3kiribas attieciba uz testéjamas kimiskas vielas izdalisanos
un/vai biotransformaciju;

N
=

jaizveido tabulas un jaapspriez metabolitu noteik§ana un daudzums, klirensa atrums, bioakumulacijas poten-
cials, ka ari pamatvielas un/vai metabolita(-u) atlieku limenis audos un attieciga gadijuma iesp&jamas no devas
atkarigas toksikokinétisko parametru mainas;

>

jaiestrada visi butiskie toksikokinétikas dati, kas iegiiti toksicitates pétijumu gaita;

U1
=

jasniedz Tsi secindjumi, ko var pamatot ar pétijuma konstatéjumiem;

=)
=

attieciga gadijuma japievieno jaunas sadalas.

Papildu sadalas jaizmanto, lai sniegtu pamatojosu bibliografisku informaciju, tabulas, attélus, pielikumus utt.

ALTERNATIVI EKSPOZICIJAS CELI
Ariga aplikacija
Adas apstradasana

Saja sadala ir sniegta konkréta informacija par testéjamas kimiskas vielas toksikokinétikas pétidanu ar arigu
aplikaciju. Attieciba uz absorbciju ada ir jaizmanto $a pielikuma B.44. nodala “Absorbcija ada: in vivo metode”
(9). Attieciba uz citiem beigupunktiem, pieméram, izplatiSanos un metabolismu, jaizmanto $I B.36. testéSanas
metode. Adas apstradasana ir jaizmanto viens vai vairaki testé§jamas kimiskas vielas devu limeni. Testéjamai
kimiskajai vielai (pieméram, tiram, atSkaiditam vai salikta sastava materialam, kas satur testéjamo kimisko vielu,
kura tiek aplicéta uz adas) jabut tai pasai (vai realistiskam surogatam), kuras iedarbibai var tikt paklauts cilveks
vai, iesp&jams, citas mérksugas. Devu limenis(-ni) ir jaizvélas saskana ar §is testéSanas metodes 20.-26. punktu.
devas, kuru gadijuma toksicitate tikusi novérota citos arigas aplikacijas toksicitates pétijumos. Arigas aplikacijas
deva(-as), ja vajadzigs, ir jaizskidina piemérota nesgjviela un jaaplicé tada tilpuma, ar kuru pietiek, lai deva tiktu
sanemta. Neilgi pirms testéSanas ir janocérp apmatojums uz testa dzivnieku muguras. Adu var ari noskiit, bet tas
jadara aptuveni 24 stundas pirms testa. Cerpot vai skujot apmatojumu, jauzmanas, lai nenobraztu adu, jo tas
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varétu mainit adas caurlaidibu. Lai aplicétu test§jamo kimisko vielu, no apmatojuma jaatbrivo aptuveni 10 %
kermena virsmas. Ja kimiskas vielas ir loti toksiskas, apstradajama adas virsma var bit mazaka par 10 %, bet
iespéjami liclaka dala §is virsmas ir janoklaj plana un vienmériga karta. Visam arigas aplikacijas testa grupam
jaizmanto vienada lieluma apstrades virsmas. Ar devu apstradatas virsmas ir jaaizsarga ar piemérotu parklaju, kas
nostiprinats. Dzivnieki ir jatur atseviski cits no cita.

75. Lai novértétu, cik daudz testéjamas kimiskas vielas aplicétas devas ar maigam ziepém un Gdeni var nomazgat no
apstradatas adas zonas, jaizdara adas mazgasanas pétijums. Sis pétfjums var ar palidzét testdjamas kimiskas vielas
ariga aplicdsana noteikt masas bilanci. Saja ddas mazgasanas pétijuma diviem dzivniekiem aplicé vienreizgju
testéjamas kimiskas vielas devu. Devas limeni izvélas saskana ar §is testéSanas metodes 23. punktu (attieciba uz
dermala kontakta ilgumu sk. 76. punktu). Ir janosaka ar mazgasanu atgiitie testéjamas kimiskas vielas daudzumi,
lai novértétu test§jamas kimiskas vielas nomazgasanas rezultativitati.

76. Ja vien to neliedz kodigums, testé§jama kimiska viela ir jaaplice un uz adas jatur vismaz seSas stundas. Parklaju
nonemot, apstradata zona ir janomazga saskana ar procediiru, kas noradita adas mazgasanas pétijumam (sk. 75.
punktu). Gan parklajs, gan mazgasanas Gidens ir jaanaliz€, nosakot, cik tajos palicis testéjamas kimiskas vielas. Péc
pétijumu pabeigsanas visi dzivnieki ir humani janonavé saskana ar (2) un apstradata ada ir janopem. Piemérots
apstradatas adas fragments jaanalizé, lai noteiktu, cik testgjamas kimiskas vielas (radioaktivitates) palicis ada.

77. Farmaceitisko preparatu toksikokinétikas novértéSana var bit vajadzigas citadas procediras, kas atkarigas no
regulativas sistémas.

Inhalacija

78. Jaizmanto viena test&jamas kimiskas vielas koncentracija (vai vairakas, ja vajadzigs). Koncentracija(-as) ir jaizvélas
saskana ar §is testéSanas metodes 20.-26. punktu. Inhalativa apstrade javeic, izmantojot tikai deguna vai tikai
galvas ekspozicijas aparatus, lai novérstu absorbésanos pa citiem ekspozicijas celiem (8). Ja tiek izmantoti citadi
inhalacijas ekspozicijas apstakli, zinojuma §i atkape japamato. Japaredz noteikts inhalacijas ekspozicijas ilgums;
parasti tas ir 4-6 stundas.
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Papildinajums

DEFINICIJAS

Absorbcija: process vai procesi, kuros audi uznem kimiskas vielas vai tas nodod talak citiem audiem. Par absorbciju runa
attieciba uz pamatsavienojumu un visiem ta metabolitiem. Nejaukt ar “biopieejamibu”.

Akumulacija (bioakumulacija): test§jamas kimiskas vielas daudzuma palielinaSanas laika gaita audos (parasti taukaudos
péc atkartotas ekspozicijas). Ja testéjama kimiska viela organisma nonak straujak, neka no ta tiek izvadita, organisms
testgjamo kimisko vielu akumulé un var iestaties testéjamas kimiskas vielas toksiska koncentracija.

ADME: akronims, kas nozimé “absorbcija, izplati§anas, metabolisms un ekskrécija”.

AUC: (apgabals zem liknes, kas raksturo, ka koncentracija plazma ir atkariga no laika): apgabals zem liknes grafiski attélo
testéjamas kimiskas vielas koncentraciju plazma ka laika funkciju. Tas atspogulo kermena kopéjo absorbéto testéjamas
kimiskas vielas daudzumu ieprieks noteikta laika perioda. Linearos apstaklos AUC (laika no nulles lidz bezgalibai) ir
proporcionals kopgjam testéjamas kimiskas vielas daudzumam, ko organisms absorbéjis neatkarigi no absorbcijas atruma.

Autoradiografija (visa kermena autoradiografija): panémiens, ar ko kvalitativi un/vai kvantitativi noteic radioaktivas
testéjamas kimiskas vielas lokalizaciju audos, $aja nolika registréjot izmeklétaja objekta emitéto radiaciju, lai ar rentgen-
filmas vai (pedéja laika) digitalas fosforattelveides palidzibu vizualizétu radioakfivi iezimétas molekulas vai molekulu
fragmentus. Visa kermena kvantitativajai autoradiografijai salidzinajuma ar organu secéanu var bit dazas prieksrocibas,
izvertgjot testegjamas kimiskas vielas izplatiSanos un noveértgjot radioaktiva materiala kopgjo atgtistamibu un izskiramibu
audos. Pieméram, viena batiska prieksrociba ir tada, ka to var izmantot, lai pigmentéta dzivniekmodeli novértétu
testéjamas kimiskas vielas iesp&jamo saistibu ar melaninu, kas var piesaistit noteiktas molekulas. Tomér ar $o panémienu
var gan iegiit értus visa kermena kopskatus attieciba uz augstas kapacitates un zemas afinitates saistvietam, tacu tikai
ierobezoti atpazit receptoru saistvietas un tamlidzigas konkrétas mérkvietas, kuru konstatésanai ir vajadziga saméra augsta
izskirtsp&ja un augsts jutigums. Ja tiek izmantota autoradiografija, eksperimenti, kuros nosaka ievadita savienojuma masas
bilanci, javeic ar atsevisku grupu vai atseviski no eksperimenta, kura péta vielas izplatiSanos audos, homogenizgjot un ar
skidruma scintilaciju skaitiSanu analizgjot visu ekskrétu (kas var ietvert ari izelpoto gaisu) un visus likus.

Zults ekskrécija: ckskrécija pa Zultsceliem.
Bioakumulacija: sk. “Akumulacija”.

Biopieejamiba: ievaditas devas dala, kas nonak lielaja asinsrites loka vai kltist pieejama fiziologiskas aktivitates vieta.
Parasti par testéjamas kimiskas vielas biopieejamibu runa attieciba uz pamatsavienojumu, tacu $o jédzienu var attiecinat
arT uz tas metabolitu. Tas attiecas tikai uz vienu kimisko formu. Nota bene: biopieejamiba un absorbcija nav viens un tas
pats. Atskiribu, pieméram, starp ordlu absorbciju (t. i., klatb@itni zarnu siend un vartu vénas sistémas asinsrité) un
biopieejamibu (t. 1., klatbiitni lielaja asinsrites loka un audos) cita starpa var radit kimiska noarde zarnu sienu metabolisma
del, atpakalizplide uz zarnu limenu vai pirmssistémas metabolisms aknas (10). Toksiska komponenta (pamatsavienojuma
vai metabolita) biopieejamiba ir loti svarigs parametrs cilvéka riska novértésana (ekstrapolésana no augstas devas uz zemu,
no viena cela uz citu), jo dod iesp&u no aréja NOAEL vai BMD (ievaditas devas) atvedinat iek3gjo veértibu. Lai oralas
ievadiSanas gadijuma noskaidrotu iedarbibu uz aknam, pietick ar oralu absorbciju. Tomér attieciba uz jebkuru citu
iedarbibu, kas nav ievadiSanas vietd, parasti tie§i biopieejamiba, nevis absorbcija ir drosaks parametrs turpmakai izman-
toSanai riska novértésana.

Biologiska noturiba: sk. “Noturiba”.

Biotransformacija: organisma notiekosa intereséjosas testéjamas kimiskas vielas kimiska (parasti enzimatiska) parvérsanas
par citu kimisko vielu. Sinonims “metabolismam”.

Cpnax: Mmaksimala pécievadisanas koncentracija asinis (plazma/seruma) vai maksimala pécievadiSanas ekskrécija (urina vai
ekskrementos).

Klirensa atrums: kvantitativi izteikts atrums, kada testéjama kimiska viela tiek izvadita no asinim, plazmas vai noteiktiem
audiem (daudzums laika vieniba).

Nodalfjums: kermena, audu vai $iinas strukturdla vai biokimiska dala (vai vieniba), kas ir nodalita no pargjas dalas.

Detoksikacijas celi: to cita citai sekojosu nori$u virknes, kuru gaita toksiskas kimiskas vielas ar metaboliskam parmainam
vai ekskréciju izzid no organisma.
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IzplatiSanas: testé§jamas kimiskas vielas un tas atvasinajumu izkliedésanas pa kermeni.

Enzimifizozimi: olbaltumvielas, kas katalizé kimiskas reakcijas. 1zozimi ir enzimi, kas katalizé vienas un tas paSas
kimiskas reakcijas, bet at3kiras péc aminoskabju virknes to molekula.

Enzimatiskie parametri: K, — Mihaelisa (Michaelis) konstante; V., — maksimalais atrums.

Ekskrécija: process vai procesi, kuros organisma ievadita test§jama kimiska viela un/vai tas metaboliti tiek no kermena
izvaditi.

Eksogens: organisma vai sistéma no arienes ievadits vai arpus tiem generéts.
Ekstrapolacija: vienas vai vairaku nezindmu vértibu izsecin$ana no ta, kas ir zinams vai novérots.

Pussabruksanas periods (t;),): laiks, kas paiet, lidz testéjamas kimiskas vielas koncentracija nodalfjuma samazinas uz
pusi. Parasti par to runa attieciba uz koncentraciju plazma vai uz testéjamas kimiskas vielas daudzumu visa kermeni.

Indukcija | enzimu indukcija: enzimu sintezéSanas ka atbilde uz vides stimulu vai inducétadjmolekulu.

Linearitate | lineara kinétika: process ir kinétiski linears, ja visi parneses atrumi starp nodalfjumiem ir proporcionali
klateso3ajiem daudzumiem vai koncentracijam, t. i., pirméji. Tadgjadi klirensa atrums un izplatiSanas tilpums, tapat ka
pussabruksanas periodi, ir nemainigi. Sasniegtas koncentracijas ir proporcionalas devas doSanas intensitatei (ekspozicijai),
un ir vieglak prognozét akumulaciju. Linearitati/nelinearitati var noveértét, attiecigos parametrus, pieméram, AUC, sali-
dzinot péc dazadam devam vai ari péc vienreizjas un atkartotas ekspozicijas. Tas, ka nav atkaribas no devam, var noradit
uz savienojuma metabolisma iesaistito enzimu piesatinajumu, savukart tas, ka AUC péc atkartotas ekspozicijas ir lielaks
neka péc vienreizgjas ekspozicijas, var noradit uz metabolisma inhibésanu, bet tas, ka AUC péc atkartotas ekspozicijas ir
mazaks, var noradit uz metabolisma inducéSanu (sk. ari (11)).

Masas bilance: tas, cik test§jamas kimiskas vielas tiek ievadits sisttéma un cik no tas izvadits.
Materiala bilance: sk. “Masas bilance”.

Toksicitates mehanisms (veids) | iedarbibas mehanisms (veids): par iedarbibas mehanismu runa attieciba uz konkrétu
biokimisku mijiedarbibu, ar kuras starpniecibu testéjama kimiska viela iedarbojas. Par iedarbibas veidu runa attieciba uz
visparigakiem celiem, kuri noved pie testéjamas kimiskas vielas toksicitates.

Metabolisms: sinonims “biotransformacijai”.
Metaboliti: metabolisma vai metabolisku procesu produkti.

Orala absorbcija: testéjamas kimiskas vielas devas procentuala dala, kas tiek absorbéta no ievadisanas vietas (t. i., kupga
un zarnu trakta). So svarigo parametru var izmantot, lai noskaidrotu, kada ievaditas testéjamas kimiskas vielas dala nonak
vartu véna un péc tam aknas.

Sadalijuma koeficients: skaitliski izteikta kimiskas vielas diferenciala skidiba divos skidinatajos; saukts arT par sadaliSanas
koeficientu.

Maksimalie limeni asinis (plazma/seruma): maksimala koncentracija (maksimumkoncentricija) asinis (plazma/seruma)

péc ievadiSanas (sk. arT “C,,").

Noturiba (biologiska noturiba): kimiskas vielas ilgstosa klatbiitne (biologiska sistéma) sakara ar izturibu pret noardisanu/
izvadiSanu no organisma.

Analogijas princips: izmantojot informaciju par vienas vai vairaku kimisko vielu testéSanas beigupunktiem, prognozé
kimiskas meérkvielas testéSanas beigupunktu.

Receptoru mikroskopiska autoradiogrifija (jeb receptoru mikroautoradiografija): So panémienu var izmantot, pétot
ksenobiotisko mijiedarbibu ar specifiskam vietam audos vai specifiskam 3Gnu populacijam, pieméram, veicot tadus
pétijumos par receptoru saistvietam vai specifiskiem to darbibas veidiem, kuros var bt vajadziga augsta iz3kirtspgja
un augsts jutigums, ko citi panémieni, pieméram, visa kermena autoradiografija, var nenodrosinat.

—x

IevadiSanas cel$ (orals, intravenozs, dermals jeb ar arigu aplikaciju, inhalativs utt.): attiecas uz to, kada veida kimiskas
vielas ievada organisma (pieméram, orali ar zondi; orali ar uzturu; ar arigu aplikaciju; ar inhalaciju; intravenozi utt.)
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Piesatinajums: stavoklis, kura viens vai vairaki kinétiskie procesi (pieméram, absorbcija, metabolisms vai Klirenss) ir
maksimala limeni (proti, “piesatinati”).

Jutiba: metodes vai instrumenta spéja atskirt mérreakcijas, kas atspogulo dazadus intereséjosa mainiga lieluma limenus.

Stacionars limenis asinis (plazma): nelidzsvarots atvértas sistémas stavoklis, kura visus spekus, kas uz sistému iedar-
bojas, precizi kompensé pretéji spéeki, ta ka visu tas komponentu koncentracija ir stacionara, lai gan caur sistému pliist
viela.

Sistemu modelesana (toksikokinétiski fiziologiska, farmakokinétiska, farmakokinétiski fiziologiska, biologiska utt.):
abstrakti modeli, kuros sistémas izturéSanos apraksta matematiska valoda.

Meérkaudi: audi, kuros izpauzas toksiskas vielas svarigaka nelabvéliga ietekme.
Test&jama kimiska viela: jebkada kimiska viela vai maisijums, ko testé, izmantojot $o testéSanas metodi.

IzplatiSanas audos: testéjamas kimiskas vielas apgriezeniska parvieto§anas no vienas vietas organisma uz citu. Vielas
izplatiSanos audos var pétit ar organu secé$anu, homogenizaciju, sadedzinasanu un skidruma scintilaciju skaitiSanu vai ar
kvalitativu un/vai kvantitativu visa kermena autoradiografiju. Pirmie no minétajiem panémieniem var noderét, lai koncen-
tracijas zina un procentuali noskaidrotu atgiistamibu no to pasu dzivnieku audiem un lika pargjas dalas, tacu tiem var
pietrikt izskirtsp&jas attieciba uz visiem audiem un ar tiem nevar panakt ideali pietiekamu kopégjo atgfistamibu (< 90 %).
Attieciba uz autoradiografiju sk. definiciju ieprieks.

Tnax laiks, kura sasniedz C,,,.

Toksikokinétika (farmakokinétika): péta kimisko vielu absorbciju, izplatianos, metabolismu un ekskréciju laika gaita.

Modelu validésana: process, kurd novérté, vai modelis ir pietickams pieejamo toksikokinétikas datu konsekventai aprak-
stidanai. Modelus var izvértét, modelu prognozes statistiski un vizuali salidzinot ar eksperimentalam vértibam attieciba
pret kopigu neatkarigu mainigo (pieméram, laiku). IzvértéSanas pakape japamato attieciba uz paredzéto modela izman-
toSanu.”

8) pievieno B.52. nodalu:

“B.52. AKUTA INHALACIJAS TOKSICITATE: AKUTAS TOKSICITATES KLASES METODE

IEVADS

1. Si testdSanas metode ir lidzvértiga ESAO TestéSanas noradjumiem 436 (TG) (2009. gads). Pirmos TG 403 par
akiito inhalacijas toksicitati pienéma 1981. gada. Kops ta laika tie ir parskatiti (sk. 33 pielikuma B.2. nodalu (1)).
Inhalacijas akiitas toksicitates klases (ATC) metodes (2) (3) (4) izstradi uzskatija par nepiecieSamu péc tam, kad
tika piepemta parskatita oralas ATC metode (32 pielikuma B.1.c nodala) (5). Retrospektivi péc veiktspéjas
novértgjot So metodi, tika atzits, ka $1 metode ir piemérota izmantosanai klasificéSanas un markésanas nolikos
(6). Inhalacijas ATC testéSanas metode dos iesp&ju ranzét testéjamas kimiskas vielas toksicitati, izmatojot vairakas
pakapeniski pieaugoSas mérkkoncentracijas. Mirstibu izmanto par svarigako beigupunktu, tomér dzivnieki, kas
cie§ smagas sapes vai mokas vai kas acimredzami nobeigsies, ir humani janonavé, lai mazinatu ciesanas.
Noradijumi par humaniem beigupunktiem pieejami ESAO Noradijumu dokumenta Nr. 19 (7).

2. Noradijjumi par §is testéSanas metodes IstenoSanu un interpretéSanu ir pieejami Guidance Document No. 39 on
Acute Inhalation Toxicity Testing (GD 39) (8).

3. Sis testéSanas metodes kontekstd izmantotds definicijas ir sniegtas 1. papildindjuma un GD 39 (8).

4. S testéanas metode sniedz informaciju par testé§jamas kimiskas vielas bistamajim Ipagibam un lauj 3o vielu
ranzét un klasificét saskana ar Regulu (EK) Nr. 1272/2008 attieciba uz kimisko vielu, kuras rada akatu toksicitati,
klasifikaciju (9). Ja ir vajadzigas LCs, vértibu punktu apléses vai koncentracijas un atbildes reakcijas sakaribas
analize, jaizmanto 33 pielikuma B.2. nodalas testésanas metode (1). Papildu noradijumi par testéSanas metodes
izvéli ir pieejami GD 39 (8). ST testéanas metode nav paredzéta tiesi specializ&tu materialu, pieméram, mazskis-
to$u izometrisku materialu vai $kiedrmaterialu, vai ripnieciski raZotu nanomaterialu, testé$anai.
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SAKOTNEJIE APSVERUMI

5. Lai lidz minimumam samazinatu dzivniecku izmantoSanu testos, testéSanas laboratorijai, pirms ta apsver, vai
testéSanu neveikt saskana ar So metodi, ir jaizskata visa pieejama informacija par testgjamo kimisko vielu, ari
lidzsingjie pétijumi, kuru dati palidzétu izvairities no papildu testésanas. Informacija, kas varétu palidzét pieme-
rotako sugu, linjju, dzimuma, ekspozicijas reZima un attiecigu testéjamo koncentraciju noteiksana, ietver testé-
jamas kimiskas vielas identitati, kimisko struktiru un fizikalkimiskas ipasibas; jebkadu in vitro vai in vivo
toksicitates testu rezultatus; paredzéto(-os) izmantojumu(-us) un iesp&jamo cilvéka ekspoziciju; pieejamos (Q)SAR
datus un toksikologiskos datus par strukturali radniecigam kimiskam vielam. Ar $o testéSanas metodi nedrikstétu
testét koncentracijas, kuru kodiga (1) vai stipri kairino$a iedarbiba var radit stipras sapes un/vai cieSanas (sk. GD
39 (3)).

TESTA PRINCIPS

6. Testa princips ir tads, ka Cetras stundas ilga ekspozicija vairakpakapju procediira iegiist testéjamas kimiskas vielas
klasificéSanai pietickamu informaciju par $is vielas akito inhalacijas toksicitati. Konkrétam regulativaim vaja-
dzibam var izmantot citus ekspozicijas ilgumus. Katrai noteiktajai koncentracijas pakapei izmanto tris katra
dzimuma dzivniekus. Atkariba no dzivnieku mirstibas (nave un/vai pirmsnaves stavoklis) testéjamas kimiskas
vielas akiitas toksicitates noteikSanai var pietikt ar divam pakapém. Ja ir pieejamas liecibas, ka kads no dzimu-
miem ir uznémigaks, testu var turpinat tikai ar uznémigako dzimumu. lepriekséjas pakapes rezultats noteiks
nakamo pakapi, proti:

a) vai nu turpmaki testi nav vajadzigi;
b) vai javeic tests ar trijiem katra dzimuma dzivniekiem; vai

¢) javeic tests ar seSiem uznémigaka dzimuma dzivniekiem, t. i, toksicitates klases zemakas robezas aplésu
pamata jabit sesiem dzivniekiem katra testa koncentracijas grupa neatkarigi no dzimuma.

7. Mirstosi dzivnieki, ka ari dzivnieki, kas acimredzami cie§ sapes vai pardzivo stipras un ilgstoSas cieSanas, ir
humani janonavé, un, interpretéjot testa rezultatus, tie jauzliko tapat ka testa nobeigusies dzivnieki. Kritériji, péc
kuriem pienem lémumu nonavét mirstosus dzivniekus un dzivniekus, kam ir smagas cieSanas, ka ar noradijumi
par paredzamu vai neizbégamu nobeigsanos ir sniegti Guidance Document No. 19 on Humane Endpoints (7).

METODES APRAKSTS
Dzivnieku sugas izvéle

8. Ir jaizmanto jauni un veseli pieaugusi dzivnieki, kas pieder pie laboratorijas parasti izmantotajam linijam.
leteicama suga ir zurka. Ja izmanto citas sugas, tas japamato.

Dzivnieku sagatavosana

9. Matites nedrikst biit iepriek§ dzemdgjusas vai griisnas. Ekspozicijas diena dzivniekiem jabiit jauniem pieaugusiem
(8-12 nedelas) veciem dzivniekiem ar kermena svaru, kas neparsniedz * 20 % no jebkadu iedarbibai ieprieks
paklautu tada pasa vecuma abu dzimumu dzivnicku vidéja kermena svara. Dzivniekus izvélas péc nejausibas
principa un marké individualai identificéSanai. Dzivniekus lidz testa sakumam vismaz piecas dienas tur biros, lai
tie aklimatizétos laboratorijas apstaklos. Dzivnieki uz isu laiku pirms testa saksanas ir jaaklimatizé arf attieciba uz
testa aprikojumu, jo tas mazinas jaunas vides radito stresu.

Dzivnieku turésana

10. Temperatiirai eksperimenta dzivnieku turéSanas telpa jabit 22 + 3 °C. Relativo mitrumu vélams uzturét 30-70 %
diapazona, lai gan tas var biit neiespéjami, ja par neséjvielu izmanto Gdeni. Pirms un péc ekspozicijam dzivnieki
parasti ir jatur biros grupas péc dzimuma un koncentracijas, bet dzivnieku skaits bairi nedrikst traucét katra
dzivnieka novérosanu, ka ari dzivnieku skaitam jabiit tadam, lai iesp&jami mazaki batu zudumi kanibalisma un
kausanas dgl. Ja tiek izmantota vienigi dzivnieku deguna ekspozicija, var biit vajadzigs dzivniekus aklimatizét
fiksacijas caurulem. Fiksacijas caurules nedrikst dzivniekiem radit nevajadzigu fizisku, termisku vai ar imobiliza-
ciju saistitu stresu. Fiksacija var ietekmét fiziologiskos beigupunktus, pieméram, kermena temperatiru (hiperter-
mija) unfvai plausu mindtes tilpumu. Ja ir pieejami visparigi dati, kas apliecina, ka nekadas $adas parmainas
nerodas véra nemama apmeéra, ieprickigja pielagosanas fiksacijas caurulem nav vajadziga. Ja tiek izmantota visa
kermena ekspozicija acrosolam, dzivnieki ekspozicijas laika ir jatur atseviski, lai tie nevarétu uzpemt testéjamo

(") Kodiguma novértéjuma pamatd varétu bat ekspertu atzinums, kurd izmantotas tadas liecibas ka cilvéku un dzivnieku pieredze,
pieejamie (in vitro) dati, pieméram, 33 pielikuma B.40. nodala (10) un B.40.a nodala (11) vai ESAO TG 435 (12), pH veértibas,
informacija par citam, lidzigam kimiskajam vielam vai jebkadi citi batiski dati.
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aerosolu no citu biira dzivnieku apmatojuma. Iznemot ekspozicijas laiku, var izmantot tradicionalu un sertificétu
laboratorijas uzturu, ko papildina ar neierobezotu daudzumu krana dzerama tdens. Dzivniekus 12 stundas
diennakti tur maksliga apgaismojuma, bet 12 stundas — tumsa.

Inhalacijas kameras

11. Izvéloties inhalacijas kameru, janem veéra testéjamas kimiskas vielas ipasibas un testa meérkis. Visieteicamaka
metode ir dzivnieka deguna ekspozicija (3is termins aptver dzivnieka galvas, deguna vai snuka ekspoziciju).
Dzivnieka deguna ekspozicija ir parasti ieteicama $kidro vai cieto aerosolu pétijumiem un tvaikiem, kas var
kondenséties un veidot aerosolu. Pétijuma konkrétos mérkus, iesp&jams, var labak sasniegt, izmantojot visa
kermena ekspoziciju, bet tas ir japamato pétijuma zinojuma. Lai nodrosinatu atmosféras stabilitati, izmantojot
visa kermena kameru, testa dzivnieku kopéjais apjoms nedrikst parsniegt 5 % no kameras tilpuma. Deguna un
visa kermena ekspozicijas panémienu principi un to konkrétas prieksrocibas un trikumi ir aprakstiti GD 39 (8).

EKSPOZICIJAS APSTAKLI
Koncentraciju ievadiSana

12. Ekspozicijai ieteicams izvéléties nemainigu Cetru stundu ilgumu, iznemot lidzsvara sasniegSanas laiku. Var bit
vajadzigi citi ilgumi, lai nodrosinatu atbilstibu konkrétam prasibam, tomeér pétijjuma zinojuma tas japamato (sk.
GD 39 (8)). Dzivnieki, kas iedarbibai tiek paklauti visa kermena kameras, ir jatur atseviski, lai nepielautu, ka
testéjama kimiska viela tiek uznemta, laizot citus bira dzivniekus. Ekspozicijas perioda dzivniekus nevajadzétu
barot. Visa kermena ekspozicijas laika var pastavigi nodrosinat ar @ideni.

13. Dzivnieki tiek paklauti testéjamas kimiskas vielas iedarbibai gazes, tvaiku, aerosola vai to sajaukuma veida.
Testéjamais agregatstavoklis ir atkarigs no test§jamas kimiskas vielas fizikalkimiskajam ipasibam, izraudzitas
koncentracijas un/vai fizikalas formas, kas testéjamas kimiskas vielas apstrades un izmantosanas laika ir visvar-
butigaka. Higroskopiskas un kimiski reagéjosas testéjamas kimiskas vielas ir jatesté sausa gaisa apstaklos. Jarau-
gas, lai nerastos spradzienbistamas koncentracijas.

Dalinu sadalijums péc lieluma

14. Dalinu sadalijums péc lieluma janoteic visiem aerosoliem un tvaikiem, kas var kondenséties un veidot aerosolu.
Lai nodro$inatu visu elpoSanas sistémas attiecigo rajonu ekspoziciju, ir ieteicami aerosoli ar masas vidéjo
aerodinamisko diametru (MMAD) diapazona no 1 lidz 4 pm ar geometrisko standartnovirzi (o,) diapazona
no 1,5 lidz 3,0 (8) (13) (14). lesp&ju robezas ir jacensas nodroinat atbilstibu §im standartam, bet, ja tas nav
iesp&jams, ir jasniedz eksperta atzinums. Pieméram, metalu izgarojumu dalinas var bit mazakas par 3o standartu,
savukart ladétas dalinas, skiedrmateriali un higroskopiski materiali (kas elposanas sistémas mitraja vidé izplesas)
o standartu var parsniegt.

Testéjamas kimiskas vielas sagatavoSana nesgjviela

15. Lai generétu testé§jamas kimiskas vielas attiecigu koncentraciju un dalinu lielumu atmosféra, var izmantot nesgj-
vielu. leteicama neséjviela visos gadijumos noteikti ir @idens. Lai panaktu vajadzigo dalinu sadalijumu péc lieluma,
dalinu materialu var paklaut mehaniskiem procesiem, tomér janodrosina, lai testéjama kimiska viela nesadalitos
un neparmainitos. Gadijumos, kad uzskata, ka mehaniski procesi ir mainijusi testéjamas kimiskas vielas sastavu
(pieméram, parak augstas temperatiirds, ko parak intensiva malSana radijusi berze), testéjamas kimiskas vielas
sastavs ir analitiski japarbauda. Jaievéro vajadziga piesardziba, lai testgjamo kimisko vielu nepiesarpotu. Nav
nepiecieSams testét nedriipodus graudveida materialus, kas ir izstradati ta, lai batu neieelpojami. Javeic berzes
tests, lai pieraditu, ka, apstradajot graudveida materialus, nerodas ieelpojamas dalinas. Ja berzes testa tiek iegiitas
ieelpojamas dalinas, javeic inhalacijas toksicitates tests.

Kontroldzivnieki

16. Lidztekus veiktas negativas (gaisa) kontroles grupa nav vajadziga. Ja testa atmosféras generé$ana izmanto nesgj-
vielu, kas nav adens, neséjvielas kontrolgrupa jaizmanto tikai tad, ja nav pieejami vésturiski inhalacijas toksici-
tates dati. Ja nesgjviela iestradatas testéjamas kimiskas vielas toksicitates pétijums toksicitati neatklaj, secina, ka
nesgjviela testétaja koncentracija nav toksiska; tadéjadi nes¢jvielas kontroles grupa nav nepiecie$ama.

EKSPOZICIJAS APSTAKLU MONITORINGS
Gaisa plasma caur kameru

17. Katras ekspozicijas laika ir ripigi jakontrolé, nepartraukti jamonitoré un vismaz reizi stunda jaregistré gaisa
plisma caur kameru. Testa atmosféras koncentracijas (vai stabilitates) monitorings ir visu dinamisko parametru
integrala mériSana, kas dod iesp&ju netiesi kontrolét visus attiecigos dinamiskos atmosféras generésanas para-
metrus. Ipasi jaraugas, lai deguna ekspozicijas kameras nenotiktu izelpota gaisa ieelposana gadijumos, kur gaisa
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plisma ekspozicijas sistéma nav pietickama, lai nodrosinatu testéjamas kimiskas vielas atmosféras dinamisku
plismu. Ir pieejamas metodikas, ko var izmantot, lai pieraditu, ka konkrétos darbibas apstaklos atkartota
ieelposana nenotiek (8) (15). Skabekla koncentracijai jabait vismaz 19 %, un oglekla dioksida koncentracija
nedrikst parsniegt 1 %. Ja ir pamats uzskatit, ka nav iespéams nodrosinat atbilstibu Siem standartiem, skabekla
un oglekla dioksida koncentracijas ir jaizmera.

Temperatiira un relativais mitrums kamera

18. Temperatiira kamera jauztur 22 * 3 °C robezas. Relativais mitrums dzivnieku inhalacijas zona gan deguna, gan
visa kermena ekspoziciju gadfjuma ir jamonitoré un jaregistré vismaz tris reizes, ja tests ilgst lidz Cetram
stundam, un reizi stunda, ja tas ir Isaks. Relativo mitrumu vélams uzturét 30-70 % diapazona, bet tas var
nebit izdarams (pieméram, kad tiek testéti maisjjumi uz Gdens bazes) vai izmérams, jo testéjama kimiska viela
interferé ar testéSanas metodi.

Testéjama kimiska viela: nominala koncentracija

19. Kad vien iespéjams, ir jaaprékina un jaregistré nominala koncentracija ekspozicijas kamera. Nominala koncen-
tracija ir generétas testéjamas kimiskas vielas masa, ko dala ar kameras sistémai cauri izlaista gaisa kopgjo
tilpumu. Nominalo koncentraciju neizmanto, lai raksturotu dzivnieku ekspoziciju, tacu nominalas un faktiskas
koncentracijas salidzinajums sniedz norades par testa sistémas generéSanas efektivitati, tadéjadi to var izmantot,
lai atklatu generéSanas problémas.

Testejama kimiska viela: faktiska koncentracija

20. Faktiska koncentracija ir testéjamas kimiskas vielas koncentracija inhalacijas kameras dzivnieku inhalacijas zona.
Faktiskas koncentracijas var uzzinat vai nu ar specifiskim metodém (pieméram, tieSo paraugu nemsanu, adsor-
beijas vai kimiskas reagésanas metodém un turpmaku analitisko raksturosanu), vai ar tadam nespecifiskam
metodém ka gravimetriska filtra analize. Gravimetriskas analizes izmantoSana ir pienemama tikai attieciba uz
vienas sastavdalas pulvera aerosoliem vai aerosoliem ar zemas gaistamibas Skidrumiem, turklat §i analize ir
japamato ar attiecigiem testéjamas kimiskas vielas raksturojumiem pirms pétjjuma veikSanas. Koncentracijas
noteiksanu ar gravimetrisko analizi var veikt arT vairaku sastavdalu pulvera aerosoliem. Tomér tam ir vajadzigi
analitiskie dati, kas pierada, ka gaisa parnestajam materidlam sastavs ir tads pats ka sakotnéjam materialam. Ja
ada informacija nav pieejama, pétjjuma laika var bt nepiecieSams ar regulariem intervaliem atkartoti analizét
testgjamo kimisko vielu (vélams, kad ta tiek parnésata gaisa). Attieciba uz aerosola preparatiem, kas var iztvaikot
vai subliméties, ir japierada, ka ar izraudzito metodi ievaktas visas fazes. Mérka, nominalas un faktiskas koncen-
tracijas ir janorada pétijuma zinojuma, bet statistiskaja analizé, kura aprékina letalo koncentraciju vértibas,
izmanto vienigi faktiskas koncentracijas.

21. Ja iespgjams, jaizmanto vienas sérijas testéjama kimiska viela, un testéjamais paraugs ir jaglaba apstaklos, kas
uztur 3 tiribu, homogenitati un stabilitati. Pirms pétjjuma saksanas ir jau jabat aprakstam par testéjamas
kimiskas vielas ipasibam, ari par tas tiribu un, ja tehniski iesp&jams, identitati, un konstatéto piesarnotaju un
piemaisjumu daudzumu. To var pieradit ar $adiem datiem (bet ne tikai): aiztures laiks un relativa maksimuma
zona, molekulmasa no masspektrometrijas vai gazhromatografijas analizes, vai citam aplésem. Lai gan testéSanas
laboratorija nav atbildiga par testéjama parauga identitati, tai bitu ieteicams vismaz zinama méra parliecinaties
par sponsora sniegto raksturojumu (pieméram, krasa, fizikalas ipasibas utt.)

22. Ekspozicijas atmosféru uztur iespéjami nemainigu un nepartraukti unfvai periodiski monitoré atkariba no
analizes metodes. Ja paraugus nem periodiski, Cetru stundu pétjjuma laika kameras atmosféras paraugi ir
janem vismaz divas reizes. Ja sakara ar ierobeZotu gaisa caurplidumu vai zemu koncentraciju tas nav iesp&jams,
visa ekspozicijas perioda var panemt vienu paraugu. Ja tick konstatétas ievérojamas svarstibas starp paraugiem,
nakamo koncentraciju testéSana katras ekspozicijas laika janem cetri paraugi. Atseviskiem kameras koncentracijas
paraugiem nevajadzétu atskirties no kameras vidéjas koncentracijas vairak ka par + 10 % gazém un tvaikiem un
+20 % skidriem vai cietiem aerosoliem. Ir jaaprékina un jaregistré laiks, kas vajadzigs, lidz kamera iestajas
lidzsvara stavoklis (ts). Ekspozicijas laiks ilgst visu testéjamas kimiskas vielas generésanas laiku, ieskaitot laiku,
kas vajadzigs, lai sasniegtu tgs. Noradjjumi par tos aplésém ir sniegti GD 39 (8).

23. Loti sarezgitiem maisijumiem, kas sastav no tvaikiem/gazém, un aerosoliem (pieméram, degSanas atmosféram un
testgjamam kimiskam vielam, kuru izplide notiek no galigajam izmantojumam paredzétiem izstradajumiem/
iericém) katra faze inhalacijas kamera var izturéties atskirigi, tapéc katrai fazei (tvaiki/gaze un aerosols) ir jaizvélas
vismaz viena indikatorviela (analits), kas parasti ir maisijuma galvena aktiva viela. Ja testéjama kimiska viela ir
maisjjums, analitiska koncentracija ir janorada kop&am maisijumam, nevis tikai aktivajai sastavdalai vai kompo-
nentam (analitam). Papildu informacija par faktiskajam koncentracijam ir pieejama GD 39 (8).
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Testéjama kimiska viela: dalinu sadalijjums péc lieluma

24. Aerosolu dalinu sadalijums péc lieluma janosaka vismaz divas reizes katras Cetru stundu ekspozicijas laika,
izmantojot kaskades impaktoru vai alternativu instrumentu, pieméram, aerodinamisko dalinu méritaju. Ja var
pieradit, ka ar kaskades impaktoru vai alternativo instrumentu iegitie rezultati ir lidzvértigi, alternativo instru-
mentu var izmantot visa pétijuma. Lai ieglitu apstipringjumu, ka galvenais ievaksanas instruments nodroina
pietiekamu vakSanas efektivitati, paraléli $im galvenajam instrumentam ir jaizmanto otra iekarta, pieméram,
gravimetriskais filtrs vai atsitéjs | gazes barbotieris. Dalinu liecluma analizé iegiitajai masas koncentracijas vértibai
jabiit sapratigas robezas salidzindjuma ar filtra analizé iegiito masas koncentracijas vértibu (sk. GD 39 (8)). Ja
pétijuma agrind posma var pieradit lidzvértibu, turpmaki apstiprinosi mérjjumi nav vajadzigi. Dzivnieku labtu-
ribas nolikos javeic pasakumi, kas iespéjami mazinatu neparliecinosu datu ieguvi, kuru dél var bt nepiecieSams
atkartot ekspoziciju. Ir janosaka dalinu lieclums tadiem tvaikiem, kuru kondensats varétu izveidot aerosolu vai
kuru veidota atmosféra tiek konstatétas dalinas, kas liek domat par jauktu fazu iesp&amibu (sk. 14. punktu).

PROCEDURA
Galvenais tests

25. Katra posma izmanto tris katra dzimuma dzivniekus vai se$us uznémigaka dzimuma dzivnickus. Ja deguna
ekspozicijai tiek paklauti grauzgji, kas nav Zurkas, maksimalos ekspozicijas ilgumus var korigét ta, lai iesp&jami
mazinatu attiecigajai sugai raksturigas cieSanas. Sakuma devai izmantojamo koncentracijas limeni izvélas no
Cetriem noteiktajiem limeniem, un sakumkoncentracijas limenim jabat tadam, kas, visticamak, izraisis toksicitati
daziem no devu sanémusajiem dzivniekiem. TestéSanas shémas gazém, tvaikiem un aerosoliem (ietvertas 2.—4.
papildinajuma) paredz testéSanu ar CLP 1.-4. kategorijas robezvértibam (9) gazém (100, 500, 2 500,
20 000 ppm/4 h) (2. papildinajums), tvaikiem (0,5, 2, 10, 20 mg/l/4 h) (3. papildindjums) un aerosoliem (0,05,
0,5, 1, 5 mgfl/4 h) (4. papildindjums). Savukart 5. kategorija, kas Regula (EK) Nr.1272/2008 nav ietverta (9),
attiecas uz koncentracijam, kuras parsniedz attiecigas robezkoncentracijas. Katrai sakumkoncentracijai pieméro
attiecigo testéSanas shému. Atkariba no humani nonavéto vai miruso dzivnieku skaita testéSanas procedira seko
noraditajam bultam, lidz var noteikt kategoriju.

26. Laika intervals starp ekspozicijas grupam ir atkarigs no toksicitates pazimju paradianas, ilguma un smaguma.
Nakama koncentracijas limena iedarbibai dzivnieki japaklauj tikai tad, kad guta pictickama parlieciba par
ieprieksgja testa izdzivojusajiem dzivniekiem. Lai novérotu aizkavétu toksicitati, icteicams ievérot 3-4 dienu
starplaiku starp ekspozicijam ar katru koncentracijas limeni. Starplaiku var korigét péc vajadzibas, pieméram,
gadijumos, kad atbildes reakcijas nav parliecinosas.

Pielaujama daudzuma tests

27. Pielaujama daudzuma testu izmanto gadijumos, kad par testéjamo kimisko vielu ir zinams vai sagaidams, ka ta
faktiski biis netoksiska, t. i., ta izraisis toksisku atbildes reakciju tikai tad, ja koncentracija parsniegs regulativo
robezkoncentraciju. Informaciju par testégjamas kimiskas vielas toksiskumu var iegiit no zinasanam par citam
lidzigam parbauditam vielam vai citiem lidzigiem maisijumiem, nemot véra to sastavdalu identitati un procen-
tudlo Ipatsvaru, par kuram ir zinams, ka tam piemit batisks toksiskums. Situacijas, kad nav informacijas par
toksiskumu vai ta ir nepietieckama, vai arl ir paredzams, ka test¢jama kimiska viela bas toksiska, ir javeic
galvenais tests (papildu noradijumi pieejami GD 39 (8)).

28. Saskana ar parasto procediru tris katra dzimuma dzivniekus vai seSus uznémigaka dzimuma dzivniekus paklauj
$adu koncentraciju iedarbibai: 20 000 ppm gazém, 20 mg/l tvaikiem un 5 mg/l putekliem/miglai (ja tas var
sasniegt), kas biitu §is testéSanas metodes pielaujama daudzuma tests. Testéjot aerosolus, galvenajam mérkim
jabat ieelpojama lieluma dalinu iegtisanai (t. i., 1-4 pm MMAD). Ar lielako dalu testéjamo kimisko vielu tas ir
iesp&jams koncentracija 2 mg/l. Testus ar acrosoliem koncentracija, kas parsniedz 2 mg/l, drikst veikt tikai tad, ja
var iegiit ieelpojama lieluma dalinas (sk. GD 39 (8)). Saskana ar GHS (16) dzivnieku labturibas apsvérumu dé] ir
ieteicams izvairities no testiem ar koncentracijam, kas parsniedz robezkoncentracijas. Vai neveikt testus ar GHS
5. kategoriju (16), kas nav paredzéta Regula (EK) Nr. 1272/2008 (9), ir jaapsver tikai tad, ja loti iesp&jams, ka
$adu testu rezultati batu tiesi nozimigi cilvéku veselibas aizsardziba, un tada gadijuma pétjjuma zinojuma tas
japamato. Spradzienbistamu test§jamo kimisko vielu gadjjuma ir jacensas izvairities no apstakliem, kuros var
izraisities spradziens. Lai lieki neizmantotu dzivniekus, pirms pieJaujama daudzuma testa ir javeic tests bez
dzivniekiem, nodrosinot, ka pielaujama daudzuma testa kameras apstakli ir sasniedzami.

NOVEROJUMI

29. Ekspozicijas perioda laika dzivnieki ir regulari kliniski janovéro. Péc ekspozicijas kliniskie novérojumi ekspozi-
cijas diena javeic vismaz divreiz vai biezak, ja to indicé dzivnieku reakcija uz vielas sanemsanu, un vismaz reizi
diena nakamas 14 dienas. Novérodanas perioda ilgums nav noteikts, bet tas ir janosaka atkariba no klinisko
pazimju veida un iestaSanas laika, ka ari no atveselosanas perioda ilguma. Ir svarigi, kados laikos paradas un
izztd toksicitates pazimes, it seviski, ja tam ir tendence aizkavéties. Visus novérojumus regulari registré, par katru
dzivnieku glabajot atseviskus pierakstus. Visi mirstosie dzivnieki un dzivnieki, kam vérojamas lielu sapju un/vai
ilgstosu cieSanu pazimes, dzivnieku labturibas noliikos ir humani janonavé. Veicot parbaudes, lai pamanitu
kliniskas toksicitates pazimes, ir jauzmanas, lai sakotnéjs savargums un tadas parejoSas parmainas elposana,
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ko izraisijusi ekspozicijas procediira, netiktu kludaini uzskatitas par vielas ievadiSanas ietekmi. Janem véra
principi un kritériji, kas apkopoti Humane Endpoints Guidance Document (7). Ja dzivnieki ir nonaveéti humanu
apsvérumu dé| vai atrasti mirusi, iesp&jami precizi ir jaregistré naves iestasanas laiks.

30. Novérojot dzivniekus biiros, ir japievér§ uzmaniba adas un apmatojuma, acu un glotadas, ka ari elpoSanas,
asinsrites, vegetativas un centralas nervu sistémas, somatomotorikas un uzvedibas reakciju parmainam. Ja iespé-
jams, uzmaniba japievér§ jebkadam atskiribam starp lokalo un sistémisko ietekmi. Uzmaniba japievér§ noveéro-
jumiem attieciba uz drebuliem, krampjiem, sickalosanos, caureju, letargiju, miegu un komu. Rektali temperatiiras
mérfjumi var nodro$inat papildu liecibas par reflektorisku bradipnoju vai hipotermiju/hipertermiju, kas saistita ar
vielas sanemsanu vai kustibu ierobezoSanu.

Kermena svars

31. Katra dzivnieka svars ir jaregistré vienu reizi aklimatizéSanas perioda, ekspozicijas diena pirms ekspozicijas (0.
diena) un vismaz pirmaja, tresaja un septitaja diena (un reizi nedéla péc tam), ka ari naves vai eitanazijas bridi, ja
tas notiek péc pirmas dienas. Kermena svaru uzskata par Joti svarigu toksicitates pazimi, tadél dzivnieki, kam
vérojams noturigs > 20 % dekrements salidzinajuma ar vértibam, kuras iegiitas prieksizpété, ir ciesi jamonitore.
Izdzivojusos dzivniekus nosver un humani nonavé pécekspozicijas perioda beigas.

Patologija

32. Visiem testa dzivniekiem, ari tiem, kas testa laika nobeigusies vai kam dzivnieku labturibas apsverumu del
izdarita eitanazija un kas izpemti no pétjjuma, ir javeic pilna autopsija. Ja autopsiju nevar izdarit talit péc mirusa
dzivnieka atklasanas, dzivnieks ir jaievieto ledusskapi (bez sasaldéSanas) temperatiira, kas ir pietickami zema, lai
iespéjami mazinatu autolizi. Autopsija javeic iespéjami driz, parasti dienas vai divu dienu laika. Visas smagas
patologiskas parmainas ir jaregistré par katru dzivnieku, ipasu uzmanibu pievérot jebkadam parmainam elpo-
Sanas sistéma.

33. Lai paplasinatu pétijuma interpretéjoSo vertibu, var apsvért, vai apriori neparedzét papildu parbaudes, pieméram,
izdzivojuso Zurku plausu svara noteikSanu unfvai tadas liecibas par kairindjumu, ko gist elposanas sistémas
mikroskopiska izmeklésana. Tapat var izmeklét tadus organus, kas liecina par smagam patologiskam parmainam
dzivniekos, kuri izdzivojusi 24 vai vairak stundas, un organus, par ko ir zinams vai gaidams, ka tie tiks skarti.
Visas elposanas sistemas mikroskopiska izmeklésana var nodrosinat lietderigu informaciju par testéjamajam
kimiskajam vielam, kas reagé ar Gideni, pieméram, skabém un higroskopiskam testéjamam kimiskam vielam.

DATI UN ZINOJUMU SAGATAVOSANA
Dati

34. Ir jasniedz dati par katra dzivnieka svaru un autopsijas atradi. Klinisko novérojumu dati jaapkopo tabula, par
katru testa grupu noradot to dzivnieku skaitu, kas izmantoti, to dzivnieku skaitu, kuriem paradijusas noteiktas
toksicitates pazimes, to dzivnieku skaitu, kuri testa laika atrasti nobeigusies vai ir nonavéti humanu apsvérumu
dél, atsevisku dzivnieku naves iestasanas laiku, toksiskas ietekmes raksturu, norisi laika un atgriezeniskumu, ka
arl autopsijas atradi.

Testesanas parskats

35. TestéSanas parskata jaieklauj $ada informacija:

Testa dzivnieki un dzivnieku turéSana:

— apraksts par apstakliem baros, ari dzivnieku skaits (vai skaita maipa) katra bari, pakaidi, temperatira un
relativais mitrums, apgaismojuma ilgums un informacija par uzturu,

— izmantotas sugas/linija un pamatojums, kadé| ir izmantota cita suga, kas nav Zurka,

— dzivnieku skaits, vecums un dzimums,

— nejaudinasanas metode,

— sikas zinas par baribas un tdens kvalitati (ieskaitot uztura veidu/avotu, tdens avotu),

— jebkada pirmstesta sagatavosana, ieskaitot uzturu, karantinu un slimibas arstéSanu.
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Testgjama kimiska viela:

— fizikala daba, tiriba un attiecigos gadijumos ari fizikalkimiskas ipasibas (ieskaitot izomerizaciju),
— identifikacijas dati un registracijas numurs Kimijas referativaja zurnala (CAS), ja zinams.
Nesejviela:

— nesgjvielas izmanto$anas pamatojums un neséjvielas izvéles pamatojums (ja ta nav Gdens),
— vesturiski vai vienlaicigi dati, kas pierada, ka nesgjviela neietekmé pétijuma rezultatu.
Inhalacijas kamera:

— inhalacijas kameras apraksts, ieskaitot izmérus un tilpumu,

— dzivnieku ekspozicijai un atmosféras generésanai izmantota aprikojuma izcelsme un apraksts,
— temperatiiras, mitruma, dalinu lieluma un faktiskas koncentracijas mérisanas aprikojums,

— gaisa avots, pievadita un aizvadita gaisa apstrade un izmantota kondicionéanas sistéma,

— metodes, ko izmanto homogénas testa atmosféras nodrosinasanas aprikojuma kalibrésanai,
— spiediena starpiba (pozitiva vai negativa),

— ekspozicijas portu skaits kamera (deguna ekspozicija); dzivnieku atralanas vieta sistéma (visa kermena
ekspozicija),

— testa atmosféras Islaiciga homogenitate/stabilitate,
— temperatiiras un mitruma sensoru atrasands vieta un testa atmosféras paraugu nemsana kamera,

— gaisa caurpliduma raditaji: gaisa caurplidums uz vienu ekspozicijas portu (deguna ekspozicija) vai dzivniek-
slodze[kamera (visa kermena ekspozicija),

— attieciga gadijuma informacija par skabekla un oglekla dioksida mériSanai izmantoto aprikojumu,
— laiks, kas vajadzigs, lai inhalacijas kamera sasniegtu lidzsvaru (tys),

— tilpuma nomainu skaits stunda,

— meérisanas ierices (attieciga gadjjuma).

Ekspozicijas dati:

— pamatojums par mérkkoncentracijas izvéli galvenajam pétjjumam,

— nominalas koncentracijas (inhalacijas kamera generétas testgjamas kimiskas vielas kopéja masa, kas dalita ar
kamerai caurplidusa gaisa tilpumu),

— testéjamas kimiskas vielas faktiskas koncentracijas, kas ievaktas no dzivnieka inhalacijas zonas. Testgjamiem
maisjjumiem, kas veido heterogénas fizikalas formas (gazes, tvaiki, aerosoli), katru var analizét atseviski,

— visas gaisa koncentracijas parskata ir janorada masas vienibas (pieméram, mg/l, mg/m> utt) lekavas var
uzradit arl tilpuma vienibas (pieméram, ppm, ppb),

— dalinu sadalijums péc lieluma, masas vidgjais aerodinamiskais diametrs (MMAD) un geometriska standart-
novirze (6,), tostarp to aprekinasanas metodes. Zinojuma jaietver atsevisku dalinu lieluma analizes.
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Testesanas apstakli:

— sika informacija par testéjamas kimiskas vielas preparatu, ari par visam procediiram, kas izmantotas cietu
vielu dalinu lieluma samazinaSanai vai test§jamas kimiskas vielas skidumu sagatavosanai. Gadijumos, kad

mehaniski procesi ir, iespéjams, mainijusi test§jamas kimiskas vielas sastavu, zinojuma jaietver tadu analizu
rezultati, kuras verificéts test§jamas kimiskas vielas sastavs,

— apraksts (velams, kopa ar shému) par iekartu, ar kuru generé testa atmosféru un dzivniekus paklauj tas
iedarbibai,

— sika informacija par izmantoto kimiski analitisko metodi un metodes validésanu (ieskaitot to, cik efektiva ir
testéjamas kimiskas vielas atgiSana no paraugu nemsanas vides),

— testa koncentraciju izvéles pamatojums.

Rezultati:

— tabula ar kameras temperatiiru, mitrumu un gaisa plasmu,

— tabula ar datiem par kameras nominalo un faktisko koncentraciju,

— tabula ar datiem par dalinu lielumu, ieskaitot analitisko paraugu nemsanas datus, dalinu sadaljumu péc
lieluma un MMAD un O, aprékinus,

— tabula ar datiem par katra dzivnieka atbildes reakciju un koncentracijas limeni (t. i., dzivnieki, kam izpau-
dusas toksicitates pazimes, arl mirstiba; ietekmes veids, ietekmes smagums un ilgums),

— pétijuma dienas ievakta informacija par katra dzivnieka svaru, naves datums un laiks, ja nave iestajusies pirms
paredzétas eitanazijas, toksicitates pazimju paradianas gaita un par katru dzivnieku norade, vai §is pazimes
bijusas atgriezeniskas,

— katra dzivnieka autopsijas atrade un histopatologiskas izmeklésanas rezultati, ja pieejami,
— CLP kategorijas klasifikacija un LCs, robezvértiba.
Rezultatu interpretacija un komentari:

— Tpasi svarigi ir aprakstit metodes, kas izmantotas, lai nodrosinatu, ka ir apmierinati 3is testa metodes kritériji,
pieméram, attieciba uz robezkoncentracijam vai dalinu lielumu,

— ir jaapspriez dalinu ieelpojamiba, nemot véra kop€jos konstatejumus, it seviski, ja nav izdevies nodrosinat
atbilstibu dalinu lieluma kritérijiem,

— pétjuma kopga noveért§juma ir janorada nominalas un faktiskas koncentracijas noteik$anai izmantoto
metozu saskanotiba, ka ari faktiskas koncentracijas attieciba pret nominalo,

— jaapspriez, kads varétu but naves célonis un galvenais iedarbibas veids (sistémisks attieciba pret vietéju),

— jasniedz paskaidrojums, ja, pamatojoties uz ESAO Guidance Document on Humane Endpoints (7) kritérijiem, bija
humani janonavé dzivnieki, kas cieta sapes vai izradijja smagu un ilgstosu cieSanu pazimes.
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1. papildingjums

DEFINICIJA

Testejama kimiska viela: jebkida viela vai maisijums, ko testé, izmantojot 3o testéSanas metodi.



L 81/132 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis 19.3.2014.

2. papildingjums

Katrai sakumkoncentracijai ievérojama procediira gazem (ppm/4 h)

Visparigas piezimes (1)

Attieciba uz katru sakumkoncentraciju ir jaievéro procediira, kas izklastita attiecigajas testéSanas shémas, kuras ieklautas
$aja papildinajuma.

2.a papildinajums.: Sakumkoncentracija ir 100 ppm.
2.b papildinajums.: Sakumkoncentracija ir 500 ppm.
2.c papildinajums.: Sakumkoncentracija ir 2 500 ppm.
2.d papildinajums.: Sakumkoncentracija ir 20 000 ppm.

Testésanas procedira seko noraditajam bultam atkariba no humani nonavéto vai miruso dzivnicku skaita.

(") Turpmak noraditajas tabulas ir atsauces uz Kimisko vielu klasificésanas un markésanas visparéji saskanoto sistému (GHS). ES ekvivalents
ir Regula (EK) Nr.1272/2008. Attieciba uz akato inhalacijas toksicitati Regula (EK) Nr. 1272/2008 (9) nav paredzéta 5. kategorija.
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2.a papildingjums

Akita inhalacijas toksicitate —

testéSanas procediira ar saikum koncentraciju 100 ppm [ 4 h gazém

100 ppm —p] 500 ppm —p| 2500 ppm —p] 20000 ppm
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
1. dzimums 1. dzimums 1. dzimums| 1. dzimums
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
2. dzimums 2. dzimums 2. dzimums 2. dzimums

| 3-6 |fo-2 ||| 3-6 || o0-2 ||| 3-6 || 0-2 |||5-6]|3-4]|1-2] [o-0
) = e EIEALE

| | -

h 4 L 4 A 4 A 4 A 4 A

2‘_;'25;5 1. kat | 2. kat 3. kat 4. kat 5. kat
(ppm) | 100 | > 100-500 >500-2500 | > 2500-20000 |> 20000-50000 ©

(pie 2500)

LC 50§
robez: 100 500 1500 2500 20000 50000 0
verti-
ba
ppm

— Katra posma izmanto 3 & + 3 @ vai 6 uznémigaka dzimuma dzivniekus.
— 0-6: mirstoSo vai miruSo dzivnieku skaits uz parbaudito koncentraciju.
— GHS: klasificeé$anas visparéji saskanota sistéma.

— oo: neklasificéts.

— Testésana ar = 20 000 ppm / 4 h: sk. Noradijumu dokumentu Nr. 39 (8).
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2.b papildingjums

Akiita inhalacijas toksicitate —

testéSanas procediira ar sakumkoncentraciju 500 ppm/4 h gazem

100 ppm = 500 ppm 2500 ppm mpd 20000 ppm

3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki

1. dzimums 1. dzimums 1. dzimums 1. dzimums

3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki

2. dzimums 2. dzimums 2. dzimums 2. dzimums

e | e || e | e | | ez | e || 2 e
M- | — | | —_—

y A 4 r 2 ¥y L
GHS
gazes | 1. kat 2, kat 3. kat 4. kat 5. kat
(ppm) | <100 »>100-500 > 500-2500 »2500-20000 > 20000-50000 ]

5 .
(pie 2 500) cits

ou 1 | 11 !
bt | 100 500 | 1500 2500 20000 50000 @
ppm

— oo: neklasificéts.

— GHS: klasificeéSanas visparéji saskanota sistéma.

— Katra posma izmanto 3 J + 3 @ vai 6 uznémigaka dzimuma dzivniekus.

— 0-6: mirstoSo vai miruo dzivnieku skaits uz parbaudito koncentraciju.

— Testésana ar = 20 000 ppm / 4 h: sk. Noradijumu dokumentu Nr. 39 (8).
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2.c papildinajums

Akita inhalacijas toksicitate —

testéSanas procediira ar saikumkoncentraciju 2 500 ppm/4 h gazém

GHS
gazes
(ppm)

LC 50
robez-
vertibal

100 ppm S 500 ppm l_ 2500 ppm 20000 ppm
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
1. dzimums 1. dzimums 1. dzimums 1. dzimums
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
2. dzimums 2. dzimums 2. dzimums 2. dzimums
Ls-s] [e-2 ]| Lsosdlo-2] 3-6 || 0-2 I5-6]E~ﬂ[
¥ L h 4 L h 2 r
1. kat 2. kat 3. kat 4. kat 5. kat
<100 |>100-500 > 500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000 )
6 cits
(pie 2 5008 § (pie 2500)
X X X
| 100 500 1500 2500 20000 50000 o:-l

ppm

— Katra posma izmanto 3 & + 3 @ vai 6 uznémigaka dzimuma dzivniekus.

— 0-6: mirsto$o vai miruSo dzivnieku skaits uz parbaudito koncentraciju.

— GHS: klasificeésanas visparéji saskanota sistéma.

— oo: neklasificéts.

— TestéSana ar = 20 000 ppm / 4 h: sk. Noradijumu dokumentu Nr. 39 (8).
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2.d papildinajums
Akiita inhalacijas toksicitate —
testéSanas procediira ar sakumkoncentraciju 20 000 ppm/4 h gazém
100 ppm 500 ppm 2500 ppm 20000 ppm
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
1. dzimums . dzimums 1. dzimums 1. dzimums
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
2. dzimums . dzimums 2. dzimums 2. dzimums
X || CEE | | R | T | | e | e | e | e Y
1 L | ]
5-6 3-4
(2500) pie (5000)
- e l L -
GHS 1. Kkat 2. kat 3. kat 4. kat 5. kat
azes
?ppm) <100 > 100-500 > 500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000 o«
6 .
(2500) cits
LC 50 w * l w w w w
robez- 100 500 1500 2500 20000 50000 P
ppm

— Katra posma izmanto 3 & + 3 @ vai 6 uznémigaka dzimuma dzivniekus.

— 0-6: mirsto$o vai miruso dzivnieku skaits uz parbaudito koncentraciju.

— GHS: klasificéSanas visparéji saskanota sistéma.

— oo neklasificéts.

— Testé8ana ar = 20 000 ppm/ 4 h: sk. Noradijumu dokumentu Nr. 39 (8).
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3. papildinajums

Katrai sakumkoncentracijai ievérojama procediira tvaikiem (mg/l/4 h)
Visparigas piezimes ()
Attieciba uz katru sakumkoncentraciju ir jaievéro procediira, kas izklastita attiecigajas testéSanas shémas, kuras icklautas
Saja papildinajuma.
3.a papildinajums.: Sakumkoncentracija ir 0,5 mg/l.
3.b papildindjums.: Sakumkoncentracija ir 2 mg/l.
3.c papildingjums.: Sakumkoncentracija ir 10 mg]l.

3.d papildingjums.: Sakumkoncentracija ir 20 mg|l.

Testésanas procediira seko noraditajam bultam atkariba no humani nonavéto vai miruso dzivnieku skaita.

(") Turpmak noraditajas tabulas ir atsauces uz Kimisko vielu klasificésanas un markésanas visparéji saskanoto sistému (GHS). ES ekvivalents
ir Regula (EK) Nr.1272/2008. Attieciba uz akato inhalacijas toksicitati Regula (EK) Nr. 1272/2008 (9) nav paredzéta 5. kategorija.
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GHS
tvaiki
(mg/l)

LC 50

robez-
vertiba
ppm

3.a papildinajums

Akiita inhalacijas toksicitate —

TestéSanas procediira ar sakumkoncentraciju 0,5 mg/l/4h tvaikiem

0.5 mo/L

3 dzivnieki
1. dzimums

3 dzivnieki
2. dzimums

—

2 mogil

3 dzivnieki

1. dzimums

3 dzivnieki
2. dzimums

—p 10 mgil > 20 mgil
3 dzivnieki 3 dZ|vn|ek|
1. dzimums 1 dzimums
3 dzivnieki 3 dzivnieki
2. dzimums 2. dzimums

| |
Ca=d

L3s-s JLo-2 || Ls-s]lo-2] 5-61 -2 0-0
| I—
w w w A 4 w v
1. kat 2. kat 3. kat 4 kat 5. kat
é0.5 >05-2 >2-10 >10 - 20 B> 20 - 50 o
6 (pie 2) (p‘i:gsz 6 (pie 10) (pii-sﬂo (pie 10)
v 1 1 Y 1 L 4 r v A 4
0.05 0.5 1.5 2 2.5 5 |10 20 50 L]

- Katra posma izmanto 3 G + 3 @ vai 6 uznémigaka dzimuma dzivniekus.

- 0-6: mirstoSo vai miruso dzivnieku skaits uz parbaudito koncentraciju.

- GHS: klasificéSanas vispargji saskanota sistéma.

- oo neklasificéts.

- TestéSana ar 50 mg/L/ 4 h: sk. Noradijumu dokumentu Nr. 39 (8).
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3.b papildinajums

Akiita inhalacijas toksicitate —

Testésanas procediira ar sakumkoncentraciju 2 mg/l/4 h tvaikiem

0.5 mg/L 2 mgilL > 10 m g/l — 20 mogiL
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
1. dzimums 1. dzimums 1. dzimums 1. dzimums
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
2. dzimums 2. dzimums 2. dzimums 2. dzimums

L3-8 1l o-2 J|L3-s]lo-2||L3-s]|o-2 | |isJ|3-4| 1-2]fo0-0
] |

GHS
tvaiki 1. kat

(mg/l) = 0.5

4. kat 5. kat
>10 -20|> 20 - 50 L]

LC 50
robez- 0.05 0.5
avertiba
mg/L

20 50 «©

— Katra posma izmanto 3 & + 3 @ vai 6 uznémigaka dzimuma dzivniekus.
— 0-6: mirstoSo vai miruo dzivnieku skaits uz parbaudito koncentraciju.
— GHS: klasificeésanas visparéji saskanota sistéma.

— oo neklasificéts.

— Testésana ar 50 mg/L/ 4 h: sk. Noradijumu dokumentu Nr. 39 (8).
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3.c papildinajums

Akiita inhalacijas toksicitate —

Testésanas procediira ar sikumkoncentraciju 10 mg(l/4 h tvaikiem

0.5 Mg/l e 2 mgil i 10 mgil —r 20 mg/L
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
1. dzimums 1. dzimums 1. dzimum 1. dzimums
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
2. dzimums 2. dzimums 2. dzimums 2. dzimums

36 ||o-2 oelloz ] |Gelle2]| el el [2] [o 0

h K w r r
gl 1. kat 2. kat 3. kat 4. kat | 5. kat
(mor 205 0.5 -2 »2-10 »10-20]»20 -50] o

I 6 (pie 2) " 5?252 | 6 (pie 10) (pi:-510 3 (pie 10)

LC 50 r r h r r
robe- 1005 | 05 15 2 25 5 |10 20 50 |
tiba
ppm

— Katra posméa izmanto 3 & + 3 @ vai 6 uznémigaka dzimuma dzivniekus.
— 0-6: mirsto$o vai miruso dzivnieku skaits uz parbaudito koncentraciju.
— GHS: klasificéSanas visparéji saskanota sistéma.

— oo: neklasificéts.

— TestéSana ar 50 mg/L/ 4 h: sk. Noradijumu dokumentu Nr. 39 (8).
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3.d papildinajums

Akita inhalacijas toksicitate —

Testésanas procediira ar sakumkoncentriciju 20 mg/l/4 h tvaikiem

0.5mgil e 2 mogfl - 10mMgil g 20 mgfL
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
1. dzimums 1. dzimums 1. dzimums 1. dzimums
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
2. dzimums 2. dzimums| 2. dzimums 2. dzimums
I 3-56 |] o-2 ||| 3-8 |U-2|! 3-6 | | 3-8 ||1-2 |i 0-0 |

B

L L 3 L 4
GHS 1. kat 2. kat

gazes < 0.5 >0.5-2
(ppm)

4. kat 5. kat
=10 - 20 §> 20 - 50 o0

6 (pie 2) (?"52

LC 50

robez-
veértiba
ppm

0.05 0.5 1.5 20 50 0

— Katra posma izmanto 3 & + 3 @ vai 6 uznémigaka dzimuma dzivniekus.
— 0-6: mirstoso vai miruso dzivnieku skaits uz parbaudito koncentraciju.
— GHS: klasificésanas visparéji saskanota sistéma.

— oo: neklasificéts.

— Testédana ar 50 mg/L/4 h: sk. Noradijumu dokumentu Nr. 39 (8).
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4. papildinajums

Katrai sakumkoncentricijai ievérojama procediira aerosoliem (mg/l/4 h)
Visparigas piezimes (1)
Attieciba uz katru sakumkoncentraciju ir jaievéro procediira, kas izklastita attiecigajas testéSanas shémas, kuras ieklautas
$aja papildinajuma.
4.a papildindjums: Sakumkoncentracija ir 0,05 mg/l.
4.b papildinajums: Sakumkoncentracija ir 0,5 mg/l.
4.c papildingjums: Sakumkoncentracija ir 1 mg/l.

4.d papildinajums: Sakumkoncentracija ir 5 mg/l.

Testésanas procedira seko noraditajam bultam atkariba no humani nonavéto vai miruso dzivnicku skaita.

(") Turpmak noraditajas tabulas ir atsauces uz Kimisko vielu klasificésanas un markésanas visparéji saskanoto sistému (GHS). ES ekvivalents
ir Regula (EK) Nr.1272/2008. Attieciba uz akato inhalacijas toksicitati Regula (EK) Nr. 1272/2008 (9) nav paredzéta 5. kategorija.
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GHS
putekji
un
migla

LC 50
robez-
vértiba
mg/L

Testesanas procediira ar sakumkoncentraciju 0.05 mg/L/4 h tvaikiem

Akita inhalacijas toksicitate —

4.a papildingjums

0.05 mg/L = osmol | ™ 1 mgil 5mgiL
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
1. dzimums 1. dzimums 1. dzimums 1. dzimums
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki |
2. dzimums 2. dzimums 2. dzimums 2. dzimums
| | | —/
| z-6 J{o-2 || {36 |fo-2 ]| fseffo-2{ffz6]fi-2]]col]
- | | ! |
L 2 h r
1. kat. 2. kat. 3. kat. 4. kat. 5. kat.
<0.05 >0.05- 05 »>05 -1 »1-5 »>5-125
— —
I 6 (ple o,s;l 4-5(pie 0,5) I 3(ple 0,5) I
3+ 3 3 ! !
I 0.05| 0.125| 025 I 0.5| 1 I 2125 I 5 I 125 I wl

kus.

ciju.

— GHS: klasif icéSanas visparéji saskanota sistéem a.
— oo neklasificéts.
— Testésana ar 12,5 mg/L/4 h: sk. Noradijumu dokumentu Nr. 39 ( 8).

— Katra posma izmanto 3 & + 3 @ vai 6 uznémigaka dzimuma dzivnie-

— 0-6: mirsto$o vai miruso dzivnieku skaits uz par baudito koncentra-
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4.b papildinajums

Akiita inhalacijas toksicitate —

testéSanas procediira ar sakumkoncentraciju 0,5 mg/l/4 h aerosoliem

0.05 moyL 0.5 mo/lL 1 mg/l 5 mgll
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
1. dzimums| 1. dzimum 1. dzimums| 1._dzimum

| 3 dvaniekil

|3 dvaniekil

IS dzivnieki |

| 3 dvaniekil

| ] l /
P36 J [ o-2 ) WWs-6 Jfo-2 W3-8 o-2 0y Qa6 )] -2 ][00l
|

|

GHS 4 3
putekji|1- kat 2. kat. 3. kat. 4. kat. 5. kat.
un <0.05] »>0.05- 0.5 > 0.5-1 >1-5 »>5-12.5 o0
migla

I
LC 50
robez-
oA I 0.05' 0.125' 0.25 I 0.5| 1 I 2 2.5| 5 I 12.5| nol

mg/L

Katra posma izmanto 3 & + 3 @ vai 6 uznémigaka dzimuma dzivniekus.
0-6: mirsto$o vai miruso dzivnieku skaits uz par baudito koncentraciju.
GHS: Klasif icé8anas visparéji saskanota sistém a.

o0: neklasificéts.

TestéSana ar 12,5 mg/L/4 h: sk. Noradijumu dokumentu Nr. 39 ( 8).
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4.c papildinajums

Akita inhalacijas toksicitate —

Testesanas procediira ar sikumkoncentraciju 1 mg(l/4 h aerosoliem

0.05 g/l 0.5 mofl o= 1 mgfl 5 mg/l
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
1. dzimums| 1. dzimums| 1. dzimum 1. dzimums
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
. dzimums| 12, dzimum: 2. dzimum 2. dzimums
| ] ] ] ] ] ] | —
36 ) fo-2 1 s-sJfo-2 ) e-6fo2 )| 3-a ] -2]]oo]
l |
GHS
putekji |I. kat. 2. kat. 3. kat. 4, kat. 5. kat.
un < 0.05) »0.05- 0.5 (> 0.5-1 »1-5 >5-125 o)
migla
I
LC 50
robez- I 0.0SI 0.125| 0.25 I 0.5| 1 I 2 2.5| 5 I 12.5 I wl
vértiba
mg/L

— Katra posma izmanto 3 J + 3 @ vai 6 uznémigaka dzimuma dzivniekus.
— 0-6: mirstoso vai miruso dzivnieku skaits uz par baudito koncentraciju.
— GHS: Klasif icéSanas visparéji saskanota sistéem a.

— oo neklasificéts.

— Testé8ana ar 12,5 mg/L/ 4h: sk. Noradijumu dokumentu Nr. 39 ( 8).
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4.d papildinajums

Akiita inhalacijas toksicitate —

Testésanas procediira ar sakumkoncentraciju 5 mg/l/4 h aerosoliem

0.05 mg/L 0.5moill  fgem 1 mgil 5 mg/L
3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
1. dzimum 1. dzimums| 1. dzimums 1. dzimums|
|3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki 3 dzivnieki
2. dzimum 2. dzimum 2. dzimums| 2. dzimums|
| ] I ] 1 ] 1  —
I3 Jfo-2 ) {36 o2 ] fz-8 o2 fz6]fi-2]]o-o]

|
GHS L h
putekji 1. kat. 1. kat. 1. kat. 1. kat. 1. kat.
un migla | < 0.05 >0.05- 05 >05-1 >1-5 >5-125 0|
I .
LC 50 2 2 3
robez- 0.05] 0125 0.25 0.5 1 2125 5 12.5 <«
et [oosToms[om] os] 1] z]zs] 5] 4
mg/L

— Katra posma izmanto 3 G + 3 Q vai 6 uznémigaka dzimuma dzivniekus.
— 0-6: mirsto$o vai miruso dzivnieku skaits uz par baudito koncentraciju.

— GHS: Klasif icéSanas visparéji saskanota sistém a.

— oo: neklasificéts.

— Testésana ar 12,5 mg/L/ 4h: sk. Noradijumu dokumentu Nr. 39 (8).”

9) pielikuma C.10. nodalu aizstaj ar $adu:

“C.10. AEROBAS NOTEKUDENU ATTIRISANAS IMITACI_]AS TESTS. C.10.-A. AKTIVO DUNU
BLOKI - C.10.-B. BIOPLEVES

C.10.-A. Aktivo diinu bloki

IEVADS

1. Si testéSanas metode ir lidzvértiga ESAO TestéSanas noradijumiem (turpmak — TG) 303 (2001. gads). Divdesmita
gadsimta 50. gados tika secinats, ka jaunas virsmaktivas vielas rada parmérigu adens putosanos notekidenu
attiriSanas iekartas un upés. Aerobaja attiriSana $is virsmaktivas vielas netika pilniba noarditas, un daZos gadi-
jumos tas ierobezoja citu organisko vielu noardisanos. Saja saistiba tika uzsikti daudzi pétijumi par to, ka
notekidenos varétu noardit virsmaktivas vielas un vai ar notekidenu attiriSanu ir iespéjams noardit nozaré
izstradatas jaunas kimiskas vielas. Lai to paveiktu, tika izmantoti bloku modeli, kuru darbiba atspogulo divu
galveno aerobas biologiskas notekidenu attirisanas veidu darbibu (aktivas dinas un filtrésana ar perkoléSanu vai
pilinasanu). Katras jaunas kimiskas vielas izplatiSana un liela apjoma attiriSanas iekartu uzraudziba batu bijusi
nepraktiska un saistita ar loti augstam izmaksam, pat ja tiktu istenota vietéja limeni.

SAKOTNEJIE APSVERUMI
Aktivo diinu bloki

2. Aprakstitie aktivo dinu bloku modeli ir tilpuma no 300 ml lidz aptuveni 2 000 ml. Dazi no modeliem bija
tuvas imitacijas pilna izméra iekartam, kam ir dinu nosédtvertnes, no kuram nogulsnéjusas dinas iesikné
atpaka] aeracijas tvertné, savukart citiem modeliem nosédtvertnu nebija, pieméram, Swisher (1). lekartas tilpumam
jabiit piemérotam, proti, no vienas puses, tam jabiit pietickami lielam, lai batu iesp&jama sekmiga mehaniska
darbiba un pietickama daudzuma paraugu nodroinasana, neietekmgjot darbibu, savukart, no otras puses, tas
nedrikstétu bat tik liels, ka tam vajadziga parméru licla telpa un parak daudz materialu.
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3. Plasi un ar apmierinodiem rezultatiem tiek izmantoti 3adi divi iekartu veidi: Husmann bloki (2) un poraina tigela
bloki (3) (4), no kuriem pirmo izmanto virsmaktivo vielu izpété; abu bloku darbiba aprakstita Saja testéSanas
metodé. Tapat ar apmierinosiem rezultatiem tiek izmantoti citi modeli, pieméram, Eckenfelder (5). Sa imitacijas
testa saméra augsto izmaksu un sarezgitibas dé| paraléli tika izskatiti vienkar$aki un létaki skrininga testi, kas ir
ietverti §a pielikuma C.4.-A—C.4.-F nodala (6). Pieredze ar daudzam virsmaktivajam vielam un kimiskajam vielam
ir paradijusi, ka vielas, kas sekmigi noardijas skrininga testos (viegli bionoardamas), noardijas ari imitacijas testa.
Dazas no vielam, kas nenoardijas skrininga testos, noardijas potencialas bionoardisanas testos (3a pielikuma C.12.
nodala (7) un C.19. nodala (8)), tacu tikai neliels skaits no minétas grupas vielam noardijas imitacijas testa,
savukart kimiskas vielas, kuras nenoardijas potencialas bionoardisanas testos, nenoardijas ari imitacijas testos (9)
(10) (11).

4. Daziem nolikiem pietiek ar imitacijas testiem, kas veikti vienveidigos darbibas apstaklos, un rezultatus izsaka ka
testéjamas kimiskas vielas vai izskidusa organiska oglekla (turpmak — DOC) noardisanas ipatsvaru. Saja testéSanas
metodé ir ietverts $ada testa apraksts. Tomér pretéji $is nodalas ieprieksgjai redakcijai, kura bija aprakstits tikai
viens iekartas veids, kas attira sintétiskos notekiidenus savienoto bloku rezima, izmantojot saméra neprecizu
diinu zuduma metodi, $aja teksta ir piedavatas vairakas variacijas. Ir aprakstitas iekartas veida, darbibas veida,
notekiidenu un diinu zuduma noardisanas alternativas. Sis teksts ir Joti lidzigs ISO 11733 (12), ko sagatavosanas
laika riipigi parskatija, lai gan metodei nav piemérots starplaboratoriju salidzinogais tests.

5. Citiem noliikiem testéjamas kimiskas vielas koncentracijai attiritaja notekiiden ir jabat zinamai precizak, un tam
ir vajadziga plasaka metode. Pieméram, diinu zudums ir jakontrolé precizak katru dienu un visa testésanas laika,
un bloki ir jadarbina ar vairakiem diinu zuduma reZimiem. Lai metode bitu pilniba vispusiga, testéSana javeic arl
ar divam vai trijam atskirigdm temperatiiram. Sadu metodi ir aprakstijis Birch (13) (14), un ta ir rezuméta 6.
papildindgjuma. Tomér pasreiz€jas zinasanas nav pietickamas, lai pienemtu lémumu par to, kur§ no kinétikas
modeliem ir piemérojams kimisko vielu bionoardisanai notekiidenu attiriSana un tdens vidé vispar. Monod
kinétikas piemérosana, kas sniegta ka piemérs 6. papildinajuma, ir attiecinama tikai uz kimiskajam vielam,
kuru klatbatne ir 1 mg/l vai vairak, bet, péc dazu iesaistito personu domam, pat tas vél ir japamato. Testi ar
koncentracijam, kas patiesak atspogulo koncentracijas notekiidenos, ir noraditi 7. papildindjuma, savukart tadi
testi ka 6. papildindgjuma aprakstitais ir ietverti papildinajumos, nevis atseviska testéSanas metodeé.

Filtri

6. Daudz mazak uzmanibas ir pievérsts perkolésanas filtru modeliem. lesp&jams tadél, ka tie ir sarezgitaki un nav
tik kompakti ka aktivo danu iekartu modeli. Gerike et al. izstradaja pilinasanas filtra blokus un darbindja tos
savienoto bloku rezima (15). Sie filtri bija saméra lieli (augstums: 2 m; tilpums: 60 ), un katram bija vajadzigi
notekideni 2 1/h apméra. Baumann et al. (16) imitgja pilinasanas filtrus, ievietojot poliestera “Skiedras” sloksnes 1
m caurulés (iek$Gjais diametrs: 14 mm) péc tam, kad §is sloksnes bija 30 minftes noturétas koncentrétas
aktivajas danas. Vertikala caurulé ievadija testéjamo kimisko vielu ka vienigo oglekla avotu mineralsalu skiduma
un bionoardianos novértgja ar DOC mérjjumiem attiritaja notekiideni un CO, meérjjumiem emitétaja gaze.

7. Biofiltrus imit&ja citadi (15). Rotgjosas, neliela lenki slipi attieciba pret horizontali novietotas caurulés iepildija
notekiidenus (apm. 250 ml/h) ar testéjamo kimisko vielu un bez tas un savaktos attiritos notekiidenus analizéja,
lai noteiktu DOC un/vai konkréto testéjamo kimisko vielu.

TESTESANAS PRINCIPS

8. S metode ir izstradata, lai ar to noteiktu ideni $kistou organisko kimisko vielu noardisanos un primaro un/vai
galigo bionoardisanos ar aerobajiem mikroorganismiem nepartraukti darbinata testéSanas sistéma, kas imité
aktivo danu procesu. Viegli bionoardama organiska barotne un organiskas testéjamas kimiskas vielas ir mikroor-
ganismu oglekla un energijas avots.

9. Paraléli identiskos apstaklos, ko izvélas atbilstigi testéSanas mérkim, tiek darbinati divi nepartraukti stradajosi
testéSanas bloki (aktivo diinu vai poraina tigela). Parasti vidéjais hidrauliskas aiztures laiks ir 6 h un vidéjais dinu
vecums (dinu aiztures laiks) ir 6-10 dienas. Dinu zudumu nodroSina ar vienu no divam metodém, proti,
testéjamo kimisko vielu parasti DOC koncentracija no 10 lidz 20 mg/l pievieno tikai viena bloka ieplidei
(organiska barotne). Otru bloku izmanto ka kontroles bloku, lai noteiktu organiskas barotnes bionoardisanos.

10. Regulari nemtos attirito notekiidenu paraugos, veicot konkrétu analizi, nosaka DOC, kas ir vélamak, vai kimisko
skabekla patérinu (turpmak — COD) kopa ar testéjamas kimiskas vielas koncentraciju (ja vajadzigs) attiritaja
notekiideni no bloka, kur§ sanem testéjamo kimisko vielu. Pienem, ka starpiba starp DOC vai COD koncen-
tracijam attiritaja notekiideni testésanas bloka un kontroles bloka ir attiecinama uz testéjamo kimisko vielu vai
tas organiskajiem metabolitiem. So starpibu salidzina ar DOC vai COD koncentricijam iepliidé pievienotas
testéjamas kimiskas vielas dél, lai noteiktu testéjamas kimiskas vielas noardisanos.
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11. Bionoardisanos parasti var noskirt no bioadsorbcijas, riipigi izpétot noardisanas un laika likni, un to parasti var
apstiprinat, Istenojot vieglas bionoardiSanas testu ar aklimatizétu séjmaterialu no bloka, kas sanem testéjamo
kimisko vielu.

INFORMACIJA PAR TESTEJAMO KIMISKO VIELU

12. Ir jabat zinamai testéjamas kimiskas vielas tiribai, $kidibai tideni, gaistamibai un adsorbcijas ipasibam, lai batu
iesp&jams pareizi interpretét iegistamos rezultatus. Parasti gaistosas un neskistodas kimiskas vielas nevar testét, ja
vien netiek Istenoti Ipasi piesardzibas pasakumi (sk. 5. papildindjumu). Jabat zinamai arT kimiskajai struktirai vai
vismaz empiriskajai formulai, lai bitu iesp&ams aprékinat teorétiskas vértibas unjvai parbaudit parametru
noteiktas vértibas, pieméram, teorétisko skabekla patérinu (turpmak — ThOD), DOC un COD.

13. Piemérotako testéSanas koncentraciju izvélei var bit noderiga informacija par testéjamas kimiskas vielas toksisko
iedarbibu uz mikroorganismiem (sk. 4. papildinajumu), un ta var bit svariga bionoardisanas spéjas zemu vértibu
pareizai interpretéSanai.

APSTIPRINASANAI VAJADZIGIE LIMENI

14. Pirms virsmaktivo vielu var laist tirgt, ar 33 imitacijas (apstiprinasanas) testa sakotn&ju piemérosanu virsmaktivo
vielu primarajai bionoardianai ir janoarda vairak neka 80 % no konkrétas kimiskas vielas. Ja netiek sasniegts
80 % limenis, S0 imitacijas (apstiprinasanas) testu var piemérot un virsmaktivo vielu var laist tirgd tikai tad, ja
vairak neka 90 % no konkrétas kimiskas vielas ir noarditi. Attieciba uz kimiskajam vielam parasti nav Saubu par
sekmigu vai nesekmigu testéSanas rezultatu, un iegfito noardiSanas ipatsvara vértibu var izmanot, lai aptuveni
aprékinatu iesp&jamo koncentraciju vidé, ko var izmantot kimisko vielu radita apdraudéuma noveértésana.
Rezultati parasti ir neSaubigi. Vairakos pétijumos ar tiram kimiskam vielam atklatais DOC noardisanas ipatsvars
bija > 90 % vairak neka tris ceturtdalas gadijumu un > 80 % no vairak neka 90 % kimisko vielu, kas uzradija
jebkadu batisku bionoardisanas pakapi.

15. Saméra mazs skaits kimisko vielu (pieméram, virsmaktivo vielu) notekiideni sasniedz koncentracijas, ko izmanto
Saja testa (apm. 10 mg C[l). Dazas kimiskas vielas $adas koncentracijas var bat inhib&josas, savukart citu
noardiSanas kinétika var atskirties pie zemam koncentracijam. Noardisanos var noveértét precizak, izmantojot
pielagotas metodes, kuras izmanto realistiski zemas testgjamas kimiskas vielas koncentracijas, un apkopotos
datus varétu izmantot kinétikas konstansu aprékinasana. Tomér vajadzigie testéSanas papémieni vél nav pilniba
validéti, turklat vél nav noteikti kinétikas modeli, kas apraksta bionoardisanas reakcijas (sk. 7. papildinajumu).

KIMISKAS STANDARTVIELAS

16. Lai nodrosinatu eksperimenta procediiras pareizu istenosanu, dazreiz vienlaikus kopa ar testéjamo kimisko vielu
izpéti ir lietderigi testét testéjamas kimiskas vielas, kuras ir zinamas. Sadas kimiskas vielas ietver adipinskabi, 2-
fenilfenolu, 1-naftolu, difenskabi, 1-naftalskabi utt. (9) (10) (11).

TESTESANAS REZULTATU ATKARTOJAMIBA

17. Par imitacijas testiem ir pieejams mazaks skaits pétjjumu parskatu neka par vieglas bionoardisanas testiem. Starp
(vienlaicigiem) replicéjumiem pastav laba atkartojamiba (10-15 %) attieciba uz testéjamam kimiskam vielam, kas
noardijusas 80 % vai vairak apméra, savukart attieciba uz kimiskam vielam, kuras noardijusas sliktak, pastav
lielaka mainiba. Turklat attieciba uz dazam robezam tuvam kimiskajam vielam ir registréti loti atskirigi rezultati
(pieméram, 10 %, 90 %) dazados posmos testéSanas devinu nedélu laika.

18. Starp rezultatiem, ko iegist ar minétajiem diviem iekartu veidiem, nav konstatétas lielas atskiribas, bet dazas
kimiskas vielas ir uzradijusas plasaku un konsekventaku noardisanos sadzives notekidenos neka ESAO sintétis-
kajos notekiidenos.

TESTESANAS METODES APRAKSTS
Iekarta
Testesanas sistema

19. Vienas testéjamas kimiskas vielas testéSanas sistému veido testéSanas bloks un kontroles bloks, tacu, ja isteno
tikai konkrétas analizes (primara bionoardisanas), ir vajadzigs tikai testéSanas bloks. Vienu kontroles bloku var
izmantot vairakiem testéSanas blokiem vai nu ar tam pasam, vai citam testéjamam kimiskam vielam. Savienoto
bloku gadijuma (3. papildinajums) katram testéSanas blokam jabat savam kontroles blokam. TestéSanas sistéma
var bit vai nu aktivo dinu iekartas modelis, Husmann bloks (1. papildinajuma 1. attéls), vai porainais tigelis (1.
papildingjuma 2. attéls). Abos gadijumos ir vajadzigi pietickami lieli glabasanas trauki ieplidém un attiritajiem
notekideniem, ka ari sikni ieplides dozéSanai vai nu kopa ar testéjamas kimiskas vielas skidumu, vai atseviski.
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20. Katrs aktivo diinu iekartas bloks sastav no aeracijas trauka ar zinamu kapacitati aptuveni 3 litru aktivo dinu
apméra un nostadinasanas trauka (sekundarais attiritajs), kura tilpums ir aptuveni 1,5 litri. Tilpumus var nedaudz
izmainit, korigéjot nostadinasanas trauka augstumu. Ir pielaujami dazada izméra trauki, ja tos darbina ar
salidzinamu hidraulisko noslodzi. Ja testésanas telpa nav iesp&jams uzturét temperatiru vélamaja diapazona, ir
ieteicams izmantot traukus ar Gdens apvalku, kas nodrosina iespéju kontrolét 3a Gidens temperatiiru. Lai atkartoti
apstradatu aktivas diipas no nostadinasanas trauka aeracijas trauka, izmanto saspiesta gaisa stikni vai dozétaj-

stikni vai nu nepartraukti, vai periodiski vienados intervalos.

21. Poraina tigela sisttmu veido icksgjais, porainais cilindrs ar konusveida apaksu, kas ievietots nedaudz lielaka tadas
pasas formas trauka, kur§ izgatavots no necaurlaidigas plastmasas. Poraino trauku var izgatavot no poraina
polietiléna ar maksimalo poru izméru 90 pm apméra un biezumu 2 mm apmeéra. Dinu nodaliSanu no attiritas
organiskas barotnes nodrosina atskiriga caurtece cauri porainajai sienai. Attiritie notekiideni tiek savakti gredzen-
veidiga telpa, no kuras tie parplist uz savaksanas trauku. Nenotiek nogulsnésanas, tadé] diipas neatgriezas. Visu
sistému var uzstadit termostatéjama Gdens vanna. Porainie tigeli aizsprostojas, un sakotngjos posmos var notikt
parplide. Tada gadijuma ir jaaizvieto porainais ieliktnis ar tiru ieliktni, vispirms sifongjot dinas no tigela uz tiru
spaini un iznemot aizsprostoto ieliktni. Péc necaurlaidiga argja cilindra izslauciSanas jaieliek tirs ieliktnis un
diinpas jaievieto atpaka] tigeli. Uzmanigi tiek nokasitas un ievietotas atpaka] diipas ari no aizsprostota icliktna.
Aizsprostotie tigeli ir jatira, vispirms izmantojot mérenu Gdens striklu, lai nomazgatu paréjas danas, un péc tam
mércgjot tos atskaidita natrija hipohlorita $kiduma, péc tam adeni, un péc tam ripigi noskalojot ar Gdeni.

22. Dunu aeracijai abu sistému aeracijas traukos ir vajadzigi pieméroti panémieni, pieméram, poraina stikla kubi
(difuzorie akmeni) un saspiests gaiss. Gaisu attira, ja vajadzigs, laizot to cauri filtram un mazgajot. Sistémai cauri
ir jaizplast pietickami daudz gaisam, lai uzturétu aerobos apstaklus un visa testéSanas laika suspendétu dinu
kopas.

Filtracijas iekarta vai centrifiiga

23. lekarta paraugu filtréSanai ar membranas filtriem, kam ir pietickama porainiba (nominalais atvérumu diametrs ir
0,45 pm) un kas adsorbé $kistoas organiskas kimiskas vielas un neliela méra palaiz cauri organisko oglekli. Ja
tiek izmantoti filtri, kas organisko oglekli neaiztur vispar, tie ir riipigi janomazga ar karstu Gideni, lai nomazgatu
noskalojamo organisko oglekli. Var izmantot arf centrifigu, kas sp& nodroginat 40 000 m/s>.

Analitiskais aprikojums

24. lekarta, kas vajadziga, lai noteiktu:
— DOC un kopgjo organisko oglekli (turpmak — TOC) vai COD,
— konkrétu kimisko vielu, ja vajadzigs,
— suspendétas cietas dalinas, pH, skabekla koncentraciju tideni,
— temperatiiru, skabumu un sarmainibu,
— amoniju, nitritu un nitratu, ja testéSanu veic nitrificéjosos apstaklos.

Udens

25. Krana tdens, kura DOC neparsniedz 3 mg/l. Janosaka sarmainiba, ja nav jau zinama.
26. Dejonizéts Gdens, kura DOC neparsniedz 2 mg(l.

Organiska barotne

27. Ka organiska barotne ir pielaujams sintétiskais notekidens, sadzives notekiidens vai abu maisijums. Ir pieradits
(11) (14), ka vienigi sadzives notekiidens izmantosana nereti uzrada liclaku DOC noardiSanas ipatsvaru un pat
pielauj dazu tadu kimisko vielu noardisanos un bionoardisanos, kuras biologiski nenoardas, izmantojot ESAO
sintétisko notekiideni. Turklat sadzives notekiidens nepartraukta vai periodiska pievienoSana nereti stabilizé
aktivas dinas, ari to svarigo spé&ju labi nogulsnéties. Tadéjadi ir ieteicams izmantot sadzives notekiideni. DOC
vai COD koncentracija ir janosaka katra jauna organiskas barotnes partija. Organiskas barotnes skabumam un
sarmainibai ir jabhit zinamai. Organiskajai barotnei var biit nepiecieSams pievienot piemérotu buferskidumu
(natrija hidrogénkarbonatu vai kalija dihidrogénfosfatu), ja tai ir zems skabums vai sarmainiba, lai testéSanas
laika aeracijas trauka pH uzturétu aptuveni 7,5 * 0,5 apméra. Lémums par pievienojama buferskiduma tilpumu
un pievieno$anas laiku japienem katra gadijuma atseviski. Ja nepartraukti vai periodiski tiek izmantoti maisjjumi,
maisijuma DOC (vai COD) jauztur aptuveni nemainiga vértiba, pieméram, atskaidot ar Gdeni.
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Sintetiskais notekiidens

28. Jaskidina litra krana Gidens: 160 mg peptona, 110 mg galas ekstrakta, 30 mg urinvielas, 28 mg bezidens dikalija
hidrogénfosfata (K,HPO,), 7 mg natrija hlorida (NaCl), 4 mg kalcija hlorida dihidrata (CaCl,.2H,0) un 2 mg
magnija sulfata heptahidrata (Mg,S0O,.7H,0). Sis ESAO sintétiskais notekiidens ir piemérs un paredz vidégjo DOC
koncentraciju ieplidé aptuveni 100 mg/l apméra. Var izmantot ari citus savienojumus ar apméram tadu pasu
DOC koncentraciju, kas tuvak atspogulo faktisko notekiideni. Ja ir vajadziga ieplade ar mazaku koncentraciju,
sintétiskais notekadens ir jaatskaida, pieméram, 1:1, ar krana Gdeni, lai iegitu koncentraciju aptuveni 50 mg/l
apméra. Sada mazak koncentréta iepliide laus labak veidoties nitrificgjosiem organismiem, un $adas izmainas ir
japiemeéro gadijuma, ja tiek pétita nitrificgjosu notekiidenu attirisanas iekartu imitacija. So sintétisko notekiideni
var izstradat destiléta adeni koncentréta veida un glabat aptuveni 1 °C temperatira lidz pat vienai nedélai. Kad
vajadzigs, jaatskaida ar krana iideni. (ST barotne ir neapmierinosa, jo to raksturo, pieméram, loti augsta slapekla
koncentracija, saméra zems oglekla saturs, bet nekas labaks nav atklats, iznemot ieteikumu pievienot vairak
fosfatu ka buferskidumu un papildu peptonu.)

Sadzives notekiidens

29. Jaizmanto svaigs, nogulsnéjies notekiidens, kas iegiits ikdienas attiriSanas darbos, kuros galvenokart sapem
sadzives notekiideni. Tas jasavac pirms nogulsnéSanas no primaras parplides kanala nosédtvertnes vai no
barotnes aktivo danu iekartai, un tam lielakoties jabit bez rupjam dalinam. Notekaideni var izmantot péc vairaku
dienu glabasanas (bet parasti tai nevajadzétu parsniegt septinas dienas) aptuveni 4 °C, ja tick nodrosinats, ka
glabasanas laika batiski nesamazinas DOC (vai COD) (t. i, mazak ka par 20 %). Lai ierobezotu sistémas
traucéjumus, pirms izmantoSanas katras jaunas partijas DOC (vai COD) ir japielago atbilstigai nemainigai vértibai,
pieméram, at$kaidot ar krana Gdeni.

Aktivas diinas

30. Aktivas dinas s¢jmaterialam ir jasavac no atbilstigi funkciongjoSas notekiidenu attiriSanas iekartas aeracijas
tvertnes vai no laboratorijas aktivo danu bloka, kas galvenokart attira sadzives notekiideni.

Testgjamo Kimisko vielu rezerves Skidumi

31. Kimiskajam vielam ar pietickamu 3kidibu jasagatavo rezerves skidumi dejonizéta tideni vai sintétiska notekiidens
mineralbarotné, nodrosinot atbilstigas koncentracijas (pieméram, 1-5 gfl) (attieciba uz neskistosam un gaistosam
kimiskajam vielam sk. 5. papildinajumuy). Janosaka rezerves $kiduma DOC un TOC, un mérjjumi jaatkarto katrai
jaunai partijai. Ja atskiriba starp DOC un TOC parsniedz 20 %, japarbauda testéjamas kimiskas vielas skidiba
tdent. Jasalidzina DOC vai testéjamas kimiskas vielas koncentracija, mérjjumus izdarot ar rezerves skiduma ipasu
analizi, ar nominalo vértibu, lai noskaidrotu, vai atg@ilana ir pietiekami laba (parasti var paredzét > 90 %).
Janoskaidro, it seviski attieciba uz dispersijam, vai DOC var vai nevar izmantot ka analitisku parametru vai
arl var izmantot vienigi ka analitisku papémienu, kas piemérots testéjamai kimiskajai vielai. Dispersijam ir
vajadziga paraugu centrifugéSana. Katra jauna partija ir janosaka DOC, COD vai testéjama kimiska viela, veicot
ipasu analizi.

32. Janosaka rezerves $kiduma pH. Galgjas vertibas norada, ka kimiskas vielas pievienosana, iesp&jams, ietekmé
aktivo dinu pH testéSanas sistéma. Tada gadijuma rezerves skidums ir janeitralizé, lai iegitu pH 7 + 0,5 apméra,
izmantojot nedaudz neorganiskas skabes vai bazes, bet izvairoties no testéjamas kimiskas vielas nogulsnésanas.

PROCEDURA

33. Procediira ir aprakstita aktivo dinu iekartu blokiem. Poraina tigela sistémai procedira ir nedaudz japielago.

Sejmateriala sagatavosana

34. Testésanas sistémas s¢jmaterials ir janodrosina testéSanas sakuma vai nu ar aktivajam doipam, vai ar séjmaterialu,
kas satur mikroorganismus zema koncentracija. S&jmaterials jaglaba un japiesatina ar gaisu istabas temperatiira
lidz ta izmanto3anai un jaizmanto 24 h laika. Pirmaja minétaja gadijuma janem aktivo dinu paraugs no efektivi
funkciongjosas biologiskas notekiidenu attiriSanas ickartas vai laboratorijas attiriSanas iekartas, kas galvenokart
sanem sadzives notekiideni, aeracijas tvertnes. Ja ir jaimité nitrificéSanas apstakli, dipas ir janem no nitrificgjosas
notekidenu attirianas iekartas. Janosaka suspendéto cieto dalinu koncentracija, un, ja vajadzigs, japaliclina dinu
koncentracija, Jaujot tam nogulsnéties, lai testéSanas sistémai tiktu pievienots péc iespéjas mazaks daudzums.
Janodrosina, lai sausnas satura sakuma koncentracija batu aptuveni 2,5 g/l.

35. Otraja minétaja gadijuma par séjmaterialu jaizmanto attirits notekiidens 2-10 ml/l apméra no sadzives biolo-
giskas notektidenu attiriSanas iekartas. Lai iegiitu péc iespéjas plasaku baktériju sugu daudzveidibu, var bit
lietderigi pievienot s¢jmaterialu no dazadiem citiem avotiem, pieméram, virszemes Gidens. Tada gadijuma aktivas
diinas izveidosies un attistisies testéSanas sistéma.
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36. Janodrosina, ka gan testéSanas sakuma, gan laika ieplides un attirita notekiidens tvertnes, ka ari caurules no
ieplides tvertném un uz attirita notekiidens tvertném tiek rlipigi iztiritas, lai nomazgatu mikrobu kolonijas.
TestéSanas sistémas ir jamonté termostatéjama telpa (parasti 20-25 °C diapazona), vai jaizmanto ar tdens
apvalku nodrosinati testéSanas bloki. Jasagatavo vajadzigds organiskas barotnes pietiekams tilpums (27.-29.
punkts). Sakuma aeracijas trauks un nostadinasanas trauks japiepilda ar organisko barotni un japievieno séma-
terials (34. un 35. punkts). Jasak tada aeracija, kas uzturétu dinu suspensiju un aeraciju, un jasak ieplades
dozéSana un nogulsngjuso dinu atkartota apstrade. Organiska barotne ir devas jaizvada no testéSanas un
kontroles bloku glabasanas traukiem uz aeracijas traukiem (20. un 21. punkts), un jasavac attiecigie attiritie
notektideni lidzigos glabasanas traukos. Lai iegfitu parasto hidrauliskas aiztures laiku 6 stundu apméra, organisko
barotni sikné ar atrumu 0,5 l/h. Lai apstiprinatu $o atrumu, jaizméra organiskas barotnes diena dozétais
daudzums, atziméjot barotnes tilpuma samazindjumu glabasanas traukos. Lai noteiktu kimisko vielu periodiskas
un vienreiz€jas pievienoSanas ietekmi, biis vajadzigi citi dozéSanas rezZimi.

37. Ja organisko barotni sagatavo izmanto3anai perioda, kas parsniedz vienu dienu, ir vajadziga dzeséSana 4 °C vai
citas piemerotas uzglabasanas metodes, lai novérstu mikrobu vairo$anos un bionoardi§anos arpus testéSanas
blokiem (29. punkts). Ja izmanto sintétisko notekiideni, ir iesp&jams sagatavot un 4 °C uzglabat koncentrétu
rezerves $kidumu (pieméram, 10 reizes lielaku koncentraciju par parasto, 28. punkts). So rezerves skidumu
pirms lietoSanas var kartigi samaisit ar atbilstigu daudzumu krana tdens. To var arl tiesi iesiknét, atseviski
iestikngjot atbilstigu daudzumu krana tdens.

Testgjamas Kimiskas vielas dozesana

38. lepludes glabasanas traukam japievieno testéjamas kimiskas vielas rezerves skiduma atbilstigs daudzums (31.
punkts), vai ari tas tie$i jadozé ar atsevisku stkni aeracijas trauka. Parasti vidgjai testéSanas DOC koncentracijai
iepliidé jabait 10-20 mg/l diapazona, un augstaka koncentracija nedrikst parsniegt 50 mg/l. Ja testéjama kimiska
viela ir iideni mazskistosa vai ja ir iespéjama toksiska iedarbiba, DOC koncentracija jasamazina lidz 5 mg/l vai
mazak, bet tikai tad, ja ir pieejama un tiek Istenota piemérota konkréta analitiska metode (dispersétas testéjamas
kimiskas vielas, kas ir Gideni maz3kistoSas, var pievienot, izmantojot Ipasus dozéSanas panémienus, sk. 5.
papildinajumu).

39. Péc laikposma, kura sistéma ir nostabiliz&jusies un sakusi efektivi (apm. 80 %) noardit organiskas barotnes DOC,
jasak pievienot testéjama kimiska viela. Ir svarigi parliecinaties, ka visi bloki darbojas vienlidz efektivi, pirms tiek
pievienota testéjama kimiska viela. Ja tie ta nedarbojas, situaciju parasti var atrisinat, sajaucot atsevisku bloku
diipas un tas atkartoti sadalot vienados daudzumos pa blokiem. Ja izmanto aktivo diinu séjmaterialu (aptuveni)
2,5 gl (saussvars) apméra, testéjamo kimisko vielu var pievienot jau no testéSanas sakuma, jo pieaugosu
daudzumu tie$a pievieno$ana no pasa sakuma nodrosina prieksrocibu, ka aktivas diipas varés labak pielagoties
testéjamai kimiskajai vielai. Neatkarigi no testgjamas kimiskas vielas pievienoSanas veida ir ieteicams regularos
intervalos mérit attiecigo pliasmas atrumu un/vai tilpumus glabasanas trauka(-os).

Aktivo diinu apstrade

40. Aktivo dinu cieto dalinu koncentracija testéSanas laika parasti stabilizéjas normas robezas neatkarigi no izman-
tota sgjmateriala 1-3 g/l (saussvars) apméra atkariba no organiskas barotnes kvalitates un koncentracijas,
darbibas apstakliem, klatesoso mikroorganismu veida un testéjamas kimiskas vielas ietekmes.

41. Ir vai nu janosaka suspendétas cietas dalinas aeracijas traukos vismaz reizi nedé]a un jaatbrivojas no atlikusajam
diinam, lai uzturétu koncentraciju 1-3 g/l diapazona (saussvars), vai jakontrolé vidgjais dinu vecums nemainiga
vértiba parasti 6-10 dienu diapazona. Ja, pieméram, izvélas astonu dienu dinu aiztures laiku, katru dienu no
aeracijas trauka ir jaiiznem 1/8 aktivo diinu daudzuma un jaatbrivojas no tas. Tas javeic katru dienu vai, vélams,
ar automatisku periodiski darbojosos siikni. Suspendéto cieto dalinu nemainigas vai gandriz nemainigas koncen-
tracijas uzturéSana nenodrosina nemainigu dinu aiztures laiku, kas ir darbibas mainigais lielums, kur§ nosaka
testéjamas kimiskas vielas koncentracijas vértibu attiritaja notekident.

42. TesteSanas laika vismaz reizi diena janopem diinas, kas pielipusas aeracijas trauka un nostadinasanas trauka
sienam, lai tas tiktu atkartoti suspendétas. Regulari japarbauda un jaiztira visas caurules, lai novérstu biopléves
augSanu. Nogulsnéjusas dipas no nostadinasanas trauka ir atkartoti jaapstrada aeracijas trauka, velams, ar
periodisku siiknéSanu. Poraina tigela sistéma atkartota apstrade nenotiek, bet ir janodroina, ka, pirms trauka
batiski pieaug tilpums, tiek ievietoti tiri ieksgjie tigeli (21. punkts).

43. Husmann ickartas blokiem var but raksturiga slikta dinu nogulsné$anas un zudums. To var novérst, paraléli
izmantojot vienu vai vairakus turpmak noraditos panémienus testéSanas un kontroles blokos:



L 81/152 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

19.3.2014.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

— regularos intervalos, pieméram, reizi nedéla, var pievienot svaigas dinas vai flokulantu (pieméram, 2 ml/
trauku 50 g/l FeCl;), bet ir japarliecinas, ka nav nekadas testéjamas kimiskas vielas reakcijas vai nogulsnésanas
FeCl; ietekmg,

— saspiesta gaisa sikni var aizvietot ar peristaltisko stkni, tadéjadi nodrosinot danu recirkulacijas plasmu, kas
aptuveni atbilst izmantojamai ieplides plismai, un laujot nogulsnéjusas diipas izveidoties anaerobai zonai
(saspiesta gaisa siikna geometrija ierobezo atgriezto dinu minimalo plismas atrumu apméra, kas ir aptuveni
12 reizes lielaks par ieplades atrumu),

— dipas no nostadinasanas trauka uz aeracijas trauku var siknét periodiski (pieméram, 5 miniites reizi 2,5
stundas, lai atkartoti apstradatu 1-1,5 1/h),

— var izmantot netoksisku pretputoSanas lidzekli minimala koncentracija, lai novérstu putu raditos zaudé-
jumus (pieméram, silikonellu),

— gaisu caur dinam nostadinasanas trauka var laist isos, peksnos pitienos (pieméram, 10 sekundes reizi
stunda),

— ari organisko barotni var intervalos dozét aeracijas trauka (pieméram, 3-10 mindtes reizi stunda).

Paraugu nemsana un analize

Regularos intervalos ir jaizméra aeracijas trauka esoSo aktivo dinu izskidusa oglekla koncentracija, temperatiira
un pH vértiba. Janodrosina, lai vienmér bitu piecjams pietieckami daudz skabekla (> 2 mgfl) un lai temperatiira
tiktu uzturéta vajadzigaja diapazona (parasti 20-25 °C). pH ir jauztur 7,5 + 0,5 apméra, aeracijas trauka vai
iepladé dozgjot nelielus daudzumus neorganiskas bazes vai skabes vai palielinot organiskas barotnes buferspéju
(sk. 27. punktu). Nitrificésanas laika veidojas skabe, 1 mg N oksidacija rada aptuveni 7 mg CO;". Mérjjumu
regularitate ir atkariga no mérama parametra un sistémas stabilitates un var bt at3kiriga starp dienas un nedélas
meérjjumiem.

Jaizméra DOC vai COD kontroles un testéSanas trauku ieplidés. Jaizméra testéjamas kimiskas vielas koncen-
tracija testéSanas iepladg, veicot ipasu analizi vai izdarot apléses no koncentracijas rezerves $kiduma (31. punkts),
izmantota tilpuma un testéSanas bloka dozéta notektidens daudzuma. leteicams aprékinat testéjamas kimiskas
vielas koncentraciju, lai samazinatu koncentracijas datu mainibu.

Japanem pieméroti paraugi no savakta attirita notekidens (pieméram, 24 h maisjjumi) un jafiltré cauri
membranai ar poru izméru 0,45 um apméra vai jacentrifugé aptuveni 40 000 m/s? atruma kadas 15 minites.
CentrifugéSana jaizmanto gadijuma, ja filtréSana ir apgratinata. Vismaz divas reizes ir janosaka DOC vai COD, lai
izméritu galigo bionoardiSanos un, ja vajadzigs, primaro bionoardi§anos, veicot test€jamai kimiskajai vielai
piemérotu analizi.

COD izmanto3ana pie zemam koncentracijam var radit analitiskas problémas, tapéc to ieteicams izmantot tikai
tad, ja ir izmantota pietiekami augsta testéSanas koncentracija (aptuveni 30 mg/l). Turklat kimiskajam vielam ar
augstu adsorbciju ir ieteicams diinas adsorbétas kimiskas vielas daudzumu mérit, izmantojot testéjamai kimiskajai
vielai piemérotu analitisko panémienu.

Paraugu nemsanas regularitate ir atkariga no paredzéta testéSanas ilguma. leteicama regularitate ir tris reizes
nedéla. Tiklidz bloki efektivi darbojas, janogaida viena lidz ne vairak ka seSas nedélas péc testéjamas kimiskas
vielas pievienoSanas, lai pielagosanas sasniegtu stabilu stavokli. Vélams iegiit vismaz 15 derigas vértibas plato
fazé (59. punkts), kas parasti ilgst tris nedélas, lai novertétu testéSanas rezultatus. TestéSanu var beigt, ja ir
sasniegta pietickama noardiSanas pakape (pieméram, > 90 %) un ja ir pieejamas $is 15 vértibas, kas atspogulo
tris nedélas katru darbdienu veiktas analizes. Parasti testéSanas ilgums nedrikstétu parsniegt 12 nedélas péc
testéjamas kimiskas vielas pievienoSanas.

Ja danas nitrificéjas un ja ir jaizpéta testéjamas kimiskas vielas ietekme uz nitrificeSanos, vismaz reizi nedéla ir
jaanalizé paraugi no testéSanas un kontroles bloku attirita notekiidens, lai konstatétu amoniju un/vai nitritu kopa
ar nitratu.

Visas analizes ir javeic péc iespgjas atrak, it seviski, ja nosaka slapekli. Ja analizes ir jaatliek, paraugi ir jaglaba
pilnas, ciesi aizvakotas pudelés 4 °C un tumsa. Ja paraugi ir jaglaba vairak neka 48 h, tie jauzglaba dzili saldéti, ar
paskabinasanu (pieméram, 10 ml/l no 400 g/l sérskabes $kiduma) vai pievienojot piemérotu toksisku vielu
(pieméram, 20 ml/l no 10 g/l dzivsudraba (Il) hlorida $kiduma). Ir janodrosina, ka uzglabasanas panémiens
neietekmé analizes rezultatus.
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51. Ja izmantos savienoSanu (3. papildinajums), katru dienu ir jaapmaina vienads daudzums aktivo dinu
(150-1 500 ml aeracijas traukiem, kas satur tris litrus $kidruma) starp testéSanas bloka un ta kontroles bloka
aeracijas traukiem. Ja testéjama kimiska viela spécigi adsorbéjas uz dinam, janomaina vienigi nostadinasanas
trauku dzidrais skidums. Abos gadijumos ir jaizmanto korekcijas koeficients, lai aprékinatu testéSanas rezultatus
(55. punkts).

DATI UN PARSKATU SAGATAVOSANA
Rezultatu apstrade

52. Jaaprékina testéjamas kimiskas vielas DOC vai COD noardisanas Ipatsvars katra planotaja novértéjuma, izman-
tojot $adu vienadojumu:

D, = DOC vai COD noardisanas % laika t;

@
1l

DOC vai COD ieplade testéjamas kimiskas vielas dél, ko ieteicams aplést no rezerves $kiduma (mg/l);

E = izmérita DOC vai COD vértiba testéSanas bloka attiritaja notekideni laika t (mg/l);

gs]
1l

izmérita DOC vai COD vértiba kontroles bloka attiritaja notekideni laika t (mg/l).

53. Organiskas barotnes DOC vai COD noardisanas kontroles bloka ir lietderiga informacija, lai noveértétu aktivo
diinu bionoardisanas aktivitati testéSanas laika. Noardisanas ipatsvars ir jaaprékina péc vienadojuma:

Cu—E
Dgz%xloo
M

kur:

Dy = organiskas barotnes DOC vai COD noardiSanas % kontroles bloka laika

Cy = organiskas barotnes DOC vai COD kontroles iepladé (mg|l).
Nav obligati, bet var ari aprekinat DOC vai COD noardiSanas Ipatsvaru organiskas barotnes dél kopa ar

testéjamo kimisko vielu testéSanas bloka péc vienadojuma:

Cr—E
Dr=——x 100
T C X

Dr = kopgjas testéSanas ieplides DOC vai COD noardisanas %;

(@]
—
|

= kopgjas testéSanas ieplides DOC vai COD vai DOC vai COD, kas aprékinats no rezerves $kidumiem

(mg/l).

54. Jaaprekina testéjamas kimiskas vielas noardisanas, ja ta ir izmérita ar konkrétu analitisko metodi katra planota
novértéjuma laika péc vienadojuma:

i —

Se
Dgr = x 100

Dy = testéjamas kimiskas vielas primaras noardisanas % laika t;

S; = izmérita vai aplésta testéjamas kimiskas vielas koncentracija testéSanas ieplade (mg/l);

(%]
|

. = izmérita test§jamas kimiskas vielas koncentracija testéSanas attiritaja notekideni (mg/l).
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55. Ja ir izmantots savienoanas reZims, testéjamas kimiskas vielas atSkaidiSanas aeracijas trauka ir jakompensé ar
donu apmainu, izmantojot korekcijas koeficientu (sk. 3. papildinajumu). Ja ir izmantots vidéais hidrauliskas
aiztures laiks 6 h apméra un ja ir apmainita puse no aktivo dinu daudzuma aeracijas trauka, noteiktas dienas
noardisanas vertibas (D,, 52. punkts) ir jakorige, lai ieglitu testéjamas kimiskas vielas patieso noardisanas pakapi
D,. ar vienadojumu:

Testésanas rezultatu izteikSana

56. Ir grafiski jaattélo noardisanas ipatsvars D, (vai D,) un Dy, ja pieejams, attieciba pret laiku (sk. 2. papildindjumu).
No testéjamas kimiskas vielas (per se vai ka DOC) noardisanas liknes formas var izdarit dazus secindjumus par
noardianas procesu.

Adsorbcija

57. Ja ir novérota testéjamas kimiskas vielas DOC augsta noardianas pakape testéSanas sikuma, testé§jama kimiska
viela, iesp&jams, tiek noardita ar adsorbciju uz aktivo dinu cietajam dalinam. To ir iespé&ams pieradit, nosakot
adsorbéto testéjamo kimisko vielu ar ipadu analizi. Parasti adsorb&amu kimisko vielu DOC noardisanas pakape
nesaglabajas augsta visa testéSanas laika, proti, parasti noardisanas pakape ir augsta sakuma un péc tam ta
pakapeniski samazinas lidz lidzsvara vértibai. Ja tomér adsorbéjama testgjama kimiska viela kaut kada veida
spéja izraisit mikrobu populacijas aklimatizaciju, testéjamas kimiskas vielas DOC noardiSanas péc tam pieaugtu
un sasniegtu augstu plato vértibu.

Kavéjuma faze

58. Tapat ka statiskos, arT skrininga testos daudzam testgjamam kimiskajam vielam ir vajadziga kavéjuma faze, pirms
notiek pilniga bionoardisanas. Kavéjuma fazé noardoso baktériju aklimatizacija vai pielagosanas notiek, testé-
jamai kimiskajai vielai gandriz nemaz nenoardoties, savukart tad sakas o baktériju vairoganas. Si faze beidzas, un
noardisanas faze sakas bridi, kad ir noardijusies aptuveni 10 % no testéjamas kimiskas vielas sakotnéja daudzuma
(péc adsorbcijas, ja tada notiek). Kavéjuma faze nereti ir Joti mainigs raditajs, kam ir slikta atkartojamiba.

Plato faze

59. Nepartrauktas testéSanas noardisands liknes plato fazi definé ka fazi, kura notiek vislielaka noardisanas. Plato
fazei jailgst vismaz tris nedélas un jabit aptuveni 15 izméritam derigam vértibam.

Testejamas kimiskas vielas noardisanas videja pakape

60. Jaaprékina vidéja vértiba no testéjamas kimiskas viclas noardisanas vértibam (D,) plato fazé. Noapalojot to lidz
tuvakajam veselajam skaitlim (1 %), ieg@ist testéjamas kimiskas vielas noardianas pakapi. leteicams ari aprékinat
vidéjas vértibas 95 % ticamibas intervalu.

Organiskas barotnes noardisanas

61. Ir grafiski jaattélo organiskas barotnes DOC vai COD noardisanas ipatsvars kontroles bloka (Dp) attieciba pret
laiku. Janorada noardisanas vidéja pakape, kuru aprékina tapat ka test§jamas kimiskas vielas noardisanas pakapi
(60. punkts).

Norades par bionoardisanos

62. Ja testéjama kimiska viela batiski neadsorbéjas uz aktivajam diipam un ja noardisanas liknei ir tipiska bionoar-
diSanas liknes forma ar kav&juma, nodrdiSanas un plato fazém (58. un 59. punkts), izmérito noardisanos var
drodi attiecinat uz bionoardiSanos. Ja sakuma ir novérota augsta noardiSanas pakape, imitacijas testa nevar
noskirt biologiskos un abiotiskos noardisanas procesus. Sados gadijumos un gadijumos, kad pastav 3aubas
par bionoardisanos (pieméram, ja notiek atdaliSanas), ir jaanalizé adsorbétas testéjamas kimiskas vielas vai javeic
papildu statiskie bionoardisanas testi, pamatojoties uz parametriem, kas skaidri uzrada biologiskus procesus. Sadi
testi ietver skabekla uzpemsanas metodes (3a piclikuma C.4.-D, C.4.-E un C.4.-F nodala (6)) vai testéSanu ar
oglekla dioksida veidosanas mériSanu (3a pielikuma C.4.-C nodala (6)), vai ISO briva tilpuma metodi (18),
izmantojot ieprieks eksponétu séjmaterialu no imitacijas testa. Ja ir izmérita gan DOC, gan konkrétas kimiskas
vielas noardisanas, bitiskas atskiribas (pirma minéta ir zemaka par otro) starp noardisanas ipatsvariem norada uz
organisku starpproduktu klatbatni attiritajos notekiidenos, kurus, iesp&ams, ir griutak noardit neka kimisko
pamatvielu.
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Testesanas rezultatu derigums

63. Informacija par sgjmateriala normalu bionoardiSanos ir iegita, ja ir noteikta organiskas barotnes noardisanas
pakape (53. punkts) kontroles bloka. TestéSanu uzskata par derigu, ja DOC vai COD noardisanas pakape
kontroles bloka(-os) ir > 80 % péc divam nedélam un ja nav iegfti neparasti novérojumi.

64. Ja ir izmantota viegli bionoardama (atsauce) kimiska viela, bionoardisanas pakapei (D, 52. punkts) jabat > 90 %.

65. Ja testéSanu veic nitrificgjosos apstaklos, vidgjai koncentracijai attiritajos notekidenos jabat < 1 mg/l amonjakam-
N un < 2 mg/l nitritam-N.

66. Ja nav atbilstibas Siem kritérijiem (63.~65. punkts), testéSana ir jaatkarto ar séjmaterialu no cita avota, ir jatesté
kimiska standartviela un ir japarskata visas testéSanas procediras.

Testesanas parskats

67. TestéSanas parskata jaieklauj $ada informacija:
Testgjama kimiska viela:
— identifikacijas dati,
— fizikalas Ipasibas un attieciga gadijuma fizikalas un kimiskas ipasibas.
Testesanas apstakli:
— testa sistémas veids un jebkadas izmainas, lai testétu neskistosas un gaistosas kimiskas vielas,
— organiskas barotnes veids,
— ripniecisko notekiidenu dala un veids notekaidenos, ja tas ir zinams,
— s¢jmaterials, Tpasibas un paraugu nemsanas vieta(-as), koncentracija un jebkada iepriekséja apstrade,

— testgjamas kimiskas vielas rezerves skidums — DOC un TOC saturs, sagatavodanas veids, ja ta ir suspensija,
izmantota testéSanas koncentracija, pamatojums, ja DOC ir arpus 10-20 mg/l diapazona, pievienoSanas
metode, pirmas pievienosanas datums, jebkadas izmainas,

— vidgjais danu vecums un vidgjais hidrauliskas aiztures laiks, dinu zuduma metode, apjoma palielinasanas
novérdanas metode, dinu zudums utt.,

— izmantotie analitiskie panémieni,
— testéSanas temperatiira,

— dinu apjoma palielinasanas ipasibas, dinu daudzuma indekss (turpmak — SVI), maisijuma suspendétas cietas
dalinas (turpmak — MLSS),

— jebkadas novirzes no standarta procediram un jebkadi apstakli, kas, iespgjams, ir ietekméjusi rezultatus.
TesteSanas rezultati:

— visi izméritie dati (DOC, COD, ipasas analizes, pH, temperatiira, skabekla koncentracija, suspendétas cietas
dalinas, N kimiskas vielas, ja vajadzigs,

— visas aprékinatas D, (vai D), Dy un Dg, vértibas tabulas formata un noardisanas liknes,

— informacija par kavéjuma un plato fazém, testéSanas ilgumu, testéjamas kimiskas vielas un organiskas
barotnes noardisanas pakapi kontroles bloka kopa ar statistikas informaciju un pazinojumiem par bionoar-
disanos un testé$anas derigumu,

— rezultdtu apspriesana.
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1. papildingjums

1. attéls
BionoardiSanas novertéjuma izmantotais aprikojums

Husmann bloks
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B. Dozétajsiiknis F. SavaksSanas trauks
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3. attels

Trislitru poraina tigela aeracijas trauka dalas
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2. papildinajums
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3. papildinajums

[INFORMATIVS]

TESTESANAS BLOKU SAVIENOSANA

Noliika izlidzinat mikrobu populacijas diinas testéSanas bloka, kas sanem notekiideni kopa ar testéjamo kimisko vielu, un
kontroles bloka, kur§ sanem tikai notekiideni, tika ieviesta diinu ikdienas apmaina (1). So procediiru sauc par savienosanu,
un ta ir savienoto bloku metode. Savienosanu sakotngji veica, izmantojot Husmann aktivo diinu blokus, bet ta ir istenota
ar ar poraina tigela blokiem (2) (3). Netika atklatas nekadas bitiskas atskiribas rezultatos starp nesavienotiem un
savienotiem blokiem neatkarigi no ta, vai izmantoja Husmann vai poraina tigela bloku, tapéc nav nekadu prieksrocibu,
kas kompensétu iztéréto laiku un energiju, kura vajadziga savienotajiem blokiem.

Diinu apmainas var radit iespaidu, ka notiek ievérojama noardisanas, jo dala testéjamas kimiskas vielas tiek parvietota un
testéjamas kimiskas vielas koncentracijas testéSanas un kontroles bloku attiritajos notekiidenos kliist gandriz vienadas.
Tadgjadi ir jaizmanto korekcijas koeficienti, kas ir atkarigi no apmainitas dalas un vidéja hidrauliskas aiztures laika. Ir
publicéti ari papildu dati par So aprékinu (1).

Ir jaaprékina korigéta DOC vai COD noardiSanas pakape, izmantojot visparigu formulu:

D, = (D, — 100 - a - r/12)/(1 — a - 1/12) %

kur:

w« = korigétais DOC vai COD noardisanas %;

D, = noteiktais DOC vai COD noardiSanas %;
a = apmainas dala no aktivo dinu bloku daudzuma;
r = vidgais hidrauliskas aiztures laiks (h).

Ja, pieméram, tieck apmainita puse aeracijas tvertnes daudzuma (a = 0,5) un ja vidgjais hidrauliskas aiztures laiks ir 6 h,
korekcijas formula ir:

4D, — 100

Dtc = %
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4. papildinajums

AKTIVO DUNU INHIBESANAS NOVERTEJUMS
Testejamo kimisko vielu process

1. Pastav iespéja, ka kimisko vielu (vai notekiideni) nevar noardit imitacijas testa un ka tai ir inhibéjosa ietekme uz dinu
mikroorganismiem. Citas kimiskas vielas bionoardas zemas koncentracijas, bet ir inhib&josas augstaka koncentracija
(horméze). Inhibgjosa ietekme var paradities agrina posma vai var tikt noteikta, piemérojot, toksicitates testu ar
sgjmaterialu, kas ir lidzigs vai identisks imiticijas testa izmantotajam (1). Sadas metodes ietver skabekla uznemsanas
inhibéSanu (52 pielikuma C.11. nodala (2) un ISO 8192 (3)) vai dinu organismu vairosanas inhibésanu
(ISO 15522 (4).

2. Imitacijas testa inhibésanu uzradis izskidusa organiska oglekla (turpmak — DOC) vai kimiska skabekla patérina (tur-
pmak — COD) atskiriba starp attirito notekiideni no testésanas bloka un no kontroles bloka, proti, §is vértibas ir
augstakas neka DOC, ko pievienoja ka testéjamo kimisko vielu. Izteikts citadi, organiskas barotnes DOC (un biokimiska
skabekla patérina (turpmak — BOD), COD unfvai NH",) noardiSanas Ipatsvars attiriSanas laika samazinasies testéjamas
kimiskas vielas klatbitnes dél. Ja tas ta notiek, tests ir jaatkarto, samazinot testéjamas kimiskas vielas koncentraciju,
lidz ir sasniegts limenis, pie kura nenotiek inhibésana, un, iesp&ams, turpinot samazinat $o koncentraciju, lidz
testéjama kimiska viela bionoardas. Tomér, ja testéjama kimiska viela (vai notekiidens) negativi ietekmé procesu
visos koncentracijas limenos, tas liecina, ka 3o kimisko vielu ir griiti, varblit pat neiesp&jami apstradat biologiski,
bet var bt lietderigi atkartot testéSanu ar aktivajam diinam no cita avota un/vai ar diinu pakapeniskaku aklimatizaciju.

3. Savukart, ja testéjama kimiska viela imitacijas testa tiek bionoardita pirmaja méginajuma, tas koncentracija ir japalie-
lina, ja tas vajadzigs, lai uzzinatu, vai 1 kimiska viela varétu bat inhibéjosa.

4. Cen3oties noteikt inhibéSanas pakapes, jaatceras, ka aktivo dinu populacija var mainities, tadé] laika gaita mikroor-
ganismi var izveidot toleranci pret inhib&osu kimisko vielu.

5. Inhibésanas pakapes aprékins:
Testésanas un kontroles bloka BOD, DOC, COD utt. kopgjo noardiSanas ipatsvaru (R,) var aprékinat péc vienadojuma:

R, = 100 (I — B)1 %

kur:
I = BOD, DOC, COD utt. koncentracija iepliidé testéSanas vai kontroles traukos (mg/l);
E = attiecigas koncentracijas attiritajos notekidenos (mgfl).

[ un E ir jakorigé DOC vajadzibam testéjamas kimiskas vielas testéSanas blokos dél, jo pretéja gadijuma inhibésanas
Ipatsvara aprékins nebis pareizs.

Testéjamas kimiskas vielas klatbiitnes izraisito inhibéSanas pakapi var aprékinat péc vienadojuma:

% inhibésanas = 100 (R, — R)/R.

kur:

R. = noardisanas ipatsvars kontroles traukos;

R, = noardiSanas ipatsvars testéSanas traukos.
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5. papildinajums

Udeni mazskistoSas un gaistosas testgjamas kimiskas vielas

Udeni mazskistosas kimiskas vielas

Par Gdeni mazskistosu un neskistosu kimisko vielu testéSanu testos, kas imité notekiidenu attiriSanu, ir publicéts maz
parskatu (1) (2) (3).

Nav vienas testéjamas kimiskas vielas dispersijas metodes, kas blitu piemérojama visam neskistosajam kimiskajam vielam.
Divi no Cetriem metodes veidiem, kas aprakstiti ISO 10634 (4), varétu bit pieméroti méginajumiem dispergét test&jamas
kimiskas vielas imitacijas testé$ana, proti, emulgatoru izmantosana un/vai ultraskapas energija. Ir janosaka stabilitate
vismaz izrietosas dispersijas 24 h periodos. Péc tam atbilstigi stabilizétas dispersijas, kas atrodas nepartraukti maisita
rezervuara (38. punkts), devas pievieno aeracijas tvertnei atseviski no sadzives (vai sintétiska) notekaidens.

Ja dispersijas ir stabilas, ir jaizpéta, ka test§jamo kimisko vielu var noteikt dispergéta veida. Visticamak, DOC nebiis
piemérots, tapéc testgjamai kimiskajai vielai bis janosaka Ipasa analitiska metode, ko varétu piemérot attiritajiem note-
kideniem, notekidenu cietajam dalinam un aktivajam diipam. Péc tam testéjamas kimiskas vielas sadalisanos aktivo dinu
procesa imitacija noteiktu $kidraja un cietaja faze. Tadgjadi tiktu noteikta “masas bilance”, lai pienemtu lémumu, vai
testéjama kimiska viela ir bionoardijusies. Tomér tas noraditu vienigi uz primaro bionoardisanos. Galigo bionoardisanos
jacensas paradit, veicot respirometrisko testéSanu attieciba uz vieglu bionoardisanos (32 pielikuma C.4.-C, C.4.-F vai C.4.-D
nodala (5)), ka sgjmaterialu izmantojot diinas, kas paklautas testéjamas kimiskas vielas iedarbibai imitacijas testa.

Gaistosas kimiskas vielas

Notek@idenu attiriSanas imitaciju piemérosana gaisto§am kimiskajam vielam ir gan apstridama, gan problematiska. Tapat
ka par Gideni mazskistosam testéjamam kimiskajam vielam ir publicéts loti maz parskatu, kuros biitu aprakstiti imitacijas
testi ar gaisto$am kimiskajam vielam. Pilnigas maisiSanas iekartas tradicionals veids tiek pielagots, noblivéjot aeracijas
tvertni un nosédtvertni, mérot un kontrolgjot gaisa plismu ar pliismas méritajiem un izejas gazi laizot cauri uztvérgjiem,
lai savaktu gaistoSo organisko vielu. Dazos gadijumos izmanto vakuumsikni, lai izejas gazi ievilktu “auksta” uztvérgja vai
caurpiites uztvérgja, kas satur Tenax un silikagélu gazes hromatografiskajai analizei. Uztvéréja esoSo testéjamo kimisko
vielu var noteikt analitiski.

TestéSanu veic divas dalas. Blokus vispirms darbina bez danam, bet ar sintétisko notekiideni kopa ar testéjamo kimisko
vielu, ko iesikné aeracijas tvertné. Dazas dienas vac un analizé ieplides, attirita notekiidens un izejas gazes paraugus, lai
konstatétu testégjamo kimisko vielu. No apkopotajiem datiem var aprékinat tas test§jamas kimiskas vielas ipatsvaru (R,),

kas atdalita no sistémas.

Péc tam veic parasto biologisko testu (ar diinam) darbibas apstaklos, kas ir identiski atdaliSanas pétijumam. Veic ari DOC
vai COD meérjjumus, lai parliecinatos, ka bloki strada efektivi. Testa pirmaja dala veic periodiskas analizes, lai noteiktu
testéjamo kimisko vielu iepladé, attiritaja notekiideni un izejas gazé. Péc aklimatizacijas analizes veic biezak. Arl Saja
gadijuma no datiem stabila stavokli var aprekinat testéjamas kimiskas vielas noardisanas ipatsvaru Skidraja fazé, kuru
izraisijusi visi procesi (Ry) (fiziskie un biologiskie), ka ari dalu (Ry), kas atdalita no sistémas.

Aprekins

a) Nebiologiski testéjama materiala, kas atdalits no sistémas, Ipatsvaru (Ryp) var aprékinat péc vienadojuma:

S
RVP = ﬂ ° 100
S

Ryp = testgjamas kimiskas vielas noardisanas izgaistot (%);

Syp = testgjama kimiska viela, kas savakta uztvéréja un izteikta ki koncentracijas ekvivalents $kidraja fazé (mg/l);
Spp = testégjamas kimiskas vielas koncentracija ieplade (mg/l).
b) Biologiski testéjama materiala, kas atdalits no sistémas, ipatsvaru (Ry) var aprékinat péc vienadojuma:
Sy
Ry =¥ - 100

S
kur:
Ry = test€jamas kimiskas vielas noardisanas biologiskaja testéSana izgaistot (%);

Sy = testéjama kimiska viela, kas biologiskaja testéSana savakta uztvéréja un izteikta ka koncentracijas ekvivalents
ieplade (mg/l);

gl
|

= testéjamas kimiskas vielas koncentracija iepladé (mg/l).
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¢) Biologiski testéjamas kimiskas vielas ipatsvaru (Ry), kas noardijies, pateicoties visiem procesiem, var noteikt péc sada

vienadojuma:

Sk
Rr=1-—-100
N

kur:

S = testgjamas kimiskas vielas koncentracija (Skidraja) attiritaja notekiideni (mg]l).
d) Tadgjadi ar bionoardisanos un adsorbciju noardito ipatsvaru (Rg,) var aprékinat péc vienadojuma:

Rps = Ry — Ry)

Javeic atseviski testi, lai noteiktu, vai testé§jama kimiska viela ir tikusi adsorbéta. Ja ir, var veikt turpmaku korekciju.
€) Salidzingjums starp testéjamas kimiskas vielas dalu, kas atdalita no sistémas biologiskaja (R,) un nebiologiskaja (R,

testéSana, atspogulo visparéjo ietekmi, kada biologiskajai attiri§anai ir bijusi uz testéjamas kimiskas vielas emisiju gaisa.

Piemers.  Benzols

Digu aiztures laiks = 4 dienas

Sintétiskais notekadens, aiztures laiks = 8 h

Sp = S =150 mg|l

Svp = 150 mg/l (Sgp = 0)

Sy = 22,5mgfl

Sg = 50 pgfl

Tadejadi:

Ryp = 100 %, Ry = 15 %

Ry = 100% un Ry, = 85 %.

Tika pienemts, ka benzols netika adsorbéts uz danam.
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6. papildinajums

Diinu aiztures laika ietekme uz kimisko vielu attiramibu

IEVADS

. Teksta pamatdala aprakstita metode tika izstradata, lai noskaidrotu, vai testétas kimiskas viclas (parasti tas, par kuram

ir zinams, ka tas batiba, bet ne viegli, ir bionoardamas) var tikt bionoarditas noteiktajas robezas notekidenu
attiriSanas iekartas. Rezultati ir izteikti noardisanas ipatsvara un bionoardisanas ipatsvara. Aktivo diinu bloku darbibas
apstakli un iepludes izvéle paredz saméra plasas variacijas attieciba uz testéjamas kimiskas vielas koncentraciju
attiritaja notekaideni. TestéSanu veic tikai ar vienu dinu cieto dalinu nominalo koncentraciju vai ar vienu nominalo
danu aiztures laiku (turpmak — SRT), un aprakstitie diinu zuduma reZimi var nozimét, ka SRT var bitiski mainities
testéSanas laika gan starp dienam, gan vienas dienas laika.

. Seit aprakstitaja gadijuma (1) (2) SRT kontrolé daudz 3aurakas robezas katra 24 h perioda (tdpat ka notiek ar lieliem

apjomiem), ka rezultata attiritajos notekiidenos ir nemainigaka koncentracija. leteicams izmantot sadzives notekiideni,
jo tas nodro$ina nemainigakus un augstakus noardisanas ipatsvarus. Tapat tiek izpétita vairaku SRT vértibu ietekme,
savukart detalizétaka pétijuma var noteikt temperatiiras diapazona ietekmi uz koncentraciju attiritajos notekiidenos.

. Vél nav visparpienemtas vienpratibas attieciba uz to, kuri kinétikas modeli darbojas, kad kimiskas vielas bionoardas

notekiidenu attiriSanas apstaklos. Tika izraudzits un apkopotajiem datiem piemérots Monod baktériju vairosanas un
substratu izmantoSanas modelis (1) (2), jo metodes mérkis bija pieméroSana tikai tadam kimiskajam vielam, kas tiek
izstradatas daudzu tonnu apmeéra, novedot pie koncentracijam notekiideni, kuras parsniedz 1 mg/l. Vienkar3ota
modela un veikto pienémumu derigumu noteica, izmantojot spirtu etoksilatu rindas ar dazadam primaras bionoar-
disanas pakapem (2) (3).

Piezime. Sis metodes variants stingri pieturas pie §is testéSanas metodes C.10.-A teksta, un ir uzskaititas tikai tas
dalas, kas atskiras.

TESTESANAS PRINCIPS

. Aktivo dinu poraina tigela bloki, kas paredzéti (gandriz) nepartrauktu maisjjuma zudumu nodrosinasanai, Jaujot loti

precizi kontrolét dinu aiztures laiku (SRT vai 9y), tiek darbinati nesavienota rezima dazados SRT un, ja vélas, dazadas
temperatiiras. Parasti aiztures laiks ir 2-10 dienas un temperatira ir 5-20 °C. Notekadeni, vélams, sadzives, un
testéjamas kimiskas vielas skidumu atseviski devas pievieno blokiem atruma, kas nodrosina vajadzigo dinu aiztures
laiku (3—6 stundas) un vajadzigo testéjamas kimiskas vielas koncentraciju iepladé. Paraléli tiek darbinati kontroles
bloki, kas nesanem testgjamo kimisko vielu, lai biitu iesp&ams salidzinajums.

. Var izmantot cita veida iekartas, bet ir loti jauzmanas, lai nodrosinatu, ka tiek panakta laba SRT kontrole. Pieméram,

izmantojot iekartas, kas ietver nosédtvertni, var bit vajadziga iesp&ja nodrosinat cieto dalipu zudumus ar iekartas
attirito notekadeni. Javeic ari ipasi droSibas pasakumi, lai izvairitos no klidam danu daudzuma nosédtvertné
variaciju del.

. Blokus darbina katra noteiktaja apstaklu kopuma un péc tam, kad iestdjies lidzsvars, apméram triju nedéu perioda

nosaka vidgjas stabila stavokla testéjamas kimiskas vielas koncentracijas attiritajos notekiidenus un, ja vélas, DOC.
Papildus testégjamas kimiskas vielas noardisanas ipatsvara un, ja vélas, DOC noteik$anai grafiska veida attélo attiecibas
starp iekartas darbibas apstakliem un koncentraciju attiritaja notektideni. No ta var aprékinat nosacitas kinétikas
konstantes un var prognozét apstaklus, kados testéjamo kimisko vielu var apstradat.

INFORMACIJA PAR TESTEJAMO KIMISKO VIELU

. Pieméro C.10.-A nodalas 12. un 13. punktu.

APSTIPRINASANAI VAJADZIGIE LIMENI

. Pieméro C.10.-A nodalas 14. un 15. punktu.

KIMISKA STANDARTVIELA

. Pieméro C.10.-A nodalas 16. punktu.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

TESTESANAS REZULTATU ATKARTOJAMIBA

Pieméro C.10.-A nodalas 17. un 18. punktu.

METODES APRAKSTS
Iekarta

Pieméroti ir izmantot pielagotu poraina tigela sistému (6.1. papildinajums). To veido ieks€jais trauks (vai ieliktnis), kas
izgatavots no 3,2 mm bieza poraina polipropiléna ar poru izméru aptuveni 90 pm apméra, un Suve ir parlaidme-
tinata. (Tas nodrosina, ka bloks ir izturigaks neka C.10.-A nodalas 21. punkta aprakstitais.) leliktni uzstada necaur-
laidiga polietiléna argja trauka, kas sastav no divam dalam: apalas pamatnes, kura ieurbti caurumi, lai nodrosinatu
divas gaisa linijas un dinu zuduma linjju, un augsgja cilindra, ko uzskrivé uz pamatnes un kam ir atvere, kura
izvietota ta, lai poraina tigela trauka piegadatu zinamu tilpumu (3 I). Viena no gaisa linijam ir aprikota ar difuzoro
akmeni, savukart otra ir atvérta un izvietota taisnlenkos attieciba pret akmeni tigeli. Si sistéma rada vajadzigo
turbulenci, lai nodroinatu, ka tigela saturs tiek pilniba samaisits, ka ari nodrosina izskidusa skabekla koncentracijas
virs 2 mgfl.

Atbilstigo skaitu bloku uztur kontrolétas temperatiiras 5-20 °C (£ 1 °C) diapazona vai nu Gdens vannas, vai nemai-
nigas temperatiiras telpas. Ir vajadzigi stikni, lai aeracijas traukos ievaditu testéjamas kimiskas vielas $kiduma un
nogulsngjusos dinu devas vajadzigajos atrumos (attiecigi 01 ml/min un 0-25 ml/min), ka arf tresais siknis, lai no
aeracijas traukiem iznemtu danu zudumus. Vajadzigo dinu zuduma plasmas loti mazo atrumu panak, izmantojot
stkni, kas iestatits ar lielaku atrumu un ko, pateicoties taimerim, darbina periodiski, pieméram, darbinot to 10
sekundes minté, sikna padeves atrums 3 ml/min apméra nodrosina zuduma atrumu 0,5 ml/min apméra.

Filtracijas iekarta vai centrifiiga

Pieméro C.10.-A nodalas 23. punktu.

Analitiskais aprikojums

Pieméro C.10.-A nodalas 24. punktu.

Udens
Pieméro C.10.-A nodalas 25. un 26. punktu.

Organiska barotne

Pieméro C.10.-A nodalas 27. punktu.

Sintetiskais notekiidens

Pieméro C.10.-A nodalas 28. punktu.

Sadzives notekiidens

Pieméro C.10.-A nodalas 29. punktu.

Aktivas diinas

Pieméro C.10.-A nodalas 30. punktu.

Testgjamo Kimisko vielu rezerves Skidumi

Pieméro C.10.-A nodalas 31. un 32. punktu.

PROCEDURA
Sejmateriala sagatavosana

Pieméro tikai C.10.-A nodalas 34. punktu. Jaizmanto aktivas dapas (apm. 2,5 gfl).

TesteSanas bloku skaits

Vienkarsa testa gadijuma, t. i., lai izméritu noardiSanas ipatsvaru, ir vajadzigs tikai viens SRT, bet, lai iegtitu datus, kas
vajadzigi nosacito kinétikas konstansu aprékinasanai, it vajadzigas 4 vai 5 SRT vértibas. Parasti izvélas vértibas 2-10
dienu diapazona. Praktiska zina ir érti veikt testéSanu ar 4 vai 5 SRT vienlaikus viena temperatiira. Plasakos pétijumos
tas paSas SRT vértibas vai, iesp&jams, cita diapazona vértibas izmanto citas temperatiras 5-20 °C diapazona.
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Primarajai bionoardisanai (galvenais lietojums) parasti vajadzigs tikai viens bloks katram apstaklu kopumam. Tacu
galigas bionoardiSanas testéSanai katram apstaklu kopumam vajadzigs kontroles bloks, kas sanem notekaideni, bet
nesanem testéjamo kimisko vielu. Ja uzskata, ka izmantotaja notekiideni ir testéjama kimiska viela, ir jaizmanto
kontroles bloki, arT kad tiek novertéta primara bionoardisanas, un aprékinos javeic vajadziga korekcija.

Organiskas barotnes un testgjamas kimiskas vielas dozesana

Pieméro tikai C.10.-A nodalas 36.-39. punktu, bet janem véra, ka test§jamas kimiskas vielas skidumu doze atseviski
un ka izmanto dazadus diipu zuduma atrumus. Tapat, ja vajadzigs, ir jauzrauga un japielago + 10 % diapazona
ieplades un attirito notekiidenu plismas atrumi, ka arf danu zuduma regularitate, pieméram, divreiz diena. Ja,
izmantojot sadzives notekideni, analitiskajas metodés rodas problémas, testéSana javeic ar sintétisko notekideni,
bet ir janodrosina, ka dazadas barotnes nodrosina salidzinamus kinétikas datus.

Aktivo diinu bloku apstrade

Pieméro C.10.-A nodalas 40.-43. punktu, bet SRT ir jakontrolé tikai ar “nemainigu” dinu zudumu.

Paraugu nemsana un analize

Pieméro C.10.-A nodalas 44.-50. punktu, izpemot to, ka testéjamas kimiskas vielas koncentracija un DOC nav
janosaka obligati. COD nevajadzétu izmantot.

DATI UN PARSKATU SAGATAVOSANA
Rezultatu apstrade

Pieméro C.10.-A nodalas 52.-54. punktu.

Testa rezultatu izteikSana

Piemeéro C.10.-A nodalas 56.-62. punktu.

Kinétikas konstanSu apréekinasana

Realak ir noradit vidgjo stabila stavokla testéjamas kimiskas vielas koncentraciju attiritaja notekiideni un aprakstit, ka
ta mainds atkariba no iekartas darbibas apstakliem, neka noradit primaras bionoardiSanas ipatsvaru. To var izdarit,
apsverot 6.2. papildindjuma 6. vienadojumu, kas var nodrosinat K, p, un 9sc (kritiskais dinu aiztures laiks) veértibas.

(Kg un p, aptuvenas vértibas var ari noteikt, izmantojot vienkar§u datorprogrammu, lai no 2. vienadojuma (6.2.
papildindjums) aprékinato teorétisko likni piemérotu iegfitajam testéSanas vértibam. Lai gan neviens Skidums nebiis
unikals, var ieghit sapratigu Kg un p, tuvindjumu.)

Rezultatu mainiba

Parasti iegtist atsevisku kimisko vielu kinétikas parametru mainigas vértibas. Tiek uzskatits, ka apstakli, kados danas ir
augusas, ka ari testéSanas apstakli (ka noradits 5. punkta un citos testos) liela méra ietekmé rezultatu vértibas. Vienu
no §is mainibas aspektiem ir aplikojusi Grady et al. (4), kuri ir noradijusi, ka diviem galéjiem apstakliem jaizmanto
termini “pastavo$s” un “raksturigs”, kas apraksta fiziologiska stavokla robezas, kuras kultiira var sasniegt kinétiska
testa laika. Ja test€Sanas laika stavoklim nelauj mainities, kinétisko parametru vértibas atspogulo apstaklus vidé, no
kuras mikroorganismi tika panemti. Sis vértibas sauc par “pastavosam” jeb pasreiz esosdm. Otras galgjibas gadijuma,
ja testéSanas apstakli pielauj olbaltumvielu sintezgjosas sistémas pilnigu attistibu, atlaujot maksimalo vairo$anas
atrumu, iegiitos kinétikas parametrus sauc par “raksturigiem” un tie ir atkarigi no substrata veida un baktériju veidiem
kult@ira. Proti, pastavosas vertibas iegiis, saglabajot zemu substrata koncentracijas koeficientu attieciba pret atbilsti-
gajiem mikroorganismiem (S,/X,), pieméram, 0,025, savukart raksturigas vértibas rodas, ja Sis koeficients ir augsts,
pieméram, vismaz 20. Abos gadjjumos S, jabiit vienadam ar attieciga puspiesatinajuma konstantes (Ks) veértibu vai
japarsniedz ta.

Mainiba un citi bionoardisanas kinétikas aspekti tika aplikoti nesen notikusaja SETAC seminara (5). Pateicoties
$adiem pétijumiem, par kuriem ir sagatavoti parskati, driz vajadzétu iegiit skaidraku prieksstatu par kinétiku saistiba
ar notekadenu attiriSanas iekartam, lai biitu iesp&jams labak interpretét esosos datus, ka ari ierosinat atbilstigakas
turpmakas testéSanas metodes.



19.3.2014. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 81/167

LITERATURA:
(1) Birch RR (1982). The biodegradability of alcohol ethoxylates. XIII Jornado Com. Espanol Deterg.: 33-48.
(2) Birch RR (1984). Biodegradation of nonionic surfactants. J.A.O.C.S., 61(2): 340-343.

(3) Birch RR (1991). Prediction of the fate of detergent chemicals during sewage treatment. J. Chem. Tech. Biotechnol.,
50: 411-422.

(4) Grady CPL, Smets BF and Barbeau DS (1996). Variability in kinetic parameter estimates: A review of possible causes
and a proposed terminology. Wat. Res., 30 (3): 742-748.

(5) Biodegradation kinetics: Generation and use of data for regulatory decision making (1997). Workshop at Port
Sunlight, UK. Eds. Hales SG, Feitjel T, King H, Fox K, Verstraete W. 4-6th Sept. 1996. SETAC- Europe, Brussels.



L 81/168 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis 19.3.2014.

6.1. papildinajums
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6.2. papildingjums

Kinétikas konstanSu apréekinasana

1. Pienemot, ka var piemérot Monod kinétiku, un nemot véra aktivo cieto dalinu un substrata masas bilanci aktivo dinu
sistéma (1), var iegiit 3adas stabila stavokla izteiksmes:

1 ym . Sl
—__rm 71
: 33 Ks + Sl ¢ [1]
vai
K- (14+Ky -9,
51:35.(; _Kd)_S)l (2]
kur: s Am T
S, = substrata koncentracija attiritaja notekideni (mg/l);
K¢ = puspiesatindgjuma konstante, pie kuras koncentracija: p = p,/2 (mg/l);
p = Tpatnéjais vairosanas atrums (d°1);

Wy = B, maksimala vértiba (d71);
K4 = aktivo cieto dalinu Tpatngjais samazinasanas atrums (d);

Vg = vidgjais diinu aiztures laiks (SRT) (d).

¢
o1

vienadojuma izpétes rezultata var izdarit $adus secinajumus:

i) koncentracija attiritaja notekideni ir atkariga no koncentracijas ieplidé (S;), tadéjadi bionoardisanas ipatsvars
mainas atkariba no koncentracijas iepladé (Sp);

ii) vienigais iekartas kontroles parametrs, kas ietekmé S, ir dinu aiztures laiks (¥g);

iii) katrai koncentracijai iepladé (So) bis kritiskais diinu aiztures laiks, proti:

1 PS . So
= B0
s % K+S 3]

e = kritiskais dinu aiztures laiks, kuru nesasniedzot atbilstigie mikroorganismi tiks izskaloti ara no iekartas;

iv) ta ka citi 2. vienadojuma parametri ir saistiti ar vairo$anas kinétiku, temperatiira, visticamak, ietekmés substrata
limeni attiritaja notekiideni un kritisko diipu vecumu, t. i., diinu aiztures laiks, kas vajadzigs, lai iegiitu konkrétu
attiriSanas pakapi, palielinatos, samazinoties temperatiirai.

2. No cieto dalinu masas bilances poraina tigela sisttma un pienemot, ka cieto dalinu koncentracija iekartas attiritaja
notekideni (X,) ir zema salidzinajuma ar koncentraciju aeracijas trauka (X;), dinu aiztures laiku var aprékinat 3adi:

un T (Q—Q1) X+ Q1 Xy
g - VXV
QX

kur:

V = aeracijas trauka tilpums (l);

X; = cieto dalinu koncentracija aeracijas trauka (mgl);
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X, = cieto dalinu koncentracija attiritaja notekideni (mg/l);
Qo
Qi

iepludes plasmas atrums (1/d);

1]

diinu zuduma plasmas atrums (1/d).

Tadgjadi ir iespgjams kontrolét dinu aiztures laiku jebkura ieprieks noteikta vértiba, kontrolgjot dinu zuduma pliasmas
atrumu (Q).

Secinajumi:

. Tadgjadi testé3anas galvenais mérkis ir nodrosinat koncentracijas attiritaja notekiideni prognozéjamibu un attiecigi ari

testéjamas kimiskas vielas limenu sanemosajos tidenos prognozéjamibu.

. Grafiski attélojot S; attieciba pret Ug, dazreiz var viegli novertét kritisko diinu aiztures laiku (g¢), pieméram, 3. likne 1.

attéla. Kad tas nav iesp&jams, Dgc var aprékinat kopa ar p,, un K aptuvenam vértibam, grafiski attélojot S;, attieciba
pret S; .

1. vienadojuma pargrupéSana nodroina $adu rezultatu:

51'85 7KA+
149Ky Fno m Bl

Ja Ky ir mazs, tad 1 + O - Ky ~ 1 un (5) klast:

K S
S8 =+ [6]
Hm  HPm

Tadgjadi grafiskajam attélojumam jabut taisnei (sk. 2. att€lu) ar 1/p,, slipumu un jaskérso Kgfp,; turklat 9 ~1/u,,.

1. attels

Tris temperatiiras, 5 SRT

Z 10 -

7

e -

g s LIKNE3: 5°C

gl

3:

g 6 LIKNE2: 10°C
g

&

&1 4 _

g = LIKNE1: 15°C
e

g

& 7

EI B §

= v 3

g 0 I—3 :
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Glosarijs

Koncentracija attiritaja notekadent:

Likne:

(jj3ux)
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2. attels

Regresijas linija SRT - S; attieciba pret S; pie T = 5°C
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7. papildinajums

TESTESANA AR ZEMU (ug/l) KONCENTRACIU DIAPAZONU

. Udens vidé, pat notekiidenos, parasti ir daudzas kimiskas vielas zemas koncentracijas (ugfl). Sadas koncentracijas tas,

iespgjams, nefunkcioné ka primari substrati, kas veicina vairosanos, bet, visticamak, noardas ka audzi neveidojosi,
sekundari substrati kopa ar dazadam dabigam oglekla kimiskajam vielam. Tadé] $adu kimisko vielu noardisanas nebis
piemérota 6. papildinajuma aprakstitajam modelim. Ir daudzi modeli, ko varétu piemérot, un notekiidenu attiriSanas
sistémas pastavosajos apstaklos vairaki no tiem varétu darboties vienlaikus. Ir vajadzigs daudz vairak pétjjumu, lai
izskaidrotu $o problemu.

. Teksta pamatdala (C.10.-A nodala) aprakstito procediiru var izmantot tikai attieciba uz primaro bionoardisanos,

izmantojot zemas koncentracijas (< 100 pgfl) un apstiprinatu analitisko procediru. Bionoardisanas ipatsvaru var
aprékinat (sk. testéSanas metodes 54. punktu) ar nosacijumu, ka tiek nemti véra abiotiskie procesi (adsorbcija, gais-
tamiba utt.). Ka pieméru var izmantot Nyholm un vipa kolégu pétijumu (1) (2), kura izmantoja 4 h ciklu uzpildisanas
un noliesanas sistéma. Sie pétnieki konstatéja pseido pirmas kartas konstantes piecam kimiskajam vieldm, ko pievie-
noja sintétiskajam notekiidenim 5-100 pg/l apméra. Lai panaktu galigu bionoardisanos, var izmantot '“C-markétas
testéjamas kimiskas vielas. Sadas pieejas apraksts neietilpst §is testésanas metodes darbibas joma, jo vél nav panakta
vienosanas par procediiram, lai gan ISO 14592 (3) vajadzibam ierosinata metodé ir ietverti noradijumi par '*C
markétu kimisko vielu izmantosanu.

SCAS testésana

. Vélaka posma tika ierosinats vienkarsaks divu posmu tests (4) (5) (6). Péc dalgji nepartrauktas aktivo dinu (turpmak —

SCAS) metodes veic Tstermina kinétikas testéSanu ar paraugiem, kas nemti no SCAS blokiem. SCAS sistemu darbina ar
zinamiem dinu zuduma atrumiem (pretéji sakotnéjai testéSanas metodei C.12) un taja iepilda modificétu ESAO
sintétisko notekiideni vai sadzives notekiideni. Sintétisko Gideni modificgja (pH vértibas mainiSanas un vajas danu
nogulsnésanas spéjas del), pievienojot fosfatu ka buferskidumu, rauga ekstraktu, dzelzs (Ill) hloridu un mikroelementu
salus, un ta COD paaugstindja aptuveni lidz 750 mg/l, palielinot peptona un galas ekstrakta koncentraciju. Blokus
darbinaja 24 h cikla: aeracija 23 h, danu zudums, nogulsnésanas, dzidra skiduma (attirita notekiidens) nopemsana, péc
kuras pievienot sintétisko notektideni kopa ar testéjamo kimisko vielu lidz 100 pg/l (t. i, aptuveni tada pati koncen-
tracija, kadu izmanto Istermina testéSana). Reizi nedéla 10 % no kopéja dinu daudzuma aizvieto ar svaigam danam, lai
saglabatu lidzsvarotu mikrobu populaciju.

. Testgjamas kimiskas vielas koncentracijas izméra sakuma un aeracijas beigas un testéSanu turpina, lidz sasniedz

testéjamas kimiskas vielas pastavigu noardiSanos. Tas var aizpemt laiku no vienas nedélas lidz vairakiem ménesiem.

Istermina testéSana

. Istermina testéSanu (pieméram, 8 h) veic, lai noteiktu (pseido) pirmas kartas kinétiska koeficienta konstanti testéjamas

kimiskas vielas samazindgjumam aktivajas danas, kas nak no zinamiem, bet atskirigiem avotiem un lietojumiem. It
seviski danu paraugus nem no SCAS reaktoriem — aeracijas perioda beigas, kad organiska substrata koncentracija ir
zema, — aklimatizacijas testéSanas gaita (3. un 4. punkts). Diinas var nemt ari no paraléla SCAS bloka, kam nepievieno
testéjamo kimisko vielu, lai veiktu salidzindgjumu. Dinu un testéjamas kimiskas vielas, ko pievieno divas vai vairakas
koncentracijas 1-50 pg/l diapazona, maisjjumiem veic aeraciju, nepievienojot sintétisko notekiideni vai organisko
substratu. Skiduma saglabato testgjamo kimisko vielu nosaka regularos intervalos, pieméram, reizi stunda, atkariba
no kimiskas vielas noardisanas spéjas un ne ilgak ka 24 stundu perioda. Pirms atbilstigas analizes veikSanas paraugus
centrifuge.

Aprekini

. Datus no SCAS blokiem izmanto, lai aprékinatu testéjamas kimiskas vielas noardisanas ipatsvaru (54. punkts). Tapat

var aprékinat vidgjo koeficienta konstanti (K;) (kas normalizéta suspendéto cieto dalinu koncentracijai) ar vienadojumu:
C
Ki=1/t- lnE ~1/88(1/g h)
i

kur:

-
1}

aeracijas laiks (23 h);

C. = koncentracija aeracijas perioda beigas (ug/l);
. = koncentracija aeracijas sakuma (ug/l);

SS

aktivo dinu cieto dalinu koncentracija (g/l).

. Istermina testéSana palikusi log % koncentracija tiek grafiski attélota attieciba pret laiku, un grafiska attélojuma

sakotngjas dalas slipums (10-50 % noardisanas) atbilst K; (pseido) pirmas kartas konstantei. Konstanti normalizé
attieciba uz dainu cieto dalinu koncentraciju, dalot slipumu ar diinu cieto dalinu koncentraciju. Parskata noraditajam
rezultatam ir jaietver arl dati par testéjamas kimiskas vielas un suspendéto cieto dalinu sakuma koncentracijam, danu
aiztures laiku, dinu pievienosanu un avotu, ka ari par ieprieks¢ju paklausanu testéjamas kimiskas vielas iedarbibai (ja
tada bijusi).
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Rezultatu mainiba

8. Mainiba un citi bionoardisanas kinétikas aspekti tika aplitkoti nesen notikusaja SETAC seminara (7). Pateicoties $adiem
pétijumiem, par kuriem ir sagatavoti parskati, driz vajadzétu iegiit skaidraku prieksstatu par kinétiku saistiba ar
notekiidenu attiriSanas iekartam, lai bitu iesp&jams labak interpretét esoSos datus, ka ari ierosinat atbilstigakas
turpmakas testéSanas metodes.

LITERATURA

(1) Nyholm N, Jacobsen BN, Pedersen BM, Poulsen O, Dambourg A and Schultz B (1992). Removal of micropollutants in
laboratory activated sludge reactors. Biodegradability. Wat. Res. 26: 339-353.

(2) Jacobsen BN, Nyholm N, Pedersen BM, Poulsen O, and Ostfeldt P (1993). Removal of organic micropollutants in
laboratory activated sludge reactors under various operating conditions: Sorption. Wat. Res. 27: 1505-1510.

(3) 1SO 14592 (ISOJTC 147/SC5/WG4, N264) (1998). Water Quality — Evaluation of the aerobic biodegradability of
organic compounds at low concentrations in water.

(4) Nyholm N, Ingerslev F, Berg UT, Pedersen JP and Frimer-Larsen H (1996). Estimation of kinetic rate constants for
biodegradation of chemicals in activated sludge waste water treatment plants using short-term batch experiments and
pg/l range spiked concentrations Chemosphere 33 (5): 851-864.

(5) Berg UT and Nyholm N (1996). Biodegradability simulation Studies in semi-continuous activated sludge reactors with
low (ug/l range) and standard (ppm range) chemical concentrations. Chemosphere 33 (4): 711-735.

(6) Danish Environmental Protection Agency. (1996). Activated sludge biodegradability simulation test. Environmental
Project, No. 337. Nyholm, N. Berg, UT. Ingerslev, F. Min. of Env. and Energy, Copenhagen.

(7) Biodegradation kinetics: Generation and use of data for regulatory decision making (1997). Workshop at Port
Sunlight, UK. Eds. Hales, SG. Feitjel, T. King, H. Fox, K. and Verstraete, W. 4-6™ Sept. 1996. SETAC- Europe, Brussels.

C.10.-B. Biopléves

IEVADS

1. Imitacijas testéSanu parasti veic ar kimiskajam vielam, kas nav sekmigi noardijusas vieglas bionoardisanas skri-
ninga testa (32 pielikuma C.4.-A-C.4.-F nodala (9)), bet ir noardijusas potencialas bionoardianas testa. [znémuma
karta imitacijas testéSanu veic ari ar kimiskajam vielam, par kuram vajadziga papildu informacija, it seviski ar
tadam, ko izstrada daudzu tonnu apméra, un parasti pieméro aktivo danu testu (C.10.-A nodala). Tomér dazas
situdcijas ir vajadziga konkréta informacija par kimiskas vielas reakciju uz notekiidenu attiriSanas metodém, kuras
ietver biopléves, proti, perkoléSanas vai pilinasanas filtriem, rotéjosajiem biologiskajiem kontaktoriem un virs-
toSajiem slaniem. Lai nodrosinatu $o vajadzibu, ir izstradatas dazadas iekartas.

2. Gerike et al. (1) izmantoja lielus pilinasanas pilotfiltrus, ko darbindja savienoto bloku rezima. Siem filtriem bija
vajadziga plasa telpa un saméra liels daudzums notekiidenu vai sintétisko notekiidenu. Truesdale et al. (2) aprak-
stija mazakus filtrus (diametrs 6 pédas x 6 collas), kuros iepildija dabigu notekiideni bez virsmaktivajam vielam,
bet tiem vienalga bija vajadzigi lieli daudzumi. “Nobriedusas” biopléves izveidei bija vajadzigas 14 nedélas, turklat
papildu 4-8 nedélas bija vajadzigas aklimatizacijai péc test€jamas virsmaktivas vielas pirmas pievienosanas.

3. Baumann et al. (3) izstradaja daudz mazaku filtru, kura izmantoja poliestera “Skiedru”, kas ieprieks bija iemerkta
aktivajas diinas ka inerta barotné, kura veicina biopléves veidosanos. Testéjamo kimisko vielu izmantoja ka
vienigo oglekla avotu un bionoardisanos novértéja no izskidusa organiska oglekla (turpmak — DOC) mérjjumiem
ieplidé un attiritaja notekiideni, ka ari no CO, daudzuma izejas gaze.

4. Gloyna et al. (4) izvélgjas saméra atskirigu pieeju un izgudroja rotgjosu cilindrisku reaktoru. Uz rotéjosas caurules
ieksgjas virsmas izaudzéja bioplévi uz zinamas virsmas platibas, no caurules, kas izvietota slipi neliela lenki
attieciba pret horizontali, augdpuses ieplidinot ieplides striklu. Reaktoru izmanto, lai izpétitu virsmaktivo
vielu bionoardisanos (5), ki arT biopléves optimilo biezumu un diféiziju cauri plévei (6). Sie pédéjie minétie
autori izstradaja reaktoru, ka ari pielagoja to, lai baitu iespéjams noteikt CO, izejas gaze.
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5. Analitiku pastaviga komiteja (AK) So rotgjoso cilindrisko reaktoru ir pienémusi par standarta metodi, ar kuras
palidzibu var novértét gan kimisko vielu bionoardidanos (7), gan notekiidenu toksicitates attirimibu (8). Seit
aprakstitas metodes prieksrocibas ir vienkarsiba, kompaktums, atkartojamiba un saméra mazie vajadzigie orga-
niskas barotnes daudzumi.

TESTESANAS PRINCIPS

(=)

Sintétisko vai sadzives notekiideni un testéjamo kimisko vielu — maisjjuma vai vienu pasu — ieplidina uz leéni
rot&josas, slipi izvietotas caurules iek3gjas virsmas. Uz iek$éjas virsmas veidojas mikroorganismu slanis, kas lidzigs
biofiltra barotné esodajam. Reaktora darbibas apstaklus izvélas ta, lai nodroinatu pietickamu organiskas vielas
noardisanos un, ja vajadzigs, amonija oksidaciju.

7. Attrito notekiideni no caurules savac un tam vai nu lauj nogulsnéties, un/vai to filtré pirms DOC un/vai
testéjamas kimiskas vielas analizéSanas ar ipasu metodi. Paraléli tados paSos apstaklos tiek darbinati kontroles
bloki, lai batu iespéjams salidzinajums. Pienem, ka starpiba starp DOC koncentracijam attiritaja notekideni
testéanas bloka un kontroles bloka ir attiecinima uz testéjamo kimisko vielu un tas organiskajiem metabolitiem.
So starpibu salidzina ar pievienotas testéjamas kimiskas vielas (ka DOC) koncentraciju, lai aprékinatu testgjamas
kimiskas vielas noardisanos.

8. Bionoardisanos parasti var noskirt no bioadsorbcijas, riipigi izpétot noardisanas un laika likni. Apstiprinajumu
parasti var iegiit, veicot vieglas bionoardisanas testu (skabekla uzpemsana vai oglekla dioksida veidosanas),
izmantojot aklimatizétu s¢jmaterialu, kas testa beigas panemts no reaktoriem, kuri sanem testéjamo kimisko
vielu.

INFORMACIJA PAR TESTEJAMO KIMISKO VIELU

9. Ir jabat zinamai testéjamas kimiskas vielas tiribai, $kidibai @ideni, gaistamibai un adsorbcijas ipasibam, lai batu
iespéjams pareizi interpretét iegistamos rezultatus.

10. Parasti gaistosas un mazskistosas kimiskas vielas nevar testét, ja vien netiek istenoti pasi piesardzibas pasakumi
(sk. C.10.-A nodalas 5. papildindjumuy). Jabat zinamai ari kimiskajai struktiirai vai vismaz empiriskajai formulai,
lai bitu iesp&jams aprékinat teorétiskas veértibas un/vai parbaudit parametru noteiktas veértibas, pieméram, teoré-
tisko skabekla patérinu (turpmak — ThOD) un DOC.

11. Piemérotako testéSanas koncentraciju izvélei var bat noderiga informacija par testéjamas kimiskas vielas toksisko
iedarbibu uz mikroorganismiem (sk. C.10.-A nodalas 4. papildinajumuy), kas var bit svariga bionoardisanas spéjas
zemu vértibu pareizai interpretéSanai.

APSTIPRINASANAI VAJADZIGIE LIMENI

12. Sakotngji virsmaktivo vielu primaras bionoardisanas limenim bija jabat 80 % un augstakam, pirms kimisko vielu
vargja laist tirgdi. Ja netiek sasniegts 80 % limenis, var veikt $o imitacijas (apstiprinasanas) testu un virsmaktivo
vielu var laist tirg tikai tad, ja vairak neka 90 % no konkrétas kimiskas vielas ir noarditi. Attieciba uz kimiskajam
vielam parasti nav Saubu par sekmigu vai nesekmigu testéSanas rezultatu, un iegiito noardisanas ipatsvara vértibu
var izmanot, lai aptuveni aprékinatu iesp&amo koncentraciju vide, ko var izmantot kimisko vielu radita apdrau-
déjuma novértesana. Vairakos pétijumos ar tiram kimiskam vielam atklatais DOC noardisanas ipatsvars bija
> 90 % vairak neka tris ceturtdalas gadijumu un > 80 % no vairak neka 90 % kimisko vielu, kas uzradija jebkadu
bitisku bionoardisanas pakapi.

KIMISKAS STANDARTVIELAS

13. Lai nodrodinatu testa procediiras pareizu istenoSanu, dazreiz ir lietderigi testét kimiskas standartvielas, kuru
reakcija ir zinama. Sadas kimiskas vielas ietver adipinskabi, 2-fenilfenolu, 1-naftolu, difénskabi un 1-naftalskabi.

TESTESANAS REZULTATU ATKARTOJAMIBA

14. Kada AK laboratorija konstatgja, ka relativa standartnovirze testa ietvaros ir 3,5 % un starp testiem — 5 % (7).

METODES APRAKSTS
Iekarta
Rotéjoss cilindrisks reaktors

15. lekarta (sk. 8. papildinajuma 1. un 2. att€lu) sastav no vairakam akrila caurulém, kas katra ir 30,5 cm gara ar
5 cm ieksgjo diametru un balstas uz gumijas riteniem, kuri ievietoti metala balstrami. Katrai caurulei ir aréja lapa,
aptuveni 0,5 cm dzila, lai ta noturétos uz riteniem. Iek$gja virsma ir padarita nelidzena ar rupjas struktiiras
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drasu sikli, un augsgala (kur notiek iepliide) atrodas 0,5 cm dzila iekséja lipa, lai ierobezotu Skidrumu. Caurules
ir novietotas slipi, aptuveni 1 grada lenki attieciba pret horizontali, lai panaktu vajadzigo saskarsmes laiku, kad
testa barotni ieplidina tira caurulé. Gumijas ritenus roté, izmantojot lénu, dazadu atrumu motoru. Caurulu
temperatiiru kontrol¢, tas uzstadot nemainigas temperatiiras telpa.

16. Katru caurulu reaktoru ievietojot nedaudz lielaka, slégta caurulé un nodrosinot, ka savienojumi ir gazes necaur-
laidigi, ir iesp&jams savakt izejas CO, gazi alkalina $kiduma, lai izdaritu turpmakus mérfjumus (6).

17. Divdesmit litru glabasanas trauka (A) (sk. 2. attélu) glaba katras caurules organiskas barotnes 24 h vajadzigo
daudzumu, ja vajadzigs, kopa ar pievienotu testéjamo kimisko vielu. Ja vajadzigs, testé§jamas kimiskas vielas
$kidumu var dozét atseviski. Netalu no katra glabasanas trauka apaksas ir atvere, kas ar piemérotam caurulém,
pieméram, silikona gumijas caurulém, un ar peristaltisko stikni (B) ir savienota ar akrila piegades cauruli, kura
iestiepjas 2—4 cm slipi izvietotas caurules (C) augsgala (kur notiek ieplide). Attiritajam notek@idenim Jauj pilét no
slipi izvietotas caurules apaksgala un to savac cita glabasanas trauka (D). Attiritajam notekiidenim lauj nogul-
snéties vai to filtré pirms analizes veik3anas.

Filtracijas iekarta vai centrifiiga

18. lekarta paraugu filtréSanai ar membranas filtriem, kam ir pietickama porainiba (nominalais atvérumu diametrs ir
0,45 pm) un kas adsorbé organiskas kimiskas vielas vai neliela méra laiz cauri organisko oglekli. Ja tiek izmantoti
filtri, kas organisko oglekli neaiztur, tie ir ripigi janomazga ar karstu ddeni, lai nomazgatu noskalojamo orga-
nisko oglekli. Var izmantot ari centrifigu, kas sp&j nodrosinat atrumu 40 000 m/s?.

19. Analitiskais aprikojums, lai noteiktu:

— DOC | kopgjo organisko oglekli (turpmak — TOC) vai kimisko skabekla patérinu (turpmak — COD),

— konkrétu kimisko vielu (HPLC, GC utt.), ja vajadzigs,

— pH, temperatiiru, skabumu un sarmainibu,

— amoniju, nitritu un nitratu, ja testéSanu veic nitrificgjosos apstaklos.

Udens

20. Krana tdens, kura DOC neparsniedz 3 mg/l.

21. Destiléts vai dejonizéts tidens, kura DOC neparsniedz 2 mg|l.

Organiska barotne

22. Par organisko barotni var izmantot sintétisko notekfideni, sadzives notekiadeni vai abu maisjumu. Ir pieradits, ka,
ja tiek izmantots tikai sadzives notekiidens, nereti var tikt uzradits lielaks DOC noardiSanas ipatsvars (aktivo dinu
blokos) un pat pielauta dazu tadu kimisko vielu bionoardisanas, kuras biologiski nenoardas, izmantojot ESAO
sintétisko notekudeni. Tadgjadi ir ieteicams izmantot sadzives notekiideni. DOC (vai COD) koncentracija ir
janosaka katra jauna organiskas barotnes partija. Organiskas barotnes skabumam un sarmainibai ir jabiit zinamai.
Barotnei var bt nepiecieSams pievienot piemérotu buferskidumu (natrija hidrogénkarbonatu vai kalija hidrogén-
fosfatu), ja tai ir zems skabums vai sarmainiba, lai testéSanas laika reaktora pH uzturétu aptuveni 7,5 0,5
robezas. Lémums par buferSkiduma tilpumu un pievieno$anas laiku japienem katra gadijuma atseviski.

Sintétiskais notekiidens

23. Jaskidina katra litra krana tdens: 160 mg peptona, 110 mg galas ekstrakta, 30 mg urinvielas, 28 mg beztdens
dikalija hidrogénfosfata (K,HPO,), 7 mg natrija hlorida (NaCl), 4 mg kalcija hlorida dihidrata (CaCl,.2H,0) un
2 mg magnija sulfata heptahidrata (MgSO,.7H,0). Sis ESAO sintétiskais notekiidens ir piemérs un paredz vidgjo
DOC koncentraciju iepliidé aptuveni 100 mg/l apméra. Var izmantot ari citus savienojumus ar apméram tadam
pasdm DOC koncentricijam, kas tuvak atspogulo faktisko notekiideni. So sintétisko notekiideni var izstradat
destiléta tdent koncentréta veida un glabat aptuveni 1 °C temperatira lidz pat vienai nedélai. Kad vajadzigs,
jaatskaida ar krana dideni. (Si barotne ir neapmierinosa, jo to raksturo, pieméram, loti augsta slapekla koncen-
tracija, saméra zems oglekla saturs, bet nekas labaks nav atklats, iznemot ieteikumu pievienot vairak fosfatu ka
buferskidumu un papildu peptonu).
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Sadzives notekiidens

24. Jaizmanto svaigs, nogulsnéjies notekiidens, kas iegiits ikdienas attiriSanas darbos, kuros galvenokart sanem
sadzives notekideni. Tas jasavac no primaras nosédtvertnes parplides kanala vai no barotnes aktivo dinu
iekartai, un tam lielakoties jabut bez rupjam dalinam. Notekiideni var izmantot péc vairaku dienu glabasanas
aptuveni 4 °C, ja tick nodrosinats, ka glabasanas laika bitiski nesamazinas DOC (vai COD) (t. i., mazak ka par
20 %). Lai ierobeZotu sistémas traucgjumus, pirms izmanto$anas katras jaunas partijas DOC (vai COD) ir japielago
atbilstigai nemainigai vértibai, pieméram, atskaidot ar krana tdeni.

Smerviela

25. Peristaltiska sikna skritulu ellosanai var izmantot glicerinu vai olivellu. Abi ir pieméroti izmantosanai uz silikona
gumijas caurulém.

Testgjamas Kimiskas vielas rezerves Skidumi

26. Kimiskajam vielam ar pietickamu $kidibu jasagatavo rezerves $kidumi dejonizéta tdeni vai sintétiska notekidens
mineralbarotné, nodrosinot atbilstigas koncentracijas (pieméram, 1-5 gfl). Attieciba uz neskistosam kimiskajam
vielam sk. C.10.-A nodalas 5. papildinajumu. $i metode nav piemérota gaistosdm kimiskajam vielam, ja vien
netiek pielagoti cilindriskie reaktori (16. punkts). Janosaka rezerves $kiduma DOC un TOC, un mérijumi jaatkarto
katrai jaunai partijai. Ja at3kiriba starp DOC un TOC parsniedz 20 %, japarbauda test§jamas kimiskas vielas
skidiba tdeni. Jasalidzina DOC vai testéjamas kimiskas vielas koncentracija, mérjjumus izdarot ar rezerves
$kiduma Ipasu analizi, ar nominalo vértibu, lai noskaidrotu, vai atgiisana ir pietickami laba (parasti var paredzét
> 90 %). Janoskaidro, it seviski attieciba uz dispersijam, vai DOC var vai nevar izmantot ka analitisku parametru
vai arl var izmantot vienigi ka analitisku panémienu, kas piemérots konkrétajai testéjamai kimiskajai vielai.
Dispersijam ir vajadziga paraugu centrifugé8ana. Katra jauna partija ir janosaka DOC, COD vai testéjama kimiska
viela, veicot Ipasu analizi.

27. Janosaka rezerves $kiduma pH. Galgjas vértibas norada, ka kimiskas vielas pievienosana, iesp&jams, ietekmé aktivo
dinu pH testéanas sistéma. Tada gadijuma rezerves $kidums ir janeitralizé, lai iegitu pH 7 0,5 apméra,
izmantojot nedaudz neorganiskas skabes vai bazes, bet izvairoties no testégjamas kimiskas vielas nogulsnésanas.

PROCEDURA
Organiskas barotnes sagatavosana dozesanai

28. Janodrosina, ka gan testéSanas sakuma, gan tas laika visas ieplides un attirita notekiidens tvertnes, ka arT caurules
no ieplides tvertném un uz attirita notekaidens tvertném tiek riipigi iztiritas, lai nomazgatu mikrobu kolonijas.

29. Katru dienu ir jasagatavo svaigs sintétiskais notektidens (23. punkts) vai nu no cietajam dalinam, vai no koncen-
tréta rezerves Skiduma, to atbilstigi atSkaidot ar krana Gdeni. Vajadzigais daudzums janoméra mércilindra un
jaiepilda tira iepludes trauka. Tapat, ja vajadzigs, sintétiskajam notekiidenim pirms at$kaidisanas japievieno
testgjamas kimiskas vielas vai kimiskas standartvielas rezerves $kiduma vajadzigais daudzums. Ja ta ir értak vai
ja tas vajadzigs, lai izvairitos no testéjamas kimiskas vielas zudumiem, jasagatavo atsevisks testéjamas kimiskas
vielas atskaidits $kidums atseviska rezervuara un tas jaieplidina slipi izvietotajas caurulés ar citu dozétajsikni.

30. Var ari (un ir vélams) izmantot nogulsnéjusos sadzives notekiideni (24. punkts), ko katru dienu savac svaigu, ja
iesp&jams.

Rotgjoso cilindrisko reaktoru darbinasana

31. Lai novertétu vienu testgjamo kimisko vielu, ir vajadzigi divi identiski cilindriskie reaktori, ko monté nemainigas
temperatiras telpa, parasti 22 £ 2 °C.

32. Japielago peristaltiskie stikni, lai tie slipi izvietotajas caurulés, ko roté ar atrumu 18 * 2 rpm, piegadatu organisko
barotni (bez testéjamas kimiskas vielas) 250 + 25 ml/h apmera. Sakuma un péc tam periodiski testéSanas laika uz
stikna caurulem aplicé smérvielu (25. punkts), lai nodrosinatu atbilstigu darbibu un pagarinatu caurulu darbmazu.

33. Japielago caurulu slipuma lenkis attieciba pret horizontali, lai nodroinatu barotnes uzturésanas laiku 125 + 12,5
s apméra tira caurulé. Ir jaaplés aiztures laiks, barotnei pievienojot nebiologisku markieri (pieméram, NaCl, inertu
krasvielu): laiku, kas vajadzigs, lai sasniegtu maksimalo koncentraciju attiritaja notektdeni, uzskata par vidéjo
aiztures laiku (ja ir izveidojusies maksimala pléve, aiztures laiks var palielinaties lidz aptuveni 30 mindtém).

34. Ir konstatéts, ka Sie koeficienti, atrumi un laiki nodrosina DOC (vai COD) atbilstigu noardisanos (> 80 %) un
nitrificétus attiritos notekfidenus. Ir jaizmaina plismas atrums, ja noardiSands ir nepietiekama vai ja ir jaimité
konkrétas attiriSanas iekartas veiktspgja. Ja ir jaimité konkrétas attiriSanas ickartas veiktspéja, ir japielago orga-

niskas barotnes dozé$ana, lidz reaktora veiktspgja atbilst attiriSanas iekartas veiktspéjai.
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Sejmaterials

. Gaisa parnésats s¢jmateridls var bat pietickams, lai izraisitu mikroorganismu augSanu, ja izmanto sintétisko
notekideni. Pretéja gadijuma barotnei tris dienas japievieno 1 ml/l nogulsnéjusa notekadens.

Merijumi

. Regularos intervalos ir japarliecinas, ka devas un rotéSanas atrumi ir vajadzigajas robezas. Tapat jaizmeéra attirita
notekiidens pH, it seviski, ja paredzama nitrificéSanas.

Paraugu nemsana un analize

. Paraugu nemsanas metodi, pieeju un regularitati izvélas atbilstigi testéSanas mérkim. Pieméram, var nemt ieplades
un attirita notekidens atros paraugus vai savakt paraugus ilgaka laikposma, pieméram, 3—6 h. Sakuma, kad nav
pievienota testéjama kimiska viela, paraugi janem divreiz nedéla. Paraugi jafiltré cauri membranam vai jacentrifugé
aptuveni 40 000 m/s? atruma apméram 15 mindtes (18. punkts). Pirms filtréSanas cauri membranai var bit
nepiecieSams paraugiem laut nogulsnéties un/vai tos filtrét cauri filtram ar rupjam poram. DOC (vai COD) ir
janosaka vismaz divreiz un, ja vajadzigs, janosaka ari BOD, amonijs un nitrits/nitrats.

. Visas analizes javeic péc iespéjas atrak péc paraugu savakSanas un sagatavosanas. Ja analizes ir jaatliek, paraugi ir
jaglaba pilnas, ciesi aizvakotas pudelés 4 °C un tumsa. Ja paraugi ir jaglaba ilgak par 48 h, tie jauzglaba saldeti, ar
paskabinasanu vai pievienojot piemérotu toksisku vielu (pieméram, 20 ml/l no 10 g/l dzivsudraba (II) hlorida
$kiduma). Ir janodrosina, ka uzglabasanas panémiens neietekmé analizes rezultatus.

Piestrades laiks

. Saja laikposma virsmas biopléve aug, lai sasniegtu optimilo biezumu, un parasti tas aiznem aptuveni divas
nedélas. Sim laikam nevajadzétu parsniegt sefas nedélas. DOC (vai COD) noardisanis (44. punkts) palielinas
un sasniedz plato vértibu. Kad plato ir sasniegts lidziga vértiba abas caurulés, vienu izvélas par kontroles cauruli
testa atlikuSajai dalai, kuras laika So caurulu veiktsp&jai jasaglabajas konsckventai.

Testgjamas Kimiskas vielas pievienoSana

. Saja posma otra reaktora ir japievieno testéjama kimiska viela vajadzigaja koncentracija, parasti 10-20 mg C/l.
Kontroles caurule turpina sanemt tikai organisko barotni.

Aklimatizacijas periods

. Ir jaturpina DOC (vai COD) analizu veiksana divreiz nedéla, un, ja ir janoveérté primaras bionoardiSanas spéja, ar
ipasu analizi janosaka ari testéjamas kimiskas vielas koncentracija. Péc testéjamas kimiskas vielas pirmas pievie-
nosanas janogaida 1-6 nedélas (vai ilgak, ja pastav ipasi apstakli), lai saktos aklimatizacija. Kad noardisanas
Ipatsvars (43.-45. punkts) sasniedz maksimalo vertibu, jaiegiist 12-15 derigas vértibas plato fazé aptuveni
triju nedélu laika, lai novértétu vidéjo noardiSanas ipatsvaru. Testu uzskata par pabeigtu, ja ir sasniegta pietiekami
augsta noardiSanas pakape. Parasti testéSanas ilgums nedrikstétu parsniegt 12 nedélas péc testéjamas kimiskas
vielas pirmas pievienoSanas.

Pleves nomesana

42. Nevajadzigas pléves pékspa noardiSanas vai nomeSana no caurulém notiek saméra regularos intervalos. Lai
nodrosinatu, ka netiek skarta rezultatu salidzinamiba, testéSana jalauj ietvert vismaz divi pilni augSanas un
nomesanas cikli.

DATI UN PARSKATU SAGATAVOSANA

Rezultatu apstrade

43, Jaapréekina testéjamas kimiskas vielas DOC vai COD noardisanas ipatsvars katra planotaja noveérté§juma, izman-
tojot $adu vienadojumu:

kur:

Cs

D, = 100 [C, — (E — E.)|/C, %

DOC (vai COD) noardisanas ipatsvars laika

DOC (vai COD) koncentracija iepladé testéjamas kimiskas vielas dél, ko ieteicams aplést no koncentracijas
rezerves $kiduma un no ta pievienota daudzuma (mg/l);
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izmérita DOC (vai COD) vértiba testéSanas reaktora attiritaja notekiideni laika t (mg/l);

Eo = izmeérita DOC (vai COD) vértiba kontroles reaktora attiritaja notekident laika t (mg/l).
Ja tiek testéta kimiska standartviela, aprékins jaatkarto arf ar to.

Kontroles reaktora veiktspéja

44. Organiskas barotnes DOC (vai COD) noardisanas (Dp) kontroles reaktoros ir lietderiga informacija, lai novértétu
biopléves bionoardisanas aktivitati testéSanas laika. NoardiSanas Ipatsvars ir jaaprékina péc vienadojuma:
Dy = 100 (I — E,/C,) %
kur:
C,, = organiskas barotnes DOC (vai COD) kontroles ieplide (mg/l).

m

45. Jaaprékina testéjamas kimiskas vielas noardisanas (Dgp), ja ta ir izmérita, ar konkrétu analitisko metodi katra
planota novértéjuma laika péc vienadojuma:

DST = 100 (1 — Se/Si) %

kur:

Si = izmérita vai, vélams, aplésta testéjamas kimiskas vielas koncentracija testéSanas iepladé (mg/l);

Se = izmérita testéjamas kimiskas vielas koncentracija testéSanas attiritaja notekiideni (mgfl).

Ja analitiska metode sniedz pozitivu vértibu nemainita notekidens ekvivalenta S. mg/l, noardisanas Ipatsvars
(Dsc) jaaprekina péc vienadojuma:

DSC = 100 (Si — Se + So)/(Si + Sc) %

Testésanas rezultatu izteikSana

46. Ir grafiski jaattélo noardisanas ipatsvars D, un Dgr (vai Dgc), ja pieejams, attieciba pret laiku (sk. C.10.-A nodalas
2. papildinajumu). Par testéjamas kimiskas vielas noardisanas ipatsvaru uzskata plato fazé iegito 12-15 Dy (un
Dy, ja pieejams) vértibu vidéjo novirzi (kas izteikta tuvakaja veselaja skaitli) un standartnovirzi. No noardisanas
liknes formas var izdarit dazus secindgjumus par noardiSanas procesiem.

Adsorbcija

47. Ja ir novérota testgjamas kimiskas vielas DOC bitiska noardisanas testéSanas sakuma, testéjama kimiska viela,
iespgjams, tiek noardita ar adsorbciju uz biopléves. Var biit iespéjams to pieradit, nosakot adsorbéto testéjamo
kimisko vielu uz cietajam dalinam, kas nomestas no pléves. Parasti adsorb&jamu kimisko vielu DOC noardisanas
pakape nesaglabajas augsta visa testéSanas laika, proti, parasti noardisanas pakape ir augsta sakuma un péc tam ta
pakapeniski samazinas lidz lidzsvara vértibai. Ja tomér adsorbéta testéjama kimiska viela spgja izraisit mikrobu
populacijas aklimatizaciju, testéjamas kimiskas vielas DOC noardiSanas péc tam pieaugtu un sasniegtu augstu
plato limeni.

Kavejuma faze

48. Tapat ka statiskajos, ari skrininga testos daudzam testgjamam kimiskajam vielam ir vajadziga kavéjuma faze,
pirms notiek pilniga bionoardisanas. Kavéjuma fazé atbilstigo baktériju aklimatizacija (vai pielagosanas) notiek,
testéjamai kimiskajai vielai gandriz nemaz nenoardoties, savukart tad sakas $o baktériju vairodanas. Ir piepemts,
ka §i faze beidzas un noardisanas faze sakas bridi, kad ir noardijusies aptuveni 10 % no testéjamas kimiskas vielas
sakotngja daudzuma (pé&c adsorbcijas, ja tada notiek). Kavéjuma faze nereti ir Joti mainigs raditajs, kam ir slikta
atkartojamiba.

Plato faze

49. Nepartraukta testéSana noardisanas liknes plato fazi definé ka fazi, kura notiek vislielakd noardisanas. Sai fazei
jailgst vismaz tris nedélas un jabit aptuveni 12-15 izméritam derigam vértibam.



19.3.2014.

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

L 81/179

Testéjamas kimiskas vielas noardisanas videja pakape

50. Jaaprekina vidéja vértiba no test§jamas kimiskas vielas noardisanas vértibam D, (un Dg, ja pieejams) plato faze.
Noapalojot to lidz tuvakajam veselajam skaitlim (1 %), iegiist testéjamas kimiskas vielas noardisanas pakapi.
leteicams arT aprékinat vidgjas vértibas 95 % ticamibas intervalu. Lidzigi ir jaaprékina organiskas barotnes noar-
diSanas vidéja pakape (Dp) kontroles trauka.

Norades par bionoardiSanos

51. Ja test§jama kimiska viela batiski neadsorbé&jas uz biopléves un ja noardisanas liknei ir tipiska bionoardisanas
liknes forma ar kavéjuma, noardiSanas un plato fazém (48. un 49. punkts), izmérito noardiSanos var drosi
attiecinat uz bionoardiSanos. Ja sakuma ir novérota augsta noardiSanas pakape, imitacijas testéSana nevar noskirt
biologiskos un abiotiskos noardisanas procesus. Sados gadijumos un gadijumos, kad pastav $aubas par bionoar-
dianos (pieméram, ja notiek atdaliSanas), ir jaanalizé adsorbéta testéjama kimiska viela uz pléves paraugiem vai
javeic papildu statiskie (skrininga) bionoardiSanas spéjas testi, pamatojoties uz parametriem, kas skaidri uzrada
biologiskus procesus. Sadi testi ietver skabekla uznemsanas metodes (33 pielikuma C.4.-D, C.4.-E un C.4.-F
nodala) (9) vai testu ar CO, veidosanas mériSanu (32 pielikuma C.4.-C nodala vai briva tilpuma metode) (10).
Ka sgjmaterials ir jaizmanto iepriek$ eksponéta biopléve no atbilstiga reaktora.

52. Ja ir izmérita gan DOC, gan konkrétas kimiskas vielas noardisanas, butiskas atskiribas (pirma minéta ir zemaka
par otro) starp noardiSanas ipatsvariem norada uz organisku starpproduktu klatbitni attiritajos notekidenos,
kurus, iesp&jams, ir gritak noardit. Tie ir jaizpéta.

TesteSanas rezultatu derigums

53. TestéSanu uzskata par derigu, ja DOC (vai COD) noardiSanas pakape (Dp) kontroles blokos ir > 80 % péc divu
nedélu darbibas un ja nav iegiiti neparasti novérojumi.

54. Ja ir testéta viegli bionoardama kimiska viela (kimiska standartviela), bionoardisanas pakapei jabat > 90 % un
atskiribai starp divam vértibam nevajadzétu parsniegt 5 %. Ja nav atbilstibas Siem kritérijiem, japarskata testésanas
procediiras un/vai jaiegst sadzives notekiidens no cita avota.

55. Tapat arl atskiribam starp bionoardiSanas vértibam no diviem blokiem (ja tos izmanto), kas attira testgjamo
kimisko vielu, nevajadzétu parsniegt 5 %. Ja nav atbilstibas $im kritérijam, bet noardisanas pakape ir augsta,
analize ir jaturpina vél tris nedélas. Ja noardiSanas pakape ir zema, jaizpéta testéjamas kimiskas vielas inhib&josa
ietekme, ja ta nav zinama, un tests jaatkarto ar testéjamas kimiskas vielas zemaku koncentraciju, ja tas ir
iespéjams.

Testésanas parskats

56. TestéSanas parskata jaieklauj $ada informacija:
Testejama Kimiska viela:
— identifikacijas dati,
— fizikalas ipasibas un attieciga gadijuma fizikali kimiskas ipasibas.
TestéSanas apstakli:
— jebkadas testéSanas sistémas izmainas, it seviski, ja testé neskistoSas un gaistosas vielas,
— organiskas barotnes veids,
— ripniecisko notekidenu dala un veids notekiidenos, ja to izmanto un ja tas ir zinams,
— s@jmateriala pievienofanas metode,

— testéjamas kimiskas vielas rezerves $kidums — DOC un TOC saturs, ka sagatavots, ja ta ir suspensija, testé$ana
izmantotas koncentracijas, iemesli, ja DOC parsniedz 10-20 mg/l diapazonu, pievienosanas metode, pirmas
pievienosanas datums, jebkadas izmainas koncentracija,
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— vidéjais hidrauliskas aiztures laiks (bez vairoSanas), caurules rotéSanas atrums, aptuvenais slipuma lenkis, ja
iesp€jams,

— dati par nomesanu, laiku un intensitati,

— testéSanas temperatiira un diapazons,

— izmantotie analitiskie panémieni.

Testesanas rezultati:

— visi izmeritie dati (DOC, COD, ipasas analizes, pH, temperatiira, N kimiskas vielas, ja vajadzigs),
— visi aprékinatie D, (vai D,), Dy un Dy dati tabulas formata un noardisanas liknes,

— informacija par kavéjuma un plato fazém, testéSanas ilgumu, testgjamas kimiskas vielas, kimiskas standar-
tvielas (ja to test€) un organiskas barotnes noardisanas pakapi (kontroles bloka) kopa ar statistikas informaciju
un pazinojumiem par bionoardiSanos un testéSanas derigumu,

— rezultatu apspriesana.

LITERATURA

(1) Gerike P, Fischer W, Holtmann W (1980). Biodegradability determinations in trickling filter units compared with

the OECD Confirmatory Test. Wat. Res. 14: 753-758.

(2) Truesdale GA, Jones K, Vandyke KG (1959). Removal of synthetic detergents in sewage treatment processes:

(10

=

Trials of a new biologically attackable material Wat. Waste Tr. . 7: 441-444.

Baumann U, Kuhn G and Benz M. (1998) Einfache Versuchsanordnung zur Gewinnung gewisserokologisch
relevanter Daten, UWSF - Z. Umweltchem. Okotox. 10: 214-220.

Gloyna EF, Comstock RF, Renn CE (1952). Rotary tubes as experimental trickling filters. Sewage ind. Waste 24:
1355-1357.

Kumke GW, Renn CE (1966). LAS removal across an institutional trickling filter. JAOCS 43: 92-94.

Tomlinson TG, Snaddon DHM, (1966). Biological oxidation of sewage by films of micro-organisms. IntJ. Air
Wat. Pollut. 10: 865-881.

Her Majesty’s Stationery Office (1982). Methods for the examination of waters and associated materials. Asses-
sment of biodegradability, 1981, London.

Her Majesty’s Stationery Office (1984). Methods for the examination of waters and associated materials. Methods
for assessing the treatability of chemicals and industrial waste waters and their toxicity to sewage treatment
processes, 1982, London.

Sa pielikuma C.4. nodala " “Vieglas” biologiskas noardisanas spéjas noteiksana", A-F.

ISO 14593 (1998). Water Quality-Evaluation in an aqueous medium of the ultimate biodegradability of organic
substances. Method by analysis of released inorganic carbon in sealed vessels.



19.3.2014. Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis L 81/181
8. papildinajums
1. attels
Rotgjosas caurules
VIRSSKATS
5 NENODARBINATIE RITENI
: N N\
] . S
,—-l:: _: !_ 1¢’L, _1‘ : 'I_, o )
! ; E : 0 NI H |
: ;i: j' :ii :
. ) I 1 | . d '
HEI S O I A I
A I A I ¢ I
N A R I
' 1 . i 1 H "
: N o N i B
| I R A ' I -
A N (A I T I
' ’ s ' | : i M
PIEDZINAS AR I O O
MOTORS ™ A I B (O I
T I O
SAMAZINASANAS ! I T I
ZOBRATS  ~—f - :i: = i%: !
| m g . " .I- o= i
—— ] e ==p o —
; e — o e,
n B o e e e e T
T 1 L 1 ————
PIEDZITIE RITENI 2 and 4
NENODARBINATIE RITENI 1, 3 and 5
B SKATS
1_.________-:10‘ sem
- e IEKSEJAIS
___________________ ATLOKS
E—— PACELSANAS
T F MEHANISMS
H - -
KONISKA ZOBRATA PIEDZINA
Glosarijs
Virsskats:
A[B skats:

Piedzitie riteni:
Nenodarbinatie riteni:
Piedzinas motors:
Samazinasanas zobrats:
Ieksgjais atloks:
Pacelsanas mehanisms:

Koniska zobrata piedzina:



L 81/182

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

19.3.2014.

2. attels

Plasmas diagramma

Fmmm———————

€ - mmmmmmm e

A: Barotnes tvertne

B: Peristaltiskais siiknis

C: Rotgjosa caurule

D: Attirita notekiidens savaksanas trauks

DEFINICIJAS

Testgjama kimiska viela: jebkada viela vai maisjjums, ko testé, izmantojot $o testéSanas metodi.

Kimiskas vielas: janem véra, ka terminu “kimiska viela” plasi izmanto Apvienoto Naciju Organizacijas Konferences par vidi

un attistibu (turpmak — UNCED) noligumos un turpmakos dokumentos, lai aprakstitu vielas, produktus, maisijumus,
preparatus vai jebkadus citus terminus, ko var izmantot eso$ajas sistémas, lai apzimétu termina piemérosanas jomu.”;

10) pievieno $adu C.27., C.28., C.29. un C.30. nodalu:

“C.27. TOKSICITATES TESTS AR NOSEDUMU UN UDENS HIRONOMIDIEM, IZMANTOJOT

PIESATINATUS NOSEDUMUS

IEVADS

Si testdSanas metode ir lidzvértiga ESAO Testéanas noridfjumiem (turpmak — TG) 218 (2004. gads). St
testeSanas metode ir izstradata ietekmes novértésanai, kuru izraisa kimisko vielu ilgstosa iedarbiba uz nosédumos
dzivojosiem saldiidens divsparnu kartas kapuriem Chironomus sp. Tas pamata ir esosie toksicitates testéSanas
protokoli attieciba uz Chironomus riparius un Chironomus tentans, kas ir izstradati Eiropa (1) (2) (3) un Ziemela-
merika (4) (5) (6) (7) (8) un kam veikta salidzinosa izpéte (1) (6) (9). Var izmantot ari citas hironomidu sugas,
pieméram, Chironomus yoshimatsui, par ko pieejami detalizéti apraksti (10) (11).

Saja testéanas metodé izmantotais ekspozicijas scenarijs paredz nosédumu piesatinasanu ar testgjamo kimisko
vielu. Atbilstiga ekspozicijas scenarija izvéle ir atkariga no paredzéta testéSanas pielietojuma. Nosédumu piesa-
tindsanas scenarija mérkis ir imitét kimisko vielu akumulacijas limenus nosédumos. Si ekspozicijas sistéma
paredz nosédumu un Gdens testéSanas sistémas nosédumu piesatinasanu.

Vielas, kas jatesté, lai noskaidrotu to iedarbibu uz nosédumos dzivojosiem organismiem, parasti nosédumos
pastav ilgstosi. Nosédumos dzivojosie organismi var tikt paklauti iedarbibai dazados veidos. Katra ekspozicijas
veida relativa nozime un laiks, kas paiet, lai rastos visparéja toksiska iedarbiba, ir atkarigs no attiecigas kimiskas
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vielas fizikalajam un kimiskajam ipasibam. Tadu vielu gadijuma, kam ir spéciga adsorbéSanas spéja (pieméram, ar
log K, > 5) vai kas izveido homopolaru saiti ar nosédumiem, bitisks ekspozicijas veids var bat piesarnotas
baribas uzpemsana. Lai nodrosinatu, ka izteikti lipofilu vielu toksicitate tick noveértéta pietiekami precizi, var
apsvert nosédumiem pievienotas baribas izmantoSanu pirms testéjamas kimiskas vielas pievienosanas. Lai pemtu
véra visus iesp&jamos ekspozicijas veidus, §1 testéSanas metode koncentréjas uz ilgtermina ekspoziciju. TestéSana
ilgst 20-28 dienas C. riparius un C. yoshimatsui sugam un 28-65 dienas C. tentans sugai. Ja ipasiem noliikiem ir
vajadzigi istermipa dati, pieméram, lai izpétitu nestabilas kimiskas vielas ietekmi, péc 10 dienam var partraukt
papildu atkartojumus.

4. Meritie mérkparametri ir izskiluSos pieaugu$o ipatnu kopgjais skaits un izskilsanas laiks. Ir ieteicams kapuru
izdzivosanas un augSanas mérfjumus veikt tikai péc 10 dienam, ja ir vajadzigi papildu istermina dati, péc
vajadzibas izmantojot papildu atkartojumus.

5. leteicams izmantot izstradatus nosédumus. Izstradatiem nosédumiem ir vairakas prieksrocibas salidzinajuma ar
dabigiem nosédumiem:

— tiek samazinata eksperimentala mainiba, jo $adi nosédumi izveido atkartojamu “standartizétu matricu” un nav
nepiecieSams atrast nepiesarpotus un tirus nosédumu avotus,

— testéSanu var sakt jebkura laika, nesaskaroties ar sezonalu mainibu testéSanas nosédumos, un nav nepiecie-
Sams nosédumus ieprieks apstradat, lai tos attiritu no vietéjas faunas, turklat izstradatu nosédumu izmanto-
$ana samazina izmaksas, kas saistitas ar pietickamu nosédumu daudzumu savak3anu daba regularas testé-
Sanas vajadzibam,

— izstradatu nosédumu izmantosana Jauj salidzinat toksicitati un attiecigi klasificét vielas.
6. Definicijas dotas 1. papildindjuma.

TESTESANAS PRINCIPS

7. Vispirms hironomidu kapurus jebkura attistibas stadija paklauj testéjamas kimiskas vielas koncentraciju diapa-
zona iedarbibai nosédumu un Gdens sistémas. Nosédumus piesatina ar test§jamo kimisko vielu un péc tam
pirmas attistibas stadijas kapurus ievieto testéSanas varglazés, kuras nostabilizéjusas nosédumu un idens koncen-
tracijas. Hironomidu izskilSanos un attistibas atrumu méra testéSanas beigas. Kapuru izdzivosanu un svaru var
noteikt jau péc 10 diendm, ja vajadzigs (izmantojot papildu atkartojumus péc vajadzibas). Sos datus analizg, vai
nu izmantojot regresijas modeli, lai apléstu koncentraciju, kas izraisitu x % samazinajumu attieciba uz izskilsanos
vai kapuru izdzivoSanu vai augSanu (pieméram, EC;5, ECso utt), vai izmantojot statistiskas hipotézes testu, lai
noteiktu koncentracijas limeni, pie kura nav novérojama ietekme (NOEC) | koncentracijas limeni, pie kura
novérojama mazaka ietekme (LOEC). Statistiskas hipotézes testam ir nepiecieSams salidzinat ietekmes vértibas
ar kontroles veértibam, izmantojot statistiskus testus.

INFORMACIJA PAR TESTEJAMO VIELU

8. Irjabat zinamai testgjamas kimiskas vielas $kidibai Gdent, tas tvaika spiedienam, izméritajai vai aprékinatajai dalai
nosédumos un stabilitatei ddeni un nosédumos. Jabut pieejamai uzticamai analitiskajai metodei, ar ko batu
iesp&jams kvantificét testéjamo kimisko vielu tidens virséja slani, porideni un nosédumos ar zinamu un apstip-
rinatu precizitati un noteikSanas ierobezojumu. Lietderiga informacija ietver testéjamas kimiskas vielas struktiir-
formulu un tiribu. Tapat lietderigi ir zinat testéjamas vielas kimisko sadaliSanos (pieméram, izkliedesanas,
abiotiska un biotiska noardisanas utt.). Papildu noradijumi par tadu vielu testéSanu, kuras ir sarezgiti testét to
fizikalo un kimisko ipasibu dé, pieejami atsaucé (12).

KIMISKAS STANDARTVIELAS

9. Periodiski var testét kimiskas standartvielas, lai parliecinatos, ka testéSanas protokols un apstakli ir uzticami.
Toksisko standartvielu, kas sekmigi izmantotas salidzino3ajos testos un validésanas pétjjumos, pieméri ietver
lindanu, trifluralinu, pentahlorfenolu, kadmija hloridu un kalija hloridu (1) (2) (5) (6) (13).

TESTA DERIGUMS

10. Lai tests batu derigs, pieméro $adus nosacijumus:
— iz8kilsanas apméram kontroles traukos jabait vismaz 70 % testéSanas beigas (1) (6),

— C. riparius un C. yoshimatsui izskil§anas lidz pieaugusiem ipatniem no kontroles traukiem janotick 12-23
dienu laika péc to ievietoSanas traukos; C. tentans ir vajadzigas 20-65 dienas,
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— testéSanas beigas katra trauka janosaka pH un izskidusa skabekla koncentracija; skabekla koncentracijai jabit
vismaz 60 % no gaisa piesatinajuma vertibas (turpmak — ASV) izmantotaja temperattira, savukart pH Gdens
virsgja slani jabiit 6-9 diapazona visos testéSanas traukos,

— adens temperatiira nedrikstétu atkirties vairak ka par + 1,0 °C; tdens temperatiiru varétu kontrolét ar
izotermisku telpu, un tada gadijuma temperatiira telpa ir jaapstiprina atbilstigos laika intervalos.

METODES APRAKSTS
TestéSanas trauki

11. Pétijumu veic 600 ml stikla varglazés ar 8 cm diametru. Der ar citi trauki, bet tiem janodrosina piemérots Gidens
virsgja slana un nosédumu dzilums. Noseédumu virsmai jabit pietiekamai, lai nodrosinatu 2-3 cm? telpu katram
kapuram. Nosédumu slana dziluma attiecibai pret tdens virsgja slana dzilumu jabiat 1:4. TestéSanas traukiem un
citam iekartam, kas saskarsies ar testéSanas sistému, jabut pilniba izgatavotam no stikla vai cita kimiski inerta
materiala (pieméram, teflona).

Sugu izvéle

12. Testésana vélams izmantot sugu Chironomus riparius. At Chironomus tentans ir pieméroti, bet griitak apstradajami,
un tiem vajadzigs ilgaks testéSanas periods. Var izmantot ari Chironomus yohimatsui. Sika informacija par kulttru
metodém attieciba uz Chironomus riparius ir sniegta 2. papildinajuma. Informacija par kultiras apstakliem ir
pieejama ari attieciba uz citam sugam, t. i., Chironomus tentans (4) un Chironomus yoshimatsui (11). Sugu noteik-
Sana ir jaapstiprina pirms testéSanas, bet nav vajadziga pirms katras testéSanas reizes, ja organismi ir iegiiti no
laboratorija kultivétas kultdiras.

Nosédumi

13. Vélams izmantot izstradatus nosédumus (saukti ari par rekonstituétajiem, maksligajiem vai sintétiskajiem nose-
dumiem). Tomér, ja izmanto dabigos nosédumus, tie ir jaraksturo (vismaz pH, organiska oglekla sastavs,
ieteicama arf tadu citu parametru noteikSana ka C/N attieciba un granulometrija) un tajos nedrikstétu biit nekada
piesarnojuma un citu organismu, kas varétu konkurét ar hironomidiem vai baroties ar tiem. leteicams arf pirms
izmanto3anas hironomidu toksicitates testa dabigos nosédumus kondicionét septinasS dienas tados pasos apstak-
los, kadi pastavés testé3anas laika. Saja testa (1) (15) (16) ir ieteicams izmantot $adus izstradatus nosédumus, par
pamatu izmantojot maksligu augsni, ko izmanto C.8. testéSanas metodé (14):

a) 4-5 % (saussvars) kidras — péc iespgjas pietuvinata pH 5,5-6,0 apméra; ir svarigi izmantot pulverizétu kadru,
kas smalki samalta (dalinu izmérs < 1 mm) un kas ir izzavéta vienigi ar gaisu;

b) 20 % (saussvars) kaolina malu (kaolinita saturam vélams bt virs 30 %);

¢) 75-76 % (saussvars) kvarca smilSu (parsvara tam jasastav no smalkam smiltim, proti, vairak neka 50 % dalinu
jabat 50-200 pm izméra);

d) pievieno dejonizétu tdeni, lai ieglitu galigd maisijuma mitruma saturu 30-50 % diapazona;

€) pievieno kimiski tiras kvalitates kalcija karbonatu (CaCOs;), lai korigétu galigd nosédumu maisjjuma pH
7,0 £ 0,5 apmérd; galigd maisijuma organiska oglekla saturam jabait 2 % (£ 0,5), un tas jakorigé, izmantojot
atbilstigus daudzumus kidras un smilsu saskana ar a) un ¢) apakspunktu.

14. Jabit zinamam kadras, kaolina malu un smilsu avotam. Nosédumu sastavdalas ir japarbauda, lai parliecinatos, ka
tajas nav kimiska piesarnojuma (pieméram, smago metalu, hlororganisko savienojumu, fosfororganisko savieno-
jumu utt.). Izstradatu nosédumu sagatavosanas piemérs ir aprakstits 3. papildindjuma. Ir pienemami samaisit ari
sausas sastavdalas, ja tiek pieradits, ka péc tdens virséja slana pievienoSanas nenotiek nosédumu sastavdalu
atdaliSanas (pieméram, kiidras dalinu peldésana pa Gdens virsmu) un ka kiadra vai nosédumi ir pietiekami
kondicionéti.

Udens

15. Jebkurs ddens, kas atbilst 2. un 4. papildindgjuma noteiktajiem pienemama atskaidisanas tidens kimiskajiem
raksturlielumiem, ir piemérots ka testéSanas adens. Jebkads piemérots adens, proti, dabigs Gdens (virszemes
vai gruntsiidens), rekonstituéts Gidens (sk. 2. papildindjumu) vai krana tdens, no kura attirits hlors, ir izmanto-
jams ka kultfiras turéSanas un testéSanas tidens, ja hironomidi taja bez stresa pazimém izdzivo kultivéSanas un
testé3anas laika. TestéSanas sakuma test€Sanas Gidens pH jabit 6-9 diapazona, savukart kopéja cietiba nedrikst
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parsniegt 400 mg/l ka CaCO;. Tomér, ja tiek prognozéta mijiedarbiba starp cietibas joniem un testéjamo vielu,
jaizmanto zemakas cietibas tidens (tade] $ada situacija nedrikst izmantot Elendt barotni M4). Visa pétijuma laika
jaizmanto viena veida Gidens. Udens kvalitates raksturlielumi, kas uzskaititi 4. papildinajuma, janosaka vismaz
divreiz gada vai tad, kad ir aizdomas, ka Sie raksturlielumi varétu bat butiski izmainjjusies.

Rezerves Skidumi - piesatinati nosédumi

16. Izraudzitas koncentracijas piesatinatos nosédumus parasti sagatavo, testéjamas vielas skidumu tiesi pievienojot
nosédumiem. Dejonizéta tideni izskidinatas testéjamas vielas rezerves skidumu samaisa ar izstradatajiem nosé-
dumiem, izmantojot velméSanas dzirnavas, baribas jaucgju vai manualu jaukanu. Ja testéjama viela ir Gdeni
mazskistosa, to var izskidinat péc iesp&jas mazaka tilpuma piemérota organiska $kidinatdja (pieméram, heksana,
acetona vai hloroforma). So $kidumu péc tam samaisa ar 10 g smalku kvarca smil§u katram testéSanas traukam.
Skidumam lauj iztvaikot, un tam ir pilniba japaziid no smiltim. Péc tam smiltis samaisa ar piemérotu daudzumu
nosédumu katra testéSanas varglaze. Testéjamas vielas $kidinasanai, dispergéSanai vai emulgéSanai drikst izmantot
tikai tadus preparatus, kas viegli izgaist. Japatur prata, ka test§jamas vielas nodrosinatas smiltis un smilsu
maisijums ir janem véra, sagatavojot nosédumus (t. i, tadé] nosédumi ir jasagatavo, izmantojot mazak smilsu).
Jauzmanas, lai nodrosinatu, ka nosédumiem pievienota testéjama viela ir nosédumos viscaur un vienmérigi
izkliedéta. Ja vajadzigs, var analizét paraugus, lai noteiktu homogenitates pakapi.

TESTESANAS PLANS

17. Testésanas plans attiecas uz testéSanas koncentraciju skaita un intervalu izvéli, trauku skaitu katram koncen-
tracijas limenim un kapuru skaitu trauka. Ir aprakstiti plani ietekmes koncentraciju (turpmak — EC) punktu
noteik$anai, NOEC noteik$anai un piclaujama daudzuma testéSanas veikSanai.

Regresijas analizes plans

18. Testésana izmantotajam koncentracijam ir jaaptver ietekmes koncentracija (pieméram, EC;5, EC5q) un koncen-
traciju diapazons, kurd ir janoskaidro testéjamas vielas ietekme. Tas, ka ietekmes koncentracija ir testéSana
izmantoto koncentraciju diapazona, parasti uzlabo ietekmes koncentraciju (EC,) noteikSanas precizitati un it
seviski derigumu. Jaizvairas no ekstrapolacijas krietni zem zemakas pozitivas koncentracijas vai virs augstakas
koncentracijas. Ir lietderigi veikt orient&josu diapazona noteiksanas testéSanu, lai izvélétos izmantojamo koncen-
traciju diapazonu (sk. 27. punktu).

19. Ja ir janosaka EC,, jatesté vismaz piecas koncentracijas un tris atkartojumi katrai koncentracijai. Jebkura gadijuma
ieteicams izmantot pietickamu daudzumu testéSanas koncentraciju, lai nodrosinatu modeli pamatotam aplesém.
Koeficients starp koncentracijam nedrikstétu parsniegt 2 (iznémums varétu bat gadjjumi, kad devu un atbildes
reakcijas liknei ir sekls slipums). Katras apstrades atkartojumu skaitu var samazinat, ja palielina testeSanas
koncentraciju skaitu ar dazadam atbildes reakcijam. Atkartojumu skaita palielina$ana vai testéSanas koncentraciju
intervalu samazinasana parasti noved pie Saurakiem testéSanas ticamibas intervaliem. Ir vajadzigi papildu atkar-
tojumi, ja kapuru izdzivo$anu un augSanu nosaka jau péc 10 dienam.

NOEC/LOEC noteikSanas plans

20. Ja ir janosaka LOEC vai NOEC, jaizmanto [iecas testéSanas koncentracijas ar vismaz cetreim atkartojumiem un
koeficients starp koncentracijam nedrikstétu parsniegt 2. Atkartojumu skaitam jabit pietickamam, lai nodrosi-
natu pietickamu statistisko nozimibu un varétu konstatét 20 % atskiribu no kontroles traukiem pie 5 % nozi-
mibas limena (p = 0,05). Attieciba uz attistibas atrumu parasti ir pieméroti veikt dispersijas analizi (turpmak —
ANOVA), pieméram, Dunnett testu vai Williams testu (17) (18) (19) (20). Attieciba uz izskilsanas koeficientu var
izmantot Cochran-Armitage, Fisher pieeju (ar Bonferroni korekciju) vai Mantel-Haenszel testu.

Pielaujama daudzuma tests

21. Pielaujama daudzuma testu (1 testeSanas koncentracija un kontroles trauks) var veikt, ja orientéjosa diapazona
noteikSanas testa netika konstatéta ietekme. Pielaujama daudzuma testa mérkis ir veikt testéSanu ar pietickami
augstu koncentraciju, lai lémumu pienéméji varétu izslégt testéjamas vielas iesp&amu toksisku ietekmi, un
pielaujamo daudzumu nosaka tada koncentracija, kadas iesta§anos neprognozé nekada gadijuma. leteicams
1 000 mgfkg (saussvars). Parasti ir vajadzigi vismaz sesi atkartojumi gan apstradei, gan kontrolei. Ir japanak
pietickama statistiska nozimiba, lai varétu noteikt 20 % atskiribu no kontroles trauka pie 5 % nozimibas limena
(p = 0,05). Ar metrisku atbildes reakciju (attistibas atrums un svars) t-tests parasti ir piemérota statistiska metode,
ja dati atbilst 3a testa prasibam (normalitate, homogénas dispersijas). Var izmantot nevienlidzigas dispersijas t-
testu vai ar parametriem nesaistitu testu, pieméram, Wilcoxon-Mann-Whithey testu, ja nav atbilstibas ieprieks
noraditajam prasibam. Attieciba uz izskilsanas koeficientu ir piemérota Fisher pieeja.
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PROCEDURA
Ekspozicijas apstakli
Piesatinatas nosedumu un fidens sistémas sagatavosana

22. Testejamas vielas pievienoSanai ir ieteicams izmantot testéSanas C.8. metodé “Toksicitates noteiksana slickam”
aprakstito piesatinasanas procediiru (14). Piesatinatos nosédumus ievieto traukos un pievieno Gidens virsgjo slani,
lai izveidotu nosédumu un tdens tilpuma attiecibu 1:4 (sk. 11. un 15. punktu). Nosédumu slana dzilumam jabat
1,5-3 cm. Lai izvairitos no nosédumu sastavdalu atdaliSanas un smalku dalinu atkartotas suspensijas iidens staba
testeSanas Gidens pievienodanas laika, nosedumus var parklat ar plastmasas ripu Gdens uzlieSanas laika, bet péc
tam ripu nekavéjoties nonem. Sim nolitkam der arf citas ierices.

23. TesteSanas trauki ir jaapsedz (pieméram, ar stikla plaksném). Ja vajadzigs, pétijuma laika Gidens limenus papildina
lidz sakotngjam tilpumam, lai kompensétu @dens iztvaikosanu. Tam jaizmanto destiléts vai dejonizéts Gidens, lai
novérstu salu uzkrasanos.

Stabilizacija

24, Tiklidz ir sagatavoti piesatinatie nosédumi ar Gdens virs¢jo slani, ir vélams laut testéjamai vielai nodalities no
adens fazes un nogulsnéties uz nosédumiem (3) (4) (6) (13). To velams istenot tados pasos temperatiiras un
aeracijas apstaklos, kadus izmanto testéSana. Atbilstigais lidzsvara iestasanas laiks ir atkarigs no konkrétajiem
nosédumiem un kimiskas vielas un var bt stundas vai dienas un retos gadijumos ilgt lidz pat vairakam nedélam
(4-5 nedélas). Ta ka 3aja laika varétu noardities daudzas kimiskas vielas, lidzsvara iestasanas netiek gaidita, bet
lidzsvaro3anai ir ieteicams dot 48 stundas. $a turpmakas lidzsvarosanas perioda beigas ir janosaka testdjamas
vielas koncentracija Gidens virs¢ja slani, porideni un nosédumos, proti, vismaz augstaka un zemaka koncentracija
(sk. 38. punktu). Sie testdjamas vielas analitiskie mérfjumi lauj aprékinat masas bilanci un noteikt rezultatus,
pamatojoties uz izméritajam koncentracijam.

Testesanas organismu pievienosana

25. Cetras lidz piecas dienas pirms testa organismu pievienoanas testéSanas traukos no kultiiram jaiznem olinas un
tas jaievieto nelielos traukos ar audzéSanas barotni. Var izmantot noturétu barotni no rezerves kultiiras vai svaigi
sagatavotu barotni. Ja izmanto svaigi sagatavotu barotni, kultiras barotnei japievieno neliels daudzums baribas,
pieméram, zalalges un/vai dazi pilieni filtrata no smalki samaltas zivju baribas parslu suspensijas (sk. 2. papil-
dinajumu). Jaizmanto tikai svaigi izdétas olinas. Parasti kapuri sak Skilties dazas dienas péc olinu izdéSanas (2-3
dienas Chironomus riparius 20 °C un 1-4 dienas Chironomus tentans 23 °C un Chironomus yoshimatui 25 °C), un
kapuru augSana notiek Cetras attistibas stadijas, no kuram katra ilgst 4-8 dienas. Testé$ana jaizmanto pirmas
attistibas stadijas kapuri (2-3 vai 1-4 dienas péc izskilsanas). Kni$lu attistibas stadiju var parbaudit, izmantojot
galvas kapsulas platumu (6).

26. Katra testéSanas traukd ar piesatinatiem nosédumiem un Gdeni péc nejausibas principa ievieto 20 pirmas
attistibas stadijas kapurus, izmantojot neasu pipeti. Kapuru ievietodanas laika testéSanas traukos ir japartrauc
tdens aeracija, un §is partraukums jaturpina vél 24 stundas péc kapuru ielaiSanas (sk. 25. un 32. punktu).
Saskana ar izmantoto testéSanas planu (sk. 19. un 20. punktu) izmantoto kapuru skaits uz katru koncentraciju ir
vismaz 60, lai noteiktu EC punktus, un 80, lai noteiktu NOEC.

Testésanas koncentracijas

27. Diapazona noteiksanas tests vardtu biit lietderigs, lai noteiktu koncentraciju diapazonu galigajam testam. Sim
nolikam izmanto virkni at3kirigu testéjamas vielas koncentraciju. Lai hironomidiem nodrosinatu tadu pasu
virsmas blivumu, kadu izmantos galigaja testéSana, hironomidus paklauj katras testéjamas vielas koncentracijas
iedarbibai uz tadu laiku, kas lauj aplést aptuvenas testéSanas koncentracijas. Atkartojumi nav vajadzigi.

28. Lemumu par testéSanas koncentracijam galigajam testam pienem, pamatojoties uz diapazona noteik3anas testa
rezultatiem. Jaizmanto un saskana ar 18.-20. punktu jaizvélas vismaz piecas koncentracijas.

Kontroles trauki

29. Testa ir jaietver kontroles trauki, kuros nav testéjamas vielas, bet ir nosédumi un kuriem nodrosina atbilstigu
skaitu atkartojumu (sk. 19. un 20. punktu). Ja testéjamas vielas pievienosanai ir izmantots skidums (sk. 16.
punktu), jaizmanto ari nosédumu $kiduma kontroles trauks.
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Testesanas sistema

30. Izmanto statiskas sistémas. Iznémuma gadijumos, pieméram, ja Gidens kvalitates specifikicijas nav piemérotas
testa organismam vai ietekmé kimisko lidzsvaru (pieméram, izskidusa skabekla limeni parmérigi pazeminas,
izvadproduktu koncentracija parméru paaugstinas vai no nosédumiem ekstrahéjas minerali un ietekmé pH un/vai
tdens cietibu), var izmantot dalgji statiskas vai caurplides sistémas ar tidens virsgja slana periodisku vai nepar-
trauktu atjaunosanu. Tomeér parasti derés un ir ieteicamas citas tdens virsgja slana kvalitates uzlabosanas
metodes, piemeéram, aeracija.

Bariba

31. Kapuri ir jabaro, vélams, katru dienu vai vismaz tris reizes nedéla. Katram jaunam kapuram pirmas 10 dienas
pietiek ar zivju baribu (suspensija Gideni vai smalki samalta bariba, pieméram, TetraMin vai TetraPhyll, sk. 2.
papildingjumu) 0,25-0,5 mg apmera (0,35-0,5 mg C. yoshimatui). Nedaudz vairak baribas varétu vajadzét veca-
kiem kapuriem, proti, 0,5-1 mg uz kapuru diena, ar ko vajadzétu pietikt lidz testéSanas beigam. Ja tiek novérota
séniSu augsana vai ja kontroles traukos ir novérota mirstiba, baribas porcija ir jasamazina visos apstrades traukos
un kontroles traukos. Ja séniSu vairo§anos neizdodas apturét, tests ir jaatkarto. Ja tiek testétas vielas, kam ir
spéciga adsorbé&sanas spéja (pieméram, ar log K, > 5) vai kas izveido homopolaru saiti ar nosédumiem, baribas
daudzumu, kur§ vajadzigs organismu izdzivosanas un dabigas augSanas nodro§inasanai, var pievienot izstrada-
tajiem nosédumiem pirms stabilizicijas perioda. $adam nolitkam jiizmanto augu materials, nevis zivju bariba,
proti, var pievienot 0,5 % (saussvars) smalki samaltas lapas, pieméram, natres (Urtica dioica), zidkoka (Morus alba),
balta abolina (Trifolium repens) vai spinatu (Spinacia oleracea) lapas, vai citu augu materidlu (Cerophyl vai alfa-
celulozi).

Inkubacijas apstakli

32. Kad ir pagajusas, vélams, 24 stundas péc kapuru ielaiSanas, testéSanas traukos Gidens virséjam slanim nodro$ina
lénu aeraciju, ko turpina visa testéSanas laika (jauzmanas, lai iz8kidusa skabekla koncentracija nepazeminas zem
60 % no ASV). Aeraciju nodrosina caur stikla Pastéra pipeti, kas piestiprinata 2-3 cm virs nosédumu slana (t. i,
vienu vai dazus burbulus sekundg). Testgjot gaistosas kimiskas vielas, var apsvért iespéju nosédumu un Gdens
sistémai aeraciju nenodrosinat.

33. TestéSanu veic nemainiga 20 °C (£ 2 °C) temperatiira. C. tentans un C. yoshimatui ieteicama temperatiira ir attiecigi
23°C un 25°C (£ 2°C). Pieméro 16 stundu apgaismojuma ilgumu, un gaismas intensitatei jabat 500-1 000
luksiem.

Ekspozicijas ilgums

34. Ekspozicija sakas bridi, kad kapuri tiek ielaisti piesatinatajos un kontroles traukos. Maksimalais ekspozicijas
ilgums ir 28 dienas C. riparius un C. yoshimatsui un 65 dienas C. tentans. Ja knisli iz3kilas atrak, testéSanu var
partraukt ne mazak ka péc piecam dienam péc pédgja pieaugusa ipatna izskilsanas kontroles trauka.

Novérojumi
Izskilsanas

35. Nosaka pilniba izskilusos kni$lu tévinu un matisu attistibas laiku un kopgjo skaitu. Tévinus ir viegli atskirt péc to

spalvainas antenas.

36. TestéSanas trauki ir janovéro vismaz tris reizes nedéla, lai vizuali novértétu jebkadas anomalijas (pieméram,
nosédumu pamesana, neparasta peldéana) salidzinajuma ar kontroles traukiem. Paredzamas izskilSanas perioda
katru dienu jaskaita izskilusies knisli. Katru dienu registré pilniba izskiluSos knislu dzimumu un skaitu. Péc
identificésanas knislus iznem no traukiem. Olinas, kas izdétas pirms testéSanas pabeigsanas, ir jaregistré un
jaiznem, lai noveérstu kapuru atjauno$anos nosédumos. Jaregistré ari redzamo kaninu skaits, kuras nav izskilusas.
Noradijumi par izskilsanas mériSanu ir sniegti 5. papildinajuma.

Augsana un izdzivosana

37. Ja ir jasniedz dati par kapuru izdzivoanu un augSanu pé&c 10 dienam, sakuma jaietver papildu testéSanas trauki,
lai tos varétu izmantot §im nolitkam. So papildu trauku nosedumus izkas, izmantojot 250 um sietu, lai saglabatu
kapurus. Naves kritériji ir nekustigums vai atbildes reakcijas trikums uz mehanisku kairindgjumu. Neatgitie
kapuri arT jauzskata par mirusiem (kapurus, kas nomirusi testéSanas sakuma, iesp&jams, ir noardijusi mikrobi).
Nosaka izdzivojuso kapuru saussvaru (bez pelniem) katra testéSanas trauka un aprékina vidéjo atsevisko saus-
svaru katrd trauka. Ir lietderigi noteikt, kurai attistibas stadijai pieder izdzivojusais kapurs. Sim noliikam var
izmantot katra patpa galvas kapsulas platuma mérfjumu.
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Analitiskie mérfjumi
Testéjamas vielas koncentracija

38. Pirms testéSanas sakSanas (t. i, pirms kapuru iclaiSanas) vismaz no viena katras koncentracijas trauka panem
nosédumu kopéjos paraugus, lai analitiski noteiktu testéjamas vielas koncentraciju nosédumos. Ir ieteicams
testeSanas sakuma (sk. 24. punktu) un beigds analizét vismaz tdens virséja slana, poriidens un nosédumu
paraugus no augstakds un zemikas koncentracijas. Sida testgjamas vielas koncentricijas noteik3ana sniedz
informaciju par testgjamas vielas attistibu/sadaliSanos tidens un nosédumu sistéma.

39. Ja veic starpposma mérfjumus (pieméram, septitaja diena) un ja analizei ir vajadzigi lieli paraugi, ko nevar
panemt no testéSanas traukiem, neietekméjot testéSanas sistému, javeic analitiska noteik$ana no paraugiem,
kuri nemti no papildu testéSanas traukiem, kas sanémusi tadu pasu apstradi (ietverot testa organismus), bet
netiek izmantoti biologiskajiem novérojumiem.

40. Lai izolétu starpuideni, ieteicama centrifugéSana, pieméram, 10 000 g 4 °C temperatiira 30 minites. Tomeér, ja
tiek pieradits, ka testéjama viela neadsorbgjas uz filtriem, var bat piepemami izmantot ari filtréSanu. Dazos
gadijumos var biit neiesp&jami analizét koncentracijas porfideni, jo parauga izmérs ir parak mazs.

Fizikalie un Kimiskie parametri

41. Atbilstigi ir janosaka testéSanas trauku pH un temperatiira (sk. 10. punktu). TestéSanas sakuma un beigas
janosaka arl cietiba un amonjaks kontroles traukos un viena testéSanas trauka ar augstako koncentraciju.

DATI UN PARSKATU SAGATAVOSANA
Rezultatu apstrade

42. $a testa mérkis ir noteikt testéjamas vielas ietekmi uz attistibas atrumu un pilniba izgkilusos knislu tévinu un
matisu kopéjo skaitu vai — 10 dienu testa gadijuma — ietekmi uz kapuru izdzivosanu un svaru. Ja nav nekadu
norazu par statistiski atskirigu jutibu atkariba no dzimuma, tévinu un matisu rezultatus var apvienot, lai veiktu
statistisko analizi. Jutibas atskiribas starp dzimumiem var statistiski novertét, pieméram, ar x° — r x 2 testu. Ja

vajadzigs, péc 10 dienam ir janosaka kapuru izdzivosana un vidéjais atseviskais saussvars katra trauka.

43. letekmes koncentracijas, kas izteiktas saussvara un pamatotas uz to, vélams aprékinat, pamatojoties uz izméri-
tajam koncentracijam nosédumos testéSanas sakuma (sk. 38. punktu).

44. Lai aprékinatu punktu aplési ECs, vai jebkurai citai EC,, ka patiesus atkartojumus var izmantot statistiku par
situdciju pirms ievieto$anas traukos. Aprékinot ticamibas intervalu jebkurai EC,, janem véra mainiba starp
traukiem vai ir japierada, ka $1 mainiba ir tik maza, ka to var nenemt véra. Ja modeli apriko saskana ar mazako
kvadratu metodi, statistika par situaciju pirms ievieto$anas traukos ir jakorigé, lai uzlabotu mainibas homoge-
nitati. Tomér EC, vértibas ir jaaprékina péc tam, kad atbildes reakcija ir atkorigéta atpakal uz sakotngjo vértibu.

45. Ja statistiskas analizes merkis ir noteikt NOEC/LOEC ar hipotézes testu, janem véra mainiba starp traukiem,
pieméram, ar ieligzdotu ANOVA. Var ari izmantot stabilakus testus (21) situacijas, kad ir parkapti parastie
ANOVA pienémumi.

Izskilsanas koeficients

46. lzskilsanas koeficienti ir kvantitativi dati, ko var analizét ar Cochran-Armitage testu, kuru isteno pakapeniski, ja ir
paredzama monotona devas un atbildes reakcijas attieciba un ja Sie dati atbilst $adai prognozei. Ja minétais tests
analizei neder, var izmantot Fisher pieeju vai Mantel-Haenszel testu ar Bonferroni-Holm korigétajam p-vértibam. Ja
pastav liecibas par lielaku mainibu starp atkartojumiem ar vienu un to pasu koncentraciju, neka to noraditu
binominals sadalijums (nereti uz to atsaucas ka uz “papildu binominalu” mainibu), tad jaizmanto stabils Cochran-
Armitage vai Fisher pieejas tests, ka ierosinats atsaucé (21).

Nosaka katra trauka izskiluSos knislu summu (n,), ko dala ar ielaisto kapuru skaitu (n,):

ER = —
Ty
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47.

48.

49.

50.

51.

kur:

ER = izskilsanas koeficients;

n, = katra trauka izskiluSos knislu skaits;
n, = katra trauka ielaisto kapuru skaits.

Lieliem paraugu apjomiem piemérota alternativa, ja pastav papildu binominala mainiba, ir iespéja izskilsanas
koeficientu uzskatit par nepartrauktu atbildes reakciju un izmantot tadas procedaras ka William tests, ja ir
paredzama monotona devas un atbildes reakcijas attieciba un ja tas atbilst siem izskilSanas koeficienta datiem.
Dunnett tests biitu piemérots, ja monotonuma nav. Saja konteksta liels parauga apjoms tiek definéts ka gadijums,
kad gan izskiluSos ipatnu skaits, gan neizskiluSos ipatnu skaits parsniedz piecus katra atkartojuma (trauka).

Lai piemérotu ANOVA metodes, izskilsanas koeficienta vertibas ir vispirms japarver§ ar arcsin kvadratsaknes
transformaciju vai ar Freeman-Tukey transformaciju, lai iegiitu aptuveno normalo sadalfjumu un izlidzinatu
mainibas. Izmantojot absoliito periodiskumu, var piemérot Cochran-Armitage, Fisher picejas (Bonferroni) vai
Mantel-Haenszel testus. Arcsin kvadratsaknes transformaciju pieméro, nemot iz3kilsanas koeficienta kvadratsaknes
inverso sinusu (sin").

Izskilsanas koeficientiem EC, vértibas aprékina, izmantojot regresijas analizi (vai, pieméram, probit (22), logit,
Weibull, atbilstigu tirdznieciba pieejamu programmatiiru utt.). Ja regresijas analize ir nesekmiga (pieméram, tiek
iegtitas mazak neka divas dalgjas atbildes reakcijas), izmanto citas ar parametriem nesaistitas metodes, tadas ka
slidosa vidgja vai vienkarsa interpolacija.

Attistibas atrums

Vidgjais attistibas laiks ir vidéjais laikposms starp kapuru ielaiSanu (testa 0. diena) un testa knislu iz3kilsanos. (Lai
aprékinatu patieso attistibas laiku, jaapsver kapuru vecums ielaiSanas bridi) Attistibas atrums ir attistibas laika
apgriezta vértiba (vieniba: 1/diena) un ir kapuru vienas dienas attistibas dala. Attistibas atrums ir ieteicamaks, lai
novertétu $os nosédumu toksicitates pétjjumus, jo ta mainiba ir mazaka un tas ir homogénaks un tuvaks
normalam sadalijumam salidzindjuma ar attistibas laiku. Tadgjadi efektivas parametru testéSanas procediras
var izmantot drizak ar attistibas atrumu, nevis ar attistibas laiku. Attieciba uz attistibas atrumu ka nepartrauktu
atbildes reakciju EC, vertibas var aplést, izmantojot regresijas analizi (pieméram, (23) (24)).

Turpmakajiem statistiskajiem testiem pienem, ka parbaudes diena x novéroto knislu skaits ir izskilies vidéja laika
intervala starp dienu x un dienu x — I (I = parbaudes intervala ilgums, parasti viena diena). Katra trauka vidéjo
attistibas atrumu (x) aprékina $adi:

-~ f
. iXi
X=)» —
2
i=1
kur:
X: vidgjais attistibas atrums katra trauka;
i parbaudes intervala indekss;
m: parbaudes intervalu maksimalais skaits;

fi: parbaudes intervala i izskilusos knislu skaits;

n,: kopgjais knislu skaits, kas izskilusies eksperimenta beigas; (= > fj)
x; intervala i izskilusos knislu attistibas atrums.
1
Xj =
1;
(413)
kur:

day;: parbaudes diena (dienas kops ielaisanas);

I

;  parbaudes intervala i ilgums (dienas, parasti viena diena).



L 81/190 Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis 19.3.2014.

Testésanas parskats

52. TestéSanas parskata jaietver vismaz $ada informacija:
Testgjama viela:

— fizikalas ipasibas un attieciga gadijuma fizikali kimiskas ipasibas (Skidiba Gdeni, tvaika spiediens, sadaliSanas
koeficients augsné (vai nosédumos, ja pieejams), stabilitate @deni utt.),

— kimiskas identifikacijas dati (visparpienemtais nosaukums, kimiskais nosaukums, struktirformula, CAS
numurs utt.), ietverot tirlbu un analitisko metodi, ar ko ir iespéjams kvantificét testéjamo vielu.

Testesanas sugas:

— izmantotie testa dzivnieki: suga, zinatniskais nosaukums, organismu avots un pavairoanas apstakli,
— informacija par olinu un kapuru apstradi,

— testa dzivnieku vecums ielaiSanas brid testéSanas traukos.

Testesanas apstakli:

— izmantotie nosédumi, t. i., dabigi vai izstradati nosédumi,

— dabigajiem nosédumiem — nosédumu paraugu pemsanas vietas atraSands vieta un apraksts, ietverot, ja
iesp&jams, piesarnojuma vésturi; raksturlielumi — pH, organiska oglekla saturs, C/N attieciba un granulomet-
rija (ja vajadzigs),

— izstradato nosédumu sagatavosana: sastavdalas un raksturlielumi (organiska oglekla saturs, pH, mitrums utt.
testésanas sakuma),

— testéSanas tidens sagatavoSana (ja izmanto rekonstituétu tdeni) un raksturlielumi (skabekla koncentracija, pH,
vaditspéja, cietiba utt. testéSanas sakuma),

— nosédumu un adens virsgja slana dzilums,
— tdens virsgja slana un portdens tilpums; mitru nosédumu svars ar portideni un bez ta;
— testéSanas trauki (materials un izmérs),

— nosédumu piesatinaanas metode: izmantotas testéSanas koncentracijas, atkartojumu skaits un $kidums, ja tas
izmantots,

— piesatinatas nosédumu un ddens sistémas stabilizésanas lidzsvara faze: ilgums un apstakli,

— inkubacijas apstakli: temperatiira, apgaismojuma cikls un intensitate, aeracija (regularitate un intensitate),
— sika informacija par baroSanu, ari par baribas veidu, sagatavosanu, daudzumu un barosanas reZimu.
Rezultati:

— testéanas nominalas koncentracijas, izméritas testéSanas koncentracijas un visu analizu rezultati, lai noteiktu
test§jamas vielas koncentraciju testéSanas trauka,

— adens kvalitate testéSanas traukos, t. i., pH, temperatiira, iz8kidusais skabeklis, cietiba un amonjaks,
— iztvaikojusa testéSanas tdens aizvietoSana, ja ta veikta,

— iz8kilusos knislu tévinu un matiSu skaits katra trauka un katru dienu,

— to kapuru skaits katra trauka, kas neizskilas par knisliem,

— kapuru vidgjais atseviskais saussvars katra trauka un katra attistibas stadija, ja vajadzigs,

— iz8kilsanas ipatsvars katra atkartojuma un testéSanas koncentracija (kni$lu tévinu un matiSu datus apvieno),
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— pilniba izskiluSos knislu vidgjais attistibas atrums katra atkartojuma un apstrades limeni (kni$lu tévinu un
matisu datus apvieno),

— toksisko mérkparametru apléses, pieméram, EC, (un saistitie ticamibas intervali), NOEC un/vai LOEC, ka ari
to noteiksanai izmantotas statistiskas metodes,

— rezultatu apsprieSana, ari ietekme uz testéSanas rezultatiem, kuru rada atkapes no $is testéSanas metodes.
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1. papildingjums
DEFINTCI]AS
Saja testéanas metodé ir izmantoti $adi termini:

Izstradati nosédumi jeb rekonstituéti, maksligi vai sintétiski nosédumi ir tadu materialu maisijums, ko izmanto, lai
imitétu dabigu noseédumu fizikalas sastavdalas.

Udens virsgjais slanis ir tdens, ar ko nosegti nosédumi testéSanas trauka.
Starpiidens jeb poridens ir tdens, kas aiznem telpu starp nosédumiem un augsnes dalinam.
Piesatinati nosédumi ir nosédumi, kam pievienota testéjama viela.

Testéjama kimiska viela ir jebkada viela vai maisijums, ko testé, izmantojot $o testéSanas metodi.
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10.

11.

2. papildingjums

Ieteikumi attieciba uz Chironomus riparius kultiru

Chironomus kapurus var audzét kristalizacijas traukos vai lielakas tvertnés. Smalkas kvarca smiltis izklaj plana,
aptuveni 5-10 mm slani tvertnes apaksa. Ir pieradits ari, ka var ka piemérotu substratu izmantot Kieselguhr (piemé-
ram, Merck, 8117. pants) (pietiek ar planaku slani tikai dazu mm augstuma). Péc tam pievieno piemérotu tdeni, lai
dzilums biitu vairaki centimetri. Udens limenis ir japaaugstina péc vajadzibas, lai aizvietotu iztvaikoto daudzumu un
novérstu izz@Sanu. Udeni var apmainit, ja vajadzigs. Janodrosina léna aerdcija. Kapuru audzéSanas trauki jatur
piemérota bari, kas nepielaus izskiluSos pieauguso Ipatnu izbégsanu. Birim jabat pietiekami lielam, lai baitu iesp&jama
iz8kilusos pieauguSo Ipatnu spictodana, pretéja gadijuma nenotiks kopulacija (ne mazaks ka apm. 30 x 30 x 30 cm).

Biri jatur istabas temperatiira vai nemainigas vides telpa 20 + 2 °C ar 16 stundu apgaismojuma periodu (intensitate
apm. 1 000 luksi) un 8 stundu tumsas periodu. Ir noradits, ka gaisa mitrums zem 60 % RH var kavét reprodukciju.

Udens at3kaidisanai

Var izmantot jebkuru piemérotu dabigu vai sintétisku Gdeni. BieZi izmanto akas Gideni, krana Gideni, no kura attirits
hlors, un maksligas barotnes (pieméram, Elendt M4 vai M7 barotni, sk. turpmak). Udenim pirms izmantoSanas
janodrosina aeracija. Ja vajadzigs, kultiiras tideni var atjaunot, izmantoto Gdeni no kultivéSanas traukiem uzmanigi
nolejot vai sifongjot, nesadragajot kapuru kaninas.

Kapuru barosana

Chironomus kapuri ir jabaro ar zivju baribas parslam (TetraMin®, TetraPhyll® vai citu lidziga zimola patentétu zivju
baribu), katra trauka diena ievietojot aptuveni 250 mg. Baribu var dot ka sausu samaltu pulveri vai ka suspensiju
tdeni, proti, 1,0 g baribas parslu pievieno 20 ml destiléta Gidens un samaisa, lidz iegiist homogénu maisijumu. So
sagatavi var izbarot aptuveni 5 ml apméra katra trauka katru dienu (pirms lietosanas sakratit). Vecaki kapuri var
sanemt vairak baribas.

Barosanu pielago atbilstigi didens kvalitatei. Ja kultivésanas barotne klast dulkaina, barosana ir jasamazina. Baribas
papildinajumi ir riipigi jauzrauga. Parak maz baribas izraisis kapuru emigraciju vertikala Gidens slana virziena, savukart
parak daudz baribas izraisis mikrobu aktivitates pieaugumu un samazinas skabekla koncentracijas. Abas situacijas var
novest pie mazakiem augSanas atrumiem.

Izveidojot jaunus kultivésanas traukus, var pievienot dazas zalalgu (pieméram, Scenedesmus subspicatus, Chlorella vulga-
ris) $tinas.

Iz8kiluSos pieauguSo ipatnu barosana

Dazos testos ir iegiitas liecibas, ka kokvilnas spilventins, kas piesficinats ar piesatinatu saharozes $kidumu, var
nodrosinat baribu izskilusiem pieaugusiem Ipatpiem.

IzskilSanas

Divdesmit gradu * 2 °C temperatira pieaugusie Ipatni saks Skilties no kapuru audzésanas traukiem aptuveni péc
13-15 dienam. Tévinus ir viegli atskirt péc to spalvainas antenas.

Olinas

Tiklidz vairodanas bl ir pieaugusie ipatni, visi kapuru audzéSanas trauki ir japarbauda tris reizes nedéla, lai
konstatétu izdétas Zelatinveidigas olinas. Ja tas tiek atklatas, olinas ir uzmanigi jaiznem. Tas ir jaievieto neliela $kivi,
kura ir vairo$anas Gidens paraugs. Olinas izmanto, lai izveidotu jaunus kultivéanas traukus (pieméram, 2-4 olinu
kopas katra trauka), vai tas izmanto toksicitates testéSana.

Pirmas attistibas stadijas kapuriem ir jaizskilas péc 2-3 dienam.

Jaunu kultivésanas trauku izveide

Péc tam, kad ir izveidotas kultarras, katru nedélu vai retak var izveidot jaunu kapuru kultivésanas trauku atkariba no
testéSanas prasibam un vecos traukus izpem no biriem péc pieauguSo ipatnu izskilsanas. Ar 3adu sistému var
nodroginat regularu picauguso ipatnu piegadi ar minimaliem parvaldibas pasakumiem.
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12.

13.

Testésanas Skidumu M4 un M7 sagatavoSana

Elendt (1990. gads) ir aprakstijis M4 barotni. M7 barotni sagatavo tapat ka M4 barotni, iznemot 1. tabula noraditas
vielas, kuram koncentracijas M7 barotné ir Cetras reizes mazakas neka M4 barotné. Paslaik tiek gatavota publikacija
par M7 barotni (Elendt, individuals pazinojums). TestéSanas skidumu nevajadzétu sagatavot saskana ar Elendt un Bias
(1990. gads), jo NaSiO; 5 H,0, NaNO;, KH,PO, un K,HPO, koncentracijas, kas noraditas rezerves skidumu
sagatavosanai, ir nepiemeérotas.

M7 barotnes sagatavoSana

Katru rezerves $kidumu (I) sagatavo atseviski un apvienoto rezerves skidumu (II) pagatavo no Siem rezerves $kidu-
miem (I) (sk. 1. tabulu). Piecdesmit mililitrus apvienota rezerves $kiduma (II) un 2. tabula noraditos daudzumus no
katra makrobaribas rezerves skiduma iemaisa 1 litra dejonizéta tidens, lai sagatavotu M7 barotni. Vitaminu rezerves
$kidumu sagatavo, pievienojot 3 vitaminus dejonizétam tdenim, ka noradits 3. tabula, un neilgi pirms izmantosanas
galigajai M7 barotnei pievieno 0,1 ml apvienota vitaminu rezerves $kiduma. (Vitaminu rezerves $kidumu glaba

sasaldétu mazos alikvotos.) Barotnei nodroina aeraciju un to stabilizé.

LITERATURA

BBA (1995). Long-term toxicity test with Chironomus riparius: Development and validation of a new test system. Edited by
M. Streloke and H.Kopp. Berlin 1995.

1. tabula

Barotnes M4 un M7 mikroelementu rezerves skidumi

Lai sagatavotu apvienoto rezerves
Daudz'unjls (mg). 7§l§idumu (. s maisa tummék Galigas koncentracijas testa
ko pievieno 1 [noraditos rezerves skidumu (1) tilpumus skidumos (mg])
Rezerves skidumi (I) litram (ml) un pievieno 1 litram dejonizéta ’ 5
dejonizéta idens
tdens
M4 M7 M4 M7

H;BO; (1) 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl, - 4 H,0 (1) 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl (1) 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCl (1) 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, - 6 H,O () 3040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (1) 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, - 2 H,0 () 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
CuCl, - 2 H,0 (Y) 335 1,0 0,25 0,017 0,004
ZnCl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, - 6 H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO5 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO; 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA - 2 H,0 (1) (3 5000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO, - 7 H,O(Y) (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(1) Sis vielas atskiras M4 barotné un M7 barotng, ka noradits ieprieks.
(3 Sos skidumus sagatavo atseviski un péc tam salej kopa un nekavéjoties liek autoklava.
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2. tabula

Makrobaribas rezerves $kidumi barotnei M4 un M7

Makrobaribas rezerves
Daudzums, ko pievieno 1 | 3kidumu tilpums, ko pievieno, | Galigas koncentracijas testa
litram dejonizéta Gdens lai sagatavotu barotni M4 un skidumos M4 un M7
(mg) M7 (mgl)
(mlfl)
CaCl, - 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7 H,O 246 600 0,5 123,3
KCl 58 000 0,1 5,8
NaHCO; 64 800 1,0 64,8
NaSiO; - 9 H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO; 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1840 0,1 0,184
3. tabula

Vitaminu rezerves Skidums barotnei M4 un M7. Visus tris vitaminu Skidumus apvieno, lai sagatavotu vienu
vitaminu rezerves $kidumu

Lo Vitaminu rezerves $kiduma . .
Daudzums, ko pievieno 1 . L . Galigas koncentracijas testa
litram dejonizéta Gidens tilpums, ko pievieno, lai skidumos M4 un M7

) sagatavotu barotni M4 un M7 ’

(mg) ml/l) (mg/h
Tiamina hidrohlorids 750 0,1 0,075
Ciankobalamins (B12) 10 0,1 0,0010
Biotins 7,5 0,1 0,00075

LITERATURA
Elendt, B.P. (1990). Selenium Deficiency in Crustacean. Protoplasma 154: 25-33.

Elendt, B.P. & W.-R. Bias (1990). Trace Nutrient Deficiency in Daphnia magna Cultured in Standard Medium for Toxicity
Testing. Effects on the Optimization of Culture Conditions on Life History Parameters of D. magna. Water Research 24 (9):
1157-1167.
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3. papildinajums

[ZSTRADATU NOSEDUMU SAGATAVOSANA
Nosédumu sastavs

Izstradato nosédumu sastavam jabat $adam:

% no nosédumu

Sastavdala Raksturlielumi
saussvara

Kidra Sfagnu stinu kadra, kuras pH ir péc iespéjas tuvak 5,5-6,0 vértibai, | 4-5
bez redzamam augu atlickam, smalki samalta (dalipu izmeérs:
< 1 mm) un izzavéta ar gaisu

Kvarca smiltis Smilsu graudu izmérs: > 50 % dalinu jabGit 50-200 pm diapazona | 75-76
Kaolina mali Kaolinita saturs: = 30 % 20
Organiskais ogleklis Korige, pievienojot kadru un smiltis 2 (x0,5)
Kalcija karbonats CaCOs;, pulverizets, kimiski tirs 0,05-0,1
Udens Vaditspéja: < 10 pS/cm 30-50
Sagatavos$ana

Kadru izZavé gaisa un sama] smalka pulveri. Vajadziga daudzuma kiidras pulvera suspensiju dejonizéta dideni sagatavo,
izmantojot efektivu homogenizésanas ierici. Sis suspensijas pH korigé ar CaCO; lidz 5,5 0,5 vértibai. Suspensiju
kondicioné vismaz divas dienas, viegli maisot 20 + 2 °C temperatiira, lai stabilizétu pH un izveidotu stabilu mikrobu
sastavdalu. Velreiz méra pH, kam jabat 6,0 + 0,5. Péc tam kiidras suspensiju samaisa ar citdm sastavdalam (smiltim un
kaolina maliem) un dejonizétu adeni, lai ieglitu homogénus nosédumus ar @dens saturu 30-50 % diapazona no nosé-
dumu sausa svara. Velreiz méra galiga maisijuma pH un to korigé 6,5-7,5 vertiba ar CaCOs, ja vajadzigs. Nem nosédumu
paraugus, lai noteiktu saussvaru un organiska oglekla saturu. Péc tam, pirms izstradatos nosédumus izmanto hironomidu
toksicitates testé$ana, ir ieteicams tos kondicionét septinas dienas tados pasos apstaklos, kadi biis testa.

Glabasana

Maksligo nosédumu sausas sastavdalas var ari uzglabat sausa un vésa vieta istabas temperatiird. Izstradatos (mitros)
nosédumus nedrikstétu uzglabat pirms to izmantosanas testa. Tie ir jaizmanto talit péc septinu dienu kondicionésanas
perioda, kas pabeidz to sagatavosanu.

LITERATURA

$a pielikuma C.8. nodala “Toksicitates noteiksana slickam”.

Meller M, Egeler P, Rombke J, Schallnass H, Nagel R, Streit B (1998). Short-term Toxicity of Lindane, Hexachlorobenzene
and Copper Sulfate on Tubificid Sludgeworms (Oligochaeta) in Artificial Media. Ecotox. and Environ. Safety 39: 10-20.
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4. papildinajums

AtskaidiSanai piemérota iidens kimiskie raksturlielumi

Viela Koncentricijas
Dalinas <20 mg/l
Kopgjais organiskais ogleklis <2 mgfl
Nejonizéts amonjaks <1 pg/l

Cietiba ka CaCO;

< 400 mg/l (*)

Atlikumu hlors <10 pg/l
Kopgjie fosfororganiskie pesticidi <50 ngfl
Hlororganisko pesticidu un polihlorbifenilu kopgjais saturs <50 ng/l
Kopgjais organiskais hlors <25 ngfl

(*) Tomér janorada, ka, ja tiek prognozéta mijiedarbiba starp cietibas joniem un testéjamo vielu, jaizmanto zemakas cietibas Gdens (tadé]

§ada situacija nedrikst izmantot Elendt barotni M4).




19.3.2014.

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

L 81/199

5. papildinajums

Noradijumi par hironomidu kapuru skilSanas uzraudzibu

Uz test@Sanas varglazém izvieto izskilsanas slazdus. Sie slazdi ir nepieciesami, sakot no 20. dienas lidz testéSanas beigam.
Turpmak ir att€lots izmantota slazda paraugs.

\~__;___/

A. Neilona aizsegs D. Udens apmainas aizsega likas
B. Apgazts plastmasas trauks E. Udens
C. Bezlipu ekspozicijas varglaze F. Nosédumi

C.28. TOKSICITATES TESTS AR NOSEDUMU UN UDENS HIRONOMIDIEM, IZMANTOJOT

PIESATINATU UDENI

IEVADS

Si testéSanas metode ir lidzvértiga ESAO TestéSanas noradijumiem (turpmak — TG) 219 (2004. gads). Si
testéSanas metode ir izstradata ietekmes noveértésanai, kuru izraisa kimisko vielu ilgstosa iedarbiba uz nosédumos
dzivojosiem saldtdens divsparnu kartas kapuriem Chironomus sp. Tas pamata galvenokart ir BBA noradijumi par
nosédumu un Gdens testéSanas sistémas izmantoSanu ar maksligu augsni un ddens staba ekspozicijas scenarijs
(1). Tapat ir nemti véra esoie toksicitates testéSanas protokoli attieciba uz Chironomus riparius un Chironomus
tentans, kas ir izstradati Eiropa un Ziemelamerika (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) un kam veikta salidzinosa izpéte (1) (6)
(9). Var izmantot ari citas hironomidu sugas, pieméram, Chironomus yoshimatsui, par ko pieejami detalizéti
apraksti (10) (11).

Saja testdSanas metodé izmantotais ekspozicijas scendrijs paredz {idens piesatinasanu. Atbilstig ekspozicijas
scendrija izvéle ir atkariga no paredzétda testéSanas lietojuma. Udens ekspozicijas scendrija, kas ietver Gidens
staba piesatinasanu, mérkis ir imitét pesticidu aerosolu parvietosanas gadjjumus, un $is scenarijs ietver sakuma
maksimalas koncentracijas porfideni. Sis scenarijs var noderét ari citiem ekspozicijas veidiem (tostarp kimisko
vielu nopladém), iznemot akumulacijas procesus, kas ilgst ilgak neka testéSanas periods.
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10.

Vielas, kas jatesté, lai noskaidrotu to iedarbibu uz nosédumos dzivojoSiem organismiem, parasti nosédumos
pastav ilgstosi. Nosédumos dzivojosie organismi var tikt paklauti iedarbibai dazados veidos. Katra ekspozicijas
veida relativa nozime un laiks, kas paiet, lai rastos visparéja toksiska iedarbiba, ir atkarigs no attiecigas kimiskas
vielas fizikalajam un kimiskajam ipasibam. Tadu vielu gadijuma, kam ir spéciga adsorbésanas spéja (pieméram, ar
log K, > 5) vai kas izveido homopolaru saiti ar nosédumiem, biitisks ekspozicijas veids var bt piesarnotas
baribas uzpemsana. Lai nodro$inatu, ka izteikti lipofilu vielu toksicitate tiek noveértéta pietiekami precizi, var
apsvért nosédumiem pievienotas baribas izmantosanu pirms testéjamas kimiskas vielas pievienosanas. Lai nemtu
vera visus iespejamos ekspozicijas veidus, §1 testéSanas metode koncentréjas uz ilgtermina ekspoziciju. Tests ilgst
20-28 dienas C. riparius un C. yoshimatsui sugam un 28-65 dienas C. tentans sugai. Ja Ipasiem noltkiem ir
vajadzigi istermina dati, pieméram, lai izpétitu nestabilu kimisko vielu ietekmi, péc 10 dienam var partraukt
papildu atkartojumus.

Meéritie mérkparametri ir iz3kiluSos pieauguso ipatnu kopgjais skaits un izskilsanas laiks. Ir ieteicams kapuru
izdzivosanas un augSanas mérjjumus veikt tikai péc 10 dienam, ja ir vajadzigi papildu istermina dati, péc
vajadzibas izmantojot papildu atkartojumus.

leteicams izmantot izstradatus nosédumus. Izstradatiem nosédumiem ir vairakas prieksrocibas salidzinajuma ar
dabigiem nosédumiem:

— tiek samazinata eksperimentala mainiba, jo $adi nosédumi izveido atkartojamu “standartizétu matricu” un
nav nepiecieSams atrast nepiesarnotus un tirus nosédumu avotus,

— testéSanu var sakt jebkura laika, nesaskaroties ar sezonalu mainibu testéSanas nosédumos, un nav nepiecie-
Sams nosédumus ieprieks apstradat, lai tos attiritu no vietéjas faunas, turklat izstradatu nosédumu izman-
to$ana samazina izmaksas, kas saistitas ar pietickamu nosédumu daudzumu savaksanu daba regularas testé-
Sanas vajadzibam,

— izstradatu nosédumu izmantosana lauj salidzinat toksicitati un attiecigi klasificét vielas; toksicitates dati, ko
ieguva testéSana ar dabigiem un maksligiem nosédumiem, bija salidzinami vairakam kimiskajam vielam (2).

Definicijas dotas 1. papildinjuma.

TESTESANAS PRINCIPS

Vispirms hironomidu kapurus jebkura attistibas stadija paklauj testéjamas vielas koncentraciju diapazona iedar-
bibai nosédumu un ddens sistémas. TestéSanas sakuma pirmas attistibas stadijas kapurus ievieto testéSanas
varglazés, kuras ir nosédumu un Gdens sistéma, un péc tam tdeni piesatina ar test§jamo vielu. Hironomidu
izgkilsanos un attistibas atrumu méra testéSanas beigas. Kapuru izdzivosanu un svaru var noteikt jau péc 10
diendm, ja vajadzigs (izmantojot papildu atkartojumus péc vajadzibas). Sos datus analizé, vai nu izmantojot
regresijas modeli, lai apléstu koncentraciju, kas izraisitu x % samazinajumu attieciba uz izskilSanos, kapuru
izdzivosanu vai augsanu (pieméram, EC;5, ECs, utt.), vai izmantojot statistiskas hipotézes testésanu, lai noteiktu
NOEC/LOEC. Statistiskas hipotézes testé$ana ir nepiecieSams salidzinat ietekmes vértibas ar kontroles vértibam,
izmantojot statistiskus testus.

INFORMACIJA PAR TESTEJAMO VIELU

Ir jabiit zinamai testéjamas kimiskas vielas $kidibai Gideni, tas tvaika spiedienam, izméritajai vai aprékinatajai dalai
nosédumos un stabilitatei Gideni un nosédumos. Jablit pieejamai uzticamai analitiskajai metodei, ar ko bitu
iesp&jams kvantificét testéjamo kimisko vielu Gidens virsgja slani, poriideni un nosédumos ar zinamu un apstip-
rindtu precizitati un noteik$anas ierobezojumu. Lietderiga informacija ietver testéjamas kimiskas vielas struktir-
formulu un tiribu. Tapat lietderigi ir zinat testéjamas vielas kimisko sadaliSanos (pieméram, izkliedésanas,

abiotiska un biotiska noardisanas utt.). Papildu noradijumi par tadu vielu testéSanu, kuras ir sarezgiti testét to
fizikalo un kimisko ipasibu dél, pieejami atsaucé (12).

KIMISKAS STANDARTVIELAS

Periodiski var testét kimiskas standartvielas, lai parliecinatos, ka testéSanas protokols un apstakli ir uzticami.
Toksisko standartvielu, kas sekmigi izmantotas salidzinoaja testéSana un validéSanas pétjjumos, pieméri ietver
lindanu, trifluralinu, pentahlorfenolu, kadmija hloridu un kalija hloridu (1) (2) (5) (6) (13).

TESTA DERIGUMS

Lai tests biitu derigs, pieméro $adus nosacjjumus:

— iz8kilsanas apméram kontroles traukos jabut vismaz 70 % testéSanas beigas (1) (6),
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11.

12.

13.

14.

— C. riparius un C. yoshimatsui izskilSanas lidz pieaugu$iem ipatpiem no kontroles traukiem janotiek 12-23
dienu laika péc to ievietoSanas traukos; C. tentans ir vajadzigas 20-65 dienas,

— testéanas beigas katra trauka janosaka pH un iz3kidusa skabekla koncentracija; skabekla koncentracijai jabiit
vismaz 60 % no gaisa piesatinajuma vértibas (turpmak — ASV) izmantotaja temperatiira, savukart pH tdens
virsgja slani jabiit 6-9 diapazona visos testéSanas traukos,

— {dens temperatiira nedrikstétu atskirties vairak ka par £ 1,0 °C; Gdens temperatiiru varétu kontrolét ar
izotermisku telpu, un tada gadijuma temperatiira telpa ir jaapstiprina atbilstigos laika intervalos.

METODES APRAKSTS
Testé3anas trauki

Pétijumu veic 600 ml stikla varglazes ar 8 cm diametru. Der ari citi trauki, bet tiem janodrosina piemérots tidens
virsgja slana un nosédumu dzilums. Nosédumu virsmai jabiit pietiekamai, lai nodroginatu 2-3 cm? telpu katram
kapuram. Nosédumu slana dziluma attiecibai pret Gdens virséja slapa dzilumu jabit 1:4. TestéSanas traukiem un
citam iekartam, kas saskarsies ar testésanas sistému, jabat pilniba izgatavotam no stikla vai cita kimiski inerta
materiala (pieméram, teflona).

Sugu izvéle

Testésana vélams izmantot Chironomus riparius sugas. Ari Chironomus tentans ir pieméroti, bet gritak apstradajami,
un tiem vajadzigs ilgaks testéSanas periods. Var izmantot ari Chironomus yohimatsui. Sika informacija par kultiru
metodém attieciba uz Chironomus riparius ir sniegta 2. papildinajuma. Informacija par kultdras apstakliem ir
pieejama ari attieciba uz citam sugam, t. i., Chironomus tentans (4) un Chironomus yoshimatsui (11). Sugu noteik-
$ana ir jaapstiprina pirms testéanas, bet nav vajadziga pirms katras testéSanas reizes, ja organismi ir iegiti no
laboratorija kultivétas kulttiras.

Nosédumi

Vélams izmantot izstradatus nosédumus (saukti ari par rekonstituétajiem, maksligajiem vai sintétiskajiem nosé-
dumiem). Tomeér, ja izmanto dabigos nosédumus, tie ir jaraksturo (vismaz pH, organiska oglekla sastavs,
ieteicama ari tadu citu parametru noteiksana ka C/N attieciba un granulometrija) un tajos nedrikstétu bit nekads
piesarnojums un citi organismi, kas varétu konkurét ar hironomidiem vai baroties ar tiem. leteicams arl pirms
izmantoSanas hironomidu toksicitates testeSana dabigos nosédumus kondicionét septinas dienas tados paSos
apstaklos, kadi pastavés testésana. Saja testa (1) (15) (16) ir ieteicams izmantot $adus izstradatus nosédumus, par
pamatu izmantojot maksligu augsni, ko izmanto C.8. testésanas metodé (14):

a) 4-5 % (saussvars) kiidras — péc iespéjas pietuvinata pH 5,5-6,0 apmérd; ir svarigi izmantot pulverizétu kadru,
kas smalki samalta (dalipu izmérs < 1 mm) un kas ir izzavéta vienigi ar gaisu;

=

20 % (saussvars) kaolina malu (kaolinita saturam vélams bt virs 30 %);

¢) 75-76 % (saussvars) kvarca smilSu (parsvara tam jasastav no smalkam smiltim, proti, vairak neka 50 % dalinu
jabat 50-200 pm izméra);

&

pievieno dejonizétu Gdeni, lai iegfitu galigd maisijuma mitrumu 30-50 % diapazona;

¢) pievieno kimiski tiras kvalitates kalcija karbonatu (CaCOj), lai korigétu galiga nosédumu maisijuma pH
7,0 £ 0,5 apmeéra;

f) galigd maisijuma organiska oglekla saturam jabat 2% (£ 0,5), un tas jakorig€, izmantojot atbilstigus
daudzumus kidras un smilsu saskana ar a) un c) apakSpunktu.

Jabit zinamam kddras, kaolina malu un smilsu avotam. Nosédumu sastavdalas ir japarbauda, lai parliecinatos, ka
tajas nav kimiska piesarnojuma (pieméram, smago metalu, hlororganisko savienojumu, fosfororganisko savie-
nojumu utt.). Izstradatu nosédumu sagatavosanas piemérs ir aprakstits 3. papildindjuma. Ir pienemami samaisit
arl sausas sastavdalas, ja tiek pieradits, ka péc Gdens virséja slana pievienosanas nenotiek nosédumu sastavdalu
atdaliSanas (pieméram, kidras dalinu peldé$ana pa tdens virsmu) un ka kiidra vai nosédumi ir pietickami
kondicionéti.
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Udens

15. Jebkur§ Gdens, kas atbilst 2. un 4. papildingjuma noteiktajiem pienemama atskaidisanas Gidens kimiskajiem
raksturlielumiem, ir piemérots ka testéSanas Gdens. Jebkads piemérots Gdens, proti, dabigs ddens (virszemes
vai gruntsiidens), rekonstituéts tdens (sk. 2. papildinajumu) vai krana Gdens, no kura attirits hlors, ir izmanto-
jams ka kultGiras turéSanas un testéSanas tidens, ja hironomidi taja bez stresa pazimém izdzivo kultivésanas un
testéSanas laika. TestéSanas sakuma testéSanas tidens pH jabat 6—9 diapazona, savukart kopéja cietiba nedrikst
parsniegt 400 mg/l ka CaCO;. Tomér, ja tiek prognozéta mijiedarbiba starp cietibas joniem un testgjamo vielu,
jaizmanto zemakas cietibas Gidens (tadél $ada situacija nedrikst izmantot Elendt barotni M4). Visa pétijuma laika
jaizmanto viena veida Gidens. Udens kvalitates raksturlielumi, kas uzskaititi 4. papildindjuma, janosaka vismaz
divreiz gada vai tad, kad ir aizdomas, ka Sie raksturlielumi varétu bat batiski izmainijusies.

Rezerves Skidumi — piesatinats iidens

16. Testésanas koncentracijas aprékina, pamatojoties uz koncentracijam fdens staba, t. i., Gdens virs¢ja slani virs
nosédumiem. Izraudzito koncentraciju testéSanas skidumus parasti gatavo, atSkaidot rezerves skidumu. Rezerves
skidumus velams pagatavot, izskidinot test§jamo vielu testéSanas barotné. Lai iegiitu piemérotas koncentracijas
rezerves $kidumu, dazos gadjjumos var nakties izmantot $kidinatajus vai dispersantus. Piemérotu $kidinataju
piemeri ir acetons, etilspirts, metilspirts, etilenglikola monoetiléteris, etilenglikola dimetiléteris, dimetilformamids
un trietilénglikols. Dispersanti, ko var izmantot, ir Cremophor RH40, Tween 80, metilceluloze 0,01 % un HCO-40.
Skidinatajas vielas koncentracijai galigaja testéanas barotné jabiit minimalai (t. i, < 0,1 mlfl) un vienadai visas
apstradés. Ja tiek izmantota $kidinataja viela, tai nedrikst bt ievérojama ietekme uz izdzivoSanu vai redzama
negativa ietekme uz hironomidu kapuriem, ko var atklat, pateicoties kontroles traukiem, kuri sanem tikai
skidumu. Jebkura gadijuma ir jacensas izvairities no $adu materialu izmanto$anas.

TESTESANAS PLANS

17. Testésanas plans attiecas uz testéSanas koncentraciju skaita un intervalu izvéli, trauku skaitu katram koncen-
tracijas limenim un kapuru skaitu trauka. Ir aprakstiti plani ietekmes koncentraciju (turpmak — EC) punktu
noteik$anai, NOEC noteik$anai un pielaujama daudzuma testa veikSanai. Regresijas analize ir ieteicamaka neka
hipotézes testéSanas pieeja.

Regresijas analizes plans

18. Testésana izmantotajam koncentracijam ir jaaptver ietekmes koncentracija (pieméram, EC;s, ECso) un koncen-
traciju diapazons, kura ir janoskaidro test€jamas vielas ietekme. Tas, ka ietekmes koncentracija ir testéSana
izmantoto koncentraciju diapazona, parasti uzlabo ietekmes koncentraciju (ECy) noteikSanas precizitati un it
seviski derigumu. Jaizvairas no ekstrapolacijas krietni zem zemakas pozitivas koncentracijas vai virs augstakas
koncentracijas. Ir lietderigi veikt orientgjosu diapazona noteiksanas testéSanu, lai izvélétos izmantojamo koncen-
traciju diapazonu (sk. 27. punktu).

19. Ja ir janosaka EC,, jatesté vismaz piecas koncentracijas un tris atkartojumi katrai koncentracijai. Jebkura gadjjuma
ieteicams izmantot pietiekamu daudzumu testéSanas koncentraciju, lai nodro$inatu modeli pamatotam aplésém.
Koeficients starp koncentracijam nedrikstétu parsniegt 2 (izpémums varétu biit gadijumi, kad devu un atbildes
reakcijas liknei ir sekls slipums). Katras apstrades atkartojumu skaitu var samazinat, ja palielina testéSanas
koncentraciju skaitu ar dazadam atbildes reakcijam. Atkartojumu skaita palielinasana vai testéSanas koncentraciju
intervalu samazinaSana parasti noved pie Saurakiem testéSanas ticamibas intervaliem. Ir vajadzigi papildu atkar-
tojumi, ja kapuru izdzivo$anu un augSanu nosaka jau péc 10 dienam.

NOEC/LOEC noteikSanas plans

20. Ja ir janosaka LOEC/NOEC, jaizmanto piecas testéSanas koncentracijas ar vismaz Cetriem atkartojumiem un
koeficients starp koncentracijam nedrikstétu parsniegt 2. Atkartojumu skaitam jabat pietickamam, lai nodrosi-
natu pietiekamu statistisko nozimibu un varétu konstatét 20 % atskiribu no kontroles traukiem pie 5 % nozi-
mibas limena (p = 0,05). Attieciba uz attistibas atrumu parasti ir pieméroti veikt dispersijas analizi (turpmak —
ANOVA), pieméram, Dunnett testu vai Williams testu (17) (18) (19) (20). Attieciba uz izskilsanas koeficientu var
izmantot Cochran-Armitage, Fisher pieeju (ar Bonferroni korekciju) vai Mantel- Haenszel testu.

Pielaujama daudzuma testeSana

21. Pielaujama daudzuma testéSanu (viena testéSanas koncentracija un kontroles trauks) var veikt, ja orientgjosa
diapazona noteiksanas testa netika konstatéta ietekme. Pielaujama daudzuma testéSanas mérkis ir noradit, ka
test&jamas vielas toksiska vértiba ir lielaka par testéto robezkoncentraciju. Saja testdSanas metodé nav iesp&jams
ierosinat ieteikto koncentraciju, lémums par to ir japienem regulatoriem. Parasti ir vajadzigi vismaz sesi atkar-
tojumi gan apstradei, gan kontrolei. Ir japanak pietickama statistiska nozimiba, lai varétu noteikt 20 % atskiribu
no kontroles trauka pie 5 % nozimibas limena (p = 0,05). Ar metrisku atbildes reakciju (attistibas atrums un
svars) t-testéSana parasti ir piemérota statistiska metode, ja dati atbilst 3a testa prasibam (normalitate, homogénas
dispersijas). Var izmantot nevienlidzigas dispersijas t-testéSanu vai ar parametriem nesaistitu testu, pieméram,
Wilcoxon-Mann-Whithey testu, ja nav atbilstibas ieprieks noraditajam prasibam. Attieciba uz izskilsanas koefi-
cientu ir piemérota Fisher pieeja.
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PROCEDURA
Ekspozicijas apstakli
Piesatinatas fidens un nosédumu sistémas sagatavosana

Atbilstigus daudzumus izstradatu nosédumu (sk. 3. papildinajuma 13. un 14. punktu) pievieno testéSanas trauka,
lai izveidotu vismaz 1,5 cm dzilu slani. Udeni pielej 6 cm bieza slani (sk. 15. punktu). Nosédumu slapa dziluma
attieciba pret tdens slana dzilumu nedrikstétu parsniegt 1:4, un nosédumu slanis nedrikstétu bat dzilaks par
3 cm. Nosédumu un {dens sistémai janodrodina léna aeracija septinas dienas, pirms tiek ielaisti testéSanas
organismi (sk. 14. punktu un 3. papildindjumu). Lai izvairitos no nosédumu sastavdalu atdaliSanas un mazu
dalinu atkartotas suspensijas tidens staba testéSanas tidens pievienosanas laika, nosedumus var parklat ar plas-
tmasas ripu idens uzlieSanas laika, bet péc tam ripu nekavéjoties nonem. Sim nolitkam der ari citas ierices.

Testésanas trauki ir jaapsedz (pieméram, ar stikla plaksném). Ja vajadzigs, pétijuma laika Gdens limenus papildina
lidz sakotnéjam tilpumam, lai kompensétu tidens iztvaikosanu. Tam jaizmanto destiléts vai dejonizéts tdens, lai
novérstu sdlu uzkrasanos.

Testesanas organismu pievienosana

Cetras lidz piecas dienas pirms testd$anas organismu pievienosanas testéSanas traukos no kultirim jaiznem
olinas un tas jaievieto nelielos traukos ar audzéSanas barotni. Var izmantot noturétu barotni no rezerves kultiras
vai svaigi sagatavotu barotni. Ja izmanto svaigi sagatavotu barotni, kultdiras barotnei japievieno neliels daudzums
baribas, pieméram, zalalges un/vai dazi pilieni filtrata no smalki samaltas zivju baribas parslu suspensijas (sk. 2.
papildindjumu). Jaizmanto tikai svaigi izdétas olinas. Parasti kapuri sak skilties dazas dienas péc olinu izdésanas
(2-3 dienas Chironomus riparius 20 °C un 3—4 dienas Chironomus tentans 23 °C un Chironomus yoshimatui 25 °C),
un kapuru augsana notiek Cetras attistibas stadijas, no kuram katra ilgst 4-8 dienas. Testé$ana jaizmanto pirmas
attistibas stadijas kapuri (2-3 vai 1-4 dienas péc izskil§anas). Knislu attistibas stadiju var parbaudit, izmantojot
galvas kapsulas platumu (6).

Katra testéSanas trauka ar piesatinatiem nosédumiem un Gdeni péc nejausibas principa ievieto 20 pirmas
attistibas stadijas kapurus, izmantojot neasu pipeti. Kapuru ievietoSanas laika testéSanas traukos ir japartrauc
tdens aeracija, un $is partraukums jaturpina vél 24 stundas péc kapuru ielai§anas (sk. 24. un 32. punktu).
Saskana ar izmantoto testéSanas planu (sk. 19. un 20. punktu) izmantoto kapuru skaits uz katru koncentraciju ir
vismaz 60, lai noteiktu EC punktus, un 80, lai noteiktu NOEC.

Kad ir pagajusas 24 stundas kop§ kapuru ielai§anas, Gdens virs¢jo slani piesatina ar testéjamo vielu un atsak lénu
aeraciju. Nelielus testéjamas vielas skidumu tilpumus pievieno zem tdens virsmas, izmantojot pipeti. Péc tam
tdens virsgjais slanis ir uzmanigi jasamaisa, neizkustinot nosédumus.

Testesanas koncentracijas

Diapazona noteiksanas tests varétu biit lietderigs, lai noteiktu koncentriciju diapazonu galigajam testam. Sim
nolikam izmanto virkni atskirigu test§jamas vielas koncentraciju. Lai hironomidiem nodro$inatu tadu pasu
virsmas blivumu, kadu izmantos galigaja testéSana, hironomidus paklauj katras testéjamas vielas koncentracijas
iedarbibai uz tadu laiku, kas lauj aplést aptuvenas testéSanas koncentracijas. Atkartojumi nav vajadzigi.

Lémumu par testéSanas koncentracijam galigajam testam pienem, pamatojoties uz diapazona noteik3anas testa
rezultatiem. Jaizmanto un saskana ar 18.-20. punktu jaizvélas vismaz piecas koncentracijas.

Kontroles trauki

Testésana ir jaietver kontroles trauki, kuros nav testéjamas vielas, bet ir nosédumi un kuriem nodrosina atbilstigu
skaitu atkartojumu (sk. 19. un 20. punktu). Ja testéjamas vielas pievieno$anai ir izmantots skidums (sk. 16.
punktu), jaizmanto ari nosédumu $kiduma kontroles trauks.

Testesanas sistema

[zmanto statiskas sistémas. Iznémuma gadijumos, pieméram, ja Gdens kvalitates specifikicijas nav piemérotas
testéSanas organismam vai ietekmé kimisko lidzsvaru (pieméram, izskidusa skabekla limeni parmerigi pazeminas,
izvadproduktu koncentracija parméru paaugstinas vai no nosédumiem ekstrahéjas minerali un ictekmé pH un/vai
adens cietibu), var izmantot dalgji statiskas vai caurpliides sistémas ar Gidens virséja slana periodisku vai nepar-
trauktu atjaunoSanu. Tomér parasti derés un ir ieteicamas citas tdens virséja slana kvalitates uzlaboSanas
metodes, pieméram, aeracija.
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Bariba

Kapuri ir jabaro, vélams, katru dienu vai vismaz tris reizes nedéla. Katram jaunam kapuram pirmas 10 dienas
pietiek ar zivju baribu (suspensija tGdeni vai smalki samalta bariba, pieméram, TetraMin vai TetraPhyll, sk. 2.
papildingjumu) 0,25-0,5 mg apméra (0,35-0,5 mg C. yoshimatui). Nedaudz vairak baribas varétu vajadzét veca-
kiem kapuriem, proti, 0,5-1 mg uz kapuru diena, ar ko vajadzétu pietikt lidz testéSanas beigam. Ja tick novérota
séniu aug$ana vai ja kontroles traukos ir novérota mirstiba, baribas porcija ir jasamazina visos traukos un
jakontrolé. Ja séniSu attistibu neizdodas apturét, testéSana ir jaatkarto. Ja tiek testétas vielas, kam ir spéciga
adsorbésanas spéja (pieméram, ar log K., > 5) vai kas izveido homopolaru saiti ar nosédumiem, baribas
daudzumu, kur§ vajadzigs organismu izdzivoSanas un dabigas augSanas nodrosinasanai, var pievienot izstrada-
tajiem nosédumiem pirms stabilizacijas perioda. Sadam nolitkam jaizmanto augu materials, nevis zivju bariba,
proti, var pievienot 0,5 % (saussvars) smalki samaltas lapas, pieméram, natres (Urtica dioica), zidkoka (Morus alba),
balta abolina (Trifolium repens) vai spinatu (Spinacia oleracea) lapas, vai citu augu materialu (Cerophyl vai alfa-
celulozi).

Inkubacijas apstakli

Kad ir pagajusas, vélams, 24 stundas péc kapuru ielai§anas, testéSanas traukos Gidens virséjam slanim nodrosina
lénu aeraciju, ko turpina visa testéSanas laika (jauzmanas, lai iz8kidusa skabekla koncentracija nepazeminas zem
60 % no ASV). Aeraciju nodrosina caur stikla Pastéra pipeti, kas piestiprinata 2-3 cm virs nosédumu slana (t. i.,
vienu vai dazus burbulus sekundg). Test&jot gaistosas kimiskas vielas, var apsvért iesp&u nosédumu un tdens
sistémai aeraciju nenodrosinat.

TestéSanu veic nemainiga 20 °C (¢ 2 °C) temperatira. C. tentans un C. yoshimatui ieteicama temperatiira ir attiecigi
23°C un 25°C ( 2°C). Pieméro 16 stundu apgaismojuma ilgumu, un gaismas intensitatei jabit 500-1 000
luksiem.

Ekspozicijas ilgums

Ekspozicija sakas bridi, kad kapuri tiek ielaisti piesatinatajos un kontroles traukos. Maksimalais ekspozicijas
ilgums ir 28 dienas C. riparius un C. yoshimatsui un 65 dienas C. tentans. Ja knisli izskilas atrak, testéSanu var
partraukt ne mazak ka péc piecam dienam péc pédéja pieaugusa ipatna izskilsanas kontroles trauka.

NOVEROJUMI
Izskilsanas

Nosaka pilniba izskiluSos kni8lu tévinu un matidu attistibas laiku un kopgjo skaitu. Tévinus ir viegli atskirt péc to
spalvainas antenas.

Testésanas trauki ir janovéro vismaz tris reizes nedéla, lai vizuali novertétu jebkadas anomalijas (pieméram,
nosédumu pamesana, neparasta peldésana) salidzinajuma ar kontroles traukiem. Paredzamas izskilsanas perioda
katru dienu jaskaita izskilusies knisli. Katru dienu registré pilniba izskilusos knislu dzimumu un skaitu. Péc
identificésanas knislus iznem no traukiem. Olinas, kas izdétas pirms testa pabeigSanas, ir jaregistré un jaiznem,
lai noverstu kapuru atjaunosanos nosédumos. Jaregistré ari redzamo kiininu skaits, kuras nav izskilusas. Nora-
dijumi par izskilsanas meériSanu ir sniegti 5. papildindjuma.

AugSana un izdzivosana

Ja ir jasniedz dati par kapuru izdzivoSanu un augSanu péc 10 dienam, sakuma jaietver papildu testéSanas trauki,
lai tos varétu izmantot im nolitkam. So papildu trauku nosédumus izkas, izmantojot 250 pm sietu, lai saglabatu
kapurus. Naves kritériji ir nekustigums vai atbildes reakcijas trikums uz mehanisku kairinagjumu. Neatgitie
kapuri ari jauzskata par mirusiem (kapurus, kas nomirusi testéSanas sakuma, iesp&jams, ir noardijusi mikrobi).
Nosaka izdzivojuSo kapuru sauso svaru (bez pelniem) katra testéSanas trauka un aprékina vidéjo atsevisko
saussvaru katra trauka. Ir lietderigi noteikt, kurai attistibas stadijai pieder izdzivojusais kapurs. Sim nolitkam
var izmantot katra Ipatna galvas kapsulas platuma mérjjumu.

Analitiskie mérijumi
Testejamas vielas koncentracija

Testésanas sakuma (vélamak tad, kad ir pagajusi viena stunda péc testéjamas vielas pievienoSanas) un beigas
analizé vismaz Gdens virséja slana, portidens un nosédumu paraugus no augstakas un zemakas koncentracijas.
Sada testdjamas vielas koncentricijas noteikiana sniedz informaciju par testgjamas vielas attistibu/sadalisanos
tdens un nosédumu sistéma. Nosédumu paraugu nemsana testéSanas sakuma var ietekmét testéSanas sistému
(pieméram, var tikt iznemti testéSanas kapuri), tadéjadi analitisku mérfjumu vajadzibam testéSanas sakuma un



19.3.2014.

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

L 81/205

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

laika jaizmanto papildu testéSanas trauki, ja tas ir atbilstigi (sk. 39. punktu). Mérfjumi nosédumos var nebiit
nepiecieSami, ja test€jamas vielas sadaliSanas starp deni un nosédumiem ir skaidri noteikta tdens/nosédumu
pétijuma salidzinamos apstaklos (pieméram, nosédumu un Gdens attieciba, pievienoSanas veids, organiska oglekla
saturs nosédumos).

Ja veic starpposma mérfjjumus (pieméram, septitaja diend) un ja analizei ir vajadzigi lieli paraugi, ko nevar
pagemt no testéSanas traukiem, neietekméjot testéSanas sistému, javeic analitiska noteik$ana no paraugiem,
kuri pemti no papildu testéSanas traukiem, kas sanémusi tadu pasu apstradi (ietverot testéSanas organismus),
bet netiek izmantoti biologiskajiem novérojumiem.

Lai izolétu starpiideni, ieteicama centrifugéSana, pieméram, 10 000 g 4 °C temperatiira 30 mindtes. Tomér, ja
tieck pieradits, ka testéjama viela neadsorbgjas uz filtriem, var bat piepemami izmantot ari filtréSanu. Dazos
gadijumos var biit neiespéjami analizét koncentracijas poriideni, jo parauga izmérs ir parak mazs.

Fizikalie un kimiskie parametri

Atbilstigi ir janosaka testéSanas Gdens pH un izskidusais skabeklis un testéSanas trauku temperatira (sk. 10.
punktu). TestéSanas sakuma un beigas janosaka ari cietiba un amonjaks kontroles traukos un viena testésanas
trauka ar augstako koncentraciju.

DATI UN PARSKATU SAGATAVOSANA

Rezultatu apstrade

$a testa mérkis ir noteikt testéjamas vielas ietekmi uz attistibas atrumu un pilniba izskilusos knislu tévinu un
matisu kopgjo skaitu vai — 10 dienu testéSanas gadjjuma — ietekmi uz kapuru izdzivosanu un svaru. Ja nav
nekadu norazu par statistiski atskirigu jutibu atkariba no dzimuma, tévinu un matiSu rezultatus var apvienot, lai
veiktu statistisko analizi. Jutibas atskiribas starp dzimumiem var statistiski novertét, pieméram, ar x> — r x 2
testu. Ja vajadzigs, péc 10 dienam ir janosaka kapuru izdzivosana un vidgjais atseviskais saussvars katra trauka.

letekmes koncentracijas, kas izteiktas ka koncentracijas tidens virsgja slani, vélams aprékinat, pamatojoties uz
izméritajam koncentracijam testéanas sakuma (sk. 38. punktu).

Lai aprékinatu punktu aplési ECs, vai jebkurai citai EC,, ka patiesus atkartojumus var izmantot statistiku par
situdciju pirms ievietoSanas traukos. Aprékinot ticamibas intervalu jebkurai EC,, janem véra mainiba starp
traukiem vai ir japierada, ka 31 mainiba ir tik maza, ka to var nepemt véra. Ja modeli apriko saskana ar mazako
kvadratu metodi, statistika par situdciju pirms ievietodanas traukos ir jakorigé, lai uzlabotu mainibas homoge-
nitati. Tomér EC, vertibas ir jaaprékina péc tam, kad atbildes reakcija ir atkorigéta atpakal uz sakotngjo vertibu.

Ja statistiskas analizes mérkis ir noteikt NOEC/LOEC ar hipotézes testéSanu, janem véra mainiba starp traukiem,
pieméram, ar ieligzdotu ANOVA. Var ari izmantot stabilakus testus (21) situacijas, kad ir parkapti parastie
ANOVA piepémumi.

Izskilsanas koeficients

Iz3kilsanas koeficienti ir kvantitativi dati, ko var analizét ar Cochran-Armitage testu, kuru Isteno pakapeniski, ja ir
paredzama monotona devas un atbildes reakcijas attieciba un ja Sie dati atbilst $adai prognozei. Ja minétais tests
analizei neder, var izmantot Fisher pieeju vai Mantel- Haenszel testu ar Bonferroni-Holm korigétajam p-vértibam. Ja
pastav liecibas par lielaku mainibu starp atkartojumiem ar vienu un to pasu koncentraciju, neka to noraditu
binominals sadalijums (nereti uz to atsaucas ka uz “papildu binominalu” mainibu), tad jaizmanto stabils Cochran-
Armitage vai Fisher piecjas tests, ka ierosinats atsaucé (21).

Nosaka katra trauka izskiluSos knislu summu (n,), ko dala ar ielaisto kapuru skaitu (n,):

ER=—"
Ny
kur:

ER = izgkilsanas koeficients;

katra trauka izskilusos knislu skaits;

=
I

=
1}

katra trauka ielaisto kapuru skaits.
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Lieliem paraugu apjomiem piemérota alternativa, ja pastav papildu binominala mainiba, ir iespéja izskilsanas
koeficientu uzskatit par nepartrauktu atbildes reakciju un izmantot tadas procediras ka William tests, ja ir
paredzama monotona devas un atbildes reakcijas attieciba un ja tas atbilst Siem izskilsanas koeficienta datiem.
Dunnett tests biitu piemérots, ja monotonuma nav. Saja konteksta liels parauga apjoms tiek definéts ka gadijums,
kad gan izskiluSos ipatnu skaits, gan neizskiluSos ipatnu skaits parsniedz piecus katra atkartojuma (trauka).

Lai piemérotu ANOVA metodes, iz3kilsanas koeficienta vértibas ir vispirms japarvers ar arcsin kvadratsaknes
transformaciju vai ar Tukey-Freeman transformaciju, lai iegiitu aptuveno normalo sadalfjumu un izlidzinatu
mainibas. Izmantojot absolfito periodiskumu, var piemérot Cochran-Armitage, Fisher pieejas (Bonferroni) vai
Mantel- Haenszel testu. Arcsin kvadratsaknes transformaciju pieméro, nemot izskilSanas koeficienta kvadratsaknes
inverso sinusu (sin").

Iz8kilsanas koeficientiem EC, vértibas aprékina, izmantojot regresijas analizi (vai, pieméram, probit (22), logit,
Weibull, atbilstigu tirdznieciba pieejamu programmatiiru utt.). Ja regresijas analize ir nesekmiga (pieméram, tiek
iegtitas mazak neka divas dalgjas atbildes reakcijas), izmanto citas ar parametriem nesaistitas metodes, tadas ka
slidosa vidgja vai vienkarsa interpolacija.

Attistibas atrums

Vidgjais attistibas laiks ir vidéjais laikposms starp kapuru ielai§anu (testa 0. diena) un testéSanas knislu izskil3a-
nos. (Lai aprékinatu patieso attistibas laiku, jaapsver kapuru vecums ielaiSanas bridi) Attistibas atrums ir attis-
tibas laika apgriezta veértiba (vieniba: 1/diena) un ir kapuru vienas dienas attistibas dala. Attistibas atrums ir
ieteicamaks, lai novértétu $os nosédumu toksicitates pétfjumus, jo ta mainiba ir mazaka un tas ir homogénaks
un tuvaks normalam sadaljumam salidzindjuma ar attistibas laiku. Tadgjadi efektivas parametru testéSanas
procediiras var izmantot drizak ar attistibas atrumu, nevis ar attistibas laiku. Attieciba uz attistibas atrumu ka
nepartrauktu atbildes reakciju EC, vértibas var aplést, izmantojot regresijas analizi (pieméram, (23) (24)).

Turpmakajiem statistiskajiem testiem pienem, ka parbaudes diena x novéroto knilu skaits ir izskilies videja laika
intervala starp dienu x un dienu x — 1 (I = parbaudes intervala ilgums, parasti 1 diena). Katra trauka vidéjo
attistibas atrumu (x) aprékina sadi:

m
_ iXi
= Zf—
i1 M

kur:
X vidgais attistibas atrums katra trauka;
i parbaudes intervala indekss;

m:  parbaudes intervalu maksimalais skaits;

fi parbaudes intervala i izskiluSos knislu skaits;
n:  kopgjais knislu skaits, kas izskilusies eksperimenta beigas (= > f3)
x;  intervala i iz8kilusos knislu attistibas atrums.
1/(d h
Xj = ay; — —
)
kur:

day; parbaudes diena (dienas kop$ ielaisanas);

L:

; parbaudes intervala i ilgums (dienas, parasti viena diena).

Testésanas parskats

Testésanas parskata jaietver vismaz $ada informacija:
Testejama viela:

— fizikalas Ipasibas un attieciga gadijuma fizikalas un kimiskas ipasibas ($kidiba ddeni, tvaika spiediens, sada-
lisanas koeficients augsné (vai nosédumos, ja pieejams), stabilitate Gdeni utt.),

— kimiskas identifikacijas dati (visparpienemtais nosaukums, kimiskais nosaukums, struktiirformula, CAS
numurs utt.), ietverot tiribu un analitisko metodi, ar ko ir iespéjams kvantificét testéjamo vielu.
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Testesanas sugas:

— izmantotie testéSanas dzivnieki: suga, zinatniskais nosaukums, organismu avots un pavairoanas apstakli,
— informacija par olinu un kapuru apstradi,

— testéSanas dzivnieku vecums ielaiSanas bridi testéSanas traukos.

TesteSanas apstakli:

— izmantotie nosédumi, t. i., dabigi vai izstradati nosédumi,

— dabigajiem nosédumiem — nosédumu paraugu pemsanas vietas atraanas vieta un apraksts, ietverot, ja
iesp&jams, piesarnojuma veésturi; raksturlielumi — pH, organiska oglekla saturs, C/N attieciba un granulomet-
rija (ja vajadzigs),

— izstradato nosédumu sagatavo$ana: sastavdalas un raksturlielumi (organiska oglekla saturs, pH, mitrums utt.
testéSanas sakuma),

— testéanas udens sagatavosana (ja izmanto rekonstituétu Gideni) un raksturlielumi (skabekla koncentracija, pH,
vaditspéja, cietiba utt. testéSanas sakuma),

— nosédumu un tdens virséja slana dzilums,

— {dens virsgja slana un portdens tilpums; mitru nosédumu svars ar portideni un bez ta,
— testéSanas trauki (materials un izmeérs),

— rezerves $kidumu un testéSanas koncentraciju sagatavosanas metode,

— testéjamas vielas pievienoSana: izmantotas testéSanas koncentracijas, atkartojumu skaits un $kidums, ja tas
izmantots,

— inkubacijas apstakli: temperatiira, apgaismojuma cikls un intensitate, aeracija (regularitate un intensitate),
— sika informacija par barosanu, ari par baribas veidu, sagatavoSanu, daudzumu un baro$anas rezimu.
Rezultati:

— testéSanas nominalas koncentracijas, izméritas testéSanas koncentracijas un visu analizu rezultati, lai noteiktu
testéjamas vielas koncentraciju testéSanas trauka,

— adens kvalitate testéSanas traukos, t. i, pH, temperatiira, iz8kidusais skabeklis, cietiba un amonjaks,

— iztvaikojusa testéSanas tdens aizvietosana, ja ta veikta,

— izskiluSos kni$lu tévinu un matisu skaits katra trauka un katru dienu,

— to kapuru skaits katra trauka, kas neizskilas par knisliem,

— kapuru vidgjais atseviskais saussvars katra trauka un katra attistibas stadija, ja vajadzigs,

— izskilsanas ipatsvars katra atkartojuma un testéSanas koncentracija (knislu tévinu un matisu datus apvieno),

— pilniba izskilusos knislu vidéjais attistibas atrums katra atkartojuma un apstrades limeni (knislu tévinu un
matisu datus apvieno),

— toksisko mérkparametru apléses, pieméram, EC, (un saistitie ticamibas intervali), NOEC un/vai LOEC, ka ari
to noteikSanai izmantotas statistiskas metodes,

— rezultatu apsprieSana, ari ietekme uz testéSanas rezultatiem, kuru rada atkapes no §is testéSanas metodes.
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1. papildingjums

DEFINTCHAS
Saja metodé ir izmantoti $adi termini:

Izstradati nosédumi jeb rekonstituéti, maksligi vai sintétiski nosédumi ir tddu materialu maisijums, ko izmanto, lai
imitétu dabigu nosédumu fizikalas sastavdalas.

Udens virsgjais slanis ir fidens, ar ko nosegti nosédumi testésanas trauka.
Starpiidens jeb portdens ir tdens, kas aiznem telpu starp nosédumiem un augsnes dalinam.
Piesatinats fidens ir testéSanas sidens, kam pievienota testéjama viela.

Testeéjama kimiska viela ir jebkada viela vai maisijums, ko testé, izmantojot 30 testéSanas metodi.
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11.

2. papildinajums

Ieteikumi attieciba uz Chironomus riparius kultiru

. Chironomus kapurus var audzét kristalizacijas traukos vai lielakas tvertnés. Smalkas kvarca smiltis izklaj plana,

aptuveni 5-10 mm slani tvertnes apaksa. Ir pieradits ari, ka ka piemérotu substratu var izmantot Kieselguhr (piemé-
ram, Merck, 8117. pants) (pietiek ar planaku slani tikai dazu mm augstuma). Péc tam pievieno piemérotu tideni, lai
dzilums biitu vairaki cm. Udens limenis ir japaaugstina péc vajadzibas, lai aizvietotu iztvaikoto daudzumu un
novérstu izziSanu. Udeni var apmainit, ja vajadzigs. JanodroSina lena aeracija. Kapuru audzeSanas trauki jatur
piemérota bari, kas nepielaus izskiluSo pieauguso Ipatnu izbégsanu. Barim jabat pietiekami lielam, lai biitu iesp&ama
izskiluso pieauguso ipatnu spictosana, pretéja gadijuma nenotiks kopulacija (ne mazaks ka apm. 30 x 30 x 30 cm).

. Bari jatur istabas temperatiira vai nemainigas vides telpa 20 + 2 °C ar 16 stundu apgaismojuma periodu (intensitate

apm. 1000 luksi) un astopu stundu tumsas periodu. Ir noradits, ka gaisa mitrums zem 60 % RH var kavét
reprodukciju.

Udens atSkaidiSanai

. Var izmantot jebkuru piemérotu dabigu vai sintétisku tideni. BieZi izmanto akas Gideni, krana Gideni, no kura attirits

hlors, un maksligu lidzekli (pieméram, Elendt M4 vai M7 barotni, sk. turpmak). Udenim pirms izmantosanas janod-
roSina aeracija. Ja vajadzigs, kultiiras tideni var atjaunot, izmantoto tideni no kultivésanas traukiem uzmanigi nolejot
vai sifongjot, nesadragajot kapuru kaninas.

Kapuru barosana

. Chironomus kapuri ir jabaro ar zivju baribas parslam (TetraMin®, TetraPhyll® vai citu lidziga zimola patentétu zivju

baribu), katra trauka diena ievietojot aptuveni 250 mg. Baribu var dot ka sausu samaltu pulveri vai ka suspensiju
tident, proti, 1,0 g baribas parslu pievieno 20 ml destiléta Gidens un samaisa, lidz iegfist homogénu maisfjumu. So
sagatavi var izbarot aptuveni 5 ml apméra katra trauka katru dienu (pirms lietodanas sakratit). Vecaki kapuri var
sanemt vairak baribas.

. BaroSanu pielago atbilstigi tdens kvalitatei. Ja kultivesanas barotne klast dulkaina, baroana ir jasamazina. Baribas

papildindjumi ir riipigi jauzrauga. Parak maz baribas izraisis kapuru emigraciju vertikala tdens slana virziena, savukart
parak daudz baribas izraisis mikrobu aktivitates pieaugumu un samazinas skabekla koncentracijas. Abas situacijas var
novest pie mazakiem augSanas atrumiem.

. Izveidojot jaunus kultivéSanas traukus, var pievienot dazas zalalgu (pieméram, Scenedesmus subspicatus, Chlorella vulga-

ris) Stinas.

Iz8kiluSos pieauguSo ipatnu barosana

. Dazos testos ir iegiitas liecibas, ka kokvilnas spilventins, kas piesiicinats ar piesatinatu saharozes $kidumu, var

nodrosinat baribu izskilusiem pieaugusiem Ipatpiem.

IzskilSanas

. Divdesmit gradu + 2 °C temperatiird picaugusie ipatni saks skilties no kapuru audzéanas traukiem aptuveni péc

13-15 dienam. Tévinus ir viegli atskirt péc to spalvainas antenas.

Olinas

. Tiklidz vairoanas barl ir pieaugusie ipatni, visi kapuru audzéSanas trauki ir japarbauda tris reizes nedéla, lai

konstatétu izdétas Zelatinveidigas olinas. Ja tas tiek atklatas, olinas ir uzmanigi jaiznem. Tas ir jaievieto neliela 8kivi,
kura ir vairo$anas tdens paraugs. Olinas izmanto, lai izveidotu jaunus kultivéSanas traukus (pieméram, 2—4 olinu
kopas katra trauka), vai tas izmanto toksicitates testéSana.

Pirmas attistibas stadijas kapuriem ir jaizskilas péc 2-3 dienam.

Jaunu kultivésanas trauku izveide

Péc tam, kad ir izveidotas kultiiras, katru nedélu vai retak var izveidot jaunu kapuru kultivéSanas trauku atkariba no
testéSanas prasibam un vecos traukus izpem no biriem péc picauguSo ipatnu izskilsanas. Ar 3adu sistému var
nodrosinat regularu pieauguso ipatnu piegadi ar minimaliem parvaldibas pasakumiem.
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Testesanas Skidumu M4 un M7 sagatavoSana

Elendt (1990. gads) ir aprakstijis M4 barotni. M7 barotni sagatavo tapat ka M4 barotni, iznemot 1. tabula noraditas
vielas, kuram koncentracijas M7 barotng ir Cetras reizes mazakas neka M4 barotné. Paslaik tiek gatavota publikacija
par M7 barotni (Elendt, individuals pazinojums). TestéSanas $kidumu nevajadzétu sagatavot saskana ar Elendt un Bias
(1990. gads), jo NaSiO; 5 H,0, NaNO;, KH,PO, un K,HPO, koncentracijas, kas noraditas rezerves skidumu
sagatavosanai, ir nepiemeérotas.

M7 barotnes sagatavosana

Katru rezerves $kidumu (I) sagatavo atseviski un apvienoto rezerves $kidumu (II) pagatavo no $iem rezerves $kidu-
miem (I) (sk. 1. tabulu). 50 mililitrus apvienota rezerves $kiduma (II) un 2. tabula noraditos daudzumus no katra
makrobaribas rezerves $kiduma iemaisa viena litra dejonizéta tidens, lai sagatavotu M7 barotni. Vitaminu rezerves
skidumu sagatavo, pievienojot tris vitaminus dejonizétam tdenim, ka noradits 3. tabula, un neilgi pirms izmanto-
Sanas galigajai M7 barotnei pievieno 0,1 ml apvienota vitaminu rezerves $kiduma. (Vitaminu rezerves skidumu glaba
sasaldétu mazos alikvotos.) Barotnei nodroina aeraciju un to stabilizé.

1. tabula

Barotnes M4 un M7 mikroelementu rezerves skidumi

Lai sagatavotu apvienoto rezerves
Daudzums (mg),| Skidumu (I}, samaisa turpmak . . .
. - - Galigas koncentracijas testésanas
ko pievieno 1 noraditos rezerves $kidumu (1) skidumos (mg/l)
Rezerves skidumi (I) litram tilpumus (ml) un pievieno 1 litram sidumos {mg
dejonizéta dejonizéta Gdens
adens
M4 M7 M4 M7

H;BO; (1) 57190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl, * 4 H,0 (') 7210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl (1) 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCI () 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, « 6 H,0 (V) 3040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (') 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, ¢ 2 H,0 (! 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
CuCl, * 2 H,0 () 335 1,0 0,25 0,017 0,004
Zndl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, * 6 H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO4 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO; 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na2EDTA « 2 H,0 (') (3 5000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO4 « 7 H,0 () (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

() Sis vielas atskiras M4 barotné un M7 barotng, ka noradits ieprieks.
(3) Sos skidumus sagatavo atseviski un péc tam salej kopa, un nekavéjoties liek autoklava.

2.

tabula

Makrobaribas rezerves Skidumi barotnei M4 un M7

Makrobaribas rezerves Galios koncentracii
Daudzums, ko pievieno 1 $kidumu tilpums, ko tasig,a; 2 ?E, 4 ac ;as
litram dejonizéta tidens pievieno, lai sagatavotu ¢ ehﬁa rf]i/[; mos
(mg) barotni M4 un M7 ( u 0
(mlf) "8
CaCl, « 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, « 7 H,0 246 600 0,5 123,3
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Makrobaribas rezerves Galivas k -
Daudzums, ko pievieno 1 skidumu tilpums, ko ta ltg_%sn Onflfir(li r?:)as
litram dejonizéta Gdens pievieno, lai sagatavotu e eii 4as S‘M; s
(mg) barotni M4 un M7 (nl]m/l)
(mlf) ¢
KCl 58 000 0,1 58
NaHCO;4 64 800 1,0 64,8
NaSiO; « 9 H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO; 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1 840 0,1 0,184
3. tabula

Vitaminu rezerves Skidums barotnei M4 un M7

Visus tris vitaminu $kidumus apvieno, lai sagatavotu vienu vitaminu rezerves Skidumu.

Vitaminu rezerves Skiduma Caliogs k cricii
Daudzums, ko pievieno 1 tilpums, ko pievieno, lai anges xoncentracljas
< R . testésanas $kidumos
litram dejonizéta Gdens sagatavotu barotni ’
M4 un M7
(mg) M4 un M7 (mg)
(mll) &
Tiamina hidrohlorids 750 0,1 0,075
Ciankobalamins (B12) 10 0,1 0,0010
Biotins 7,5 0,1 0,00075
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IZSTRADATU NOSEDUMU SAGATAVOSANA

Nosédumu sastavs

Izstradato nosédumu sastavam jabat sadam:

% no nosédumu
Sastavdala Raksturlielumi
saussvara

Kadra Sfagnu stinu kadra, kuras pH ir péc iespégjas tuvak 5,5-6,0 vértibai, 4-5

bez redzamam augu atliekam, smalki samalta (dalinu izmérs: < 1 mm)

un izZaveta ar gaisu
Kvarca smiltis SmilSu graudu izmers: > 50 % dalinu jabat 50-200 ym diapazona 75-76
Kaolina mali Kaolinita saturs: > 30 % 20
Organiskais ogleklis Korigé, pievienojot kadru un smiltis 2 (£0,5)
Kalcija karbonats CaCOs3, pulverizets, kimiski tirs 0,05-0,1
Udens Vaditspéja: < 10 pSfem 30-50

Sagatavosana

Kadru izzavé gaisa un samal smalka pulverl. Vajadziga daudzuma kadras pulvera suspensiju dejonizéta Gideni sagatavo,
izmantojot efektivu homogenizésanas ierici. Sis suspensijas pH korigé ar CaCO; lidz 5,5 % 0,5 vértibai. Suspensiju
kondicioné vismaz divas dienas, viegli maisot 20 + 2 °C temperatira, lai stabilizétu pH un izveidotu stabilu mikrobu
sastavdalu. Velreiz méra pH, kam jabat 6,0 + 0,5. Péc tam kadras suspensiju samaisa ar citam sastavdalam (smiltim un
kaolina maliem) un dejonizétu tdeni, lai ieglitu homogénus nosédumus ar @idens saturu 30-50 % diapazona no nosé-
dumu sausa svara. Velreiz méra galigad maisijuma pH un to korigé 6,5-7,5 vértiba ar CaCOy3, ja vajadzigs. Nem nosédumu
paraugus, lai noteiktu saussvaru un organiska oglekla saturu. P& tam, pirms izstradatos nosédumus izmanto hironomidu
toksicitates testésana, ir ieteicams tos kondicionét septinas dienas tados pasos apstaklos, kadi bas testa.

Glabasana

Maksligo nosédumu sausas sastavdalas var ari uzglabat sausa un vésa vieta istabas temperatira. Izstradatos (mitros)
nosédumus nedrikstétu uzglabat pirms to izmantosanas testa. Tie ir jaizmanto talit péc septinu dienu kondicionésanas
perioda, kas pabeidz to sagatavoSanu.

LITERATURA:

$a pielikuma C.8. nodala “Toksicitates noteiksana sliekam”.

Meller M, Egeler P, Rombke ], Schallnass H, Nagel R, Streit B (1998). Short-term Toxicity of Lindane, Hexachlorobenzene
and Copper Sulfate on Tubificid Sludgeworms (Oligochaeta) in Artificial Media. Ecotox. and Environ. Safety 39: 10-20.
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AtskaidiSanai piemeérota idens kimiskie raksturlielumi

Viela Koncentracijas
Dalinas <20 mg/l
Kopgjais organiskais ogleklis <2mgfl
Nejonizéts amonjaks <1 pgfl

Cietiba ka CaCO;

< 400 mg/l (*)

Atlikumu hlors <10 pg/l
Kopgjie fosfororganiskie pesticidi <50 ngfl
Hlororganisko pesticidu un polihlorbifenilu kopgjais saturs <50 ngfl
Kopgjais organiskais hlors <25 ngfl

(*) Tomér janorada, ka, ja tiek prognozéta mijiedarbiba starp cietibas joniem un testéjamo vielu, jaizmanto zemakas cietibas Gdens (tade]

sada situacija nedrikst izmantot Elendt barotni M4).
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Noradijumi par hironomidu kapuru skilSanas uzraudzibu

Uz testéSanas varglazém izvieto izskilsanas slazdus. Sie slazdi ir nepieciesami, sakot no 20. dienas lidz testésanas beigam.
Turpmak ir attélots izmantota slazda paraugs.

e

A.: Neilona aizsegs D.: Udens apmainas aizsega likas
B.: Apgazts plastmasas trauks E.: Udens
C.: Bezlipu ekspozicijas varglaze F.: Nosédumi

C.29. VIEGLAS BIONOARDISANAS SPEJA - CO, HERMETISKI NOSLEGTOS TRAUKOS (BRIVA

TILPUMA TESTS)

IEVADS

Si testdSanas metode ir lidzvértiga ESAO Testéanas noradijumiem (turpmak — TG) 310 (2006. gads). ST
testéSanas metode ir skrininga metode, ko izmanto, lai noveértétu kimisko vielu bionoardisanas spéju, un kas
nodrosina lidzigu informaciju, kadu var iegiit se$as testéSanas metodes, kuras aprakstitas $a pielikuma C.4.-
A-C.4.-F nodala. Tapéc kimisku vielu, kas uzrada pozitivus rezultatus saskana ar $o testéSanas metodi, var
uzskatit par viegli bionoardamu un tatad atri noardamu vide.

Parasti mazskistosu un spécigi adsorb&josu kimisko vielu testéSanai ka pirmo izvélas iedibinato oglekla dioksida
(CO,) metodi (1), kuras pamata ir Sturm sakotnéjais tests (2), ar ko noveérté organisku kimisko vielu bionoar-
disanos, meérot oglekla dioksidu, kuru rada mikrobu darbiba. To izvélas ari Skistosam (bet ne gaistosam)
kimiskajam vielam, jo tiek plasi uzskatits, ka oglekla dioksida veidoSanas ir vienigais neapSaubamais mikrobu
darbibas pieradijums. Izskidusa organiska oglekla piesaisti var veicinat fizikalie un kimiskie procesi, proti,
adsorbcija, izgaiSana, nogulsnésanas, hidrolize, ka ari mikrobu darbiba, un daudzas nebiologiskas reakcijas patéré
skabekli. CO, no organiskam kimiskajam vielam reti kad veidojas abiotiski. Sakotnéja un modificétaja Sturm
testa (1) (2) CO, tiek piesaistits $kidraja fazé un parvietots uz absorb&josajiem traukiem ar smidzinasanu
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(t. i., gaisa burbuliem, kas apstradati ta, lai tie skidruma piesaistitu CO,), savukart saskana ar Larson pieeju (3) (4)
CO, tiek parvietots no reakcijas trauka uz absorbétajiem, cauri brivajam tilpumam laizot gaisu bez CO, un
papildus nepartraukti kratot testeSanas trauku. Reakcijas trauku krata tikai saskana ar Larson modificéto pieeju.
MaisiSana ir noteikta vienigi neskistosam vielam ISO 9439 (5) un sakotnéja ASV redakcija (6), un abos
minétajos dokumentos ir noradita smidzinasana, nevis briva tilpuma aizvieto$ana. Saskapa ar citu oficialu
ASV EPA metodi (7), kuras pamata ir Gledhill metode (8), kratito reakcijas trauku noslédz, nepielaujot gaisa
piekluvi, un radusos CO, savac iek3ja alkalina uztvéréja tiesi no gazes fazes tapat ka klasiskajas Warburg/Barcroft
respirometra kolbas.

Savukart attieciba uz neorganisku oglekli ir pieradits, ka vairaku kimisko vielu gadijuma tas akumulgjas barotng,
piemérojot standarta modificéto Sturm testu (9). Noardoties 20 mg C/l anilina, tika konstatéta neorganiska
oglekla koncentracija lidz 8 mg/l apméra. Tadgjadi CO, savaksana alkalina uztvéréjos nenodroindja patiesu
atspogulojumu par kopéjo CO, daudzumu, kas radies mikrobiologiski visa noardisanas laika. Rezultata nosa-
cijums, ka “10 dienu laikposma” (10 dienas talit péc tam, kad ir sasniegta bionoardisanas 10 % apméra) ir
jasavac > 60 % no teorétiski radita maksimala CO, (turpmak — ThCO,), lai testéjamo kimisko vielu varétu
klasificét ka viegli bionoardamu vielu, netiks izpildits attieciba uz dazam kimiskajam vielam, kuras bitu
klasificétas ka viegli bionoardamas, ja izmantotu iz3kidusa organiska oglekla (turpmak — DOC) noardisanos.

Ja noardiSanas ipatsvars ir mazaks, neka prognozets, iespéjams, ka neorganiskais ogleklis akumulgjas testésanas
$kiduma. Tada gadijuma noardiSanos var noveértét ar citiem vieglas bionoardisanas testiem.

Citu Sturm metodikas trikumu (sarezgita, ilgstosa procediira, kura pastav lielaka eksperimentalu kladu iespgja un
kura nav izmantojama gaisto3am kimiskajam vielam) dé] tika pieméroti centieni, lai papildus Gledhill saktu
izmantot citus hermétiski noslégtu trauku papémienus, nevis gazes caurplidi (10) (11). Boatman et al. (12)
parskatija ieprieks¢jas metodes un pienéma noslégta briva tilpuma sistému, kura inkubacijas beigas CO, izlaiz
brivaja tilpuma, izmantojot barotnes paskabinasanu. CO, mérija ar gazu hromatografijas/neorganiska oglekla
analizi automatiski panemtos paraugos no briva tilpuma, bet netika nemts véra izskiduSais neorganiskais
ogleklis (turpmak — DIC) 3kidraja fazé. Turklat izmantotie trauki bija Joti mazi (20 ml) un saturja tikai
10 ml barotnes, kas radija problémas, pieméram, kad bija obligati japievieno loti mazi daudzumi neskistosu
testéjamo kimisko vielu, un/vai barotné ar sgjmaterialu varéja trikt vai vispar nebat mikroorganismu, kuri spétu
noardit testéjamas kimiskas vielas.

Minétas problémas ir parvarétas neatkarigos Struijs un Stoltenkamp (13) un Birch un Fletcher (14) pétijumos. Birch
un Fletcher pétijumu pamata bija $o autoru pieredze ar iekartu, ko izmanto anaerobas bionoardiSanas testa (15).
Pirmaja minétaja metodé (13) CO, méra brivaja tilpuma péc paskabinasanas un lidzsvara iestaSanas, savukart
otraja (14) méra DIC gan gazes fazg, gan $kidraja fazg, neveicot apstradi. Skidraja fazé konstatéja vairak neka
90 % radusas neorganiska oglekla. Abas metodes nodroindja prieksrocibas salidzinajuma ar Sturm testu, jo to
testeSanas sistéma bija kompaktaka un vieglak parvaldama, ar tam var testét gaistodas kimiskas vielas un var
novérst radusas CO, mériSanas kavésanos.

Abas pieejas apvienoja ISO Briva tilpuma CO, standarta (16), kam veica salidzinoSo izpéti (17), un tiesi 3is
standarts ir §is testéSanas metodes pamata. Lidziga veida §is abas pieejas ir izmantotas ASV EPA metodé (18).
Saskana ar ieteikumiem ir izmantojamas divas CO, mériSanas metodes, proti, méra CO, brivaja tilpuma péc
paskabinasanas (13) un neorganisko oglekli $kidraja fazé péc parsatinasanas ar sarmu. Otro minéto metodi
ieviesa Peterson §is briva tilpuma metodes, kura bija pielagota potencialas bionoardisanas noteiksanai,
CONCAWE salidzinosas izpétes laika (19). Izmainas, kas ieviestas $a pielikuma C.4. nodalas vieglas bionoardi-
$anas noteikSanas metozu 1992. gada (20) parskatiSanas laika, ir ieviestas arT 3aja testéSanas metodg, lai apstakli
(barotne, ilgums utt.) bitu tadi pasi ka parskatitaja Sturm testa (20). Birch un Fletcher (14) ir paradijusi, ka ar $o
briva tilpuma testu iegist loti lidzigus rezultatus tiem, ko ar tam pasam kimiskajam vielam ieguva ESAO
veiktaja parskatito testéSanas metozu salidzinosaja izpété (21).

TESTESANAS PRINCIPS

Testéjamo kimisko vielu, parasti 20 mg C/l, ka vienigo oglekla un energijas avotu inkubé mineralsalu bufer-
$kiduma, kas ir apséts ar jauktu mikroorganismu populaciju. TestéSanu veic hermétiski noslégtas pudelés ar
brivo tilpumu, kura atrodas gaiss, kas nodrosina skabekla rezervuaru aerobas bionoardiSanas vajadzibam. CO,
veidosanos, ko izraisa testéjamas kimiskas vielas galiga aeroba bionoardisanas, nosaka, izmérot, cik liela méra
neorganiska oglekla daudzums testa pudelés parsniedz neorganiska oglekla daudzumu tuksajos traukos, kas
satur tikai barotni ar sgmaterialu. Bionoardisanas pakapi izsaka ka ipatsvaru no teorétiski radita maksimala
neorganiska oglekla (turpmak — ThIC), pamatojoties uz sakotngji pievienoto testéjamas kimiskas vielas
daudzumu (ka organisko oglekli).

Var noteikt ari DOC piesaisti un/vai testéjamas kimiskas vielas primaras bionoardisanas pakapi (20).
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INFORMACIJA PAR TESTEJAMO KIMISKO VIELU

Lai noteiktu noardisanas pakapi, jazina testéjamas kimiskas vielas organiska oglekla saturs (masas %), kuru
nosaka vai nu péc kimiskas struktiras, vai izmérot. Lai noteiktu piemérotu briva tilpuma un $kidruma tilpuma
attiecibu gaistosam testéjamam kimiskajam vielam, noder izmérita vai aprékinata Henrija likuma konstante.
Informacija par testéjamas kimiskas vielas toksicitati attieciba uz mikroorganismiem ir lietderiga, lai izraudzitos
atbilstigu testéSanas koncentraciju un lai interpretétu vajas bionoardisanas spéjas rezultatus, proti, ir ieteicams
ietvert inhibésanas parbaudi, ja vien nav zinams, ka testéjama kimiska viela nav inhibé&josa attieciba uz mikrobu
darbibu (sk. 24. punktu).

METODES PIEMEROTIBA

Tests ir piemérojams tdeni $kistosam un arT neskistosam testéjamam kimiskajam vielam, bet ir janodrogina laba
test§jamas kimiskas vielas dispersija. [zmantojot ieteikto briva tilpuma un $kidruma tilpuma attiecibu 1:2, var
testét gaistosas kimiskds vielas, kuru Henrija likuma konstante neparsniedz 50 Pa.m>mol™!, jo testégjamas
kimiskas vielas dala brivaja tilpuma neparsniegs 1 % (13). Var izmantot mazaku brivo tilpumu, ja testé kimiskas
vielas, kuru gaistamiba ir lielaka, bet kuru biologiska pieejamiba var biit ierobezota, it seviski, ja tas ir ddeni
mazskistosas. Tomeér lietotajiem ir janodrosina, ka briva tilpuma un $kidruma tilpuma attieciba un testéjamas
kimiskas vielas koncentracija ir tada, ka ir pieejams pietiekams skabekla daudzums, kas pielautu pilnigu aerobu
bionoardisanos (pieméram, nav ieteicama augsta substrata koncentracija un mazs brivais tilpums). Noradjjumi
par 30 jautdjumu ir pieejami atsaucé (13) un (23).

KIMISKAS STANDARTVIELAS

Lai parbauditu testéSanas procediiru, paraléli ir jatesté kimiska standartviela ar zinamu bionoardisanas sp&ju. Sim
nolikam var izmantot anilinu, natrija benzoatu vai etilenglikolu, ja testé Gideni $kistoSas testéjamas kimiskas
vielas, un 1-oktanolu, ja testé mazskistosas testdjamas kimiskas vielas (13). So kimisko vielu ThIC bionoardisanas
pakapei 14 dienu laika jasasniedz > 60 %.

ATKARTOJAMIBA

1SO veiktaja metodes salidzino3aja izpété (17), kura nodrosindja ieteiktos apstaklus, tostarp testéjamas kimiskas
vielas koncentraciju 20 mg C/l, tika iegati turpmak noraditie rezultati.

Vidéjais bionoardisanas Mainibas koeficient
Testéjama kimiska viela Ipatsvars as xoeticients Laboratoriju skaits
L (%)
(28 dienas)
Anilins 90 16 17
1-oktanols 85 12 14

[zmantojot anilinu, mainiba (atkartojamiba) viena testa ietvaros bija zema, mainibas koeficientiem neparsniedzot
5% gandriz visas testéSanas s€rijas. Divos gadijumos, kuros atkartojamiba bija zemaka, liclaka mainiba, iespé-
jams, tika novérota augsta radita neorganiska oglekla limena dé] tuksajos traukos. Testos ar 1-oktanolu atkar-
tojamiba bija sliktaka, bet joprojam zem desmit procentiem 79 % testdSanas sériju. ST paaugstindta mainiba
viena testa ietvaros varétu bit attiecinama uz dozéSanas kladam, jo hermétiski noslégtajas testéSanas pudelés
bija jainjicé neliels daudzums (3-4 pl) 1-oktanola. Augstakus mainibas koeficientus iegiitu pie testéjamas
kimiskas vielas mazakam koncentracijam, it seviski pie koncentracijam zem 10 mg C/l. To dalgji varétu noveérst,
samazinot kopéja neorganiska oglekla (turpmak — TIC) koncentraciju séjmateriala.

ES salidzinosaja izpété (24) par piecam virsmaktivajam vielam, ko pievieno koncentracija 10 mg C/l, ieguva
turpmak noraditos rezultatus.

Vidgjais bionoardisanas Mainibas koeficients
Testéjama kimiska viela Ipatsvars o Laboratoriju skaits
A (%)
(28 dienas)
Tetrapropilénben-zolsulfo- 17 45 10
nats
Diizooktilsulfosuk-cinats 72 22 9
(anjonu)
Heksadeciltrimetil- (*) 75 13 10
amonija hlorids
(katjonu)
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Vidgjais bionoardisanas Mainibas koeficient
Testéjama kimiska viela Tpatsvars ant as(‘y)o clicients Laboratoriju skaits
(28 dienas) K
Izononilfenol(etok-silats), 41 32 10
(nejonu)
Kokamidpropildi- 60 23 11
metilhidroksisulfo-
betains
(amfotérs)

(*) Tika pievienots SiO,, lai neitralizétu toksicitati.

Rezultati parada, ka kopuma mainiba bija augstaka attieciba uz virsmaktivajam vielam ar vajaku labas noardi-
Sanas sp&u. Mainiba viena testa ietvaros bija zem 15 % vairak neka 90 % gadfjumu, augstakajam limenim
sasniedzot 30-40 %.

PIEZIME. Lielaka dala virsmaktivo vielu nav vienkarSas molekularas vielas, bet gan ir izoméru, homologu utt.
maisijumi, kam ir raksturigi atskirigi noardisanas kavéjuma periodi un at3kirigi kinétiskie koeficienti,
un ta rezultata veidojas neskaidras, vaji izteiktas liknes, tapéc vajadziga 60 % apstiprinasanas vértiba
“10 dienu laikposma” var palikt nesasniegta, pat ja katra atseviska molekulara struktiira sasniegtu
> 60 % 10 dienu laika, ja to testétu atseviski. To var novérot ari citos sarezgitos maisjjumos.

METODES APRAKSTS
lekarta

Parastas laboratorijas iekartas un:

a) stikla seruma pudeles, kas hermétiski noslégtas ar butilgumijas aizbazniem un gofrétiem aluminija vaciniem;
ieteicamais izmérs ir 125 ml, kura kopégjais tilpums ir aptuveni 160 ml (tada gadijuma katras pudeles
tilpumam jabat 160 + 1 ml); var izmantot mazaka izméra trauku, ja rezultati atbilst 66. un 67. punkta
aprakstitajiem nosacjjumiem;

=

oglekla analizators vai cits instruments (pieméram, gazes hromatografs), ar ko varétu mérit neorganisko
oglekli;

Slirces ar augstu precizitates pakapi gazveida un $kidrajiem paraugiem;

o

&

orbitalais kratitajs termostatéjama vidé;

o

gaisa bez CO, piegade — to var sagatavot, gaisu laizot cauri natronkalka granulam vai izmantojot 80 %
N,/20 % O, gazu maisjumu (fakultativi) (sk. 28. punktu);

f) membranfiltréSanas ierice ar 0,20-0,45 pm poram (fakultativi);

organiska oglekla analizators (fakultativi).

oQ
-

Reagenti

Visa testé$ana jaizmanto analitiski tiri reagenti.

Udens

Jaizmanto destiléts vai dejonizéts tidens, kura organiska oglekla kopgjais saturs ir < 1 mg/l. Tas veido < 5 % no
sakotnéja organiska oglekla satura, kas pievienots ar ieteikto test§jamas kimiskas vielas devu.

Mineralsalu barotnes rezerves Skidumi

Mineralsalu barotnes rezerves skidumi ir lidzigi skidumiem, kas noteikti ISO 14593 (16) un C.4. nodalas vieglas
bionoardisanas testiem (20). Amonija hlorida augstaka koncentracija (2,0 g/l apméra 0,5 g/l vietd) jaizmanto
tikai iznémuma gadijumos, pieméram, kad testéjamas kimiskas vielas koncentracija ir > 40 mg C/l. Rezerves
skidumi ir jaglaba ledusskapi un no tiem jaatbrivojas péc seSiem ménesiem vai atrak, ja ir novérota nogul-
snésanas vai mikrobu vairodanas. Jasagatavo 3adi rezerves skidumi:
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a) kalija dihidrogénfosfats (KH,PO,) 8,50 g,
dikalija hidrogénfosfats (K,HPO,) 21,75 g,
dinatrija hidrogénfosfata dihidrats (Na,HPO,.2H,0) 33,40 g,
amonija hlorids (NH,CI) 0,50 g,

kas jaizskidina Gdeni un jauzpilda lidz 1 litra tilpumam; 33 skiduma pH jabat 7,4 ( 0,2); ja tas ta nav,
jasagatavo jauns $kidums;

b) kalcija hlorida dihidrats (CaCl,.2H,0) 36,40 g,
kas jaizskidina Gident un jauzpilda lidz 1 litra tilpumam;
¢) magnija sulfata heptahidrats (MgSO,.7H,0) 22,50 g,
kas jaizskidina Gideni un jauzpilda lidz 1 litra tilpumam;
d) dzelzs (IT) hlorida heksahidrats (FeCl;.6H,0) 0,25 g,
kas jaizskidina fideni un jauzpilda lidz 1 litra tilpumam un kam japievieno viens piliens koncentrétas HCl.

Mineralbarotyu sagatavosana

Jasajauc 10 ml a) apakspunkta $kiduma ar aptuveni 800 ml Gdens (17. punkts), japievieno pa 1 ml no b), ¢) un
d) apakspunkta noraditajiem $kidumiem un japapildina tilpuma lidz 1 litram, pievienojot @ideni (17. punkts).

Citi reagenti

Koncentréta ortofosforskabe (H;PO,) (> 85 % masas uz tilpumu).

Natrija hidroksida Skidums 7M

Jaizskidina 280 g natrija hidroksida (NaOH) viena litra Gidens (17. punkts). Janosaka 3a skiduma DIC koncen-
tracija, un 31 vertiba janem vera, aprékinot testéSanas rezultatu (sk. 55. un 61. punktu), it seviski saistiba ar 66.
punkta b) apak$punkta noteikto deriguma kritériju. Ja DIC koncentracija ir parak augsta, jasagatavo svaigs
skidums.

Testgjama Kimiska viela

Jasagatavo rezerves $kidums no tdeni pietickami $kistoSas testéjamas kimiskas vielas un tidens (17. punkts) vai
testéanas barotnes (19. punkts) koncentracija, kam vélams biit 100 reizes augstakai neka galigajai koncen-
tracijai, ko izmantos testéSana. Var bt nepiecieSams korigét rezerves Skiduma pH. Rezerves skidums ir japie-
vieno mineralbarotnei, lai galigd organiska oglekla koncentracija batu 2-40 mg C/l diapazona, vélams, 20 mg
C/L. Ja izmanto zemakas koncentracijas, var biit apdraudéta iegfita precizitate. Skistosas un neskistosas Skidras
kimiskas vielas traukos var pievienot tiesi, izmantojot augstas precizitates lirces. Mazskisto§am un neskisto§am
testgjamam kimiskajam vielam var bat vajadziga Ipasa apstrade (25). Ir $adas izvéles:

a) zinamu nosvértu daudzumu tiesa pievienoSana;
b) ultraskanas dispersija pirms pievienoSanas;

¢) dispersija ar emulgatoru palidzibu, kas ir vajadziga, lai pirms pievieno$anas noteiktu, vai testgjamam kimis-
kajam vielam ir jebkada inhib&josa vai stimulgjosa ietekme uz mikrobu darbiby;

d) skidru testéjamo kimisko vielu adsorbcija vai skidums piemérota gaistosa $kidinataja uz inertu barotni vai

daudzumu tiesa pievienoana;

¢) zinama daudzuma testéjamas kimiskas vielas skiduma viegli gaistosa $kidinataja pievienosana tukSam teste-
Sanas traukam, kam scko $kidinataja iztvaikosana.
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Preparati vai $kidinataji, kas izmantoti c), d) un e) apakSpunktd, ir jatesté, lai noteiktu to stimul&joso vai
inhibgjoso ietekmi uz mikrobu darbibu (sk. 42. punkta b) apak$punktu).

Kimiska standartviela

Jasagatavo (Skistosas) kimiskas standartvielas rezerves $kidums tideni (17. punkts) koncentracija, kam vélams bat
100 reizes augstakai neka galigajai koncentracijai, ko izmantos testé$ana (20 mg C/I).

Inhibéjosas ietekmes parbaude

Testéjamas kimiskas vielas nereti neuzrada nekadu ievérojamu noardianos apstaklos, ko izmanto vieglas
bionoardisanas novértgjumos. Viens no iespéamiem iemesliem ir tas, ka test§jamai kimiskajai vielai testéSana
izmantotaja koncentracija ir inhib&osa ietekme uz sgjmaterialu. Inhib&josas ietekmes parbaudi var ietvert
testéSanas plana, lai atvieglotu inhib&anas identificéSanu (retrospektivi) ka iesp&jamo céloni vai veicinosu
faktoru. Alternativa gadijuma inhibé&josas ietekmes parbaude var izslegt $adus traucgjumus un paradit, ka nekada
vai neliela noardiSanas ir attiecinama vienigi uz mikrobu darbibas neiespgjamibu attiecigajos testéSanas apstak-
los. Lai iegiitu informaciju par testéjamas kimiskas vielas toksicitati attieciba uz (aerobiem) mikroorganismiem,
japagatavo $kidums testéSanas barotng, kas satur test&jamo kimisko vielu un kimisko standartvielu (19. punkts),
katru attiecigi tada koncentracija, kada pievienota (sk. 22. un 23. punktu).

Sejmaterials

S€jmaterialu var ieghit no dazadiem avotiem, proti, no aktivajam dipam, attiritiem notekideniem (bez hlora),
virszemes tdeniem un augsném vai iepriek§ minéto maisijuma (20). Izmantojot kimisko standartvielu, japar-
bauda avota bionoardisanas aktivitate. Neatkarigi no avota nedrikstétu izmantot mikroorganismus, kas ieprieks
paklauti testéjamas kimiskas vielas iedarbibai, ja procediiru izmantos ka vieglas bionoardisanas testu.

Bridindjums. Aktivas diinas, notekiideni un attiriti notekiideni satur patogénus organismus, un ar tiem jarikojas
piesardzigi.

Pamatojoties uz pieredzi, séjmateriala optimalais daudzums ir tads, kas:

— ir pietickams, lai nodrosinatu atbilstigu bionoardisanas darbibu,

— noarda paredzéto ipatsvaru kimiskas standartvielas (sk. 66. punktu),

— nodrosina 10%-10° koloniju veidosanas vienibu katra galiga maisfjuma mililitra,

— parasti nodrosina suspendéto cieto dalinu koncentraciju 4 mg/l apméra galigaja maisjuma, ja izmanto
aktivas dinas; var izmantot koncentracijas lidz 30 mg/l apméra, bet tas var batiski palielinat CO, veidosanos
tuksajos traukos (26),

— par mazak neka 10 % papildina organiska oglekla sakotn&jo koncentraciju, ko nodrosinaja ar testgjamo
kimisko vielu,

— parasti ir 1-10 ml sgjmateriala 1 litra testéSanas $kiduma.

Aktvas diinas

Svaigas aktivas dunas tick savaktas no aeracijas tvertnes notekiidenu attiriSanas ickarta vai laboratorijas bloka,
kas galvenokart attira sadzives notekiidenus. Ja vajadzigs, rupjas dalinas izvac, veicot sijasanu (pieméram,
izmantojot sietu ar 1 mm? acu izméru), un dinas lidz to izmantoSanai ir jauztur aerobas.

Péc rupjo dalinu izvaksanas diipam var ari laut nogulsnéties vai tas var centrifugét (pieméram, 1 100 x g uz 10
minitém). Dzidrais skidums ir jaizlej. Dinas var noskalot ar mineralu skidumu. Koncentrétas dinas jasuspende
mineralbarotné, lai iegfitu suspendéto dalinu koncentraciju 3-5 g suspendéto dalinu/l apméra, un danas lidz to
izmantosanai ir jauztur aerobas.

Dipas janem no pienacigi funkciongjosas tradicionalas attiriSanas iekartas. Ja diipas janem no attirianas iekar-
tas, kas darbojas ar lielu jaudu, vai ja ir aizdomas, ka diipas satur inhibitorus, tas ir jamazga. P& rapigas
samaisiSanas atkartoti suspendétajam danam lauj nogulsnéties vai tas centrifugé, atbrivojas no dzidra skiduma
un nomazgatas diinas atkal suspendé papildu daudzuma mineralbarotnes. ST procediira ir jaatkarto, lidz diinas
uzskatamas par attiritam no substratu vai inhibitoru parpalikumiem.

Péc pilnigas atkartotas suspensijas panaksanas vai neattiritu dinu gadijuma japanem paraugs tiesi pirms izman-
to$anas, lai noteiktu suspendéto cieto dalinu sauso svaru.
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Aktivas diinas var ari homogenizét (3-5 g suspendéto dalinu/l). Diipas ir divas mindtes jamaisa Waring jaucgja
ar vidgju atrumu. Samaisitajam danam lauj 30 mindtes vai, ja vajadzigs, ilgak nogulsnéties un skidrumu dekanté
izmanto$anai par sgjmaterialu aptuveni 10 ml/l mineralbarotnes apmeéra.

Vél vairak CO, veidosanos tuksajos traukos var samazinat, aer§jot diinas uz nakti ar gaisu bez CO,. Saja testa ka
s¢jmateridla koncentracija jaizmanto 4 mg/l aktivo dinu cieto dalinu (13).

Sekundars attwritais notekiidens

Séjmaterialu var ari iegiit no sekundara attirita notekiidens no attiriSanas iekartas vai laboratorijas bloka, kas
galvenokart sanem sadzives notekaidenus. Paraugs jauzglaba acrobos apstaklos un jaizmanto savaksanas diena
vai jakondiciong, ja vajadzigs. Attiritais notekiidens jafiltré cauri filtram ar rupjam poram, lai to atbrivotu no
lielam dalinam, un ir janosaka pH vértiba.

Lai samazinatu filtrata neorganiska oglekla saturu, filtratu apsmidzina ar gaisu bez CO, (15. punkta e) apaks-
punkts) vienu stundu, vienlaikus uzturot pH 6,5 vértiba ar ortofosforskabes palidzibu (20. punkts). pH vértibu
atjauno tas sakotnéja veértiba ar natrija hidroksida palidzibu (21. punkts), un aptuveni péc vienas stundas
nogulsnésanis panem piemérotu daudzumu dzidra $kiduma, lai to izmantotu sgjmaterialam. ST smidzinasanas
procediira samazina s¢jmateriala neorganiska oglekla saturu. Pieméram, ja par s¢jmaterialu izmantoja maksimalo
ieteikto tilpumu filtréta un apsmidzinata attirita notekiidens (100 ml) uz litru, neorganiska oglekla daudzums
tuksos kontroles traukos bija 0,4-1,3 mg/l diapazona (14), kas ir 2-6,5 % no testéjamas kimiskas vielas oglekla
20 mg C/l apméra un 4-13 % — 10 mg C/l apméra.

Virszemes tideni

Ir japanem atbilstigu virszemes ddenu paraugs. Tas jatur aerobos apstaklos un jaizmanto savaksanas diena.
Paraugs jakoncentré, ja vajadzigs, to filtréjot vai centrifugjot. Sgjmateriala daudzumam, ko izmanto katra
testéSanas trauka, ir jaatbilst 26. punkta noraditajiem kritérijiem.

Augsnes

Ir japanem atbilstigas augsnes paraugs, ko savac 20 cm dziluma zem augsnes virsmas. Akmeni, augu atlickas un
bezmugurkaulnieki ir jaiznem no augsnes parauga, pirms to sija cauri sietam ar 2 mm acs izméru (ja paraugs ir
parak mitrs, lai to nekavéjoties sijatu, daléja Zavésana ar gaisu palidzés to izsijat). Paraugs jatur aerobos apstaklos
un jaizmanto savaksanas diena (ja paraugu transporté valigi aizsieta melna polietiléna maisina, to $aja maisina
var uzglabat 2—4 °C lidz vienam ménesim).

Sejmateriala iepriekSeja kondicionesana
S¢jmaterialu var iepriek§ kondicionét testéSanas apstakliem, bet nedrikst ieprieks adaptét testgjamai kimiskajai
vielai. leprieks¢ja kondicionés$ana var samazinat CO, veidoanos tuksajos traukos. lepriekséja kondicionésana

ietver aktivo dinu aeraciju péc atSkaidisanas testéSanas barotné lidz 30 mg/l ar mitru gaisu bez CO, lidz 5-7
dienam testéSanas temperatiira.

TESTESANAS PROCEDURA

Pudelu skaits

TestéSanai vajadzigo pudelu skaits (15. punkta a) apakSpunkts) bis atkarigs no analizu regularitates un testé-
$anas ilguma.

Ir ieteicams péc tam, kad ir noteikts pictiekams skaits laika intervalu, pieméram, 10 dienu laikposms, katru reizi
analizét tris pudeles. Turklat testéSanas beigas analizé vismaz piecas testéSanas pudeles (15. punkta a) apaks-
punkts) no a), b) un c) apakSpunkta kopumiem (sk. 42. punktu), lai nodrosinatu iesp&u aprékinat 95 %
ticamibas intervalus attieciba uz vidgjo bionoardisanas ipatsvara vértibu.

Barotne ar s¢jmaterialu

Séjmaterialu izmanto aktivo dinu sausu cieto dalinu koncentracija 4 mg/l. Tie$i pirms izmantoSanas ir jasaga-
tavo pietiekams daudzums barotnes ar s&jmaterialu, pieméram, 2 ml atbilstigi apstradatu aktivo dinu (27.-32.
punkts) koncentracija 2 000 mg/l pievienojot 1 litram mineralsalu barotnes (19. punkts). Ja izmanto sekundaru
attiritu notekiideni, japievieno lidz 100 ml attirita notekiidens (33. punkts) 900 ml mineralsalu barotnes (19.
punkts) un jaatskaida lidz 1 litra tilpumam ar barotni.
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Pudelu sagatavosana

Barotnes ar séjmaterialu alikvoti ir jaiepilda atkartojumu pudelés, nodrosinot briva tilpuma un $kidruma tilpuma
attiecibu 1:2 (pieméram, japievieno 107 ml pudelés, kuru tilpums ir 160 ml). Var izmantot citas attiecibas, bet
janem véra 11. punkta ietvertais bridindjums. Izmantojot cita veida séjmaterialu, ir jaraugas, lai barotne ar
séjmaterialu biitu pienacigi samaisita, lai nodrosinatu tas vienmérigu izkliedi testéSanas pudelés.

Sagatavo pudelu kopumus (15. punkta a) apakSpunkts), nodrosinot:

a) testeSanas traukus (apziméti ar Fy), kuros ir test¢jama kimiska viela;

b) tukSus kontroles traukus (apziméti ar Fy), kuros ir tikai testéSanas barotne un s€jmaterials; japievieno ari
kimiskas vielas, $kidinataji, preparati vai stikla Skiedras filtri, ko izmanto, lai testéSanas traukos pievienotu
test§jamo kimisko vielu;

¢) traukus (apziméti ar F¢), kuros ir kimiska standartviela, lai parbauditu procediru;

d) ja vajadzigs, traukus (apziméti ar Fy), kuros ir gan testéjama kimiska viela, gan kimiska standartviela tadas
pasas koncentracijas (24. punkts) ka attiecigi pudelés Fy un F, lai parbauditu testgjamas kimiskas vielas
iesp&jamu inhib&josu ietekmi;

e) traukus (apziméti ar Fy), lai parbauditu iesp&jamu abiotisku noardisanos; Sie trauki atbilst traukiem a) apaks-
punkta, bet papildus satur 50 mg/l HgCl, vai ir sterilizéti cita veida (pieméram, autoklava).

Udeni $kistosas testéjamas kimiskas vielas un kimiskas standartvielas pievieno ka fideni pagatavotus rezerves
$kidumus (22., 23. un 24. punkts), lai nodrosinatu koncentraciju 10-20 mg C/I apméra.

Neskistosas testéjamas kimiskas vielas un neskistosas kimiskas standartvielas pudelés pievieno dazados veidos
(sk. 22. punkta a)-e) apakSpunktu) atkariba no testéjamas kimiskas vielas ipasibam, proti, vai nu pirms, vai péc
barotnes ar sgjmaterialu pievienodanas atkariba no testéjamas kimiskas viclas attiriSanas metodes. Ja izmanto
kadu no 22. punkta a)—e) apakspunkta uzskaititajam procediiram, tuksas pudeles Fy (42. punkta b) apak$punkts)
ir jaapstrada lidziga veida, tikai iznemot testéjamo kimisko vielu vai kimisko standartvielu.

Gaistosas testgjamas kimiskas vielas jainjicé hermétiski noslégtajas pudeles (47. punkts) ar mikroglirci. Devu
aprékina no injicéta daudzuma un testéjamas kimiskas vielas blivuma.

Traukos japievieno Gdens, ja vajadzigs, lai visos traukos bitu vienads skidruma tilpums. Janodrosina, lai briva
tilpuma un $kidruma attieciba (parasti 1:2) un testéjamas kimiskas vielas koncentracija biitu tadas, ka brivaja
tilpuma ir pieejams pietickams daudzums skabekla, lai bitu iesp&jama pilniga bionoardisanas.

Péc tam visas pudeles hermétiski noslédz, pieméram, ar butilgumijas aizbazniem un aluminija vaciniem. Gais-
toSas testéjamas kimiskas vielas japievieno 3aja posma (45. punkts). Ja ir jauzrauga testéjamas kimiskas vielas
DOC koncentracijas samazinasanas, ka ar javeic nulles laika analizes saistiba ar sakotnéjas neorganiska oglekla
koncentracijas (sterili kontroles trauki, 42. punkta e) apakspunkts) vai citu vértibu noteikSanu, no testésanas
trauka ir japanem atbilstigs paraugs. Péc tam atbrivojas no testéSanas trauka un ta satura.

Hermeétiski noslégtas pudeles ievieto rotéjosa kratitaja (15. punkta d) apakSpunkts) ar kratiSanas atrumu, kas ir
pietickams, lai pudeles saturs tiktu uzturéts pienacigi samaisits un suspensija (pieméram, 150-200 rpm), un
inkubé tumsa 20 °C + 1 °C.

Paraugu nemsana

Paraugu pemsanas pieeja biis atkariga no testéjamas kimiskas vielas bionoardisanas kavéjuma perioda un
kinétiska atruma. Paraugu npemsanas diena atbrivojas no pudelém, no kuram nem paraugus analizém, un
tam janotiek vismaz reizi nedéla vai biezak (pieméram, divreiz nedéla), ja ir vajadziga pilnigas noardisanas
likne. Vajadzigo skaitu atkartojumu pudelu (Fr, Fz un F¢, ka ari F; un Fg, ja tas izmanto) iznem no kratitaja (sk.
42. punktu). TestéSana parasti ilgst 28 dienas. Ja bionoardianas likne norada, ka plato ir sasniegts, pirms
pagdjusas 28 dienas, testéSanu var pabeigt atrak. Analizes veik3anai janem paraugi no piecam pudelém, kas
rezervétas testéSanas 28. dienai, un jaizmanto rezultati, lai aprékinatu bionoardisanas ipatsvara ticamibas robezas
vai mainibas koeficientu. No pudelém, kas paredzétas inhib&josas ietekmes un abiotiskas noardisanas parbau-
dém, paraugi nav janem tik biezi ka no pargjam pudelém, pietick ar paraugiem 1. un 28. diena.
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Neorganiska oglekla (IC) analize

CO, veidoSanos pudelés nosaka, mérot neorganiska oglekla koncentracijas palielinasanos inkubacijas laika.
Testésanas laika radita neorganiska oglekla daudzuma mériSanai ir pieejamas divas ieteicamas metodes, kas
aprakstitas turpmak. Ta ka $is metodes var sniegt nedaudz atkirigus rezultatus, viena testéSanas sérija jaizmanto
tikai viena no metodém.

A metode tiek ieteikta gadijuma, ja barotne, visticamak, satur, pieméram, stikla filtrpapira atlickas un/vai
neskistosu testégjamo kimisko vielu. So analizi var veikt, izmantojot gazes hromatografu, ja nav pieejams oglekla
analizators. Ir svarigi, lai pudeles atrastos testeSanas vai lidziga temperatiira, kad tiek analizéta briva tilpuma
gdze. B metode var bit vieglak izmantojama laboratorijas, kas neorganiska oglekla mérfjumiem izmanto oglekla
analizatoru. Ir svarigi, lai natrija hidroksida $kidums (21. punkts), ko izmanto CO, parveidoSanai karbonata, ir
vai nu svaigi sagatavots, vai ir zinams ta neorganiska oglekla saturs, lai to varétu nemt veéra, aprékinot testésanas
rezultatus (sk. 66. punkta b) apakspunktu).

A metode — paskabinasana lidz pH < 3 apméra

Pirms katras analiZu sérijas neorganiska oglekla analizatoru kalibré, izmantojot atbilstigu neorganiska oglekla
standartu (pieméram, 1 (masas) % CO,, kas atrodas N,). Koncentrétu ortofosforskabi (20. punkts) injicé caur
katras paraugiem izmantotas pudeles aizbazni, lai pazeminatu barotnes pH lidz < 3 (pieméram, 107 ml teste-
Sanas barotnes pievieno 1 ml). Pudeles ievieto atpakal] kratitaja. Péc vienu stundu ilgas krati§anas testéSanas
temperatiira pudeles iznem no kratitaja un no katras pudeles briva tilpuma panem gazes alikvotus (pieméram,
1 ml), ko injicé neorganiska oglekla analizatora. Izméritas neorganiska oglekla koncentracijas registré ka mg C/l.

Sis metodes princips ir tads, ka péc paskabinasanas lidz pH < 3 un lidzsvara iestasanas 20 °C lidzsvara konstante
CO, izkliedei starp skidro un gazes fazi testéSanas pudelés ir 1,0, ja to méra ka koncentraciju (13). Tas attieciba
uz testéSanas sistému ir japierada vismaz vienu reizi. To dara, ka aprakstits turpmak.

Sagatavo pudeles, kuras ir 5 un 10 mg/l ka neorganiskais ogleklis, izmantojot beziidens natrija karbonata
(Na,CO3) skidumu adeni bez CO,, kur§ pagatavots, paskabinot tdeni lidz pH 6,5 apméra ar koncentrétu
ortofosforskabi (20. punkts) un uz nakti apsmidzinot to ar gaisu bez CO,, ka arT paaugstinot pH lidz neitralam
limenim ar sarmiem. Nodrosina, ka briva tilpuma un $kidruma tilpuma attieciba ir tada pati ka testéSana
(pieméram, 1:2). Paskabina un lauj iestaties lidzsvaram, ka aprakstits 52. punkta, un izméra neorganiska oglekla
koncentracijas gan brivaja tilpuma, gan $kidrajas fazés. Parliecinas, ka abas koncentracijas ir vienadas testéSanas
kliidas robezas. Ja tas nav viendas, lietotajam ir japarskata procediiras. ST neorganiska oglekla izkliedes starp
skidro un gazes fazi parbaude nav javeic katra testéSanas reizé. To, iesp&jams, varétu veikt kalibréSanas laika.

Ja ir janosaka DOC noardisanas (tikai deni $kistosam testéjamam kimiskajam vielam), paraugi janem no $kidras
fazes no atseviskam (nepaskabinatam) pudelém, jafiltré cauri membranai un jainjiceé DOC analizatora. Sis
pudeles péc vajadzibas var izmantot citam analizém, lai noteiktu primaro bionoardisanos.

B metode — CO, parvérsana karbonata

Pirms katras analizu sérijas neorganiska oglekla analizatoru kalibré, izmantojot atbilstigu standartu, pieméram,
natrija bikarbonata $kidumu (NaHCO;) ddeni bez CO, (sk. 53. punktu) 0-20 mg/l apméra ka neorganisko
oglekli. Natrija hidroksida skidumu (7M, 21. punkts) (pieméram, 1 ml pievieno 107 ml barotnes) injicé caur
katras paraugiem izmantotas pudeles aizbazni, un pudeles vienu stundu krata testéSanas temperatiira. Jaizmanto
tads pats NaOH $kidums visas pudelés, no kuram nem paraugus un péc tam atbrivojas konkrétaja diena, bet nav
obligati jaizmanto tads pats Skidums visos paraugu nemsanas gadijumos testéSanas laika. Ja ir vajadzigas
absolaitas neorganiska oglekla vertibas no tukSajam pudelém visos paraugu nemsanas gadijumos, katru reizi,
kad izmantos NaOH $kidumu, biis janosaka ta neorganiskais ogleklis. Pudeles iznem no kratitaja un lauj
nogulsnéties. Ar §lirci no katra trauka 3kidras fazes iegtist piemérotus daudzumus (pieméram, 50-1 000 pl).
Paraugus injicé neorganiska oglekla analizatora un registré neorganiska oglekla koncentracijas. Janodrosina, ka
izmantotais analizators ir pienacigi aprikots, lai tas varétu analizét ar So metodi iegiitos alkalina paraugus.

Sis metodes princips ir tads, ka péc sarmu pievienoganas un kratianas neorganiska oglekla koncentracija brivaja
tilpuma ir nieciga. Tas attieciba uz test€Sanas sistému ir japarbauda vismaz vienu reizi, izmantojot neorganiska
oglekla standartus, pievienojot sarmus un laujot nogulsnéties, un péc tam izmérot neorganiska oglekla koncen-
traciju gan brivaja tilpuma, gan 3kidraja fazé (sk. 53. punktu). Koncentracijai brivaja tilpuma ir jabat tuvu nulles
vértibai. ST parbaude par gandriz pilnigu CO, absorbciju nav javeic katra testéSanas reizé.

Ja ir janosaka DOC noardisanas (tikai ddeni $kistosam testéjamam kimiskajam vielam), paraugi janem no $kidras
fazes no atseviskam pudelém (kas nesatur sarmus), jafiltré cauri membranai un jainjicé DOC analizatora. Sis
pudeles péc vajadzibas var izmantot citam analizém, lai noteiktu primaro bionoardisanos.
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DATI UN PARSKATU SAGATAVOSANA
Rezultatu aprekinasana

Pienemot 100 % testéjamas kimiskas vielas mineralizaciju CO,, ThIC, kas parsniedz tuksajas kontroles pudelés
radito, atbilst TOC, kur§ pievienots katra testéSanas pudelé testa sakuma, t. i.:

ThIC = TOC.
Neorganiska oglekla (TIC) kopéja masa (mg) katra pudelé ir:

TIC = (mg oglekla skidruma + mg oglekla brivaja tilpuma) = (V; x C) + (Vy x Cp) 1. vienadojums

kur:

V. = skidruma tilpums pudelé (litri);

C, = neorganiska oglekla koncentracija skidruma (mg/l ka ogleklis);

Vy = brivais tilpums (litri);

Cy = neorganiska oglekla koncentracija brivaja tilpuma (mg/l ka ogleklis).

Turpmak 60. un 61. punkta ir aprakstiti TIC aprékini divam analitiskajam metodém, ko izmanto neorganiska
oglekla mériSanai Saja testa. Bionoardi§anas ipatsvaru (% D) katra gadijuma aprékina 3adi:

TIC, — TIC
7( ! b) x 10

%D —
? TOC

0 2. vienadojums

kur:

TIC,

mg TIC testéSanas pudelé laika ¢

I

TIC, = vid&jais mg TIC tuksajas pudelés laika t;

TOC = mg TOC, kas sakotngji pievienots testéSanas pudele.

Bionoardisanas ipatsvaru (% D) aprékina testéSanas (Fy), standartvielas (Fo) un, ja ir ietverta inhibéSanas uzrau-
dziba, kontroles (F)) pudelem no attiecigajiem TIC daudzumiem, kas izveidojusies lidz katrai paraugu nemsanas
reizei.

Ja TIC saturs sterilajas kontroles pudelés (Fg) ir butiski paliclinajies testéSanas laika, var secinat, ka ir notikusi
testéjamas kimiskas vielas abiotiska noardisanas, un tas ir janem véra, aprékinot D péc 2. vienadojuma.

Paskabinasana lidz pH < 3 apmeéra

Ta ka paskabinasana lidz pH < 3 apméra un lidzsvaro$ana izlidzina TIC koncentraciju Skidraja un gazes fazg, ir
jaméra tikai neorganiska oglekla koncentracija gazes faze. Tadgjadi saskana ar 1. vienadojumu
TIC = (Vi + Vi) x Cy = Vp x Cy, kur Vy seruma pudeles tilpums.
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CO, parversana karbonata

Saskana ar o metodi aprékinus veic péc 1. vienadojuma, bet ignoré niecigo neorganiska oglekla daudzumu
gazes fazg, proti, Vg x Cy = 0 un TIC = V| x (.

Rezultatu izteikSana

Bionoardisanas Iikni iegiist, grafiski attélojot bionoardisanas (D) Ipatsvaru attieciba pret inkubésanas laiku, un, ja
iesp&jams, norada kavéjuma fazi, bionoardisanas fazi, 10 dienu laikposmu un plato fazi, kas ir faze, kura ir
sasniegta maksimala noardisanas un kura bionoardisanas likne ir izlidzinajusies. Ja ir iegfti salidzinami rezultati
paraléliem testéSanas traukiem Fp (< 20 % starpiba), grafiski attélo vidgjo Iikni (sk. 2. papildindjuma 1. attélu). Ja
nav iegiiti, liknes attélo grafiski katram traukam atseviski. Nosaka bionoardisanas ipatsvara vidéjo vértibu plato
faze vai noveérté augstako veértibu (pieméram, ja likne plato fazé samazinas), bet ir svarigi novértét, ka otraja
gadijuma vértiba nav “drpus robezam”. So bionodrdisands maksimalo limeni ka “testégjamas kimiskas vielas
bionoardisanas pakapi” norada testéSanas parskata. Ja testéSanas trauku skaits bija nepietiekams, lai noraditu
plato fazi, vidgjas veértibas aprékinasanai izmanto pédgja testéSanas diena izméritos datus. Ar $o pédgjo vértibu,
kas ir piecu atkartojumu vidéjais lielums, norada precizitati, ar kadu ir noteikts bionoardisanas ipatsvars. Tapat
parskata ir janorada vértiba, kas iegiita 10 dienu laikposma beigas.

Tapat grafiski att€lo kimiskas standartvielas (F() likni un, ja tas ir ietverts, abiotiskas noardiSanas parbaudes (Fj)
un inhib&osas ietekmes kontroles (F) likni.

Registré tuksajas kontroles pudeles (Fg), ka ari pudeles Fg (abiotiska parbaude), ja $is pudeles ir ictvertas testa,
esosos TIC daudzumus.

Aprékina F; trauku D, pamatojoties uz teorétisko radito neorganisko oglekli, ko prognozé vienigi no standar-
tsastavdalas maisijuma. Ja 28. diena [(Dgc (") — Dy (3) | D] * 100 > 25 %, var pienemt, ka testéjama kimiska
viela inhibéja séjmateriala darbibu, un uz to var attiecinat Dy zemas vertibas, kas iegiitas testéSanas apstak]os.
Tada gadijuma testéSanu varétu atkartot, izmantojot zemaku testéSanas koncentraciju un, vélams, samazinot DIC
séjmateriala, ka arl samazinot TIC tukSajas kontroles pudelgs, jo pretéja gadijuma zemaka koncentracija sama-
zinas metodes precizitati. Var ari izmantot citu s¢jmaterialu. Ja pudelé Fg (abiotiska parbaude) ir novérots TIC
daudzuma batisks samazinajums (> 10 %), var bat notikusi abiotiski noardisanas procesi.

Rezultatu derigums

Testu uzskata par derigu, ja:

a) vidgjais noardianas ipatsvars traukos Fc, kas satur kimisko standartvielu, ir > 60 % 14. inkubacijas diena; un

b) vidgjais TIC daudzums tuksajas kontroles pudelés Fy testéSanas beigas ir > 3 mg C/L.

Ja nav atbilstibas Siem ierobezojumiem, testéSana ir jaatkarto ar séjmaterialu no cita avota un/vai ir japarskata
procediiras. Pieméram, ja problému rada liela daudzuma neorganiska oglekla veidosanas tuksajas pudelés,
japieméro 27.-32. punkta aprakstita procedira.

Ja testéjama kimiska viela nesasniedz 60 % ThIC un ja tika pieradits, ka ta nav inhib&josa (65. punkts), testéSanu
varétu atkartot ar s¢jmateriala lielaku koncentraciju (lidz 30 mg/l aktivo dinu un 100 ml attirita notekiidens|l)
vai ar s¢jmaterialu no citiem avotiem, it seviski, ja noardiSanas bija 20-60 % diapazona.

Rezultitu interpreticija

Bionoardisanas > 60 % ThIC apméra 10 dienu laikposma $aja testa parada, ka testéjama kimiska viela ir viegli
bionoardama aerobos apstaklos.

Ja netiek sasniegta derigumam vajadziga 60 % ThIC vértiba, janosaka pH vértiba barotné pudelés, kuras nav
pievienota ne skabe, ne sarmi. Vértiba zem 6,5 varétu noradit uz nitrificéSanos. Tada gadijuma testéSana ir
jaatkarto ar augstakas koncentracijas buferskidumu.

(") Noardisanas ipatsvars traukos F, kas satur standartvielu.
(%) Noardisanas ipatsvars traukos Fy.
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Testésanas parskats

Jasagatavo tabula ar % D vértibam katrai testéSanas (Fy), standartvielas (Fc) un, ja ta ietverta, inhibéSanas
kontroles pudelei (F) par katru dienu, kad nemti paraugi. Ja atkartojumu pudelém tiek iegati salidzinami
rezultati, ir grafiski jaattélo vidégja % D attieciba pret laiku. Jaregistré TIC daudzums tukSajas pudelés (Fz) un
sterilajas kontroles pudelés (Fg), ka ari jaregistreé DOC un/vai citas vértibas un to noardiSanas ipatsvars.

Janosaka % D vidéja veértiba plato fazé vai jaizmanto augstaka veértiba, ja bionoardisanas likne plato faze
samazinas, un parskata tas janorada ka “test§jamas kimiskas vielas bionoardisanas pakape”. Ja izmanto augstako
vértibu, ir svarigi nodrosinat, lai ta nebiitu “arpus robezam”.

TestéSanas parskata jaieklauj $ada informacija:

Testéjama kimiska viela

— visparpienemtais nosaukums, kimiskais nosaukums, CAS numurs, struktfrformula un attiecigas fizikalas un
kimiskas Ipasibas,

— testéjamas vielas tiriba (piemaisijumi).

TestéSanas apstakli:

— atsauce uz $o testéSanas metodi,

— izmantotas testéSanas sistémas apraksts (pieméram, trauka tilpums, briva tilpuma un $kidruma tilpuma
attieciba, maisiSanas metode utt.),

— testéjamas kimiskas vielas un kimiskas standartvielas pievienoSana testéSanas sistémai: testé$ana izmantota
koncentracija un oglekla daudzums, kas devas ievadits katra testéSanas pudelé, skidumu izmantosana,

— sikas zinas par izmantoto s¢jmaterialu, jebkadu ieprieksgju apstradi un iepriekséju kondicionésanu,

— inkubacijas temperatiira,

— neorganiska oglekla analizes principa validacija,

— neorganiska oglekla analizatora galvenie raksturlielumi (un jebkadas citas izmantotas analitiskas metodes),

— atkartojumu skaits.

Rezultati:

— bionoardisanas izejas dati un aprékinatas vértibas tabulas veida,

— grafiks ar noardiSanas ipatsvaru attieciba pret laiku gan testéjamai kimiskajai vielai, gan kimiskajai standar-
tvielai, kavéjuma faze, noardisanas faze, 10 dienu laikposms un slipums,

— noardisanas ipatsvars plato faze, testéSanas beigas un péc 10 dienu laikposma,

— ikvienas testa rezultatu nepienemsanas iemesls,

— jebkadi citi fakti, kas ir batiski attieciba uz pieméroto procediiru,

— rezultatu apspriesana.
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1. papildingjums
SAISINAJUMI UN DEFINICIJAS
IC: neorganiskais ogleklis.

ThCO,: teorétiskais oglekla dioksids (mg) ir aprékinatais oglekla dioksida daudzums, kuram javeidojas no zinama vai
izmérita oglekla daudzuma, kas ir testéjamas kimiskas vielas sastava, to pilniba mineralizéjot; izsaka ari miligramos oglekla
dioksida, kas izdalas uz miligramu testé§jamas kimiskas vielas.

DOC: izskiduais organiskais ogleklis ir $kiduma esosais organiskais ogleklis vai organiskais ogleklis, kas iziet cauri 0,45
mikrometru filtram vai paliek dzidraja $kiduma péc 15 minGSu centrifugéanas aptuveni 4 000 g apméra (apm.
40 000 m/s7?).

DIC: izskiduSais neorganiskais ogleklis.
ThIC: teorétiskais neorganiskais ogleklis.
TIC: kopéjais neorganiskais ogleklis.

Viegli bionoardamas: tadu kimisko vielu piepemta klasifikicija, kas izturgjusas konkrétus skiininga testus attieciba uz
pilnigu bionoardisanos; Sie testi ir tik stingri, ka var pienemt, ka 3adas kimiskas vielas aerobos apstaklos fidens vidé
noardisies atri un pilniba.

10 dienu laikposms: 10 dienas tiesi péc 10 % bionoardiSanas sasniegSanas.

Potenciala bionoardiSanas spéja: tadu kimisko vielu klasifikicija, par kuram jebkada bionoardiSanas testa ir iegiitas
neapSaubamas liecibas par to (primaras vai galigas) bionoardisanas spéju.

Pilniga aeroba bionoardiSanas: noardisanas limenis, kas tiek sasniegts, kad testéjamo kimisko vielu pilniba izmanto
mikroorganismi, rezultata izdalot oglekla dioksidu, @deni, mineralsalus un jaunas mikroorganismu $Gnu sastavdalas
(biomasu).

Mineralizacija: organisko kimisko vielu pilniga noardisana lidz CO, un H,O aerobos apstaklos un lidz CH,, CO, un
H,0 anaerobos apstak]os.

Kavejuma faze: laiks no testéSanas sakuma, lidz ir sasniegta noardoso mikroorganismu aklimatizacija un/vai adaptacija
un lidz testéjamas kimiskas vielas vai organiskas vielas bionoardisanas pakape ir paaugstinajusies lidz nosakamam limenim
(pieméram, 10 % no maksimalas teorétiskas bionoardisanas vai mazak atkariba no mériSanas panémiena precizitates).

NoardiSanas faze: laiks no kavéjuma perioda beigam lidz laikam, kad tiek sasniegti 90 % no noardiSanas maksimala
limena.

Plato faze: faze, kurd ir sasniegta maksimala noardiSanas un bionoardiSanas likne ir izlidzindjusies.

Testejama kimiska viela: jebkada viela vai maisijums, ko testé, izmantojot 3o testéSanas metodi.
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Glosarijs

2. papildinajums

BionoardiSanas liknes piemeérs

1. attels

1-oktanola bionoardiSanas CO, briva tilpuma testa

NoardiSanas faze
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Testésanas ilgums (dienas)

BionoardiSanas:

Noardisanas faze:

Bionoardisanas maksimalais limenis:

Plato faze:

10 dienu laikposms:

Testésanas ilgums (dienas):

C.30. BIOAKUMULACIJA SAUSZEMES MAZSARTARPOS (OLIGOCHAETA)

IEVADS

Si testésanas metode ir lidzvértiga ESAO Test@Sanas noradfjumiem (turpmak — TG) 317 (2010. gads). Starp
citam testéSanas metodem, kas attiecas uz sadaliSanos vide, 1996. gada publicgja “Biokoncentracija — caurpliides
tests ar zivim” (33 pielikuma C.13. nodala (49)), savukart 2008. gada publicgja “Bioakumulacija nosédumos
dzivojosajos bentiskajos mazsartarpos (Oligochaetes)” (53). Ir griiti un reizém neiespéjami ekstrapolét tdens
bioakumulacijas datus attieclba uz sauszemes organismiem, pieméram, sliekam. Paslaik izmanto aprékinu
modelus, kuru pamata ir test§jamas kimiskas vielas lipofilitate, pieméram, atsauce (14) un (37), lai novértétu
kimisko vielu bioakumulaciju augsné, pieméram, ES tehniskds pamatnostadnes (19). NepiecieSamiba péc konkré-
tajai jomai piemérotas testéSanas metodes jau ir risindta, pieméram, atsaucg (55). Sada metode ir seviski svariga,
lai sauszemes partikas kedés novértétu sekundaro saindésanos (4). Vairakas valsts limena testéSanas metodes bija
pievérsta uzmaniba bioakumulacijas jautdjumam organismos, kas nav zivis, pieméram, atsauce (2) un (72).
Amerikas TestéSanas un materidlu biedriba (turpmak — ASTM) ir izstradajusi metodi piesarpotas augsnes
izraisitas bioakumulacijas mériSanai sliekas (Eisenia fetida, Savigny) un baltajos tarpos (3). Starptautiski pienemta
metode bioakumulacijas noteikSanai piesatinata augsné uzlabos kimisko vielu riska novértéjumu sauszemes
ekosistémas, pieméram, atsauce (25) un (29).

Augsni uznemosi bezmugurkaulnieki ir paklauti ar augsni saistito kimisko vielu iedarbibai. Starp Siem dzivnie-
kiem batiska nozime aug$nu strukttra un funkcionésana ir sauszemes mazsartarpiem (oligochaeta) (15) (20).
Sauszemes mazsartarpi dzivo augsné un daléji augsnes virskarta (it seviski zemsega). Tie nereti ir visparstavée-
takas sugas biomasas izteiksmé (54). Ta ka sie dzivnieki nodro$ina augsnes bioturbaciju un ir citu dzivnieku
bariba, tiem var but spéciga ietekme uz kimisko vielu biologisko piecjamibu citiem organismiem, pieméram,
plésigiem bezmugurkaulniekiem (pieméram, plésigam &rcém un vabolém (64)) vai mugurkaulniekiem (piemé-
ram, lapsam un kaijam (18) (62)). Dazas no zemes mazsartarpu sugam, ko paslaik izmanto ekotoksikologijas
testos, ir aprakstitas 5. papildinajuma.
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ASTM sagatavotaja Standard Guide for Conducting Laboratory Soil Toxicity or Bioaccumulation Tests with the Lumbricid
Earthworm Eisenia fetida and the Enchytraeid Potworm Enchytraeus albidus (3) ir sniegti daudzi batiski un lietderigi
dati par §is augsnes bioakumulacijas testéSanas metodes istenosanu. Tapat $aja testéSanas metodé atsaucas uz
tadiem dokumentiem ka 33 pielikuma C.13. nodala “Biokoncentracija — caurpliides tests ar zivim” (49) un ESAO
TG 315 “Bioakumulacija nosédumos dzivojosajos bentiskajos mazsartarpos (Oligochaetes)” (53). Turklat 3aja
testeSanas metodé butisku informaciju ir nodrosindjusi praktiska pieredze, kas iegfita un aprakstita augsnes
bioakumulacijas pétijumos un publikacijas literatiira, pieméram, atsauce (1) (5) (11) (12) (28) (40) (43) (45) (57)
(59) (76) (78) un (79).

S1 testéSanas metode ir galvenokart piemérojama stabilam, neitralim organiskajam kimiskajam vielim, kam ir
tendence adsorbéties uz augsném. Tapat ar $o testéSanas metodi var bt iespéjams testét bioakumulaciju ar
augsni saistitos stabilos metalorganiskos savienojumos. Turklat ta ir piemérojama metaliem un citiem mikroe-
lementiem.

PRIEKSNOTEIKUMS

Testi kimiskas vielas bioakumulacijas noteikSanai sauszemes mazsartarpos ir veikti ar smagajiem metaliem (sk.,
pieméram, atsauci (63)) un noturigam organiskajam kimiskajam vielam, kuru log K, vértibas ir 3—-6 diapazona,
pieméram, atsauce (40). Sadus testus pieméro:

— kimiskajam vielam, kuru log K, ir virs 6 (loti hidrofobas kimiskas vielas),

— kimiskajam vielam, kas ietilpst tadu organisko kimisko vielu kategorija, par kuram ir zinams, ka tas spgj
bioakumuléties dzivos organismos, pieméram, virsmaktivas kimiskas vielas vai kimiskas vielas ar augstu
adsorbcijas spéju,

— kimiskajam vielam, kuru strukttiras iezimes liecina par bioakumulacijas spé&ju, pieméram, tadu kimisko vielu
analogi, kam ir zinama bioakumulacijas spéja,

— metaliem.

Pirms sak pétijumu, par testéjamo kimisko vielu ir jaiegtist tada informacija ka visparpienemtais nosaukums,
kimiskais nosaukums (vélams, IUPAC nosaukums), struktirformula, CAS registracijas numurs, tiriba, drosibas
pasakumi, atbilstigi glabasanas apstakli un analitiskas metodes. Turklat jabait zinamai $adai informacijai:

a) skidiba tdent;

b) oktanola un ddens sadaliSanas koeficients (K,);

¢) augsnes un Gdens sadaliSanas koeficients, kas izteikts ka K,
d) tvaika spiediens;

¢) noardisanas spéja (pieméram, augsné, tdeni);

f) zinamjie metaboliti.

Var izmantot radioaktivi markétas un nemarkétas testéjamas kimiskas vielas. Tomér, lai bitu vieglak veikt
analizi, ir ieteicams izmantot radioaktivi markétu test§jamo kimisko vielu. Lémumu pienem, pamatojoties uz
noteikSanas robezam vai prasibu noteikt testéjamo kimisko pamatvielu un metabolitus. Ja izmanto radioaktivi
markétu testéjamo kimisko vielu un ja tiek noteiktas kopéjas radioaktivas atliekas, ir svarigi radioaktivi markétas
atlickas gan augsné, gan testéSanas organismos raksturot, nosakot testéjamas kimiskas pamatvielas un markeétas
vielas, kas nav pamatviela, Ipatsvarus, pieméram, paraugos, kuri papemti stabila stavokli vai uznemsanas fazes
beigas, lai bitu iespéjams aprékinat bioakumulacijas koeficientu (turpmak — BAF) testéjamai kimiskajai pamat-
vielai un attiecigajiem augsnes metabolitiem (sk. 50. punktu). Var nakties grozit $eit aprakstito metodi, piemé-
ram, nodrosinat pietickamu biomasu, lai noteiktu radioaktivi nemarkétu organisku testéjamo kimisko vielu vai
metalus. Ja nosaka kopéjas radioaktivas atliekas (ar skidrumu scintilacijas skaitiSanu péc ekstrakcijas, dedzina-
Sanas vai audu solubilizéSanas), bioakumulacijas koeficienta pamata ir testéjama kimiska pamatviela un meta-
boliti. BAF aprékinu ieteicams pamatot uz testéjamas kimiskas pamatvielas koncentraciju organismos un uz
kopéjam radioaktivajam atlickam. Péc tam no BAF ir jaaprékina biocenozes un augsnes akumulacijas koeficients
(turpmak — BSAF), kas normalizéts attieciba uz augsnes tarpu tauku saturu un organiska oglekla saturu, lai
nodrosinatu salidzinamibu starp dazadu bioakumulacijas testu rezultatiem.
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Jabiit zinamai testéjamas kimiskas vielas toksicitatei sugam, ko izmanto testé$ana, pieméram, ietekmes koncen-
tracijai (EC,) vai letalai koncentracijai (LCx) uzpemsanas fazes laika (pieméram, atsauce (19)). Test&jamas
kimiskas vielas izraudzitajai koncentracijai vélams bat aptuveni 1 % apméra no tas akiitas asimptotiskas LCs,
un vismaz 10 reizes augstakai par tas noteikSanas robezu augsné ar izmantoto analitisko metodi. Ja pieejamas,
jaizvelas toksicitates vértibas, kas iegiitas ilgtermina pétijumos par subletaliem mérkparametriem (51) (52). Ja
sadi dati nav pieejami, akatas toksicitates testéSana nodrosinas lietderigu informaciju (sk., pieméram, atsauci
(23)).

Jabit pieejamai atbilstigai analitiskajai metodei ar zinamu precizitati, pareizibu un jutigumu, lai varétu kvanti-
ficét kimisko vielu testéSanas $kidumos, augsné un biologiskaja materiala, ka ari jabit pieejamiem datiem par
paraugu sagatavodanu un glabasanu un materialu dro$ibas datu lapam. Jabat zinamam ari testéjamas vielas
analitiskas noteik3anas robezam augsné un tarpu audos. Ja izmanto ar 14C markétu testgjamo kimisko vielu,
jablit zinamai Ipatnéjai radioaktivitatei (t. i., Bq mol-1) un ar piemaisjjumiem saistitas radioaktivitates ipatsva-
ram. Testéjamas kimiskas vielas ipatnéjai radioaktivitatei jabat pietickami augstai, lai atvieglotu analizi, un
izmantotas testéSanas koncentracijas nedrikstétu izsaukt toksisku ietekmi.

TestéSanu var veikt ar maksligu augsni vai ar dabigam augsném. Pirms testa sakSanas jabit zinamai informacijai
par izmantotas dabigas augsnes raksturlielumiem, tadiem ka augsnes vai tas sastavdalu izcelsme, pH, organiska
oglekla saturs, dalinu lieluma sadalijjums (smilSu, sane$u un malu ipatsvars) un Gdens saturéanas spéja (turpmak
~WHO) (3) (48).

TESTESANAS PRINCIPS

Testéjamas kimiskas vielas bioakumulaciju raksturo tadi parametri ka bioakumulacijas koeficients (turpmak —
BAF), uzpem$anas atruma konstante (k) un noardiSanas atruma konstante (k.). Definicijas ir sniegtas 1.
papildindjuma.

Testam ir divas fazes, proti, uznemsanas (ckspozicijas) faze un noardiSanas (pecekspozicijas) faze. Uznemsanas
faze tarpu atkartojumu grupas paklauj ar testéjamo kimisko vielu piesatinatas augsnes iedarbibai. Papildus
testéSanas dzivniekiem identiskos apstaklos — tikai bez testéjamas kimiskas vielas — tur kontroles tarpu grupas.
Nosaka testéSanas organismu saussvaru un tauku saturu. To var paveikt, izmantojot kontroles grupas tarpus.
Analitiskas pamatvértibas (tuksie testi) var iegit, analizéjot kontroles tarpu un augsnes paraugus. Noardianas
faze tarpus parvieto uz augsni, kurd nav testéjamas kimiskas vielas. Noardianas faze ir vajadziga vienmeér,
iznemot gadijumus, ja testéjamas kimiskas vielas uznemsana ekspozicijas fazé ir bijusi nebatiska. Noardisanas
faze nodrosina informaciju par atrumu, kada testéSanas organismi izvada testéjamo kimisko vielu (pieméram,
atsauce (27)). Ja uznemsanas fazé nav sasniegts stabils stavoklis, kinétiskos parametrus, t. i., kinétiskas bioaku-
mulacijas koeficientu (turpmak — BAFk) un uzpem$anas un noardiSanas atruma konstanti(-es), ieteicams
pamatot uz uzpemsanas un noardidanas fazu rezultatu vienlaicigu pieméroSanu. Testéjamas kimiskas vielas
koncentraciju tarposfuz tarpiem uzrauga abas testéSanas fazés.

Uznemsanas fazé veic mérfjjumus paraugu nemsanas laikos lidz 14 dienam (enhitreidiem) vai 21 dienai (slie-
kam), lidz ir sasniegts stabils stavoklis (11) (12) (67). Stabils stavoklis iestajas, kad koncentracijas tarpos
grafiskais attélojums attieciba pret laiku ir paraléls attieciba pret laika asi un kad tris secigas koncentracijas
analizes, ko veica paraugiem, kuri pemti vismaz divu dienu intervalos, cita no citas neatskiras vairak ka par
+ 20 %, pamatojoties uz statistiskiem salidzinajumiem (pieméram, mainibas analizi, regresijas analizi).

Noardisanas fazi veido testéSanas organismu parvietosana uz traukiem, kas satur to paSu substratu bez testé-
jamas kimiskas vielas. Noardisanas fazé mérjjumus veic paraugu nemsanas laikos 14 dienu laika (enhitreidiem)
vai 21 dienas laika (slickam), ja vien agrak veikti analitiskie mérfjumi neuzradija testéjamas kimiskas vielas
atlieku 90 % noardisanos tarpos. Testéjamas kimiskas vielas koncentraciju tarpos noardiSanas fazes beigas
registré ka nenoardijusas atliekas. Stabila stavokla bioakumulacijas koeficientu (turpmak — BAFss) vélams apré-
kinat gan ka koncentracijas attiecibu tarpos (C,) un augsné (C,) Skietami stabila stavokli, gan ka BAFk ka
uzpemsanas atruma no augsnes konstantes (k) un noardiSanas atruma konstantes (k) attiecibu (saistiba ar
definicijam sk. 1. papildindgjumu), pienemot pirmas kartas kinétiku (saistiba ar aprékiniem sk. 2. papildinajumu).
Ja pirmas kartas kinétika noteikti nav piemeérojama, jaizmanto citas metodes.

Uzpemsanas atruma konstanti, noardisanas atruma konstanti (vai konstantes, ja ir iesaistiti citi modeli), BAFK
un attieciga gadjjuma katra minéta parametra ticamibas robezas aprékina no datorizétiem vienadojumu mode-
liem (noradém sk. 2. papildindjumu). Katra modela piemérotibu var noteikt, pieméram, no korelacijas koefi-
cienta vai noteiksanas koeficienta (koeficienti, kuru vértiba ir tuvu 1, ir labi pieméroti), vai Hi kvadrata
koeficienta. Tapat standarta kliidas vai ticamibas robezas apmérs saistiba ar apléstajiem parametriem var noradit
uz modela piemérotibu.

Lai samazinatu tadu testéSanas rezultitu mainibu, kas veikti ar test§jamam kimiskajam vielam ar augstu
lipofilitati, bioakumulacijas koeficienti ir jaizsaka saistiba ar tauku saturu un organiska oglekla saturu (kg
augsnes organiska oglekla uz kg tarpu tauku satura). Sis pieejas pamata ir tas, ka dazas kimisko vielu kategorijas
pastav skaidras attiecibas starp bioakumulacijas sp&u un lipofilitati. Tas ir noteikts attieciba uz zivim (47).
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Pastav attiecibas starp zivju tauku saturu un $adu kimisko vielu bioakumulaciju. Ar attieciba uz bentiskajiem
organismiem ir atklatas lidzigas korelacijas, pieméram, atsauce (30) un (44). Tapat $ada korelacija ir pieradita
attieciba uz sauszemes mazsartarpiem, pieméram, atsauce (5) (6) (7) un (14). Ja ir pieejams pietiekams
daudzums tarpu audu, testéSanas dzivnieku tauku saturu var noteikt tada pasa biologiskaja materiala, kadu
izmantoja, lai noteiktu testéjamas kimiskas vielas koncentraciju. Lai noteiktu tauku saturu, var ari izmantot
kontroles dzivniekus.

TESTA DERIGUMS

Lai tests batu derigs, gan kontroles, gan testéSanas grupam janodrosina atbilstiba $adiem kritérijiem:

— testé8anas beigas kopéja mirstiba uznemsanas un noardisanas fazé nedrikstétu parsniegt 10 % (slickam) vai
20 % (enhitreidiem) no kopgja izmantoto tarpu skaita,

— Eisenia fetida un Eisenia andrei gadijuma vidéjais masas zudums, ko nosaka uzpemsanas fazes beigas un
noardianas fazes beigas, nedrikstétu parsniegt 20 % salidzinajuma ar sakotnéjo svaigo svaru katras fazes
sakuma.

METODES APRAKSTS
Testésanas sugas

Bioakumulacijas testéSanai ir ieteicamas vairakas sauszemes mazsartarpu sugas. Visbiezak izmantotas sugas,
proti, Eisenia fetida, Eisenia andrei (Lumbricidae), Enchytraeus albidus, Enchytraeus crypticus un Enchytraeus luxuriosus
(Enchytraeidag), ir aprakstitas 5. papildinajuma.

Iekarta

Japievér§ vériba tam, lai visas iekartas dalas izvairitos izmantot materialus, kas varétu izskidinat vai adsorbét
testéjamo kimisko vielu vai ekstrahét citas kimiskas vielas un kam varétu bat negativa ietekme uz testéSanas
dzivniekiem. Var izmantot no kimiski inerta materiala izgatavotus un noslodzei, t. i., testéSanas tarpu skaitam,
piemérotas ietilpibas standarta taisnstira formas vai cilindriskus traukus. Aprikojumam, kas nonaks saskaré ar
testéSanas barotni, var izmantot nertisodo téraudu, plastmasu vai stiklu. TestéSanas trauki ir atbilstigi jaapsedz,
lai noveérstu tarpu izbégSanu, bet vienlaikus nodrosinatu pietickamu gaisa padevi. Kimiskajam vielam ar
augstiem absorbcijas koeficientiem, pieméram, sintétiskajiem piretroidiem, var but vajadzigs kvarca stikls.
Tados gadijumos aprikojums péc izmanto$anas jaizmet (49). Janovér§ radioaktivi markétu test§jamo vielu un
gaistosu kimisko vielu iztvaikosana. Jaizmanto uztvéréji (pieméram, stikla gazes mazgasanas pudeles), kas satur
piemérotus absorbentus, lai paturétu jebkadas atliekas, kuras iztvaiko no testé$anas traukiem.

Augsne

TestéSanas augsnes kvalitatei ir janodrosina testéSanas organismu izdzivoSana un, vélams, vairosanas aklimati-
zacijas un testé8anas periodos, Siem organismiem neuzradot nekadas izskata vai darbibas anomalijas. Tarpiem ir
jaierokas augsné.

Par substratu testé$ana ir ieteicams izmantot maksligo augsni, kas aprakstita 32 pielikuma C.8. nodala (48).
Bioakumulacijas testé$ana izmantojamas maksligas augsnes sagatavosanas un glabasanas ieteikumi ir sniegti 4.
papildindgjuma. Ar gaisu izzavétu maksligo augsni lidz izmantoSanai var uzglabat istabas temperatiira.

Tomér ari dabigas augsnes no nepiesarnotam vietam var izmantot ka testéSanas unfvai kultivéSanas augsni.
Dabigam augsném ir janorada vismaz izcelsme (savaksanas vieta), pH, organiska oglekla saturs, dalinu lieluma
sadalfjums (smilSu, sanesu un malu ipatsvars), maksimala tidens aiztures spgja (turpmak — WHC,,,,) un mitruma
saturs (3). Lietderigu informaciju nodrosinas augsnes vai tas sastavdalu analize pirms izmantoSanas, lai noteiktu
mikropiesarnotajus. Ja izmanto lauka augsni no lauku saimniecibas, ta vismaz vienu gadu pirms parauga
nemsSanas nedrikst bat apstradata ar kultiiraugu aizsardzibas lidzekliem vai ar tadu dzivnieku méslu méslojumu,
kuri ir sapémusi kadus lidzeklus, un vismaz seSus ménesus pirms parauga nemsanas — ar organisku méslojumu
(50). Manipulacijas procediiras attieciba uz dabigam augsném pirms izmantosanas ekotoksikologijas testos ar

mazsartarpiem laboratorijas ir aprakstitas (3) atsauce. Dabigas augsnes laboratorija jauzglaba péc iespgjas isaku

laiku.

Testejamas kimiskas vielas ievadiSana

Testéjamo kimisko vielu iejauc augsné. Janem véra testéjamas kimiskas vielas fizikalas un kimiskas ipasibas.
Udeni $kistoSas testéjamas kimiskas vielas ir pilniba jaizSkidina tideni pirms samaisiSanas ar augsni. leteicama
piesatinasanas procediira Gideni mazskistosu testéjamo kimisko vielu gadjjuma ietver vienas vai vairaku (mak-
sligas) augsnes sastavdalu parklasanu ar testéjamo kimisko vielu. Pieméram, kvarca smiltis vai to daJu var
izmércét testéjamas kimiskas vielas un piemérota organiska $kidinataja $kiduma, kas péc tam lénam iztvaiko
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lidz sausam stavoklim. P&c tam parklato dalu var iemaisit mitra augsné. Sis procediiras lielaka prieksrociba ir t3,
ka augsné netiek iemaisits $kidinatajs. Ja izmanto dabigu augsni, testgjamo kimisko vielu var pievienot, piesa-
tinot dalu testéSanas augsnes, kas izzavéta ar gaisu, ka aprakstits ieprieks attieciba uz maksligo augsni, vai
iemaisot testéjamo kimisko vielu mitra augsné un péc tam nodrosinot iztvaikoSanu, ja izmanto Skidinataju vielu.
Kopuma ir péc iespéjas jaizvairas no mitras augsnes saskarSanas ar $kidinatajiem. Janem véra $§adi nosacijjumi (3):

— ja izmanto $kidinataju, kas nav Gidens, tam jabat ar Gideni sajaucamam 3kidinatajam un/vai tadam, kuru var
attirit (pieméram, iztvaicgjot), augsné atstajot tikai test€jamo kimisko vielu,

— ja izmanto $kidinataja kontroli, nav vajadziga negativa kontrole; $kidinataja kontrolé ir jaietver $kidinataja
augstaka koncentracija, kas pievienota augsnei, un jaizmanto $kidinatajs no tas pasas sérijas, kuru izmantoja

rezerves Skiduma sagatavosanai; $kidinataja toksicitatei un gaistamibai, ka ari test§jamas kimiskas vielas

skidibai izraudzitaja $kidinataja jabut galvenajiem kritérijiem, ko pieméro, izvéloties piemérotu $kidinataju
vielu.

Kimiskajam vielam, kas ir ideni un organiskajos skidinatajos mazskistosas, 2,0-2,5 g smalku kvarca smilsu uz
katru testéSanas trauku var samaisit ar testéjamas kimiskas vielas daudzumu, pieméram, izmantojot miezeri vai
piestu, lai iegfitu vélamo test@anas koncentraciju. So kvarca smil§u un testéjamas kimiskas vielas maisfjumu
pievieno iepriek§ samitrinatai augsnei un ripigi samaisa ar atbilstigu daudzumu dejonizéta tdens, lai iegatu
vajadzigo mitruma saturu. Galigo maisijumu sadala pa testéSanas traukiem. Procediiru atkarto katrai testéSanas
koncentracijai, ka ari sagatavo atbilstigu kontroles trauku ar 2,0-2,5 g smalku kvarca smil$u uz katru testésanas
trauku.

Ir janosaka testéjamas kimiskas vielas koncentracija augsné péc piesatinaSanas. Pirms testéSanas organismu
ielaiSanas ir japarbauda testéjamas kimiskas vielas homogéns sadalijums augsné. Parskata janorada piesatinasanas
metode un konkrétas piesatinasanas procediiras izvéles pamatojums (24).

Pirms ielaiz organismus, vélams laut iestaties lidzsvaram starp augsni un poriidens fazi. leteicamais laikposms ir
Cetras dienas 20 °C temperatird. Daudzu Gdeni mazskistosu organisko kimisko vielu gadijuma laiks, kas
vajadzigs, lai sasniegtu patiesu lidzsvaru starp adsorbétajam un izskidusajam dalam, var bat vairakas dienas
vai ménedi. Atkariba no pétijuma mérka, pieméram, kad ir jaimité vides apstakli, piesatinato augsni var
“briedinat” ilgaku laikposmu, pieméram, metalu gadijuma tas batu tris nedélas 20 °C temperatiira (22).

Testésanas organismu kultivéSana

Tarpus vélams turét pastaviga laboratorijas kultira. Noradijumi par laboratorijas kultivésanas metodém attieciba
uz Eisenia fetida un Eisenia andrei, ka ari enhitreidu sugam ir sniegti 5. papildinajuma (sk. arf atsauci (48) (51)
un (52)).

TestéSana izmantotajiem tarpiem nedrikst bt pamanamu slimibu, anomaliju un parazitu.

TESTESANAS NORISE

TestéSanas organismus uzpemsanas fazé paklauj testgjamas kimiskas vielas iedarbibai. Uznemsanas fazei jailgst
14 dienas (enhitreidiem) vai 21 dienu (sliekam), ja vien nav pieradits, ka ir sasniegts stabils stavoklis.

Noardisanas fazé tarpus parvieto uz augsni, kura nav testéjamas kimiskas vielas. Pirmais paraugs janem 4-24
stundu laika péc noardisanas fazes sakSanas. Paraugu nemsanas grafiku pieméri 21 dienas uznemsanas fazei un
21 dienas noardisanas fazei ir sniegti 3. papildinajuma.

Testésanas organismi

Daudzam sauszemes enhitreidu sugam atsevisku Ipatnu svars ir loti mazs (pieméram, 5-10 mg mitrais svars
katram Enchytraeus albidus ipatnim un vél mazak Enchytraeus crypticus vai Enchytraeus luxuriosus Ipatpiem). Lai
noteiktu svaru un veiktu kimisko analizi, var biit nepiecieSams apvienot atkartojuma testéSanas trauku tarpus
(t. 1., visus atkartojuma trauka tarpus izmanto, lai iegfitu vienu analitisku audu rezultatu). Katram atkartojumam
pievieno 20 enhitreidu Ipatnus, un jaizmanto vismaz tris atkartojumi. Ja test§jamas kimiskas vielas analitiskas
noteikSanas robeza ir augsta, var bit vajadzigs vairak tarpu. TestéSanas sugam ar lielaku Ipatnu svaru (Eisenia
fetida un Eisenia andrei) var izmantot atkartojuma traukus, kas satur vienu Ipatni.

Testésana izmantotajam slickam jabut lidzigam svaram (pieméram, Eisenia fetida un Eisenia andrei atsevisku
ipatnu svaram jabat 250-600 mg). Enhitreidu (pieméram, Enchytraeus albidus) garumam jabat aptuveni 1 cm.
Visiem konkréta testa izmantotajiem tarpiem jabit no viena avota un pieauguSiem dzivniekiem ar jostinu (sk. 5.
papildingjumu). Ta ka dzivnieka svars un vecums var ictekmét BAF vértibas (pieméram, tauku satura un/vai
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olinu dél), sie parametri ir precizi jaregistré un janem véra, interpretéjot rezultatus. Turklat ekspozicijas laika var
atbrivoties no kokoniem, kas ari ietekmés BAF vértibas. Pirms testéSanas ieteicams nosvert testéSanas tarpu
apaksparaugu, lai noteiktu vidéjo mitro svaru un saussvaru.

Jaizmanto augsta augsnes un tarpu attieciba, lai péc iespgjas samazinatu testéjamas kimiskas vielas koncen-
tracijas samazinaSanos augsné uznemsanas fazé. Katra testéSanas trauka Eisenia fetida un Eisenia andrei gadijuma
ieteicamais minimalais daudzums ir 50 g saussvara augsnes uz tarpu, savukart enhitreidu gadijuma ieteicamais
minimalais daudzums ir 10-20 g saussvara augsnes uz tarpu. Traukiem jasatur 2-3 cm (enhitreidiem) vai
4-5 cm (sliekam) dzils augsnes slanis.

TestéSana izmantotos tarpus iznem no kultliras (pieméram, enhitreidus iznem ar juveliera pinceti). Picaugusos
dzivniekus parvieto uz neapstradatu testéSanas augsni aklimatizacijai un baro (sk. 36. punktu). Ja testéSanas
apstakli atskiras no kulttiras apstakliem, tarpu adaptacijai testéSanas apstakliem japietiek ar 24-72 h aklimati-
zacijas fazi. Péc aklimatizacijas slickas noskalo, tas ievietojot stikla traukos (pieméram, Petri traukos) ar tiru
tdeni, un nosver pirms iclaiSanas testéSanas augsné. Pirms nosvérsanas ir jaatbrivojas no lieka tidens uz tarpiem,
tos uzmanigi piespiezot pie trauka malas vai nosusinot ar nedaudz samitrinatu papira dvieli.

Janovéro un jaregistré testéSanas organismu ierakSanas tendences augsné. Testos ar sliekam (kontroles un
apstrades grupu) dzivnieki parasti ierokas augsné dazu stundu laika. Tas ir japarbauda ne vélak ka péc 24 h
péc tarpu ielaiSanas testésanas traukos. Ja sliekas neierokas augsné (pieméram, pari 10 % vairak neka pusé no
uznemsanas fazes laika), tas norada, ka vai nu testéSanas apstakli nav pieméroti, vai testé$anas organismi nav
veseligi. Tada gadjjuma testéSana japartrauc un jaatkarto. Enhitreidi galvenokart dzivo augsnes starpporas, un
nereti to argjais apvalks var tikai dalgji saskarties ar apkartéjo substratu. lerakuSos un neierakusos enhitreidu
ekspoziciju pienem par vienlidzigu, un enhitreidu neierakSanas ne vienmér nozimé, ka tests ir jaatkarto.

Barosana

Barosana ir japaredz gadijuma, ja izmanto augsni ar zemu kopéjo organiska oglekla saturu. Ja izmanto maksligu
augsni, ir ieteicama nedglas baro3ana (t. i, tarpi jabaro reizi nedéld) 7 mg sausu méslu uz gramu sausas augsnes
apméra slickim un nedélas barosana 2-2,5 mg maltu auzu parslu uz gramu sausas augsnes apmeéra enhitrei-
diem (11). Pirma baribas deva ir jasamaisa ar augsni tie$i pirms testéSanas organismu ielai§anas. Vélams
izmantot tadu pasu baribas veidu, kadu izmantoja kultivésana (sk. 5. papildinajumu).

Gaisma un temperatiira

TestéSana javeic kontroléta apgaismojuma cikla ar 16/8 stundu gaismas (vélams, 400-800 luksi)/tumsas ciklu
testéSanas trauku telpa (3). TestéSanas temperatirai jabtt 20 + 2 °C visa testéSanas laika.

Testésanas koncentracijas

[zmanto vienu koncentraciju. Ja vajadzigas papildu koncentracijas, tas ir japamato. Ja testéjamas kimiskas viclas
toksicitate (EC,) ir tuvu analitiskas noteikSanas robezai, ieteicams izmantot radioaktivi markétu testé§jamo
kimisko vielu ar augstu ipatngjo radioaktivitati. Metalu gadijuma koncentracijai jabit virs pamatlimena audos
un augsne.

Atkartojumi

Kinétikas mérfjjumiem (uznemsanas un noardiSanas faze) apstradato atkartojuma trauku minimalajam skaitam
jabit trijiem uz katru paraugu nemsanas punktu. Kop&am sagatavoto atkartojumu skaitam jabit pietickamam,
lai nodrosinatu visas paraugu nemsanas reizes uznemsanas un noardisanas faze.

Biologiskajiem novérojumiem un mérijumiem (pieméram, saussvara un mitra svara attieciba, tauku saturs) un
pamatkoncentraciju analizei tarpos un augsné ir vajadzigi vismaz 12 negativas kontroles atkartojumu trauki
(Cetrus paraugus pem sakuma, Cetrus — uznemsanas beigas un Cetrus — noardiSanas beigas), ja neizmanto
skidinataju (iznemot tdeni). Ja testéjamas kimiskas vielas pievienosanai izmanto kadu $kidinataju vielu, papildus

apstradatajiem atkartojumiem janodro$ina $kidinataja kontrole (Cetriem atkartojumu traukiem janem paraugi

sakuma, Cetriem — uznemsanas fazes beigas un Cetriem — noardiSanas fazes beigas), kas ietver visas sastavdalas,
iznemot testé§jamo vielu. Tada gadijuma var nodrosinat ari Cetrus papildu negativas kontroles atkartojumu

traukus (bez $kidinatdja), lai nemtu fakultativus paraugus uzpemsanas fazes beigas. Sos atkartojumus var

biologiski salidzinat ar $kidinataja kontroles trauku, lai iegitu informaciju par $kidinataja iespé&jamo ietekmi

uz testéSanas organismiem. leteicams noteikt, kads biitu papildu rezerves atkartojumu trauku pietickams skaits
(pieméram, astoni) apstradei un kontrolei.
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Augsnes kvalitates mérijjumu regularitite

Augsnes pH, augsnes mitruma saturs un temperatiira (nepartraukti) testéSanas telpa ir janosaka uznemsanas un
noardisanas fazu sakuma un beigds. Augsnes mitruma saturs ir jakontrolé reizi nedéla, nosverot testéSanas
traukus un salidzinot faktisko svaru ar sakotn&jo svaru testéSanas sakuma. Udens zudumi ir jakompensg,
pievienojot dejonizétu Gdeni.

Tarpu un augsnes paraugu nemsana un analize

Slieku un enhitreidu bioakumulacijas testa uznemsanas un noardiSanas fazu grafika piemérs ir sniegts 3.
papildindjuma.

TestéSanas trauku augsnes paraugus pem, lai noteiktu testgjamas kimiskas vielas koncentraciju pirms tarpu
ielaiSanas, ka arT uznemSanas un noardiSanas fazu laika. TestéSanas laika nosaka testéjamas kimiskas vielas
koncentracijas tarpos un augsné. Parasti nosaka kopgjas koncentracijas augsné. Var noteikt ari koncentracijas
porideni. Tada gadijuma, pirms sak pétjjumu, jasniedz pamatojums un paredzétas attiecigas metodes, ko péc
tam ieklauj parskata.

Tarpu un augsnes paraugus nem vismaz sesas reizes uznemsanas un noardisanas fazu laika. Ja tiek apliecinata
testéjamas kimiskas vielas stabilitate, var samazinat augsnes analizu skaitu. leteicams analizét vismaz tris
atkartojumus uznemsanas fazes sadkuma un beigas. Ja uznemsanas fazes beigas noteikta koncentracija augsné
atskiras no sakotngjas koncentracijas vairak neka par 30 %, jaanalizé arT augsnes paraugi, kas nemti citos laikos.

Konkréta atkartojuma trauka tarpi jaiznem no augsnes katra paraugu nemsanas reizé (pieméram, péc atkarto-
juma augsnes izklasanas sekla trauka un tarpu iznemsanas ar neasu juveliera pinceti) un atri janoskalo ar Gideni
sekla stikla vai térauda trauka. Jaatbrivojas no lieka didens (sk. 34. punktu). Tarpi uzmanigi japarvieto uz ieprieks
nosvertu trauku un nekavéjoties janosver kopa ar zarnu saturu.

Péc tam sliekam (Eisenia sp.) nakts laika jalauj iztirit zarnas, pieméram, uz mitra filtrpapira apsegta Petri trauka
(sk. 34. punktu). Péc zarnu iztiriSanas janosaka tarpu svars, lai noveértétu iespéjamo biomasas samazindjumu
testéSanas laika (sk. deriguma kritérijus 17. punkta). Enhitreidus sver un audus analizé bez zarnu iztirisanas, jo
tas ir tehniski sarezgiti So tarpu maza izméra dé|. Péc galiga svara noteikSanas tarpi ir nekavéjoties janogalina,
izmantojot piemérotako metodi (pieméram, izmantojot Skidro slapekli vai sasald&jot temperatiira zem —18 °C).

Noardisanas fazé tarpi aizvieto piesarnoto zarnu saturu ar tiru augsni. Tas nozimé, ka mérjjumi tarpos, kam nav
bijusi zarnu iztiriSanas (3aja gadijuma enhitreidos) un kam nem paraugus tiesi pirms noardianas fazes, ietver
piesarnoto augsni zarnas. Attieciba uz Gidens mazsartarpiem pienem, ka péc noardisanas fazes sakotngam 4-24
h lielaka dala piesarpota zarnu satura ir aizvietota ar tiriem nosédumiem, pieméram, atsauce (46). Lidzigi
konstatéjumi ir publicéti parskatos par pétijumiem attieciba uz radioaktivi markéta kadmija un cinka akumu-
laciju sliekas (78). Enhitreidiem, kam nav bijusi zarnu iztiriSanas, 33 pirma noardiSanas fazes parauga koncen-
traciju var uzskatit par koncentraciju audos péc zarnu iztiri$anas. Lai nemtu veéra testéjamas vielas koncentracijas
at$kaidiSanos ar nepiesarnotu augsni noardisanas fazes laika, zarnu satura svaru var aplést péc tarpu mitra svara
| tarpu pelnu svara vai tarpu saussvara | tarpu pelnu svara attiecibas.

Augsnes un tarpu paraugus ir ieteicams analizét talit péc panemsanas (t. i., 1-2 dienu laika), lai novérstu
degradaciju vai citus zudumus, un ir ieteicams aprékinat aptuveno uznemsanas un noardiSanas atrumu testé-
Sanas turpinajuma. Ja analizi veic vélak, paraugi jauzglaba saskana ar piemérotu metodi, pieméram, saldéti
(< ~18 °C).

Japarbauda, vai kimiskas analizes precizitate un atkartojamiba, ka ari test§jamas kimiskas vielas atguve no
augsnes un tarpu paraugiem ir pietickamas konkrétajai metodei. Parskata janorada ekstrahéSanas efektivitate,
noteik$anas robeza (turpmak — LOD) un kvantificesanas robeza (turpmak — LOQ). Tapat ir japarbauda, vai
testéjama kimiska viela kontroles traukos nav nosakama koncentracijas, kas parsniedz pamatkoncentracijas. Ja
testéjamas kimiskas vielas koncentracija testéSanas organisma (C,) kontroles tarpos ir > 0, tas jaietver kinétisko
parametru aprékina (sk. 2. papildinajumu). Ar visiem paraugiem testéSanas laika jarikojas ta, lai péc iesp&jas
mazinatu piesarnojumu un zudumus (pieméram, testéjamas kimiskas vielas adsorbcijas dé] uz paraugu iekartas).
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51.

52.

53.

54.

55.

56.

Stradajot ar radioaktivi markétam vielam, ir iesp&jams analizét pamatvielas un metabolitus. Testéjamas kimiskas
pamatvielas un metabolitu kvantificéSana stabila stavokli vai uznemsanas fazes beigas nodrosina svarigu infor-
maciju. Péc tam paraugi ir “jaiztira”, lai varétu atseviski kvantificét testgjamo kimisko pamatvielu. Ja atseviski
metaboliti parsniedz 10 % no kopgjas radioaktivitates analizétaja(-os) parauga(-os), ieteicams identificét Sos
metabolitus.

Jaregistré un parskata janorada kopgja atguve un testgjamas kimiskas vielas atguve tarpos, augsné un, ja
izmantoti, uztvéréjos ar absorbentiem, lai paturétu iztvaikoto testéjamo kimisko vielu.

Attieciba uz enhitreidiem ir pielaujami apvienot Ipatnu paraugus no konkréta testéSanas trauka, jo Sie tarpi ir
mazaki par sliekim. Ja apvieno$ana nozimé atkartojumu skaita samazinasanu, tas ierobezo statistiskas proce-
diiras, ko var piemérot datiem. Ja ir vajadziga konkréta statistika procediira un nozimigums, testéSana jaietver
pietickams skaits atkartojumu testé8anas trauku, lai nodrosinatu vélamo apvieno$anu, procediru un nozimi-
gumu.

BAF ieteicams izteikt gan ka kopéja saussvara funkciju, gan, kad vajadzigs (t. i., loti hidrofobam kimiskajam
vielam), ka tauku satura funkciju. Tauku satura noteikSanai jaizmanto piemérotas metodes (Sim nolikam
japielago dazas no eso$ajim metodém, pieméram, atsauce (31) un (58)). Sajas metod@s izmanto hloroforma/
metilspirta ekstrakcijas panémienu. Tomér, lai izvairitos no hloru saturosu skidinataju izmantosanas, jaizmanto
pielagota Bligh un Dyer metode (9), ka aprakstits atsaucé (17). Ta ka dazadas metodes var nenodrosinat
identiskas vértibas, ir svarigi sniegt siku informaciju par izmantoto metodi. Kad iespgjams, t. i., ja ir pieejami
pietickami tarpu audi, tauku analizi vélams veikt tam pasam paraugam vai ekstraktam, ko izmantoja testéjamas
kimiskas vielas analizei, jo tauki nereti ir janonem no ekstrakta, pirms to var analizét hromatografiski (49). Var
arl izmantot kontroles dzivniekus, lai noteiktu tauku saturu, ko péc tam var izmantot, lai normalizétu BAF
vértibas. ST pédéja minéta pieeja samazina aprikojuma piesarnosanu ar testéjamo kimisko vielu.

DATI UN PARSKATU SAGATAVOSANA
Rezultatu apstrade

Testéjamas kimiskas vielas uzpemsanas likni iegast, grafiski attélojot tas koncentraciju tarpos | uz tarpiem
uznems$anas fazé attieciba pret laiku aritmétiska skala. Kad likne ir sasniegusi plato vai stabilu stavokli (sk.
definicijas 1. papildindjuma), stabila stavokla bioakumulacijas koeficientu (turpmak — BAFss) aprékina $adi:

C, stabila stavokli vai uznemsanas fazes beigas (vidéjais)

C; stabila stavokli vai uznemsanas fazes beigas (vidéjais)

C, ir testéjamas kimiskas vielas koncentracija testésanas organisma.

C, ir testgjamas kimiskas vielas koncentracija augsné.

Ja stabils stavoklis netiek sasniegts, BAFss vieta janosaka BAFK, pamatojoties uz atruma konstantém, ka aprak-
stits turpmak:

— nosaka akumulacijas koeficientu (BAFy) ka attiecibu k/k,,

— uzpems$anas un noardisanas atrumus ir vélams aprékinat vienlaikus (sk. 2. papildinajuma 11. vienadojumu),

— noardisanas atruma konstanti (k,) parasti nosaka no noardisanas liknes (t. i., testéjamas vielas koncentracijas
tarpos noardiSanas fazé grafiska attélojuma); péc tam aprékina uznemsanas atruma konstanti (k), nemot
véra k, un C, vértibu, ko iegist no uznemsanas liknes, sk. 2. papildinajumu, kur sniegts $o metozu apraksts;
BAFy un atruma konstansu k, un k, iegfiSanai vélams izmantot nelinearas parametru aprékinasanas metodes
datord; ja noardiSanas acimredzami nav pirmas kartas noardisanas, jaizmanto sarezgitaki modeli.

Testésanas parskats

TestéSanas parskata jaieklauj $ada informacija:
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Testgjama kimiska viela:

jebkada pieejama informacija par testéjamas kimiskas vielas akaitu vai ilgtermina toksicitati (pieméram, EC,,
LC, NOEQ) attieciba uz augsné dzivojosiem mazsartarpiem,

tiriba, fizikalas ipasibas un fizikalas un kimiskas ipasibas, pieméram, log K., skidiba tdeni,

kimiskas identifikacijas dati, testéjamas vielas avots un ikviena izmantota Skidinataja koncentracija un
identitate,

ja izmanto radioaktivi markétu testéjamo kimisko vielu, markéto atomu preciza atraSanas vieta, Ipatnéja
radioaktivitate un radiokimiska tiriba.

Testesanas sugas:

zinatniskais nosaukums, paveids, avots, jebkada ieprickigja apstrade, aklimatizacija, vecums, izméra diapa-
zons utt.

Testésanas apstakli:

izmantota testéSanas procedﬁra,

izmantota apgaismojuma veids un raksturlielumi, ka ar periods(-i),

testéSanas plans (pieméram, testéSanas trauku skaits un izmérs, augsnes masa un augsnes slana augstums,
atkartojumu skaits, tarpu skaits katra atkartojuma, testéSanas koncentraciju skaits, uznemsanas un noardi-
Sanas fazu ilgums un paraugu nemsanas regularitate),

testéSanas trauku materiala izvéles pamatojums,

testéjamas vielas sagatavosanas un pievieno$anas metode, ka ari konkrétas metodes izvéles pamatojums,

testéSanas nominalas koncentracijas, izmérito vértibu vidgjie lielumi un to standartnovirzes testéSanas trau-
kos, ka ar1 o vertibu iegiisanas metode,

maksligas augsnes sastavdalu avots vai, ja izmanto dabigas barotnes, augsnes izcelsme, jebkadas iepriekscjas
apstrades apraksts, kontroles trauku rezultati (izdzivosana, biomasas attistiba, vairo$anas), augsnes rakstur-
lielumi (pH, kopgjais organiska oglekla saturs, dalinu lieluma sadalijums (smil$u, saneu un malu ipatsvars),

WHC,,,,, idens satura Ipatsvars testéSanas sakuma un beigds, ka arl jebkadi citi veiktie mérfjumi),

sika informacija par augsnes un tarpu paraugu apstradi, ari par sagatavosanas, glabasanas un piesatinasanas
procediiram, ekstrakciju un analitiskajam procedfiram (un precizitati), ko izmantoja attieciba uz testéjamo
vielu tarpos un augsné, ka ari par tauku saturu (ja to nosaka) un testéjamas vielas atguvi.

Rezultati:

kontroles grupu tarpu un katra testéSanas trauka tarpu mirstiba, ka ari jebkada novérota darbibas anomalija
(pieméram, izvairiSanas no augsnes, nevairo$anas bioakumulécijas testa ar enhitreidiem),

augsnes un testéanas organismu saussvara un mitra svara attieciba (noder normalizacijai),

tarpu mitrais svars katra paraugu pemsanas reiz€; sliekam — mitrais svars testéSanas sakuma un katra
paraugu nemsanas reiz€ pirms un péc zarnu iztiriSanas,

testéSanas organismu tauku saturs (ja to nosaka),
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— liknes, kas attélo testéjamas kimiskas vielas uzpem$anas un noardisanas kinétiku tarpos un laiku, kur§
vajadzigs, lai sasniegtu stabilu stavokli,

— C, un C (ar standartnovirzi un diapazonu, ja vajadzigs) visam paraugu nemsanas reizém (C, izsaka g/kg visa
kermena mitra un saussvara, C, izsaka glkg augsnes mitra un saussvara); ja ir vajadzigs biocenozes un
augsnes akumulacijas koeficients (turpmak — BSAF) (pieméram, lai salidzinatu rezultatus no diviem vai
vairakiem testiem, kas veikti ar dzivniekiem ar dazadu tauku saturu), C, var papildus izteikt ka g/kg™!
organisma tauku satura, savukart C, var izteikt ka g/kg™! augsnes organiska oglekla,

— BAF (kas izteikts ka kg augsnes/kg™! tarpu), augsnes uznemsanas atruma konstante k (izteikta ki g augsnes|
kg! tarpu diend) un noardisanas atruma konstante k, (uz dienu); papildus var noradit BSAF (izteikts ka kg
augsnes neorganiska ogleklajkg™ tarpu tauku satura),

— ja noteikti — kimiskas pamatvielas, metabolitu un saistitu atlieku Ipatsvari (t. i., test§jamas kimiskas vielas
Ipatsvars, ko nevar ekstrahét ar parastam ekstrakcijas metodém), kas noteikti augsné un testéSanas dzivnie-
kos,

— datu statistiskajai analizei izmantotas metodes.
Rezultatu novertesana:
— rezultatu atbilstiba 17. punkta uzskaititajiem deriguma kritérijiem,

— neparedz@ti vai neparasti rezultati, pieméram, testéjamas kimiskas vielas nepilniga noardiSanas testéSanas
dzivniekos.

LITERATURA

(1) Amorim M (2000). Chronic and toxicokinetic behavior of Lindane (y-HCH) in the Enchytraeid Enchytraeus
albidus. Master thesis, University Coimbra.

(2) ASTM (2000). Standard guide for the determination of the bioaccumulation of sediment-associated contami-
nants by benthic invertebrates. American Society for Testing and Materials, E 1688-00a.

(3) ASTM International (2004). Standard guide for conducting laboratory soil toxicity or bioaccumulation tests
with the Lumbricid earthworm Eisenia fetida and the Enchytraeid potworm Enchytraeus albidus. ASTM Interna-
tional, E1676-04: 26 pp.

(4) Beek B, Boehling S, Bruckmann U, Franke C, Joehncke U, Studinger G (2000). The assessment of bioaccumu-
lation. In Hutzinger, O. (editor), The Handbook of Environmental Chemistry, Vol. 2 Part J (Vol. editor: B. Beek):
Bioaccumulation — New Aspects and Developments. Springer-Verlag Berlin Heidelberg: 235-276.

(5) Belfroid A, Sikkenk M, Seinen W, Van Gestel C, Hermens ] (1994). The toxicokinetic behavior of chloroben-
zenes in earthworms (Eisenia andrei): Experiments in soil. Environ. Toxicol. Chem. 13: 93-99.

(6) Belfroid A, Van Wezel A, Sikkenk M, Van Gestel C, Seinen W & Hermens | (1993). The toxicokinetic behavior
of chlorobenzenes in earthworms (Eisenia andrei): Experiments in water. Ecotox. Environ. Safety 25: 154-165.

(7) Belfroid A, Meiling J, Drenth H, Hermens ], Seinen W, Van Gestel C (1995). Dietary uptake of superlipophilic
compounds by earthworms (Eisenia andrei). Ecotox. Environ. Safety 31: 185-191.

(8) Bell AW (1958). The anatomy of Enchytraeus albidus, with a key to the species of the genus Enchytraeus. Ann.
Mus. Novitat. 1902: 1-13.

(9) Bligh EG and Dyer W] (1959). A rapid method of total lipid extraction and purification. Can. J. Biochem.
Pysiol. 37: 911-917.

(10) Bouche M (1972). Lombriciens de France. Ecologie et Systematique. INRA, Annales de Zoologie-Ecologie
animale, Paris, 671 p.



19.3.2014.

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

L 81/241

(11) Bruns E, Egeler Ph, Moser T, Rombke ], Scheffczyk A, Spérlein P (2001a). Standardisierung und Validierung
eines Bioakkumulationstests mit terrestrischen Oligochaeten. Report to the German Federal Environmental
Agency (Umweltbundesamt Berlin), R&D No.: 298 64 416.

(12) Bruns E, Egeler Ph, Rombke ] Scheffczyk A, Sporlein P (2001b). Bioaccumulation of lindane and hexachloro-
benzene by the oligochactes Enchytraeus luxuriosus and Enchytraeus albidus (Enchytraeidae, Oligochaeta, Anneli-
da). Hydrobiologia 463: 185-196.

(13) Conder JM and Lanno RP (2003). Lethal critical body residues as measures of Cd, Pb, and Zn bioavailability
and toxicity in the earthworm Eisenia fetida. . Soils Sediments 3: 13-20.

(14) Connell DW and Markwell RD (1990). Bioaccumulation in the Soil to Earthworm System. Chemosphere 20:
91-100.

(15) Didden WAM (1993). Ecology of Terrestrial Enchytraeidae. Pedobiologia 37: 2-29.

(16) Didden W (2003). Oligochaeta, In: Bioindicators and biomonitors. Markert, B.A., Breure, AM. & Zechmeister,
H.G. (eds.). Elsevier Science Ltd., The Netherlands, pp. 555-576.

(17) De Boer J, Smedes F, Wells D, Allan A (1999). Report on the QUASH interlaboratory study on the determi-
nation of total-lipid in fish and shellfish. Round 1 SBT-2, Exercise 1000, EU, Standards, Measurement and
Testing Programme.

—
—
oo

=z

Dietrich DR, Schmid P, Zweifel U, Schlatter C, Jenni-Eiermann S, Bachmann H, Biihler U, Zbinden N (1995).
Mortality of birds of prey following field application of granular carbofuran: A Case Study. Arch. Environ.
Contam. Toxicol. 29: 140-145.

19

-~

Eiropas Parlamenta un Padomes 2006. gada 18. decembra Regula (EK) Nr. 1907/2006, kas attiecas uz kimi-
kaliju registréSanu, verteSanu, licencéSanu un ierobezosanu (REACH) un ar kuru izveido Eiropas Kimikaliju
agentiiru, groza Direktivu 1999/45/EK un atce] Padomes Regulu (EEK) Nr. 793/93 un Komisijas Regulu (EK)
Nr. 148894, ka ari Padomes Direktivu 76/769/EEK un Komisijas Direktivu 91/155/EEK, Direktivu 93/67/EEK,
Direktivu 93/105/EK un Direktivu 2000/21/EK (OV L 396, 30.12.2006., 1. Ipp.).

(20

=

Edwards CA and Bohlen PJ (1996). Biology and ecology of earthworms. Third Edition, Chapman & Hall,
London, 426 pp.

(21) OECD (2008), Bioaccumulation in Sediment-dwelling Benthic Oligochates, Test Guideline No. 315, Guidelines
for the testing of chemicals, OECD, Paris.

(22) Egeler Ph, Gilberg D, Scheffczyk A, Moser Th and Rombke ] (2009). Validation of a Soil Bioaccumulation Test
with Terrestrial Oligochaetes by an International Ring Test (Validierung einer Methode zur standardisierten
Messung der Bioakkumulation mit terrestrischen Oligochaeten). Report to the Federal Environmental Agency
(Umweltbundesamt Dessau-Rosslau), R&D No.: 204 67 458: 149. Ipp. Pieejams lejupieladésanai: http://www.
oecd.org/dataoecd/12/20[42552727 pdf.

23

=

Elmegaard N and Jagers op Akkerhuis GAJM (2000). Safety factors in pesticide risk assessment, Differences in
species sensitivity and acute-chronic relations. National Environmental Research Institute, NERI Technical
Report 325: 57 pp.

(24) Environment Canada (1995). Guidance document on measurement of toxicity test precision using control
sediments spiked with a reference toxicant. Environmental Protection Series Report EPS 1/RM/30.

(25) EPPO (2003). Environmental Risk Assessment scheme for plant protection products. Soil organisms and
functions, EPPO (European Plant Protection Organization) Standards, Bull, OEPP/EPPO 33: 195-208.

(26) Franke C (1996). How meaningful is the bioconcentration factor for risk assessment? Chemosphere 32:
1897-1905.


http://www.oecd.org/dataoecd/12/20/42552727.pdf
http://www.oecd.org/dataoecd/12/20/42552727.pdf

L 81/242

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

19.3.2014.

(27) Franke C, Studinger G, Berger G, Bohling S, Bruckmann U, Cohors-Fresenborg D, Johncke U (1994). The
assessment of bioaccumulation. Chemosphere 29: 1501-1514.

(28) Fiill C (1996). Bioakkumulation und Metabolismus von -1,2,3,4,5,6-Hexachlorcyclohexan (Lindan) und 2-(2,4-
Dichlorphenoxy)-propionsdure (Dichlorprop) beim Regenwurm Lumbricus rubellus (Oligochaeta, Lumbricidae).
Dissertation University Mainz, 156 S.

(29) Ell C, Schulte C, Kula C (2003). Bewertung der Auswirkungen von Pflanzenschutzmitteln auf Regenwiirmer.
UWSF — Z. Umweltchem, Okotox. 15: 78-84.

(30) Gabric A.J, Connell DW, Bell PRF (1990). A kinetic model for bioconcentration of lipophilic compounds by
oligochaetes. Wat. Res. 24: 1225-1231.

(31) Gardner WS, Frez WA, Cichocki EA, Parrish CC (1985). Micromethods for lipids in aquatic invertebrates.
Limnology and Oceanography 30: 1099-1105.

(32) Hawker DW and Connell DW (1988). Influence of partition coefficient of lipophilic compounds on biocon-
centration kinetics with fish. Wat. Res. 22: 701-707.

(33) Hund-Rinke K and Wiechering H (2000). Earthworm avoidance test for soil assessments: An alternative for
acute and reproduction tests. J. Soils Sediments 1: 15-20.

(34) Hund-Rinke K, Rombke ], Riepert F, Achazi R (2000). Beurteilung der Lebensraumfunktion von Boden mit
Hilfe von Regenwurmtests. In: Toxikologische Beurteilung von Bdden. Heiden, S., Erb, R., Dott, W. & Eisen-
traeger, A. (eds.), Spektrum Verl., Heidelberg, 59-81.

(35) 1SO 11268-2 (1998) Soil Quality — Effects of pollutants on earthworms (Eisenia fetida). Part 2: Determination
of effects on reproduction.

(36) Jaenike J (1982). “Eisenia foetida” is two biological species. Megadrilogica 4: 6-8.

(37) Jager T (1998). Mechanistic approach for estimating bioconcentration of organic chemicals in earthworms
(Oligochaeta). Environ. Toxicol. Chem. 17: 2080-2090.

(38) Jager T, Sanchez PA, Muijs B, van der Welde E, Posthuma L (2000). Toxicokinetics of polycyclic aromatic
hydrocarbons in Eisenia andrei (Oligochaeta) using spiked soil. Environ. Toxicol. Chem. 19: 953-961.

(39) Jager T, Baerselman R, Dijkman E, De Groot AC, Hogendoorn EA, DeJong A, Kruitbosch JAW, Peijnenburg W |
G. M (2003a). Availability of polycyclic aromatic hydrocarbons to earthworms (Eisenia andrei, Oligochaeta) in
field-polluted soils and soil-sediment mixtures. Environ. Toxicol. Chem. 22: 767-775.

(40) Jager T, Fleuren RLJ, Hoogendoorn E, de Korte G (2003b). Elucidating the routes of exposure for organic
chemicals in the earthworm, Eisenia andrei (Oligochaeta). Environ. Sci. Technol. 37: 3399-3404.

(41) Janssen MPM, Bruins A, De Vries TH, Van Straalen NM (1991). Comparison of cadmium kinetics in four soil
arthropod species. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 20: 305-312.

(42) Kasprzak K (1982). Review of enchytraeid community structure and function in agricultural ecosystems.
Pedobiologia 23: 217-232.

(43) Khalil AM (1990). Aufnahme und Metabolismus von '“C-Hexachlorbenzol und '*C-Pentachlornitrobenzol in
Regenwiirmern. Dissertation University Miinchen, 137 S.

(44) Landrum PF (1989). Bioavailability and toxicokinetics of polycyclic aromatic hydrocarbons sorbed to sediments
for the amphipod Pontoporeia hoyi. Environ. Sci. Toxicol. 23: 588-595.



19.3.2014.

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

L 81/243

(45) Marinussen MPJC, Van der Zee SEATM, De Haan FA (1997). Cu accumulation in Lumbricus rubellus under
laboratory conditions compared with accumulation under field conditions. Ecotox. Environ. Safety 36: 17-26.

(46) Mount DR, Dawson TD, Burkhard LP (1999). Implications of gut purging for tissue residues determined in
bioaccumulation testing of sediment with Lumbriculus variegates. Environ. Toxicol. Chem. 18: 1244-1249.

(47) Nendza M (1991). QSARs of bioaccumulation: Validity assessment of log K, [log BCF correlations, In: R. Nagel
and R. Loskill (eds.): Bioaccumulation in aquatic systems, Contributions to the assessment, Proceedings of an
international workshop, Berlin 1990, VCH, Weinheim.

(48) Sa pielikuma C.8. nodala “Toksicitates noteiksana sliekam”.

(49) $a pielikuma C.13. nodala “Biokoncentracija — caurpliides tests ar zivim”.

(50) Sa pielikuma C.21. nodala “Augsnes mikroorganismi — slapekla transformacijas tests”.

(51) OECD (2004a), Enchytraeid reproduction test, Test Guideline No. 220, Guidelines for the testing of chemicals,
OECD, Paris.

(52) Oecd (2004b), Earthworm reproduction test (Eisenia fetida|Eisenia Andrei), Test Guideline No. 222, Guidelines
for the testing of chemicals, OECD, Paris.

(53) OECD (2008), Bioaccumulation in Sediment-dwelling Benthic Oligochates, Test Guideline No. 315, Guidelines
for the testing of chemicals, OECD, Paris.

(54) Petersen H and Luxton M (1982). A comparative analysis of soil fauna populations and their role in decom-
position processes. Oikos 39: 287-388.

(55) Phillips DJH (1993). Bioaccumulation. In: Handbook of Ecotoxicology Vol. 1. Calow P. (ed.). Blackwell Scien-
tific Publ., Oxford. 378-396.

(56) Pflugmacher | (1992). Struktur-Aktivititsbestimmungen (QSAR) zwischen der Konzentration von Pflanzens-
chutzmitteln und dem Octanol-Wasser-Koeffzienten UWSF- Z. Umweltchem. Okotox. 4: 77-81.

(57) Posthuma L, Weltje L, Anton-Sanchez FA (1996). Joint toxic effects of cadmium and pyrene on reproduction
and growth of the earthworm Eisenia fetida. RIVM Report No. 607506001, Bilthoven.

(58) Randall RC, Lee Il H, Ozretich RJ, Lake JL, Pruell R] (1991). Evaluation of selected lipid methods for normali-
sing pollutant bioaccumulation. Environ.Toxicol. Chem. 10: 1431-1436.

(59) Rombke ], Egele, P, Full C (1998). Literaturstudie iiber Bioakkumulationstests mit Oligochaeten im terrestris-
chen Medium. UBA-Texte 28/98, 84 S.

(60) Rombke J and Moser Th (1999). Organisation and performance of an international ring-test for the validation
of the Enchytraeid reproduction test. UBA-Texte 4/99: 373 pp.

(61) Rombke J, Riepert F, Achazi R (2000). Enchytraeen als Testorganismen, In: Toxikologische Beurteilung von
Boden. Heiden, S., Erb, R., Dott, W. & Eisentraeger, A. (eds.). Spektrum Verl., Heidelberg. 105-129.

(62) Romijn CA.FM, Luttik R, Van De Meent D, Slooff W,Canton JH (1993). Presentation of a General Algorithm to
Include Effect Assessment on Secondary Poisoning in the Derivation of Environmental Quality Criteria, Part 2:
Terrestrial food chains. Ecotox. Envir. Safety 27: 107-127.



L 81/244

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

19.3.2014.

(63) Sample BE, Suter DW, Beauchamp JJ, Efroymson RA (1999). Literature-derived bioaccumulation models for
earthworms: Development and validation. Environ. Toxicol. Chem. 18: 2110-2120.

(64) Schlosser H-J and Riepert F (1992). Entwicklung eines Priifverfahrens fiir Chemikalien an Bodenraubmilben
(Gamasina), Teil 2: Erste Ergebnisse mit Lindan und Kaliumdichromat in subletaler Dosierung. Zool. Beitr. NF
34: 413-433.

(65) Schmelz R and Collado R (1999). Enchytraeus luxuriosus sp. nov., a new terrestrial oligochaete species (Enchyt-
raeide, Clitellata, Annelida). Carolinea 57: 93-100.

(66) Sims R W and Gerard BM (1985). Earthworms, In: Kermack, D. M. & Barnes, R. S. K. (Hrsg.): Synopses of the
British Fauna (New Series) No. 31. 171 S. London: E. J. Brill/Dr. W. Backhuys.

(67) Sousa JP, Loureiro S, Pieper S, Frost M, Kratz W, Nogueira AJA, Soares AMVM (2000). Soil and plant diet
exposure routes and toxicokinetics of lindane in a terrestrial isopod. Environ. Toxicol. Chem. 19: 2557-2563.

(68) Spacie A and Hamelink JL (1982). Alternative models for describing the bioconcentration of organics in fish.
Environ. Toxicol. Chem. 1, 309-320.

(69) Stephenson GL, Kaushik A, Kaushik NK, Solomon KR, Steele T, Scroggins RP (1998). Use of an avoidance-
response test to assess the toxicity of contaminated soils to earthworms. In: Advances in earthworm ecoto-
xicology. S. Sheppard, J. Bembridge, M. Holmstrup, L. Posthuma (eds.). Setac Press, Pensacola, 67-81.

(70) Sterenborg I, Vork NA, Verkade SK, Van Gestel CAM, Van Straalen NM (2003). Dietary zinc reduces uptake
but not metallothionein binding and elimination of cadmium in the springtail Orchesella cincta. Environ.
Toxicol. Chemistry 22: 1167-1171.

(71) UBA (Umweltbundesamt) (1991). Bioakkumulation - Bewertungskonzept und Strategien im Gesetzesvollzug.
UBA-Texte 42/91. Berlin.

(72) US EPA (2000). Methods for measuring the toxicity and bioaccumulation of sediment-associated contaminants
with freshwater invertebrates. Second Edition, EPA 600/R-99/064, US, Environmental Protection Agency,
Duluth, MN, March 2000.

(73) Van Brummelen TC and Van Straalen NM (1996). Uptake and elimination of benzo(a)pyrene in the terrestrial
isopod Porcellio scaber. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 31: 277-285.

(74) Van Gestel CAM. (1992). The influence of soil characteristics on the toxicity of chemicals for earthworms; a
review, In: Ecotoxicology of Earthworms (Ed. Becker, H, Edwards, PJ, Greig-Smith, PW & Heimbach, F).
Intercept Press, Andover (GB).

(75) Van Gestel CA and Ma W-C (1990). An approach to quantitative structure-activity relationships (QSARs) in
earthworm toxicity studies. Chemosphere 21: 1023-1033.

(76) Van Straalen NM, Donker MH, Vijver MG, van Gestel CAM (2005). Bioavailability of contaminants estimated
from uptake rates into soil invertebrates. Environmental Pollution 136: 409-417.

(77) Venter ]M and Reinecke AJ (1988). The life-cycle of the compost-worm Eisenia fetida (Oligochaeta). South
African ]. Zool. 23: 161-165.

(78) Vijver MG, Vink JPM, Jager T, Wolterbeek HT, van Straalen NM, van Geste] CAM (2005). Biphasic elimination
and uptake kinetics of Zn and Cd in the earthworm Lumbricus rubellus exposed to contaminated floodplain soil.
Soil Biol, Biochem. 37: 1843-1851.

(79) Widianarko B and Van Straalen NM (1996). Toxicokinetics-based survival analysis in bioassays using nonper-
sistent chemicals, Environ. Toxicol. Chem. 15: 402-406.



19.3.2014.

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

L 81/245

1. papildingjums

DEFINICIJAS

Bioakumulacija ir testéjamas kimiskas vielas koncentricijas pieaugums organisma vai uz ta attiecibd pret testéjamas
kimiskas vielas koncentraciju apkartéja barotné. Bioakumulacija izriet gan no biokoncentracijas, gan biopalielina§anas
procesa (sk. turpmak).

Biokoncentracija ir testéjamas kimiskas vielas koncentracijas pieaugums organisma vai uz ta, ko izraisa kimiskas vielas
uznemsana tikai no apkartéjas barotnes (t. i., caur kermena virsmu un uznemto augsni), attieciba pret testéjamas kimiskas
vielas koncentraciju apkartéja barotné.

Biopalielinasanas ir testéjamas kimiskas vielas koncentracijas pieaugums organisma vai uz ta, ko galvenokart izraisa
piesarnotas baribas vai laupjjuma uznemsana, attieciba pret testéjamas kimiskas vielas koncentraciju bariba vai laupijuma.
Biopalielina§anas var novest pie testéjamas vielas parvietoSanas vai akumulacijas barosanas tiklos.

Testgjamas kimiskas vielas noardiSanas ir §is kimiskas vielas zudums no testéSanas organisma audiem, pateicoties
aktiviem vai pasiviem procesiem, kas notiek neatkarigi no testéjamas vielas klatesibas vai neesibas apkartéja barotné.

Bioakumulacijas koeficients (BAF) 3 bioakumulacijas testa jebkura uznemsanas fazes laika ir testéjamas kimiskas vielas
koncentracija testéanas organisma vai uz ta (C, g/kg™! tarpu saussvara), ko dala ar testgjamas kimiskas vielas koncen-
triciju apkartéja barotné (C, ka g/kg™! augsnes saussvara); BAF vienibas ir kg augsnes/kg™! tarpu.

Stabila stavokla bioakumulacijas koeficients (BAF,) ir BAF stabila stavokli un butiski nemainas ilgaka laikposma, Saja
laika nemainoties testgjamas kimiskas vielas koncentracijai apkartéja barotné (C, ka g/kg™! augsnes saussvara).

Bioakumulacijas koeficienti, kas aprékinati tiesi no augsnes uznemsanas dtruma konstantes un noardi§anas atruma
konstantes (kg un k., sk. turpmak) attiecibas, ir kinétiskas bioakumulacijas koeficients (BAFy).

Biocenozes un augsnes akumulacijas koeficients (BSAF) ir testéjamas kimiskas vielas ar taukiem normalizéta koncen-
tracija testéSanas organisma vai uz ta, ko dala ar testéjamas kimiskas vielas ar organisko oglekli normalizétu koncentraciju
augsné stabila stavokli. Péc tam C, izsaka ki g/kg™! organisma tauku satura, savukart C, izsaka ki glkg™! augsnes
organiska oglekla satura; BSAF vienibas ir kg organiska oglekla/kg™ tauku.

Plato vai stabils stavoklis ir lidzsvars starp uznemsanas un noardiSanas procesiem, kas notiek vienlaikus ekspozicijas
faze. BAF grafiskaja att€lojuma stabils stavoklis pret laiku ir sasniegts tad, kad likne klast paraléla laika asij un tris secigas
BAF analizes paraugiem, kas nemti vismaz divu dienu intervalos, sava starpa sakrit vismaz + 20 % robezas, un starp
trijiem paraugu nemsanas periodiem nav statistiski batisku at3kiribu. Testgjamam kimiskajam vielam, ko uzpem léni,
piemérotaki intervali ir septinas dienas (49).

Organiska oglekla un iidens sadalisanas koeficients (K, ir kimiskas vielas koncentracijas augsnes organiska oglekla
dala vai uz tas un kimiskas vielas koncentracijas Gideni attieciba lidzsvara stavokli.

Oktanola un widens sadaliSanas koeficients (K,,) ir kimiskas vielas $kidibas n-oktanola un #deni attieciba lidzsvara
stavokli, ko dazreiz izsaka ari ka P. K, logaritmu (log K,,) izmanto ka raditaju kimiskas vielas bioakumulacijas sp&jai
idens organismos.

Uznemsanas vai ekspozicijas faze ir laiks, kurd testéSanas organismi ir paklauti testéjamas kimiskas vielas iedarbibai.

Augsnes uznemsanas atruma konstante (k) ir skaitlisks lielums, kas apraksta testéjamas vielas koncentracijas testéSanas
organisma vai uz ta palielinasanas atrumu, ko izraisa uznemsanas no augsnes faze. k, izsaka g augsnes/kg™! tarpu diena.

—x

NoardiSanas faze ir laiks péc testéSanas organismu parvieto§anas no piesarnotas barotnes uz barotni bez testéjamas
vielas, kura laika péta kimiskas vielas noardisanos (vai neto zudumu) testéSanas organismos.

NoardiSanas atruma konstante (k) ir skaitlisks lielums, kas apraksta testéjamas vielas koncentracijas testéSanas orga-
nisma vai uz ta samazinasanas atrumu péc testéSanas organismu parvieto§anas no barotnes, kura satur testgjamo vielu, uz
barotni bez kimiskajam vielam. k, izsaka uz dienu (d7Y).

Testejama kimiska viela ir jebkada viela vai maisijums, ko testé, izmantojot 3o testéSanas metodi.
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2. papildingjums

Uznemsanas un noardisanas parametru apréekinasana

Bioakumulacijas testa galvenais mérkparametrs ir bioakumulacijas koeficients (turpmak — BAF). Noteikto BAF var apré-
kinat, dalot koncentraciju testéSanas organisma (C,) ar koncentraciju augsné (C,) stabila stavokli. Ja stabilu stavokli
nesasniedz uznemsanas fazé, stabila stavokla bioakumulacijas koeficienta (turpmak — BAFss) vieta no atrumu konstantém
aprékina kinétiskas bioakumulacijas koeficientu (turpmak — BAFy). Tomér janorada, vai BAF pamata ir koncentracijas
stabila stavokli vai ne.

Parasti BAFy, augsnes uznemsanas atruma konstanti (k) un noardiSanas atruma konstanti (k.) iegist, izmantojot neli-
nearas parametru aprékinasanas metodes datora, pieméram, pamatojoties uz modeliem, kas aprakstiti atsaucé (68). Ja tiek
ievadits secigu laika koncentraciju datu kopums un vienadojumu modeli:

k
C, = k—s x Co(1 — et 0<t<t (1. vienadojums)
€
vai
C, = ks C -k (t—tc) -k .t N 2. vienidoi
A= % s(e™e —e e t >t (2. vienadojums)
€
kur:
= Tamickic vi i S ; .
C, = kimiskas vielas koncentracija tarpos (g/kg™ mitra svara vai saussvara);
. = uznemsanas atruma konstante audos (g augsnes/kg™! tarpu diena);
s L= S _ I . .
C, = kimiskas vielas koncentracija augsné (g/kg™" mitra svara vai saussvara);

k. = noardisanas atruma konstante (uz dienu);

t. = laiks uznemsanas fazes beigas,

§is datorprogrammas aprékina BAFy, kg un k, vértibas.

Ja pamatkoncentracija iedarbibai nepaklautos tarpos, pieméram, 0. diena, batiski atskiras no nulles (ta tas var bt,
pieméram, metalu gadijuma), §1 pamatkoncentracija (C, () ir jaietver Sajos vienadojumos, proti, sadi:

k.
C, =Capo +k—s x Co(1 — et 0<t<t (3. vienadojums)
€
un
k
Co=Coo + k—s x Cy(e kel — eket) t>t, (4. vienadojums)

Gadijumos, kad tiek novérota testéjamas kimiskas vielas koncentracijas bitiska samazinasanas augsné uzpemsanas fazes
laika, var izmantot $adus modelus, pieméram, atsauce (67) un (79):

Cy = Cole™) (5. vienadojums)

kur:
C, = kimiskas vielas koncentracija augsné (g/kg™! mitra svara vai saussvara);
ko = degradacijas atruma konstante augsné (uz dienu);

C, = kimiskas vielas sakotnéja koncentracija augsné (g/kg™! mitra svara vai saussvara);

k ~ g
Cazike_skox(ek“tfeke‘) 0<t<t

6. vienadojums)
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C, = L x e Kot _ okgte  ok(t=t0) t> (7. vienadojums)
ke —ko
kur:
C, = kimiskas vielas koncentracija tarpos (g/kg™' mitra svara vai saussvara);
k, = uznemsanas atruma konstante audos (g augsnes/kg tarpu diena);

ko = degradacijas atruma konstante augsné (uz dienu);
= noardisanas atruma konstante (uz dienu);
t. = laiks uznemsanas fazes beigas.

C

Ja stabils stavoklis tiek sasniegts uznemsanas fazeé (t. i., t = o), 1. vienadojumu

K,
C, = X Co(1 — eXeh) 0<t<t (1. vienadojums)
€
var reducét $adi:
=S
a — ke S
vai $adi:
C,/C, = kik. = BAFg (8. vienadojums)

Tada gadijuma k/k, x C ir pieeja, ka noteikt testéjamas vielas koncentraciju tarpu audos stabila stavoklr (C, ).

Biocenozes un augsnes akumulacijas koeficientu (turpmak — BSAF) var aprékinat 3adi:
fOC

BSAF = BAFg *
f]ip

(9. vienadojums),

kur f,. ir augsnes organiska oglekla dala un fy, ir tarpu tauku dala, ko abas ir vélams noteikt no testéSanas laika nemtiem
paraugiem, pamatojoties attiecigi vai nu uz saussvaru, vai mitro svaru.

Noardisanas kinétiku var modelét, izmantojot noardisanas fazes datus un piemérojot turpmak noradito vienadojuma
modeli un uz datoru pamatotu nelinearas parametru aprékinasanas metodi. Ja datu punkti, kas grafiski attéloti attieciba
pret laiku, norada uz testéjamas vielas koncentracijas dzivniekos nepartrauktu eksponencialu samazinasanos, var izmantot
viena nodalijuma modeli (9. vienadojums), lai aprakstitu noardiSanas gaitu laika.

C () = Cuq % e ket (10. vienadojums)

a,ss

Noardisanas procesi daZreiz, izradas, ir divfazu, uzradot C, strauju samazinasanos agrinas fazés, kas péc tam pariet uz
testéjamo vielu 1énaku zudumu noardiSanas velakas fazés, pieméram, atsauce (27) un (68). Abas fazes var interpretét ar
pienémumu, ka organisma ir divi atskirigi nodalijumi, no kuriem test&jama viela izziid atskirigos atrumos. Sados gadi-
jumos jaizpéta konkréta literatiira, pieméram, atsauce (38) (39) (40) un (78).

Izmantojot iepriek$ noraditos vienadojumu modelus, kinétikas parametrus (kg un k) var aprékinat ari viena piegajiena,
vienlaikus piemérojot pirmas kartas kinétikas modeli visiem datiem gan no uznemsanas, gan noardiSanas fazes. Saistiba ar
metodi, kas lautu apvienoti aprékinat uznemsanas un noardiSanas atruma konstantes, var atsaukties uz atsauci (41), (73)
un (70).

Ky
Ke

K
C, = “Cy(1 — e x (m = 1)} + [—S x Cy(eKelmt) _ Kty 5 (m = 2) (11.  vienado-

ke jums)

Piezime. Ja uznemsanas un noardiSanas parametrus nosaka vienlaikus ar apvienotajiem uzpemsanas un noardiSanas
datiem, “m” 11. vienadojuma ir elements, kas lauj datorprogrammai vienadojuma apaksSelementus iedalit attie-
cigas fazes datu kopam un pareizi veikt novértgjumu (m = 1 uznpemsSanas fazei; m = 2 noardiSanas fazei).

Tomér Sie vienadojumu modeli ir jaizmanto piesardzigi, seviski ja testéSanas laika mainas testéjamas kimiskas vielas
biologiska pieejamiba vai (bio)noardisanas spé&ja (sk., pieméram, atsauci (79).)
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3. papildinajums

AUGSNES BIOAKUMULACIJAS TESTU GRAFIKA PIEMERI

Tests ar sliekam

a) Uzpemsanas faze ar astonu paraugu nemsanas datumiem, ko izmanto kinétikas aprékiniem

Diena Darbiba
-6 Sagatavotas augsnes kondicionéana 48 h.
-4 Augsnes dalas piesatinasana ar testégjamas kimiskas vielas skidumu; $kidinataja, ja lietots, iztvai-

koana; samaisiSana ar augsnes sastavdalam; augsnes sadaliSana testéSanas traukos; lidzsvara
iestasanas testéSanas apstaklos Cetras dienas (tris nedélas ar metalu piesatinatai augsnei).

-3 ldz -1 TestéSanas organismu izpemsana no kulttras aklimatizacijai; augsnes sastavdalu sagatavosana un
mitrinaSana.
0 Temperatiiras un augsnes pH noteikSana; augsnes paraugu panemsana no apstradatajiem trau-

kiem un $kidinataju kontroles traukiem, lai noteiktu testéjamas kimiskas vielas koncentraciju;
baribas devas pievienosana; tarpu svérsana un sadaliSana péc nejausibas principa pa testéSanas
traukiem; pietiekamu tarpu apaksparaugu paturéSana, lai noteiktu analitiskas pamatvértibas,
mitro un saussvaru un tauku saturu; visu testéSanas trauku svérsana, lai kontrolétu augsnes
mitrumu; gaisa padeves kontrole, ja izmanto slégtu testéSanas sistému.

1 Gaisa padeves kontrole, tarpu darbibas un temperatiiras registré$ana; augsnes un tarpu paraugu
nemsana, lai noteiktu test§jamas vielas koncentraciju.

2 Tapat ka 1. diena.

3 Gaisa padeves, tarpu darbibas un temperatiiras kontrole.

4 Tapat ka 1. diena.
5-6 Tapat ka 3. diena.

7 Tapat ka 1. diena; baribas devas pievienosana; augsnes mitruma kontrole, atkartoti nosverot

testéSanas traukus un kompensgjot iztvaikojuso tdeni.

8-9 Tapat ka 3. diena.
10 Tapat ka 1. diena.
11-13 Tapat ka 3. diena.
14 Tapat ka 1. diena; baribas devas pievienodana; augsnes mitruma kontrole, atkartoti nosverot

testéSanas traukus un kompensgjot iztvaikojuso tideni.

15-16 Tapat ka 3. diena.
17 Tapat ka 1. diena.
18-20 Tapat ka 3. diena.
21 Tapat ka 1. diena; temperattiras un augsnes pH noteikana; augsnes mitruma kontrole, atkartoti

nosverot testédanas traukus; uznemsanas fazes beigas; tarpu parvietosana no atlikusajiem apstra-
datajiem atkartojumiem uz traukiem ar tiru augsni, lai saktu noardiSanas fazi (bez zarnu iztiri-

Pirmsekspozicijas darbibas (lidzsvara iestasanas faze) japaredz, nemot véra testgjamas kimiskas
vielas Ipasibas.

Tresas dienas darbibas ir javeic katru dienu (vismaz darbdienas).
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b) NoardiSanas faze

Diena Darbiba
-6 Augsnes sastavdalu sagatavo$ana un mitrinasana; sagatavotas augsnes kondicioné$ana 48 h.
-4 Augsnes sastavdalu samaisiSana; augsnes sadaliSana pa testéSanas traukiem; inkubacija testa

apstaklos Cetras dienas.

0 (uznemsanas
fazes beigas)

Temperatiiras un augsnes pH noteikSana; tarpu svérsana un sadaliSana péc nejausibas principa pa
testéSanas traukiem; baribas devas pievienoSana; tarpu parvietosana no atlikusajiem apstradata-
jiem atkartojumiem uz traukiem ar tiru augsni; augsnes un tarpu paraugu nemsana péc 4-6 h, lai
noteiktu testéjamas kimiskas vielas koncentraciju.

1 Gaisa padeves kontrole, tarpu darbibas un temperatiiras registréSana; augsnes un tarpu paraugu
nemsana, lai noteiktu test§jamas kimiskas vielas koncentraciju.
2 Tapat ka 1. diena.
3 Gaisa padeves, tarpu darbibas un temperatiiras kontrole.
4 Tapat ka 1. diena.
5-6 Tapat ka 3. diena.
7 Tapat ka 1. diena; baribas devas pievienosana; augsnes mitruma kontrole, atkartoti nosverot
testéSanas traukus un kompenséjot iztvaikojuso tideni.
8-9 Tapat ka 3. diena.
10 Tapat ka 1. diena.
11-13 Tapat ka 3. diena.
14 Tapat ka 1. diena; baribas devas pievienosana; augsnes mitruma kontrole, atkartoti nosverot
testéSanas traukus un kompensgjot iztvaikojuso tdeni.
15-16 Tapat ka 3. diena.
17 Tapat ka 1. diena.
18-20 Tapat ka 3. diena.
21 Tapat ka 1. diena; temperatiiras un augsnes pH noteiksana; augsnes mitruma kontrole, atkartoti

nosverot testéSanas traukus; augsnes un tarpu paraugu nemsana no $kidinatdja kontroles trau-
kiem.

Augsne pirms noardiSanas fazes sakuma jasagatavo tapat ka pirms uznemsanas fazes.

Tresas dienas darbibas ir javeic katru dienu (vismaz darbdienas).

Tests ar enhitreidiem

a) UznemgSanas faze ar

astonu paraugu nemsanas datumiem, ko izmanto kinétikas aprékiniem

Diena Darbiba
-6 Sagatavotas augsnes kondicionésana 48 h.
-4 Augsnes dalas piesatinasana ar testéjamas kimiskas vielas skidumu; $kidinataja, ja lietots, iztvai-

koSana; samaisiSana ar augsnes sastavdalam; augsnes sadaliSana testéSanas traukos; lidzsvara
iestaanas testéSanas apstaklos Cetras dienas (tris nedélas ar metalu piesatinatai augsnei).
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Diena Darbiba
-3 ldz -1 Testésanas organismu iznemsana no kultdiras aklimatizacijai; augsnes sastavdalu sagatavosana un
mitrinasana.

0 Temperatiiras un augsnes pH noteikSana; augsnes paraugu panemsana no apstradatajiem trau-
kiem un $kidinataju kontroles traukiem, lai noteiktu testéjamas kimiskas vielas koncentraciju;
baribas devas pievienosana augsnei; tarpu svérSana un sadaliSana péc nejausibas principa pa
testéSanas traukiem; pietiekamu tarpu apaksparaugu paturéSana, lai noteiktu analitiskas pamat-
vértibas, mitro un saussvaru un tauku saturu; visu test€Sanas trauku svérSana, lai kontrolétu
augsnes mitrumu; gaisa padeves kontrole, ja izmanto slégtu testéSanas sistému.

1 Gaisa padeves kontrole, tarpu darbibas un temperatiiras registréSana; augsnes un tarpu paraugu
nemsana, lai noteiktu testéjamas vielas koncentraciju.

2 Tapat ka 1. diena.

3 Gaisa padeves, tarpu darbibas un temperatiiras kontrole.

4 Tapat ka 1. diena.

5-6 Tapat ka 3. diena.

7 Tapat ka 1. diena; baribas devas pievieno$ana augsnei; augsnes mitruma kontrole, atkartoti
nosverot testéSanas traukus un kompensgjot iztvaikojuso tdeni.

9 Tapat ka 1. diena.

10 Tapat ka 3. diena.

11 Tapat ka 1. diena.

12-13 Tapat ka 3. diena.
14 Tapat ka 1. diena; baribas devas pievienoSana augsnei; temperatiiras un augsnes pH noteikSana;

augsnes mitruma kontrole, atkartoti nosverot testéanas traukus; uznemsanas fazes beigas; tarpu
parvieto$ana no atlikuSajiem apstradatajiem atkartojumiem uz traukiem ar tiru augsni, lai saktu
noardiSanas fazi (bez zarnu iztiri§anas); augsnes un tarpu paraugu nemsana no Skidinataja
kontroles traukiem.

Pirmsekspozicijas darbibas (lidzsvara iestasanas faze) japaredz, nemot véra testgjamas kimiskas
vielas Tpasibas.

Tresas dienas darbibas ir javeic katru dienu (vismaz darbdienas).
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4. papildinajums

Maksliga augsne — sagatavosanas un glabasanas ieteikumi

Ta ka visu gadu var nebdt pieejamas dabigas augsnes no konkréta avota un ta ka vietgjie organismi, ka ari mikropie-
sarnotaju klatesiba var ietekmét testéSanu, 3aja testa ir ieteicams izmantot maksligu substratu, proti, maksligu augsni
saskana ar $a pielikuma C.8. nodalu “Toksicitates noteikSana sliekam”(48). Vairakas testéSanas sugas spgj izdzivot, augt un
vairoties 3ada augsné, turklat ir nodrosinata péc iesp&jas lielaka standartizacija, ka ari testéSanas un kultivéanas apstaklu
salidzinamiba laboratorijas ietvaros un starp laboratorijam.

Augsnes sastavdalas

Kiidra 10 % Sfagnu kudra saskana ar ESAO Pamatnostadném Nr. 207 (48).

Kvarca smiltis 70 % Ripnieciskas kvarca smiltis (izzavétas ar gaisu); dalinu izmérs: vairak neka
50 % dalinu jabat 50-200 pm diapazona, bet visam dalinam jabit < 2 mm.

Kaolina mali 20 % Kaolinita saturs: > 30 %.

Kalcija karbonats <1% CaCOs3, pulverizéts, kimiski tirs.

Ir iesp&jams ari samazinat maksligas augsnes organiska oglekla saturu, pieméram, samazinot kidras saturu lidz 4-5 % no
sausas augsnes un attiecigi palielinot smil§u saturu. Sadi samazinot organiska oglekla saturu, var samazinat testéjamas
kimiskas vielas adsorbcijas iespéjas augsné (organiskaja oglekli) un palielinat testéjamas kimiskas vielas pieejamibu tarpiem
(74). Ir pieradits, ka Enchytraeus albidus un Eisenia fetida var nodrosinat atbilstibu deriguma kritérijiem par vairosanos, ja tos
testé lauka augsné ar zemaku organiska oglekla saturu, pieméram, 2,7 % (33) (61), ka ari ir giita pieredze, ka to var
panakt arf ar maksligu augsni, kuras kidras saturs ir 5 %.

Sagatavosana

Augsnes sausas sastavdalas riipigi samaisa (pieméram, liela izméra laboratorijas maisitaja). Tas jadara aptuveni vienu
nedélu pirms testa sak3anas. Samaisitas augsnes sausas sastavdalas ir jamitrina ar dejonizétu Gdeni vismaz 48 h pirms
testéjamas vielas pievienoSanas, lai lidzsvarotu/stabilizétu skabumu. Lai noteiktu pH, izmanto augsnes un 1 M KCl
$kiduma maisijumu 1:5 attieciba. Ja pH vertiba nav vajadzigaja diapazona (6,0 £ 0,5), augsnei pievieno pietickamu
daudzumu CaCOj; vai sagatavo jaunu augsnes seriju.

Maksligas augsnes maksimalo didens aiztures spéju (turpmak — WHC) nosaka saskana ar ISO 11268-2 (35). Vismaz divas
dienas pirms testa sakSanas sauso maksligo augsni mitrina, pievienojot pietickami daudz dejonizéta vai rekonstituéta
adens, lai iegfitu aptuveni pusi no galiga Gidens satura. Galigajam tdens saturam jabat 40-60 % no maksimalas WHC.
TestéSanas sakuma ieprieks samitrinato augsni sadala tada skaita dalu, cik daudz ir testéSanas koncentraciju un testéSana
izmantoto kontroles trauku, un mitruma saturu korigé 40-60 % apméra no maksimalas tidens aiztures spéjas (turpmak —
WHC,,,,), izmantojot testéjamas vielas $kidumu un/vai pievienojot dejonizétu vai rekonstituétu ddeni. Mitruma saturu
nosaka testéSanas sakuma un beigas (pie 105 °C). Tam jabat optimali piemérotam sugu vajadzibam (mitruma saturu var
parbaudit ari $adi: kad augsni maigi saspiez roka, starp pirkstiem japaradas mazam tdens pilitém).

Glabasana

Maksligas augsnes sausas sastavdalas var uzglabat istabas temperatiira lidz izmantoSanai. Sagatavoto, iepriek§ samitrinato
augsni var uzglabat vésa vieta ne ilgak ka tris dienas pirms tas piesatinaSanas. JacenSas péc iespgjas samazinat Gdens
iztvaikoSanu. Ar test€jamo vielu piesatinata augsne ir jaizmanto nekavéjoties, ja vien nav pieejama informacija, kas norada,
ka konkréto augsni var uzglabat un ka tas neietekmé testgjamas vielas toksicitati un biologisko pieejamibu. Péc tam
piesatinatas augsnes paraugus var uzglabat konkrétajai testéjamajai vielai ieteiktajos apstaklos lidz analizes veikSanai.
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5. papildinajums

Sauszemes mazsartarpu sugas, kas ir ieteicamas testiem par bioakumulaciju no augsnes

Sliekas

leteicama test€Sanas suga ir Eisenia fetida (Savigny, 1826. gads), kas piederiga Lumbricidae dzimtai. Kop$ 1972. gada ta ir
iedalita divas apakssugas (Eisenia fetida un Eisenia andrei (10)). Saskana ar Jaenike (36) tas ir istas, atseviSkas sugas. Eisenia
fetida var viegli atpazit péc tas gaisi dzeltenajam starpposmu svitram, savukart Eisenia andrei ir vienveidiga, tumsi sarkana
krasa. Sakotngji §is sugas, visticamak, izveidojusas Melnas jiras regiona, tacu paslaik sastopamas visa pasaule, it seviski
antropogéni izmainitas dzivotnés, pieméram, komposta kaudzés. Abas sugas var izmantot ekotoksikologijas un bioaku-
mulacijas testiem.

Eisenia fetida un Eisenia andrei ir plasi pieejamas, pieméram, ka zivju ésma. Salidzinajuma ar citam Lumbricidae dzimtas
sliekam tam ir iss dzives cikls, un briedumu tas sasniedz aptuveni 2-3 ménesu laika (istabas temperatiira). To optimala
vides temperatiira ir aptuveni 20-24 °C. Tas dod prieksroku saméra mitriem substratiem ar gandriz neitralu pH un augstu
organiska materiala saturu. Ta ka §is sugas ir tikusas plasi izmantotas standartizétos ekotoksikologijas testos jau aptuveni
25 gadus, to kultivésana ir stabili iedibinata (48) (77).

Abas sugas var audzet daudzas dazadas dzivnieku izcelsmes atliekas. leteicama pavairosanas barotne saskana ar ISO (35)
ir 50:50 maisfjums no zirgu vai liellopu mésliem un kidras. Barotnes pH vértibai jabat aptuveni 6-7 (korigé ar kalcija
karbonatu), jabait zemai jonu vaditspéjai (zem 6 mS/cm vai sals koncentracija zem 0,5 %), un ta nedrikst bat parmérigi
piesarnota ar amonjaku vai dzivnieku urinu. Turklat var izmantot tirdznieciba pieejamu darzniecibas augsni bez piedevam
vai maksligu augsni saskana ar ESAO (48), vai 50:50 3o abu substratu maisijumu. Substratam jabat mitram, bet ne parak
slapjam. Ir piemérotas pavairo§anas kastes ar 10-50 litru tilpumu.

Lai iegiitu standarta vecuma un svara tarpus, kultivéSanu ieteicams sakt ar kokoniem. Tapéc pavairoSanas kasté ar svaigu
substratu ielaiz pieaugu$us tarpus, lai tie izveidotu kokonus. Praktiska pieredze ir paradijusi, ka populacijas blivums
aptuveni 100 pieaugu$u tarpu apméra uz kilogramu substrata (mitrais svars) nodrosina labus vairoSanas raditajus. Péc
28 dienam pieaugusos tarpus iznem no kastes. No kokoniem izskilusas sliekas izmanto testéSana, kad tas ir nobriedusas
vismaz péc diviem ménesiem, bet ne vélak ka péc 12 ménesiem.

leprieks aprakstito sugu tarpus var uzskatit par veseligiem, ja tie parvietojas cauri substratam, necensas substratu pamest
un nepartraukti vairojas. Loti 1éna parvietoSanas vai dzeltena aizmugures dala (Eisenia fetida gadijuma) liecina par substrata
noplicinaganos. Tada gadijuma ieteicams svaigs substrats un/vai mazaks skaits dzivnieku viena kasté.
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Enhitreidi

leteicama testéSanas suga ir Enchytraeus albidus (Henle, 1837. gads) (baltie tarpi). Enchytraeus albidus ir viena no lielakajam
(idz 15 mm) sugam posmtarpu mazsartarpu Enchytraeidae dzimta un ir sastopama visa pasaulé, pieméram, atsauce (8).
Enchytraeus albidus ir sastopama jiras, saldiidens un zemes dzivotnés, galvenokart triido$as organiskas vielas (juraszale,
komposts) un reti plavas (42). Sis sugas sastopamiba loti dazadas ekosistémas un dazas morfologiskas variacijas liecina, ka
tai varétu but dazadas ciltis.

Enchytraeus albidus ir pieejama tirdznieciba, to pardod ka zivju baribu. Ir japarbauda, vai kultira nav piesarpota ar citu
kult@iru, parasti ar mazakam sugam (60). Ja notikusi piesarno$anas, visi tarpi ir janomazga ar Gdeni Petri trauka. Péc tam
izvélas lielus pieaugusus Enchytraeus albidus ipatnus (izmantojot stereomikroskopu), lai uzsaktu kultivéSanu. No visiem
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pargjiem tarpiem atbrivojas. Sis sugas dzives cikls ir Tss, jo briedums tiek sasniegts 33. diena (pie 18 °C) lidz 74. diena (pie
12 °C). Testésanai jaizmanto tikai tadas kultdiras, kas ir noturétas laboratorija vismaz piecas nedélas (viena paaudze) un
nav uzradijusas problémas.

Ir piemérotas ari citas Enchytraeus gints sugas, it seviski Enchytraeus luxuriosus. ST suga ir Tsts augsnes iedzivotdjs, kas ir no
jauna aprakstits atsaucé (65). Ja izmanto citas Enchytraeus sugas, tas ir skaidri jaidentificg un parskata jasniedz pamatojums,
kade] izraudzita §i suga.

Enchytraeus crypticus (Westheide un Graefe, 1992. gads) ir suga, kas piederiga tai paSai grupai, kurai piederiga Enchytraeus
luxuriosus. ST suga nav parliecinosi konstatéta lauka vidé un ir aprakstita tikai saistiba ar slieku kultiirim un komposta
kaudzeém (Rombke, 2003. gads). Tapéc nav zinamas tas sakotnéjas ekologiskas vajadzibas. Tomér nesen veikti laboratorijas
pétijumi ar dazadam lauka augsném ir apstiprinajusi, ka $7 suga Joti labi panes dazadas augsnes Ipasibas, pieméram, pH un
augsnes struktiiru (Jansch et al., 2005. gads). Pédgjos gados T suga ir biezi tikusi izmantota ekotoksikologijas pétijumos,
pateicoties tas pavairo§anas un testéSanas vienkarsibai (pieméram, Kuperman et al., 2003. gads). Tomér §is sugas tarpi ir
maza izméra (3—12 mm; vidgji: 7 mm (Westheide un Miiller, 1996. gads), kas apgriitina darbu ar tiem salidzindjuma ar
Enchytraeus albidus. Izmantojot $o sugu Enchytraeus albidus vietd, testéSanas trauks var bt mazaks, bet tas nav obligati.
Turklat janem véra, ka 31 suga loti atri vairojas un ka vienas paaudzes nobriesanas laiks ir mazak neka 20 dienas 20 £ 2 °C
(Achazi et al., 1999. gads) un pat maziks augstakds temperatiiras.

Enchytraeus albidus sugu enhitreidus (ka ari citas Enchytraeus sugas) var pavairot lielas plastmasas kastés (pieméram, 30 x 60
x 10 cm vai 20 x 12 x 8 cm, kas ir piemérotas maza izméra tarpu kultivéSanai), kuras piepilditas ar maksligas augsnes
maisijumu un tirdznieciba pieejamu, nepiesarnotu darzniecibas augsni bez piedevam. Jaizvairas no komposta materiala
izmanto$anas, jo tas var saturét toksiskas kimiskas vielas, pieméram, smagos metalus. Pavairosanas augsne pirms izman-
to$anas ir jaatbrivo no faunas, tris reizes to sasaldgjot. Var izmantot arf tiru maksligo augsni, bet tada gadijuma vairo3anas
atrums varétu biit lenaks salidzinajuma ar atrumu jauktos substratos. Substrata pH jabat 6,0 + 0,5. Kulttiru tur inkubatora
15 £ 2 °C temperatiira bez gaismas. Katra zina jaizvairas no temperatiiras virs 23 °C. Maksligajai/dabigajai augsnei jabat
mitrai, bet ne slapjai. Kad augsni maigi saspiez roka, japaradas mazam tdens pilitém. Noteikti jaizvairas no bezskabekla
apstakliem (pieméram, ja izmanto vaku, vaka caurumu skaitam jabat pietiekamam, lai nodrosinatu pietickamu gaisa
apmainu). Pavairosanas augsnei ir janodrosina aeracija, to uzmanigi apmaisot reizi nedéla.

Tarpi ir jabaro vismaz reizi nedéla ad libitum ar placinatam auzam, ko izvieto dobuma uz augsnes virsmas un apklaj ar
augsni. Ja tvertné joprojam ir bariba no iepriekséjas barosanas reizes, atbilstigi jakorigé baribas deva. Ja uz atlikusas baribas
izveidojas pelgjumseénites, ta jaaizvieto ar jaunu daudzumu placinatu auzu. Lai stimulétu vairoanos, placinatas auzas reizi
divas nedélas var papildinat ar tirdznieciba pieejamu, vitaminiem bagatinatu olbaltumvielu pulveri. Péc trijiem meénesiem
dzivniekus parvieto uz svaigi sagatavotu kultiru vai pavairo$anas substratu. Placinatas auzas, kas jaglaba hermétiski
noslégtos traukos, ir jaievieto autoklava vai jauzkarsé pirms izmanto3anas, lai izvairitos no infekcijam ar miltu ércém
(pieméram, Glyzyphagus sp., Astigmata, Acaring) vai plésigam ércém (pieméram, Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles, Gamasida,
Acaring). Péc dezinfekcijas baribu samal, lai to varétu viegli izkaisit uz augsnes virsmas. Vél par baribu var izmantot
maizes raugu vai zivju baribu TetraMin®.

Kopuma kultivésanas apstakli ir pietiekami, ja tarpi necenSas pamest substratu, atri parvietojas cauri augsnei, tiem ir
spidiga argja virsma, pie kuras nelip augsnes dalinas, tie ir vairak vai mazak balti un ja ir redzami dazada vecuma tarpi.
Faktiski tarpus var uzskatit par veseligiem, ja tie nepartraukti vairojas.
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