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(Atti mhux legizlattivi)

REGOLAMENTI

REGOLAMENT TAL-KUMMISSJONI (UE) Nru 260/2014
tal-24 ta’ Jannar 2014

li jemenda, bil-ghan 1li jadattah ghall-progress tekniku, ir-Regolament (KE) Nru 440/2008 li
jistabbilixxi metodi ta’ ttestjar skont ir-Regolament (KE) Nru 1907/2006 tal-Parlament Ewropew u
tal-Kunsill dwar ir-registrazzjoni, il-valutazzjoni, l-awtorizzazzjoni u r-restrizzjoni ta’ sustanzi

kimiéi (REACH)

(Test b’relevanza ghaz-ZEE)

IL-KUMMISSJONI EWROPEA,

Wara li kkunsidrat it-Trattat dwar il-Funzjonament tal-Unjoni
Ewropea,

Wara li kkunsidrat ir-Regolament (KE) Nru 1907/2006 tal-Parla-
ment Ewropew u tal-Kunsill tat-18 ta’ Dicembru 2006 dwar ir-
Registrazzjoni, il-Valutazzjoni, 1-Awtorizzazzjoni u r-Restrizz-
joni ta’ Sustanzi Kimi¢i (REACH), li jistabbilixxi Agenzija
Ewropea ghas-Sustanzi Kimic¢i, li jemenda d-Direttiva
1999/45/KE u li jhassar ir-Regolament (KEE) Nru 793/93 u 1-
Regolament tal-Kummissjoni (KE) Nru 1488/94 kif ukoll id-
Direttiva tal-Kunsill 76/769/KEE u d-Direttivi tal-Kummissjoni
91/155/KEE, 93/67/KEE, 93/105/KE u 2000/21/KE (!), b'mod
partikolari I-Artikolu 13(3) tieghu,

Billi:

(1) Ir-Regolament tal-Kummissjoni (KE) Nru 440/2008 (%) fih
il-metodi ta’ ttestjar li jintuzaw biex jigu ddeterminati I-
proprjetajiet fizikokimici, it-tossicita u l-ekotossicita ta’
sustanzi li ghandhom jigu applikati ghall-finijiet tar-Rego-
lament (KE) Nru 1907/2006.

(2)  Jehtieg li r-Regolament (KE) Nru 440/2008 jigi aggornat
biex jinkludi bi prijorita metodi ta’ ttestjar alternattivi
godda u aggornati li gew adottati recentement mill-
OECD, sabiex jinkiseb tnaqgis fl-ghadd ta’ annimali li
jintuzaw ghal skopijiet sperimentali, skont id-Direttiva
2010/63[UE tal-Parlament Ewropew u tal-Kunsill tat-
22 ta’ Settembru 2010 dwar il-protezzjoni tal-annimali
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li jintuzaw ghal skopijiet xjentifici (?) u d-Direttiva tal-
Kunsill 86/609/KEE tal-24 ta’ Novembru 1986 dwar I-
approssimazzjoni tal-ligijiet, regolamenti u dispozizzjoni-
jiet amministrattivi tal-Istati Membri dwar il-protezzjoni
tal-annimali uzati ghal ghanijiet sperimentali u ghanijiet
ohra xjentifici (*).

L-addatament fih zewg metodi ghad-determinazzjoni tal-
proprjetajiet fizikokimici, inkluz aggornament dwar il-
metodu ghall-ittestjar tas-solubbilta fl-ilma u metodu
ghat-test tal-koeffi¢jent tal-partizzjoni rilevanti ghall-valu-
tazzjoni persistenti, bijoakkumulattiva u tossika (PBT);
erba’ metodi godda u wiched aggornat ghad-determinazz-
joni tal-ekotossicita u d-destin u l-imgiba ambjentali; disa’
metodi ghad-determinazzjoni tat-tossicita u effetti ohrajn
fuq is-sahha inkluz erba’ metodi ghall-ittestjar tat-tossicita
ghan-nifs ‘il gewwa (inalazzjoni), li jinkludu aggornament
ta’ tliet metodi u metodu gdid wiched biex jitnaqqsu I-
annimali uzati u biex titjieb il-valutazzjoni tal-effetti,
aggornament tat-test tat-tossicita ta’ 28 jum ghad-doza
ripetuta sabiex jinludi parametri ghall-valutazzjoni tal-
attivita  endokrinali, aggornament tal-metodu tat-test
ghat-tossikokinetika rilevanti ghat-tfassil u I-fehim tal-
istudji tossikologi¢i u aggornament ta’ metodi tal-ittestjar
kronici, tal-kar¢inogenicita u kronici u tal-kar¢inogenicita
flimkien.

Ir-Regolament (KE) Nru 440/2008 ghandu ghalhekk jigi
emendat skont dan.

[-mizuri stabbiliti fdan ir-Regolament huma skont I-
opinjoni tal-Kumitat stabbilit bl-Artikolu 133 tar-Regola-
ment (KE) Nru 1907/2006,
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ADOTTAT DAN IR-REGOLAMENT:

Artikolu 1
L-Anness ghar-Regolament (KE) Nru 440/2008 huwa emendat skont l-Anness ghal dan ir-Regolament.

Artikolu 2

Dan ir-Regolament ghandu jidhol fis-sehh fit-tielet jum wara l-pubblikazzjoni tieghu fIl-Gurnal Uffi¢jali tal-
Unjoni Ewropea.

Dan ir-Regolament ghandu jorbot fl-intier tieghu u japplika direttament fl-Istati Membri kollha.

Maghmul fi Brussell, 1-24 ta’ Jannar 2014.

Ghall-Kummissjoni
Il-President
José Manuel BARROSO
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ANNESS

L-Anness ghar-Regolament (KE) Nru 440/2008 huwa emendat kif gej:

(1) Il-Kapitolu A.6 jinbidel b'dan li gej:

“A.6. SOLUBILITA FL-ILMA

DAHLA

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghal-Linja Gwida tat-Test (TG - Test Guideline) 105 (1995) tal-
OECD. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa verzjoni riveduta tat-TG 105 originali li kienet adottata fl-1981.
Mhemm l-ebda differenza sostanzjali bejn il-verzjoni prezenti u dik tal-1981. Princ¢ipament li nbidel kien il-
format. Ir-revizjoni kienet ibbazata fuq il-Metodu ta’ Ttestjar tal-UE “Solubilita fl-lima” (}).

KONSIDERAZZJONIJIET INIZJALI

Is-solubilita fl-ilma ta’ sustanza tista’ tkun affettwata b'mod konsiderevoli mill-prezenza tal-impuritajiet. Dan il-
Metodu ta’ Ttestjar jindirizza d-determinazzjoni tas-solubilita fl-ilma ta’ sustanzi essenzjalment puri li huma
stabbli fl-ilma u mhux volatili. Qabel ma tkun iddeterminata s-solubilitd fl-ilma, ikun utli li tinghata ftit
informazzjoni preliminari dwar is-sustanza ghall-ittestjar, bhall-formula strutturali, il-pressjoni tal-fwar, il-kostant
ta’ disassocjazzjoni u l-idrolizi bhala funzjoni tal-pH.

Zewg metodi, il-metodu ta’ eluzjoni tal-kolonna u l-metodu tal-flixkun li jkopru rispettivament solubilitajiet taht
u fuq 1072 g/l huma deskritti fdan il-Metodu ta’ Ttestjar. Huwa wkoll deskritt test preliminari sempli¢i. Dan
jippermetti d-determinazzjoni ta’ approssivament l-ammont xieraq ta’ kampjun li ghandu jintuza fit-test finali,
kif ukoll iz-zmien mehtieg biex tinkiseb is-saturazzjoni.

DEFINIZZJONIJIET U UNITAJIET

Is-solubilita fl-ilma ta’ sustanza hija l-koncentrazzjoni massa tas-saturazzjoni tas-sustanza fl-ilma ftemperatura
partikolari.

Is-solubilita fl-lma hija espressa fmassa ta’ solut ghal kull volum ta’ soluzzjoni. L-unita SI hija kg/m® izda tista’
tintuza wkoll g/l.

KIMICI TA’ REFERENZA

Il-kimici ta’ referenza ma jehtigilhomx jintuzaw meta tkun qed tigi investigata sustanza ghall-ittestjar.

DESKRIZZJONI TAL-METODI
Kundizzjonijiet tat-test

Preferibbilment it-test isir £20 £ 0,5 °C. It-temperatura ghandha tinzamm kostanti fil-partijiet rilevanti kollha tal-
apparat.

Test preliminari

Fi procedura pass pass, jizdiedu volumi ta’ ilma dejjem ikbar ftemperatura ambjentali ma’ madwar 0,1 g tal-
kampjun (is-sustanzi solidi ghall-ittestjar ghandhom jintahnu) f¢ilindru bi gradazzjoni ta’ 10 ml maghluq b'tapp
tal-hgieg. Wara kull Zieda ta’ ammont ta’ ilma, it-tahlita tithawwad ghal 10 minuti u tigi kkontrollata vizwal-
ment ghal xi partijiet tal-kampjun li ma jkunux inhallu. Jekk wara zieda ta’ 10 ml ta’ ilma, il-kampjun jew
partijiet minnu jibqghu ma jinhallux, l-esperiment jitkompla fcilindru tal-kejl ta” 100 ml. Is-solubilita appros-
simattiva tinsab fit-Tabella 1 hawn taht, skont dak il-volum ta’ ilma li fih il-kampjun jinhall kompletament. Meta
s-solubilita tkun baxxa, jista’ jkun mehtieg hin twil biex sustanza ghall-ittestjar tinhall u ghandhom jinghataw
mill-anqas 24 siegha. Jekk wara 24 siegha s-sustanza ghall-ittestjar tkun ghadha ma nhallitx, ghandu jinghata
aktar hin (sa 96 siegha) u ghandu isir attentat ta’ aktar dilwizzjoni biex ikun accertat jekk ghandux jintuza I-
metodu ta’ eluzjoni tal-kolonna jew il-metodu tal-flixkun.

Tabella 1

ml ta’ ilma ghal 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
solubbli ta’ 0,1 g

solubilita approssimat- | > 1 000 1000 ghal 200 ghal 100 ghal | 50 ghal | 10 ghal [ <1
tiva fg/l 200 100 50 10 1
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10.

11.

12.

Metodu ta’ eluzjoni tal-kolonna

Principju

Dan il-metodu huwa bbazat fuq l-eluzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar bl-ilma minn mikrokolonna li tkun mimlija
b'materjal ta’ rfid inert, li qabel kienet tkun inksiet b'eccess ta’ sustanza ghall-ittestjar (2). Is-solubilita fl-ilma

tinghata bil-koncentrazzjoni massa tas-sustanza tal-materjal ta’ eluzjoni meta dan ikun lahaq livell kostanti bhala
funzjoni ta’ hin.

Apparat

L-apparat jikkonsisti fmikrokolonna (Figura 1), mizmuma ftemperatura kostanti. Huwa mqgabbad ma’ pompa ta’
cirkolazzjoni mill-gdid (Figura 2) jew ma’ recipjent ta’ livellar (Figura 3). Il-mikrokolonna jkun fiha rfid inert
mizmum fpostu b'tapp zghir tal-hgieg fforma ta’ fibri li jservi wkoll biex jiffiltra I-particelli I-barra. Materjali li
possibbilment jistghu jintuzaw bhala rfid huma bocci tal-hgieg, trab tad-diatomi jew materjal inert ichor.

II-mikrokolonna murija fil-Figura 1 hija adattata ghall-immuntar b’pompa ta’ ¢irkolazzjoni mill-gdid. Ghandha
spazju ta’ fuq li jipprovdi ghal hames volumi ta’ ilma tal-qiegh (skartati fil-bidu tal-esperiment) u l-volum ta’
hames kampjuni (mehudin ghal analizi matul l-esperiment). Alternattivament, id-dags jista’ jitnaqqas jekk ikun
jista’ jizdied l-ilma fis-sistema matul l-esperiment biex jichu post il-hames volumi tal-giegh inizjali mnehhija bl-
impuritajiet. Il-kolonna hijaa mqabbda b’'tubu ta’ materjal intert mal-pompa ta’ ¢irkolazzjoni mill-gdid, li kapaci
twassal 25 ml/h. Il-pompa ta’ cirkolazzjoni mill-gdid tista tkun, perezempju, pompa peristaltika jew bil-
membrana. Ghandha tinghata attenzjoni biex ma jkun hemm ebda kontaminazzjoni ufjew assorbiment fil-
materjal tat-tubu.

Arrangament skematiku bl-uzu ta’ recipjent ta’ livellar jidher fil-Figura 3. Fdan l-arrangament il-mikrokolonna
jitwahhlilha rubinett tal-gheluq unidirezzjonali. Il-konnessjoni mar-recipjent ta’ livellar tikkonsisti fgonta tal-
qgiegh tal-hgieg u tubu maghmul minn materjal inert. Ir-rata ta’ fluss mir-recipjent ta’ livellar ghandha tkun
madwar 25 ml/h.

Figura 1

r¢———————D

Dimensjonijiet fmm

Tapp tal-hgieg fforma ta’ fibri

A. Konnessjoni ghal gonta tal-giegh tal-hgieg
B. Spazju ta’ fuq

C. Gewwa 5

D. Barra 19

E.

F.

Rubinett tal-gheluq
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13.

Figura 2

Ekwilibrazzjoni atmosferika

Apparat li jkejjel il-fluss

Mikrokolonna

Pompa ta’ cirkolazzjoni kkontrollata termostatikament

Pompa ta’ ¢irkolazzjoni mill-gdid

m w9 w

Valv bidirezzjonali ghal tehid ta” kampjuni

Figura 3

Recipjent ta’ livellar (ez. flixkun kimiku ta’ 2,5 litri)
Kolonna

Akkumulatur ta’ frazzjoni

Termostat

Tubu tat-teflon

Gonta tal-giegh tal-hgieg

O " m o P w >

Livell tal-ilma (bejn it-termostat u I-kolonna, id-dijametru ta’ gewwa huwa madwar 8 mm)

Madwar 600 mg ta’ materjal ta’ rfid jigi ttrasferit ghal go flixkun ta’ 50 ml b'qiegh tond. Ammont adattat ta’
sustanza ghall-ittestjar jinhall fsolvent volatili ta’ kwalitd ta’ reagent analitiku u ammont li jixraq ta’ din is-
soluzzjoni jizdied mal-materjal ta’ rfid. Is-solvent jevapora kompletament, ez. billi jintuza evaporatur li jdur,
inkella s-saturazzjoni tal-ilma ta’ rfid ma tinkisibx matul l-istadju ta’ eluzjoni minhabba li jkun hemm partizzjoni
fil-wicc. Il-materjal ta’ rfid imhejji jitghaddas ghal saghtejn fmadwar 5 ml ilma u s-sospensjoni titferra’ fil-
mikrokolonna. Alternattivament, jista’ jitferra’ materjal ta’ rfid xott fil-mikrokolonna mimlija ilma u jithallew
saghtejn ghal ekwilibrazzjoni.
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14. Il-preparazzjoni tal-materjal ta’ rfid tista’ tikkawza l-problemi li jwasslu ghal rizultati zbaljati, ez. meta s-sustanza
ghall-ittestjar tiddepozita bhala Zejt. Dawn il-problemi ghandhom ikunu ezaminati u d-dettalji rrappurtati.

Procedura li tuza pompa ta’ cirkolazzjoni mill-gdid

15. Jinbeda I-fluss mill-kolonna. Huwa rrakkomandat li tintuza rata ta’ fluss ta’ madwar 25 ml/h, li tikkorrispondi
ghal 10 volumi ta’ ilma tal-giegh ghal kull siegha ghall-kolonna deskritta. Mill-anqas l-ewwel hames volumi ta’
ilma tal-qiegh ikunu skartati biex jitnehhew l-impuritajiet li jinhallu fl-ilma. Wara dan, il-pompa tithalla tahdem
sakemm ikun stabbilit ekwilibriju, kif iddefinit minn hames kampjuni successivi li -koncentrazzjonijiet taghhom
ma jiddifferenzjawx b’aktar minn * 30 % b'mod aleatorju. Dawn il-kampjuni ghandhom ikunu sseparati wiched
mill-ichor bintervalli ta’ hin i jikkorrispondu mal-moghdija ta’ mill-anqas ghaxar volumi ta’ ilma tal-giegh.
Skont il-metodu analitiku li jintuza, jista’ jkun preferibbli li tkun stabbilita kurva ta’ koncentrazzjonif/hin biex
turi li jkun intlahaq ekwilibriju.

Procedura 1i tuza recipjent ta’ livellar

16. Frazzjonijiet successivi ta’ materjal ta’ eluzjoni ghandhom jingabru u jigu analizzati bil-metodu maghzul.
Jintuzaw frazzjonijiet mill-firxa tan-nofs tal-materjal ta’ eluzjoni, fejn il-koncentrazzjonijiet ikunu kostanti fi
+ 30 % fmill-anqas hames frazzjonijiet konsekuttivi, biex tkun iddeterminata s-solubilita.

17. llma ddistillat ghal darbtejn huwa I-fluwidu ta’ eluzjoni ppreferut. Jista’ jintuza wkoll ilma dejonizzat b’qawwa ta’
rezistenza 1 fuq minn 10 megohms/cm u b’kontenut totali ta’ karbonju organiku angas minn 0,01 %.

18. Skont iz-zewg proceduri, terga’ ssir prova ohra b'nofs ir-rata ta’ fluss tal-ewwel. Jekk ir-rizultati taz-zewg provi
jkunu jagblu, it-test ikun sodisfacenti. Jekk is-solubilitd mkejla tkun oghla mir-rata ta’ fluss aktar baxxa, fdak il-
kaz it-tnaqqis tar-rata ta’ fluss bin-nofs ghandu jkompli sakemm zewg provi successivi jaghtu l-istess solubilita.

19. Fiz-zewg proceduri, il-frazzjonijiet ghandhom ikunu kkontrollati ghall-prezenza ta’ materja li twahhal permezz
ta’ ezami bl-effett Tyndall. Il-prezenza tal-particelli tinvalida t-test u t-test ghandu jkun ripetut wara titjib tal-
azzjoni filtranti tal-kolonna.

20. 1l-pH ta’ kull kampjun ghandha titkejjel, preferibbilment bl-uzu ta’ strixex indikaturi spe¢jali.

Metodu tal-flixkun
Principju

21. Is-sustanza ghall-ittestjar (is-solidi ghandhom jintahnu) tinhall fl-ilma ftemperatura ftit oghla mit-temperatura
tat-test. Meta tinkiseb is-saturazzjoni, it-tahlita titkessah u tinzamm fit-temperatura tat-test. Alternattivament, u
jekk ikun assigurat permezz tat-tehid adattat ta’ kampjuni, li jkun intlahaq l-ekwilibriju tas-saturazzjoni, il-kejl
ikun jista’ jitwettaq direttament fit-temperatura tat-test. Sussegwentement il-koncentrazzjoni massa tas-sustanza
ghall-ittestjar fis-soluzzjoni fl-ilma, i m’'ghandhiex tinkludi xi particelli mhux mahlula, tkun iddeterminata
b'metodu analitiku li jixraq (3).

Apparat

22. Hemm bzonn il-materjali li gejjin:
— hgieg u strumentazzjoni normali tal-laboratorju;
— apparat ghall-agitazzjoni ta’ soluzzjonijiet ftemperatura kostanti kontrollata;
— jekk ikun mehtieg ghal emulsjonijiet, magna centrifuga (preferibbilment bit-termostat); u
— apparat analitiku.

Procedura

23. Il-kwantita ta’ sustanza ghall-ittestjar necessarja biex ikun issaturat il-volum mixtieq tal-ilma hija stmata mit-test
preliminari. Tintizen madwar hames darbiet aktar ta’ dik il-kwantita fkull wiched mit-tliet recipjenti tal-hgieg
mghammra b'tappijiet tal-hgieg (ez. tubi centrifuga, fliexken). Jizdied fkull recipjent volum ta’ ilma, maghzul
skont il-funzjoni tal-metodu analitiku u tal-iskala ta’ solubilita. Ir-recipjenti jinghalqu sew u wara jigu mcaqalqa
fi 30 °C. Ghandu jintuza apparat li jcaqlaq jew ihawwad li kapaci jahdem ftemperatura kostanti, ez. tahwid
manjetiku fbanju tal-ilma bit-termostat. Wara gurnata, wiched mir-recipjenti jitnehha u jigi ekwilibrat ghal 24
siegha fit-temperatura tat-test b'¢aqliq okkazzjonali. Il-kontenuti tar-recipjent imbaghad jigu ccentrifugati fit-
temperatura tat-test u l-koncentrazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar fil-fazi fl-ilma car tkun iddeterminata b'me-
todu analitiku adattat. 1z-zewg fliexken I-ohra jkunu ttrattati bl-istess mod wara ekwilibrazzjoni inizjali fi 30 °C
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24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

ghal jumejn u tlett ijiem rispettivament. Jekk ir-rizultati tal-koncentrazzjonijiet mkejla fmill-anqas l-ahhar zewg
rec¢ipjenti ma jkunux differenti b’aktar minn 15 %, it-test ikun sodisfacenti. Jekk ir-rizultati mir-recipjenti 1, 2 u
3 juru tendenza ta’ valuri qed jizdiedu, it-test kollu ghandu jkun ripetut bl-uzu ta’ hinijiet ta’ ekwilibrazzjoni
itwal.

It-test jista’ jitwettaq minghajr inkubazzjoni minn qabel fi 30 C. Bil-ghan li tkun stmata r-rata li biha jkun
stabbilit l-ekwilibriju tas-saturazzjoni, jittichdu kampjuni sakemm il-hin tat-thawwid ma jinfluwenzawx aktar il-
koncentrazzjonijiet imkejla.

II-pH ta’ kull kampjun ghandu jitkejjel, preferibbilment bl-uzu ta’ strixex indikaturi specjali.

Determinazzjonijiet analitici

Huwa ppreferut metodu specifiku ghas-sustanza minhabba li ammonti zghar ta’ impuritajiet li jinhallu jistghu
jikkawzaw zbalji kbar fis-solubilita mkejla. Ezempji ta’ metodi bhal dawn huma: kromatografija tal-gass jew
likwida, titrazzjoni, fotometrija, voltametrija.

DEJTA U RAPPURTAR
Dejta
Metodu ta’ eluzjoni tal-kolonna

Ghal kull prova li ssir, ghandu jkun ikkalkulat il-valur medju u d-devjazzjoni standard minn mill-anqas hames
kampjuni konsekuttivi mehudin mis-saturazzjoni kostanti. Il-valuri medji miksubin miz-zewg testijiet bi flussi
differenti m'ghandhomx ikunu differenti b’aktar minn 30 %.

Metodu. tal-flixkun

Ir-rizultati individwali ghal kull wiched mit-tliet fliexken, li m'ghandhomx ikunu differenti b'aktar minn 15 %,
tinghatalhom medja.

Rapport tat-test
Metodu ta’ eluzjoni tal-kolonna

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:

— ir-rizultati tat-test preliminari;

— l-identita tal-kimika u l-impuritajiet (stadju preliminari ta’ purifikazzjoni, jekk ikun hemm);
— il-koncentrazzjonijiet, rati ta’ fluss u I-pH ghal kull kampjun;

— id-devjazzjonijiet medji u standard minn mill-angas hames kampjuni mis-saturazzjoni kostanti ghal kull
prova;

— il-medja ta’ mill-anqas zewg provi successivi;

— it-temperatura tal-ilma matul il-process ta’ saturazzjoni;

— il-metodu ta’ analizi;

— in-natura tal-materjal ta’ rfid;

— il-preparazzjoni tal-materjal ta’ rfid;

— solvent uzat;

— xhieda ta” kwalunkwe instabbilta kimika tas-sustanza matul it-test;

— l-informazzjoni kollha rilevanti ghall-interpretazzjoni tar-rizultati, b'mod partikolari fir-rigward ta’ impuri-
tajiet u l-istat fiziku tas-sustanza ghall-ittestjar.

Metodu. tal-flixkun

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:
— ir-rizultati tat-test preliminari;

— l-identita tal-kimika u l-impuritajiet (stadju preliminari ta’ purifikazzjoni, jekk ikun hemm);
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— id-determinazzjonijiet analiti¢i individwali u 1-medja fejn aktar minn valur wiched kien iddeterminat ghal

kull flixkun;

— il-pH ta’ kull kampjun;

— il-medja tal-valuri ghal fliexken differenti li kienu jagblu;

— it-temperatura tat-test;

— il-metodu analitiku;

— xhieda ta’ kwalunkwe instabbilta kimika tas-sustanza matul it-test;

— l-informazzjoni kollha rilevanti ghall-interpretazzjoni tar-rizultati, b’'mod partikolari fir-rigward ta’ impuri-
tajiet u l-istat fiziku tas-sustanza ghall-ittestjar.

LETTERATURA:
(1) Id-Direttiva tal-Kummissjoni 92/69/KEE tal-31 Lulju 1992 li tadatta ghall-progress tekniku ghas-sbatax-il darba

d-Direttiva 67/548/KEE rigward l-approssimazzjoni tal-ligijiet, tar-regolamenti u tad-dispozizzjonijiet amminis-
trattivi dwar il-klassifikazzjoni, l-imballagg u l-ittikkettjar ta’ sustanzi perikoluzi (GU L 383, 29.12.1992, p. 113).

(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)

(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) Jizdied il-Kapitolu A.23:

“A.23 KOEFFICJENT TAL-PARTIZZJONI (1-Ottanol/llma): METODU TA’ THAWWID BIL-MOD

DAHLA

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghal-Linja Gwida tat-Test (TG) 123 (2006) tal-OECD. Il-valuri ta’
koeffi¢cjent tal-partizzjoni (Pgy) ta’ 1-ottanolfilma sa log Py ta’ 8.2 gew iddeterminati b'mod korrett bil-
metodu ta’ thawwid bil-mod (1). Ghalhekk dan huwa approc¢ sperimentali adattat ghad-determinazzjoni diretta
ta’ Poy ta’ sustanzi idrofobici hafna.

Metodi ohra ghad-determinazzjoni tal-koeffi¢jent tal-partizzjoni ta’ 1-ottanolfilma (Pgy) huma l-metodu ta’
‘thawwid tal-flixkun’ (2), u d-determinazzjoni tal-Poy, minn mgiba ta’ ritenzjoni ta’ HPLC ta’ fazi inversa (3).
II-metodu ta’ ‘thawwid tal-flixkun’ ghandu tendenza ghal oggetti estraneji (artifacts) minhabba t-trasferiment ta’
taqtiriet mikro ta’ ottanol fil-fazi fl-ilma. B'valuri jizdiedu tal-Pqy, il-prezenza ta’ dawn it-taqtiriet fil-fazi fl-ilma
twassal ghal stima eccessiva dejjem tizdied tal-koncentrazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar fl-ilma. Ghalhekk, l-uzu
tieghu huwa limitat ghal sustanzi blog Pgy < 4. It-tieni metodu joqghod fuq dejta solida ta’ valuri Pqy
iddeterminati direttament biex jikkalibraw ir-relazzjoni bejn mgiba ta’ ritenzjoni ta’ HPLC u valuri Pqyy, imkejla.
Abbozz tal-linja gwida tal-OECD kien disponibbli biex ikunu ddeterminati l-koeffi¢jenti tal-partizzjoni ta’ 1-
ottanol/ilma ta’ sustanzi jonizzabbli (4) izda m’ghandhiex tibga’ tintuza.

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar kien zviluppat fil-Pajjizi -Baxxi. ll-precizjoni tal-metodi deskritti hawn kienet ivva-
lidata u ottimizzata fi studju ta’ validazzjoni ta’ ring-test li fih kienu hadu sehem 15-il laboratorju (5).

KONSIDERAZZJONIJIET INIZJALI
Sinifikat u uzu

Ghal sustanzi organici inerti nstabu relazzjonijiet sinifikanti hafna bejn koeffi¢jenti tal-partizzjoni ta’ 1-ottanol/
ilma (Pgy) u l-akkumulazzjoni bijologika taghhom fil-hut. Minbarra dan, intwera li 1-Poy huwa korrelatat mat-
tossicita fil-hut, kif ukoll ma’ sorbiment ta’ kimici ghal solidi bhall-hamrija u s-sedimenti. Fir-referenza (6)
inghatat harsa generali estensiva tar-relazzjonijiet.
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11.

12.

13.

Kienet stabbilita varjeta wiesgha ta' relazzjonijiet bejn il-koeffi¢jent tal-partizzjoni ta’ 1-ottanolfilma u prop-
rjetajiet ohra ta’ sustanzi ta’ rilevanza ghat-tossikologija ambjentali u l-kimika. Bhala konsegwenza, il-koeffi¢jent
tal-partizzjoni ta’ 1-ottanol/ilma evolva bhala parametru ewlieni fil-valutazzjoni tar-riskju ambjentali tal-kimici,
kif ukoll fit-tbassir ta’ xjista’ jigri mill-kimici fl-ambjent.

Kamp ta’ applikazzjoni

L-esperiment ta’ thawwid bil-mod jitqies li jnaqqas il-formazzjoni ta’ taqtiriet mikro minn taqtiriet ta’ 1-ottanol
fil-fazi tal-ilma. Bhala konsegwenza, ma jkunx hemm stima eccessiva ta’ koncentrazzjoni fl-ilma minhabba
molekuli ta’ sustanza ghall-ittestjar assocjati ma’ taqtiriet bhal dawn. Ghalhekk il-metodu ta’ thawwid bil-mod
huwa partikolarment adattat ghad-determinazzjoni ta’ Pyy, ghal sustanzi b'valuri mistennija ta’ log Py ta’ 5 u
oghla, li ghalihom il-metodu ta’ thawwid tal-flixkun (2) ikollu tendenza li jrendi rizultati zbaljati.

DEFINIZZJONI U UNITAJIET

I-koeffi¢jent tal-partizzjoni ta’ sustanza bejn ilma u solvent lipofiliku (1-ottanol) jikkaratterizza d-distribuzzjoni
tal-ekwilibriju tal-kimika bejn iz-zewg fazijiet. Il-koeffi¢jent tal-partizzjoni bejn l-ilma u 1-ottanol (Pgy) huwa
definit bhala l-proporzjon tal-koncentrazzjonijiet ta” ekwilibriju tas-sustanza ghall-ittestjar f1-ottanol issaturat bl-
ilma (Cp) u ilma ssaturat b’1-ottanol (Cyy).

Pow = Co/Cw

Bhala proporzjon ta’ koncentrazzjonijiet m'ghandux dimensjoni. Spiss jinghata l-bhala l-logaritmu ghall-bazi 10
(log Pow). Pow huwa dipendenti mit-temperatura u d-dejta rappurtata ghandha tinkludi t-temperatura tal-kejl.

PRINCIPJU TAL-METODU

Biex ikun iddeterminat il-koeffi¢jent tal-partizzjoni, l-ilma, 1-ottanol u s-sustanza ghall-ittestjar ikunu ekwilibrati
ma’ xulxin ftemperatura kostanti. Wara jkunu ddeterminati I-koncentrazzjonijiet tas-sustanza ghall-ittestjar fiz-
zewg fazijiet.

Id-diffikultajiet sperimentali assoc¢jati mal-formazzjoni ta’ taqtiriet mikro matul l-esperiment ta’ thawwid tal-
flixkun jistghu jitnaqgsu fl-esperiment ta’ thawwid bil-mod propost hawn. Fl-esperiment ta’ thawwid bil-mod, 1-
ilma, 1-ottanol u s-sustanza ghall-ittestjar ikunu ekwilibrati freattur li jhawwad b ‘termostat mieghu. L-iskambju
bejn il-fazijiet ikun accellerat bit-thawwid. It-thawwid jintroduci turbulenza limitata li ssahhah l-iskambju bejn 1-
ottanol u l-ilma minghajr ma jkunu ffurmati taqtiriet mikro (1).

APPLIKABBILTA TAT-TEST

Minhabba li l-prezenza ta’ sustanzi, minbarra s-sustanza ghall-ittestjar, jistghu jinfluwenzaw il-koeffi¢jent ta’
attivitd tas-sustanza ghall-ittestjar, is-sustanza ghall-ittestjar ghandha tkun ittestjata bhala sustanza pura.
Ghandha tintuza l-oghla purezza disponibbli kummercjalment ghall-esperiment ta’ partizzjoni ta’ 1-ottanol/ilma.

Dan il-metodu japplika ghal sustanzi puri li ma jiddisasso¢jawx jew li jasso¢jaw u li ma jurux attivita interfacjali
sinifikanti. Jista’ jkun applikat biex ikun iddeterminat il-proporzjon ta’ partizzjoni ta’ 1-ottanol/ilma ghal
sustanzi u tahlitiet bhal dawn. Meta l-metodu jintuza ghal tahlitiet, il-proporzjonijiet ta’ partizzjoni ta’ 1-
ottanol/ilma determinati jkunu kondizzjonali u dipendenti mill-kompozizzjoni kimika tat-tahlita ttestjata u
mill-kompozizzjoni elettrolitika uzata bhala fazi fl-ilma. Jekk jittiehdu passi addizzjonali, il-metodu jkun
applikabbli wkoll ghal komposti li jiddisassocjaw jew li jassocjaw (il-paragrafu 12).

Minhabba ekwilibriji multipli fl-ilma u f1-ottanol involuti fil-partizzjoni ta’ 1-ottanol/ilma ta’ sustanzi li jiddi-
sasso¢jaw bhall-acidi organici u I-fenoli, bazijiet organici u sustanzi organometallici, il-proporzjon ta’ partizzjoni
1-ottanol/ilma huwa kostant kondizzjonali dipendenti hafna mill-kompozizzjoni elettrolitika (7)(8). Id-determi-
nazzjoni tal-proporzjon ta’ partizzjoni 1-ottanolfilma, ghalhekk, tehtieg li 1-pH u l-kompozizzjoni elettrolitika
jkunu kkontrollati fl-esperiment u rrappurtati. Ghandu jkun hemm gudizzju espert fl-evalwazzjoni ta” dawn il-
proporzjonijiet ta’ partizzjoni. Billi jintuza l-valur ta’ kostant(i) ta’ disasso¢jazzjoni, ikun mehtieg li jintghazlu
valuri ta’ pH adatti, b'mod li jkun iddeterminat proporzjon ta’ partizzjoni ghal kull stat ta’ jonizzazzjoni.
Ghandhom jintuzaw bafers li ma jikkumplikawx meta jkunu ttestjati komposti organometallici (8). B’konside-
razzjoni tat-taghrif dwar il-kimika fl-ilma (kostanti ta’ kumplessazzjoni, kostanti ta’ disassocjazzjoni), il-kundizz-
jonijiet sperimentali ghandhom jintghazlu b'mod li tkun tista tigi stmata l-ispecjazzjoni tas-sustanza ghall-
ittestjar fil-fazi fl-ilma. Is-sahha jonika ghandha tkun identika fl-esperimenti kollha billi jintuza elettrolit bhala
sfond.

Jistghu jinqalghu diffikultajiet fit-test meta jsir it-test ghal sustanzi b'solubilita fl-ilma baxxa jew b’ Pqy, gholi
minhabba I-fatt li I-koncentrazzjonijiet fl-ilma jsiru baxxi hafna b’'mod li d-determinazzjoni akkurata taghhom
tkun difficli. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar jipprovdi gwida dwar kif tkun ittrattata din il-problema.
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INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA GHALL-ITTESTJAR

14. Reagenti kimi¢i ghandhom ikunu ta’ grad analitiku jew ta’ purezza oghla. Huwa rrakkomandat l-uzu ta’ sustanzi
ghall-ittestjar mhux b’tikketta, b’kompozizzjoni kimika maghrufa u preferibbilment b’purezza ta’ mill-anqas
99 %, jew ta’ sustanzi ghall-ittestjar b'tikketta radjologika b’kompozizzjoni kimika maghrufa u b'purezza radju-
kimika. Fil-kaz ta’ traccaturi ta’ nofs hajja qasira, ghandhom ikunu applikati -korrezzjonijiet ghad-degradazzjoni.
Fil-kaz ta’ sustanzi ghall-ittestjar b'tikketta radjologika, ghandu jintuza metodu analitiku specifiku ghal kimika
biex ikun Zgurat li r-radjuattivita tkun relatata direttament mas-sustanza ghall-ittestjar.

15. Tist

a tinkiseb stima ta’ log Py billi jintuza softwer disponibbli kummer¢jalment ghal stima ta’ log Pqyy, jew

billi jintuza l-proporzjon tas-solubilitajiet fiz-zewg solventi.

16. Qabel ma jsir esperiment ta’ thawwid bil-mod ghad-determinazzjoni ta’ Pqy, ghandha tkun disponibbli 1-
informazzjoni li gejja dwar is-sustanza ghall-ittestjar:

@)
(®)
(©
d
(e)
(@
®

formula strutturali;

metodi analiti¢i adatti ghad-determinazzjoni tal-koncentrazzjoni tas-sustanza fl-ilma u 1-ottanol;
kostant(i) ta’ disassocjazzjoni ta’ sustanzi jonizzabbli (Linja Gwida 112 tal-OECD (9));

solubilita fl-ilma (10);

idrolizi abijotika] (11);

bijodegradabbilta facli (12);

pressjoni tal-fwar (13).

DESKRIZZJONI TAL-METODU

Taghmir u apparat

17. Tkun mehtieg taghmir tal-laboratorju standard, b’mod partikolari, dan li gej:

jintuzaw hawwadin manjeti¢ci u vireg manjetici li jhawdu miksijin bit-Teflon biex ihawdu I-fazi tal-ilma;

strumentazzjoni analitika, adattata ghad-determinazzjoni tal-koncentrazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar fil-
koncentrazzjonijiet mistennija;

recipjent ghat-thawwid b’tapp fil-qiegh. Skont stima tal-log Poy u I-Limitu ta’ Detezzjoni (LOD) tal-kompost
tat-test, irid jitqies l-uzu ta’ recipjent ta’ reazzjoni tal-istess geometrija akbar minn ta’ litru wiehed, biex ikun
jista’ jinkiseb volum suffi¢jenti ta’ ilma ghall-estrazzjoni u l-analizi ta’ kimika. Dan se jirrizulta fkoncentrazz-
jonijiet oghla fl-estratt tal-ilma u b’hekk ikun hemm determinazzjoni analitika aktar affidabbli. FI-Appendici
1 hemm tabella li taghti stimi tal-volum minimu mehtieg, il-LOD tal-kompost, l-istima tal-log Pqy, tieghu u
s-solubilita fl-ilma tieghu. It-tabella hija bbazata fuq ir-relazzjoni bejn il-log Poyw u l-proporzjon bejn is-
solubilitajiet fottanol u ilma, kif ipprezentat minn Pinsuwan et al. (14):

log Pow = 0,88 log SR + 0,41
fejn
SR = S,Sy (fil-molarita);

u r-relazzjoni moghtija minn Lyman (15) biex titbassar is-solubilita fl-ilma. Solubilitajiet tal-ilma kkalkulati
bl-ekwazzjoni moghtija fl-Appendic¢i 1 ghandhom jitgiesu bhala l-ewwel stima. Ghandu jkun innotat li 1-
utent huwa liberu li jiggenera stima tas-solubilita fl-lma permezz ta’ kwalunkwe relazzjoni i titgies li
tirrapprezenta ahjar ir-relazzjoni bejn l-idrofobicita u s-solubilita. Ghal komposti solidi, l-inkluzjoni ta’
punt ta’ tidwib fit-tbassir ta’ solubilita hija, perezempju, irrakomandata. Fkaz li tintuza ekwazzjoni modi-
fikata, ghandu jkun accertat li I-ekwazzjoni ghall-kalkulazzjoni ta’ solubilita fottanol tkun ghadha valida.
Disinn skematiku ta’ recipjent tat-thawwid imdawwar bil-hgieg b'volum ta’ madwar litru wiehed jidher fl-
Appendici 2. Il-proporzjonijiet tar-recipjent muri fl-Appendici 2 kienu ppruvati li kienu favorevoli u ghan-
dhom jinzammu meta jintuza apparat ta’ daqs differenti;

huma essenzjali mezzi biex it-temperatura tinzamm kostanti matul l-esperiment ta’ thawwid bil-mod.
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Ir-recipjenti ghandhom ikunu maghmulin minn materjal inert b'mod li l-assorbiment mill-ucuh tar-recipjenti

jkun negligibbli.

Preparazzjoni tas-soluzzjonijiet ghat-test

Id-determinazzjoni tal-Pqy, ghandha ssir b'l-ottanol tal-oghla purezza li jkun disponibbli kummer¢jalment (mill-
anqas + 99 %). Hija rrakkomandata purifikazzjoni ta’ 1-ottanol bestrazzjoni bl-acidu, bazi u ilma u sussegwen-
tement bi tnixxif. Flimkien ma’ dan, tista’ tintuza distillazzjoni ghall-purifikazzjoni ta’ 1-ottanol. Ghandu jintuza
1-ottanol ippurifikat biex ikunu ppreparati soluzzjonijiet standard tas-sustanzi ghall-ittestjar. L-ilma li ghandu
jintuza fid-determinazzjoni ta’ Poy ghandu jkun hgieg jew quartz distillat, jew miksub minn sistema ta’
purifikazzjoni, jew jista’ jintuza ilma ta’ grad HPLC. Tkun mehtiega filtrazzjoni permezz ta’ filtru ta’ 0,22 pm
ghall-ilma distillat, u ghandhom ikunu inkluzi in bjanki biex ikun ivverifikat li fl-estratti koncentrati ma hemmx
impuritajiet 1i jistghu jkunu ta’ tfixkil ghas-sustanza ghall-ittestjar. Jekk jintuza filtru ta’ fibra tal-hgieg, dan
ghandu jitnaddaf billi jinhema ghal mill-anqas tliet sighat £400 °C.

Iz-zewg solventi jkunu ssaturati reciprokament gabel l-esperiment billi jkunu ekwilibrati frecipjent kbir bizzej-
jed. Dan isir billi s-sistema fzewg fazijiet tithawwad bil-mod ghal jumejn.

Tintghazel koncentrazzjoni adattata ta’ sustanza ghall-ittestjar u tinhall f1-ottanol (saturat bl-ilma). Il-koeffi¢cjent
tal-partizzjoni ta’ 1-ottanolfilma jkun jehtieglu jigi ddeterminat fsoluzzjonijiet dilwiti f'1-ottanol u ilma. Ghal-
hekk il-koncentrazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar m'ghandhiex tkun aktar minn 70 % tas-solubilita taghha
bkoncentrazzjoni massima ta’ 0,1 M fwiehed miz-zewg fazijiet (1). Is-soluzzjonijiet ta’ 1-ottanol uzati ghall-
esperiment ghandhom ikunu minghajr sustanza ghall-ittestjar solida sospiza.

L-ammont adattat ta’ sustanza ghall-ittestjar jinhall f'1-ottanol (saturat bl-ilma). Jekk l-istima ta’ log POW tkun
aktar minn hamsa, ghandha tinghata attenzjoni biex is-soluzzjonijiet ta’ 1-ottanol uzati ghall-esperiment ikunu
minghajr sustanza ghall-ittestjar solida sospiza. Ghal dak il-ghan, qed tigi segwita l-procedura li gejja ghall-kimici
bvalur stmat ta’ log Poy > 5:

— is-sustanza ghall-ittestjar tinhall f1-ottanol (saturat bl-ilma);

— is-soluzzjoni tinghata hin bizzejjed biex is-sustanza solida sospiza toqghod. Waqt li s-sustanza tkun qed
toqghod, il-koncentrazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar tigi mmonitorjata;

— wara li I-koncentrazzjonijiet imkejla fis-soluzzjoni ta’ 1-ottanol ikunu kisbu valuri stabbli, is-soluzzjoni stokk
tigi dilwita b'volum adattat ta’ 1-ottanol;

— il-koncentrazzjoni tas-soluzzjoni stokk dilwita titkejjel. Jekk il-koncentrazzjoni mkejla tkun konsistenti mad-
dilwizzjoni, is-soluzzjoni stokk dilwita tkun tista’ tintuza fl-esperiment ta’ thawwid bil-mod.

Estrazzjoni u analizi ta’ kampjuni

Ghandu jintuza metodu analitiku vvalidat ghall-analizi tas-sustanza ghall-ittestjar. L-investigaturi ghandhom
jipprovdu xhieda li I-koncentrazzjonijiet f1-ottanol saturat bl-ilma, kif ukoll fil-fazi tal-ilma saturat b'1-ottanol
matul l-esperiment ikunu 1 fuq mil-limitu tal-metodu ta’ kwantifikazzjoni tal-proceduri analitici uzati. L-irkupri
analiti¢i tas-sustanza ghall-ittestjar mill-fazi tal-ilma u mill-fazi ta’ 1-ottanol ikun jehtigilhom jigu stabbiliti qabel
l-esperiment fdawk il-kazijiet li ghalihom ikunu mehtiega metodi ta’ estrazzjoni. Is-sinjal analitiku jkun jehtieglu
jigi kkoregut ghal in bjanki u ghandha tinghata attenzjoni biex ma jsehhux riporti ta’ analita minn kampjun ghal
ichor.

L-estrazzjoni tal-fazi tal-ilma bsolvent organiku u koncentrazzjoni minn qabel tal-estratt aktarx li jkunu
mehtiega qabel l-analizi, minhabba koncentrazzjonijiet pjuttost baxxi ta’ sustanzi ghall-ittestjar idrofobici fil-
fazi tal-ilma. Ghall-istess raguni jkun mehtieg li jitnaqqsu I-koncentrazzjonijiet in bjank eventwali. Ghal dak il-
ghan, ikun mehtieg li jintuzaw solventi ta’ purezza gholja, preferibbilment solventi ghall-analizi tar-residwi.
Minbarra dan, li wiched jahdem b'oggetti tal-hgieg mahsulin sew minn qabel (ez. hasil b’solventi jew hami
ftemperatura gholja) jghin biex tkun evitata l-kontaminazzjoni krocjata.

Stima tal-log Pqyy tista’ tinkiseb minn programm ta’ stima jew permezz ta’ gudizzju espert. Jekk il-valur ikun
oghla minn sitta, fdak il-kaz korrezzjonijiet in bjank u r-riporti analita jehtiegu jkunu mmonitorjati mill-qrib.
Bl-istess mod, jekk l-istima ta’ log Pgy, tkun aktar minn sitta, l-uzu ta’ standard sostitut ghall-korrezzjoni ta’
rkupru huwa obbligatorju, biex ikunu jistghu jintlahqu fatturi ta’ koncentrazzjoni minn gabel. Huma kummer-
¢jalment disponibbli ghadd ta’ programmi tas-softwer ghall-istima tal-log Poy (1), ez. Clog P (16), KOWWIN
(17), ProLogP (18) u ACD log P (19). Id-deskrizzjonijiet tal-approc¢i tal-stima jinsabu fir-referenzi (20-22).

(") Din l-informazzjoni tinghata biss ghall-konvenjenza ta’ min juzahom. Programmi ohra ekwivalenti tal-kompjuter jistghu jintuzaw jekk
ikun jista’ jintwera li jipproducu l-istess rizultati.
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[I-limiti ta" kwantifikazzjoni (LOQ) ghad-determinazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar f1-ottanol u l-ilma huma
stabbiliti bl-uzu ta’ metodi accettati. Bhala regola bazika, il-limitu tal-metodu ta’ kwantifikazzjoni jista’ jkun
iddeterminat bhala I-koncentrazzjoni fl-ilma jew f1-ottanol li tipprodu¢i proporzjon ta’ sinjal ghal hoss ta’
ghaxra. Ghandu jintghazel metodu adattat ta’ estrazzjoni u koncentrazzjoni minn qabel u l-irkupri analitici
ghandhom jigu specifikati wkoll. Jintghazel fattur adattat ta’ koncentrazzjoni minn qabel biex jinkiseb sinjal tad-
dags mehtieg malli jkun hemm determinazzjoni analitika.

Abbazi tal-parametri tal-metodu analitiku u tal-koncentrazzjonijiet mistennija, jigi ddeterminat daqs approssi-
mattiv tal-kampjun mehtieg ghad-determinazzjoni korretta tal-koncentrazzjoni kompost. Ghandu jkun evitat 1-
uzu ta’ kampjuni tal-ilma li jkunu wisq Zghar biex jinkiseb sinjal analitiku sufficjenti. Ghandu jkun evitat ukoll 1-
uzu ta’ kampjuni tal-ilma li jkunu eccessivament kbar, ghax inkella jista’ jkun li jifdal ftit wisq ilma ghal ghadd
minimu ta’ analizi mehtiega (n = 5). Fl-Appendici 1, il-volum minimu tal-kampjuni huwa indikat bhala funzjoni
tal-volum tar-recipjent, I-LOD tas-sustanza ghall-ittestjar u s-solubilita tas-sustanza ghall-ittestjar.

Il-kwantifikazzjoni tas-sustanzi ghall-ittestjar issehh b’paragun mal-kurvi ta’ kalibrazzjoni tal-kompost rispettiv.
Il-koncentrazzjonijiet fil-kampjuni analizzati ghandhom ikunu kkategorizzati skont il-koncentrazzjonijiet tal-
istandards.

Ghal sustanzi ghall-ittestjar bi stima tal-log Poy oghla minn sitta, ghandu jithallat standard sostitut mal-ilma
qabel l-estrazzjoni sabiex ikun irregistrat it-telf li jsehh matul l-estrazzjoni u l-koncentrazzjoni minn qabel tal-
kampjuni tal-ilma. Ghal korrezzjoni korretta tal-irkupri, is-sostituti ghandu jkollhom proprjetajiet li jkunu qrib
hafna ta’, jew identici ghal dawk tas-sustanza ghall-ittestjar. Preferibbilment, ghal dan il-ghan jintuzaw analogi
btikketti isotopici (stabbli) tas-sustanzi ta interess (perezempju, perdewterat jew b'tikketti 12C). Jekk l-uzu ta’
isotopi stabbli b'tikketta, jigifieri 1>C jew 2H, ma jkunx possibbli, ghandu jintwera minn dejta affidabbli fil-
letteratura li l-proprjetajiet fizikokimici tas-sostitut huma qrib hafna ta’ dawk tas-sustanza ghall-ittestjar. Matul 1-
estrazzjoni ta’ likwidu-likwidu tal-fazi tal-ilma jistghu jifformaw l-emulsjonijiet. Dawn jistghu jitnaqqsu billi
jizdied il-melh u l-emulsjoni tithalla toqghod matul il-lejl. II-metodi uzati ghall-estrazzjoni u ghall-koncentrazz-
joni minn gabel tal-kampjuni jehtigilhom ikunu rrappurtati.

ll-kampjuni mehudin mill-fazi ta’ 1-ottanol jistghu, jekk ikun mehtieg, jigu dilwiti b’solvent adattat gabel 1-
analizi. Minbarra dan, huwa rrakkomandat l-uzu ta’ standards sostituti ghal korrezzjoni ta’ rkupri ghal sustanzi li
ghalihom l-esperimenti ta’ rkupru jkunu wrew grad gholi ta’ varjazzjoni fl-esperimenti ta’ rkupru (devjazzjoni
standard relattiva > 10 %).

Id-dettalji tal-metodu analitiku jehtigilhom ikunu rrappurtati. Dan jinkludi I-metodu tal-estrazzjoni, il-koncen-
trazzjoni minn qabel u fatturi ta’ dilwizzjoni, parametri ta’ strumenti, rutina ta’ kalibrazzjoni, firxa ta’ kalibrazz-
joni, irkupru analitiku tas-sustanza ghall-ittestjar mill-ilma, zieda ta’ standards sostituti ghal korrezzjoni ta’
rkupri, valuri in bjank, limiti ta’ detezzjoni u limiti ta’ kwantifikazzjoni.

Prestazzjoni tat-Test

Proporzjonijiet ottimi tal-volum ta’ 1-ottanol/ilma

Fl-ghazla tal-volumi ta’ ilma u 1-ottanol, ghandhom jitgiesu I-LOQ f'1-ottanol u l-ilma, il-fatturi ta’ koncentrazz-
joni minn qabel applikati lill-kampjuni tal-ilma, il-volumi li taghhom ikunu ttichdu l-kampjuni f1-ottanol u I-
ilma, u l-koncentrazzjonijiet mistennija. Ghal ragunijiet ta’ sperimentazzjoni, il-volum ta’ 1-ottanol fis-sistema ta’
thawwid bil-mod ghandha tintghazel b'mod li s-saff ta’ 1-ottanol ikun ohxon bizzejjed (> 0,5 cm) sabiex
jippermetti t-tehid ta’ kampjuni tal-fazi ta’ 1-ottanol minghajr ma jiddisturbah.

Il-proporzjonijiet tipici tal-fazijiet ghad-determinazzjonijiet ta’ komposti b’log Pgy ta’ 4,5 u oghla huma 20 sa
50 ml ta’ 1-ottanol u 950 sa 980 ml ta’ ilma frecipjent ta’ litru wiched.
Kundizzjonijiet tat-test

Matul it-test ir-recipjent tar-reazzjoni ghandu termostat biex inaqqas il-varjazzjoni tat-temperatura ghal inqas
minn 1 °C. L-analizi ghandha titwettaq £25 °C.

Is-sistema sperimentali ghandha tkun protetta mid-dawl naturali billi l-esperiment isir fkamra mudlama jew billi
r-recipjent ta’ reazzjoni jitghatta b’folja tal-aluminju.

L-esperiment ghandu jsir fambjent hieles (kemm jista’ jkun) mit-trab.

Is-sistema ta’ 1-ottanol-ilma tithawwad sakemm jinkiseb ekwilibriju. Fesperiment pilota jkun ivvalutat it-tul tal-
perjodu ta’ ekwilibrazzjoni billi jsir esperiment ta’ thawwid bil-mod u perjodikament jittiehed kampjun tal-ilma
u ta’ 1-ottanol. Il-punti ta’ hin ta’ tehid ta’ kampjun ghandhom jitqassmu fperjodu minimu ta’ hames sighat.

Kull determinazzjoni tal-Poy ghandha ssir billi jsiru mill-anqas tliet esperimenti indipendenti ta’ thawwid bil-
mod.
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Determinazzjoni tal-hin ta’ ekwilibrazzjoni

39. Huwa prezunt li l-ekwilibriju jinkiseb meta rigressjoni tal-proporzjon ta’ koncentrazzjoni ta’ 1-ottanol/ilma mal-
hin tul intervall ta’ hin ta’ erba’ punti ta’ hin trendi angolu li ma jkunx differenti b’'mod sinifikanti minn Zzero
flivell p ta’ 0,05. Il-hin minimu ta’ ekwilibrazzjoni huwa ta’ jum qabel ma jinbeda jittiched il-kampjun. Bhala
regola, it-tehid ta’ kampjuni ta’ sustanzi bi stima ta’ log Pny ta’ anqas minn hamsa jista’ jsir matul it-tieni u t-
tielet jum. L-ekwilibrazzjoni jista’ jkollha tkun estiza ghal komposti aktar idrofobici. Ghal kompost blog Pqy; ta’
8,23 (dekaklorobifenil) 144 siegha kienu sufficjenti ghal ekwilibrazzjoni. L-ekwilibriju jigi vvalutat permezz ta’
tehid ripetut ta’ kampjuni ta’ recipjent wiehed.

Bidu tal-esperiment

40. Fil-bidu tal-esperiment ir-recipjent ta’ reazzjoni jimtela blOilma saturat b'l-ottanol. Ghandu jithalla jkun hemm
hin bizzejjed biex tintlahaq it-temperatura tat-termostat.

41. L-ammont mixtieq ta’ sustanza ghall-ittestjar (mahlula fil-volum mehtieg ta’ 1-ottanol saturat bl-ilma) tizdied
battenzjoni fir-recipjent ta’ reazzjoni. Dan huwa stadju krugjali fl-esperiment, minhabba li ghandu jkun evitat it-
tahlit b'turbulenza taz-zewg fazijiet. Ghal dak il-ghan, il-fazi ta’ 1-ottanol tista’ tghaddi bil-mod minn pipetta
mal-hajt tar-recipjent sperimentali, qrib il-wic¢ tal-ilma. Wara tghaddi fi fluss tul il-hajt tal-hgieg u tifforma rita 1
fuq mill-fazi tal-ilma. Id-dikantar ta’ 1-ottanol direttament fil-flixkun ghandu dejjem jigi evitat; it-taqtiriet ta’ 1-
ottanol m'ghandhomx jithallew jaqghu direttament fl-ilma.

42. Wara li jibda t-thawwid, ir-rata ta’ thawwid ghandha tizdied bil-mod. Jekk il-muturi tat-thawwid ma jkunux
jistghu jigu aggustati sewwa ghandu jigi kkunsidrat l-uzu ta’ trasformatur. Ir-rata ta’ thawwid ghandha tigi
aggustat sabiex tinholoq il-vortici fil-interfacca bejn l-ilma u 1-ottanol ta’ fond ta’ 0,5 ghal massimu ta’ 2,5 cm.
Ir-rata ta’ thawwid ghandha titnaqqas jekk il-fond tal-vortici jagbez it-2,5 cm; inkella jistghu jifformaw taqtiriet
mikro mit-taqtiriet ta’ 1-ottanol fil-fazi tal-ilma, li jwassal ghal stima eccessiva tal-koncentrazzjoni tas-sustanza
ghall-ittestjar fl-ilma. Hija rrakkomandata r-rata massima ta’ thawwid ta’ 2,5 cm abbazi tas-sejbiet fl-istudju ta’
validazzjoni tar-ring-test (5). Huwa kompromess bejn il-kisba ta’ rata mghaggla ta’ ekwilibrazzjoni, filwaqt li
tkun illimitata -formazzjoni ta’ taqtiriet mikro ta’ 1-ottanol.

Tehid ta’ Kampjuni u Trattament tal-Kampjuni

43. ll-hawwad ghandu jintefa qabel ma jittichdu I-kampjuni u l-likwidi ghandhom jithallew jieqfu milli jiccaqalqu.
Wara li jitlesta t-tehid tal-kampjuni, il-hawwad jerga’ jitqabbad bil-mod, kif deskritt hawn fuq, u mbaghad ir-rata
ta’ thawwid tizdied gradwalment.

44. Il-fazi tal-ilma jittehdilha kampjun minn rubinett tal-gheluq fil-qiegh tar-recipjent ta’ reazzjoni. Skarta dejjem il-
volum mejjet ta’ ilma li jkun hemm fil-vitijiet (madwar 5 ml fir-recipjent muri fl-Appendici 2). L-ilma fil-vitijiet
ma jithawwadx u, ghalhekk, ma jkunx fekwilibriju mal-bulk. Innota l-volum tal-kampjuni tal-ilma, u zgura li
jitqies l-ammont ta’ sustanza ghall-ittestjar li jkun hemm fl-ilma skartat meta tiffissa bilan¢ tal-massa. It-telfiet
minhabba l-evaporazzjoni ghandhom ikunu mminimizzati billi l-ilma jithalla jghaddi fi fluss minghajr taqlib fil-
lembut separatorju, b'mod li ma jkunx hemm disturb tas-saff tal-ilma/1-ottanol.

45. Il-kampjuni ta’ 1-ottanol jinkisbu billi tittiched alikwota zghira (madwar 100 pl) mis-saff ta’ 1-ottanol b’siringa
ta’ 100 mikrolitru kollha kemm hija tal-hgieg u l-metall. Ghandha tinghata attenzjoni li I-limitu ma jitqallibx. II-
volum tal-likwidu li jkun ittehiedlu kampjun jigi rregistrat. Alikwota zghira hija bizzejjed, minhabba i 1-
kampjun ta’ 1-ottanol se jigi dilwit.

46. Stadji mhux mehtiega ta’ trasferiment ta’ kampjuni ghandhom ikunu evitati. Ghal dak il-ghan il-volum ta’
kampjun ghandu jkun iddeterminat b’'mod gravimetriku. Fkaz ta’ kampjuni ta’ ilma dan ikun jista' jinkiseb
bil-gbir tal-kampjun tal-ilma flembut separatorju li jkun diga fih il-volum mehtieg ta’ solvent.

DEJTA U RAPPURTAR

47. Skont dan il-Metodu ta’ Ttestjar, Poy, ikun iddeterminat billi jsiru tliet esperimenti ta’ thawwid bil-mod (tliet
unitajiet sperimentali) bil-kompost li jkun qed jigi investigat li juza kundizzjonijiet identici. Ir-rigressjoni uzata
biex jintwera li jkun inkiseb ekwilibriju ghandha tkun ibbazata fuq ir-rizultati ta’ mill-anqas erba’ determinazz-
jonijiet ta’ Co/Cy fpunti konsekuttivi ta' hin. Dan jippermetti li tkun ikkalkulata varjanza bhala kejl tal-
incertezza tal-valur medju miksub minn kull unita sperimentali.

48. 1-Pyyy jista’ jigi kkaratterizzat mill-varjanza fid-dejta miksuba ghal kull unita sperimentali. Din l-informazzjoni
tintuza biex ikun ikkalkulat il-Poy, bhala -medja pezata tar-rizultati tal-unitajiet sperimentali individwali. Biex
isir dan, jintuza bhala piz l-invers tal-varjanza tar-rizultati tal-unitajiet sperimentali. Bhala rizultat, dejta b'var-
jazzjoni kbira (espressa bhala l-varjanza) u, ghalhekk, b’anqas affidabbilta, ikollha angas influwenza fuq ir-rizultat
minn dejta b'varjanza baxxa.
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50.

51.

52.

53.

54.

B'mod analogiku, tigi kkalkulata d-devjazzjoni standard pezata. Din tikkaratterizza r-ripetibbilta tal-kejl tal-Py.
Valur baxx tad-devjazzjoni standard pezata jindika li d-determinazzjoni tal-Pgy, kienet ripetibbli hafna flabo-
ratorju wiehed. It-trattament formali tal-istatistika tad-dejta jinsab spjegat hawn taht.

Trattament tar-rizultati

Wiri ta” kisba ta’ ekwilibriju

[l-logaritmu tal-proporzjon tal-koncentrazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar f1-ottanol u ilma (log (Co/Cy)) huwa
kkalkulat ghal kull hin ta’ tehid ta’ kampjuni. Il-kisba ta’ ekwilibriju kimiku tintwera billi dan il-proporzjon
jitfassal fkonfront mal-hin. Livell kostanti fdin il-grafika Ii jkun ibbazat fmill-anqas fuq erba’ punti konsekuttivi
ta’ hin jindika li jkun inkiseb ekwilibriju, u li l-kompost ikun inhall tassew f1-ottanol. Jekk le, it-test ikun
jehtieglu jitkompla sakemm erba’ punti successivi ta’ hin jrendu angolu li ma jkunx differenti b'mod sinifikanti
minn 0 flivell p ta’ 0,05, i jindika li log Cy/C,, huwa indipendenti mill-hin.

Kalkolu ta’ Log Py

[l-valur ta’ log Poyy tal-unita sperimentali huwa kkalkulat bhala l-valur medju pezat ta’ log C,/C,, ghall-parti tal-
kurva ta’ log C,/C,, vs il-hin, li ghalih ikun intwera I-ekwilibriju. Il-medja pezata hija kkalkulata billi d-dejta
tintizen mal-invers tal-varjanza sabiex l-influwenza tad-dejta fuq ir-rizultat finali tkun proporzjonata b'mod
invers ghall-incertezza fid-dejta.

Medja ta’ log Poy
Il-valur medju ta’ log Pqy ta’ unitajiet sperimentali differenti huwa kkalkulat bhala I-medja tar-rizultati tal-
unitajiet sperimentali individwali ppezati mal-varjanzi rispettivi taghhom.
Il-kalkulazzjoni ssir kif gej:
log Poway = (Ew; x log Pow,) x (Zw)™
fejn
log Poy; = il-valur log Pqy tal-unita sperimentali i individwali;

log Pow sy = il-valur medju pezat tad-determinazzjonijiet log Pqy, individwali;

Wi

il-piz statistiku assenjat lil valur log Pgyy tal-unita sperimentali i.
Ir-re¢iproku tal-varjanza ta’ log Poy; jintuza bhala w; (w; = var (log Pow,)™).

L-izball tal-medja ta’ log Py huma stmat bhala r-ripetibbilta ta’ log C,/C,, iddeterminat matul il-fazi ta’
ekwilibriju fl-unitajiet sperimentali individwali. Huwa espress bhala d-devjazzjoni standard pezata ta’ log Poy Ay
(Olog Pow,Av) li mbaghad ikun kejl tal-izball assoc¢jat ma’ log Pqy 4, Id-devjazzjoni standard pezata tista’ tigi
kkomputata mill-varjanza pezata varjy, poy,av Kif gej:

VaTjog pow,av = (EW; X (log Pow,; — log Powa)?) x (Ew; x (n — 1))

- 0,5
0lctg Pow,Av (Varlog Pow,Av)
Is-simbolu n huwa ghall-ghadd ta’ unitajiet sperimentali.

Rapport tat-test

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:
Sustanza ghall-ittestjar:

— isem komuni, isem tal-kimika, numru tal-CAS, formula strutturali (i tindika l-pozizzjoni tat-tikketta meta
tintuza sustanza b'tikketta radjologika) u proprjetajiet fizikokimici rilevanti (ara l-paragrafu 17);

— purezza (impuritajiet) tas-sustanza ghall-ittestjar;
— purezza tat-tikketta ta’ kimici b'tikketta u attivita molari (fejn jixraq);
kif ukoll il-metodu uzat biex johrog il-valur.

— stima preliminari ta’ log Py,
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Kundizzjonijiet tat-test:

— dati tat-twettiq tal-istudji;

— temperatura matul l-esperiment;

— volumi ta’ 1-ottanol u ilma fil-bidu tat-test;

— volumi ta” kampjuni mehudin ta’ 1-ottanol u ilma;

— volumi ta’ 1-ottanol u ilma li jifdal fir-recipjenti tat-test;

— deskrizzjoni tar-recipjenti tat-test u tal-kundizzjonijiet tat-thawwid (geometrija tal-virga tat-thawwid u tar-
recipjent tat-test, I-gholi tal-vorti¢i fmm, u meta disponibbli: rata ta’ thawwid) uzati;

— metodi analiti¢i uzati biex ikunu ddeterminati s-sustanza ghall-ittestjar u I-limitu tal-metodu ta’ kwantifikazz-
joni;

— hinijiet ta’ tehid ta’ kampjuni;

— il-pH tal-fazi fl-ilma u I-bafers uzati, meta I-pH ikun aggustat ghal molekuli jonizzabbli;

— ghadd ta’ replikati.

Rizultati:

— ripetibbilta u sensittivita tal-metodi analiti¢i uzati;

— koncentrazzjonijiet iddeterminati tas-sustanza ghall-ittestjar £1-ottanol u ilma bhala funzjoni ta’ hin;
— wiri ta’ bilan¢ tal-massa;

— temperatura u devjazzjoni standard jew il-firxa tat-temperatura matul l-esperiment;

— ir-rigressjoni tal-proporzjon ta’ koncentrazzjoni fkonfront mal-hin;

— il-valur medju ta’ log Py, 4, u l-izball standard tieghu;

— diskussjoni u interpretazzjoni tar-rizultati;

— ezempji ta’ Cifri ta’ dejta mhux mahduma ta’ analizi rapprezentattiva (id-dejta kollha mhux mahduma
ghandha tinhazen skont standards tal-GLP), inkluzi rkupri ta’ sostituti, u I-ghadd ta’ livelli uzati fil-kalibrazz-
joni (flimkien mal-kriterji ghall-koeffi¢cjent ta’ korrelazzjoni tal-kurva ta’ kalibrazzjoni), u r-rizultati ta’
garanzija tal-kwalita/kontroll tal-kwalita (QA/QC);

— meta disponibbli: rapport ta’ validazzjoni tal-procedura ta’ analizi (Ii ghandu jkun indikat fost ir-referenzi).
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Appendici 1

Spreadsheet ghall-komputazzjoni ta’ volumi minimi ta’ ilma mehtieg ghall-detezzjoni ta’ sustanzi ghall-ittestjar ta’
valuri differenti ta’ log Pqy, fil-fazi fl-ilma

Suppozizzjonijiet:
— Volum massimu ta’ alikwoti individwali = 10 % tal-volum totali; 5 alikwoti = 50 % tal-volum totali.

— Koncentrazzjoni ta’ sustanzi ghall-ittestjar = 0,7 x solubilita ffazi wahda jew ohra. Fkaz ta’ koncentrazzjonijiet aktar
baxxi, ikunu mehtiega volumi akbar.

— Volum uzat ghal determinazzjoni ta’ LOD = 100 ml.
— log P,,, vs. log S, ulog P, vs. SR (S

octlSyw) huma rapprezentazzjonijiet ragonevoli ta'relazzjonijiet ghal sustanzi ghall-

ittestjar.
Stima ta’ S,
log P, ekwazzjoni log S,, S, (mg/l)

4 (50,922 x log P, + 4,184 0,496 3,133E+00

4,5 (-)0,922 x log P, + 4,184 0,035 1,084E+00

5 (50,922 x log P, + 4,184 -0,426 3,750E-01

5,5 (10,922 x log P, + 4,184 -0,887 1,297E-01

6 (-)0,922 x log P, + 4,184 -1,348 4,487E-02

6,5 (-)0,922 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 (10,922 x log P, + 4,184 -2,731 1,858E-03

8 (50,922 x log P, + 4,184 -3,192 6,427E-04

Stima ta’ S,

log P, ekwazzjoni Soct (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
Total tal-Massa tas-sustanza
s Massay)o Concyyo Massa,,, Conc,,
ghall-ittestjar Massa, . /Massa;;, (mg) (mg]l) (mg) t (mg/l)t

(mg)

1319 526 2,5017 2,6333 1317 26 333
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Total tal-Massa tas-sustanza Massa Conc Massa Conc
ghaltnit;sq . Massaoe Massajng (mgslzo (mgl/iﬁo (mg)oa (mg/rl))m
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 5263 16 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 9 486 189 713
Komputazzjoni ta’ volumi
Volum minimu mehtieg ghal fazi ta’ H,O fkull koncentrazzjoni ta’ LOD
log Koy LOD (mikrogrammi/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
55 0,57 573 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
Volum uzat ghal LOD (]) 0,1
Spjegazzjoni tal-Komputazzjonijiet
Jirrapprezenta < 10 % tal-volum totali ta’ fazi fl-ilma, recipjent ta’ ekwilibrazzjoni ta’ 1 litru.
Jirrapprezenta < 10 % tal-volum totali ta’ fazi fl-ilma, recipjent ta’ ekwilibrazzjoni ta’ 2 litri.
Jirrapprezenta < 10 % tal-volum totali ta’ fazi fl-ilma, recipjent ta’ ekwilibrazzjoni ta’ 5 litri.
Jirrapprezenta < 10 % tal-volum totali ta’ fazi fl-ilma, recipjent ta’ ekwilibrazzjoni ta’ 10 litri.
Jeccedi 1-10 % ta’ recipjent ta’ ekwilibrazzjoni anke tal-10 litri.
Prospett ta’ volumi mehtiega, bhala funzjoni ta’ solubilita fl-ilma u Log P,
Volum minimu mehtieg ghal fazi ta’ H,O fkull koncentrazzjoni ta’ LOD (ml)
log P, S, (mg/) |LOD (micrograms/l)— | 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 Py S, (mgfl) | LOD (micrograms/l)— | 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 4345,05
5,5 0,4 0,19 1,86 18,57 185,68 1856,79
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 2539,18 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 21702,46
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 1546 | 154,58 | 154577 | 15457,70 154 577,01
0,0015 23,19 | 231,87 | 2318,66 | 23186,55 231 865,51
0,001 46,37 463,73 4637,31 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 | 1585,42 | 15854,19 | 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 | 1 355,07 | 13 550,71 135 507,09 1355070,89
0,000125 271,01 | 2710,14 | 27 101,42 | 271014,18 | 2710 141,77

Volum uzat ghal LOD (1)

0,1
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Appendici 2

Ezempju ta’ recipjent tat-test imdawwar bil-hgieg ghall-esperiment ta’ thawwid bil-mod ghal determinazzjoni

ta’ Pow

e OET

(3) 1-Kapitolu B.2 jinbidel b’dan li gej:

“B.2. TOSSICITA TA’ INALAZZJONI AKUTA

DAHLA

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghal-Linja Gwida tat-Test 403 (2009) tal-OECD (1). Il-Linja Gwida
403 (TG 403) tat-Test originali dwar l-inalazzjoni akuta kienet adottata fl-1981. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.2
rivedut (bhala ekwivalenti ghat-TG 403 riveduta) tfassal biex ikun aktar flessibbli, biex inagqas l-uzu tal-
annimali, u biex jissodisfa htigijiet regolatorji. II-Metodu ta’ Ttestjar rivedut fih Zewg tipi ta’ studji: protokoll
Tradizzjonali LC5, u protokoll ta' Koncentrazzjoni x Zmien (C x t). Karatteristi¢i primarji ta’ dan il-Metodu ta’
Ttestjar huma 1-kapacita li jipprovdi relazzjoni ta’ koncentrazzjoni-rispons b'firxa minn rizultati mhux letali ghal
dawk letali sabiex jag]ti koncentrazzjoni letali medjana (LCs), livell limitu ta’ koncentrazzjoni mhux letali (ez.
LCO1), u angolu, u biex possibbilment jidentifika suxxettibbilta sesswali. Il-Protokoll C x t ghandu jintuza meta
jkun hemm htiega regolatorja jew xjentifika specifika li ssejjah ghall-ittestjar ta” annimali tul durati multipli ta’
zmien, bhal ghall-finijiet ta” ppjanar ta’ rispons ghal emergenza [ez. li jidderivaw valuri ta’ Linji Gwida ta’ Livelli
ta’ Espozizzjoni Akuta (AEGL), Linji Gwida ta’ Ppjanar ghal Rispons ta’ Emergenza (ERPG), jew Livelli Limiti ta’
Espozizzjoni Akuta (AETL)], jew ghal ippjanar ta’ uzu ta’ artijiet.

Gwida dwar it-tmexxija u l-interpretazzjoni tal-istudji dwar dan il-Metodu ta’ Ttestjar tinsab fid-Dokument ta’
Gwida dwar I-Ittestjar tat-Tossicita ta’ Inalazzjoni Akuta (GD 39) (2).

Id-definizzjonijiet uzati fil-kuntest ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar jinsabu fl-ahhar ta’ dan il-kapitolu u fGD 39 (2).

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar jghin ghal karatterizzazzjoni ta’ kimici u l-valutazzjoni tar-riskju kwantitattiv, u
jippermetti li I-kimici ghall-ittestjar ikunu ggradati u kklassifikati skont ir-Regolament (KE) Nru 12722008
(3). GD 39 (2) jipprovdi gwida ghall-ghazla tal-Metodu ta’ Ttestjar adattat ghal ittestjar akut. Meta tkun mehtiega
informazzjoni dwar klassifikazzjoni u tikkettar biss, generalment huwa rrakkomandat il-kapitolu B.52 ta’ dan 1-
Anness (4) [ara GD 39 (2)]. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.2 mhux mahsub specifikatament ghall-ittestjar ta’
materjali specjalizzati, bhal materjali isometrici jew fibruzi li ftit jinhallu jew nanomaterjali manifatturati.
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KONSIDERAZZJONIJIET INIZJALI

Qabel ma jitgies l-ittestjar skont dan il-Metodu ta’ Ttestjar l-informazzjoni kollha disponibbli dwar il-kimika
ghall-ittestjar, inkluzi studji ezistenti (ez. il-kapitolu B.52 ta’ dan 1-Anness (4)) li d-dejta taghhom tkun tappogga
li ma jsirx ittestjar addizzjonali, ghandhom jitgiesu mil-laboratorji tal-ittestjar biex ikun imminimizzat l-uzu tal-
annimali. L-informazzjoni li tista’ tassisti fl-ghazla tal-ispeci, razza, sess, mod ta’ espozizzjoni u koncentrazz-
jonijiet ta’ testijiet l-aktar adatti tinkludi l-identita, l-istruttura tal-kimika u l-proprjetajiet fizikokimici tal-kimika
ghall-ittestjar; ir-rizultati ta’ kwalunkwe test ta’ tossicita in vitro jew in vivo; l-uzijiet mistennija u I-potenzjal ghal
espozizzjoni umana; id-dejta (Q)SAR disponibbli u d-dejta tossikologika dwar sustanzi strutturalment relatati
[ara GD 39 (2)].

L-ittestjar ta’ kimici ghall-ittestjar, korruzivi ufjew irritanti fkoncentrazzjonijiet li jkunu mistennija jikkawzaw
ugigh sever ufjew diffikulta ghandu jkun evitat kemm jista’ jkun possibbli. Il-potenzjal korrusiv/irritanti ghandu
jigi evalwat skont gudizzju espert bl-uzu ta’ evidenza bhall-esperjenza tal-bniedem jew tal-annimali (ez. minn
studji ripetuti ta’ dozi li jitwettqu fkoncentrazzjonijiet mhux korrusivifirritanti), dejta ezistenti in vitro (ez. mill-
kapitoli B.40, (5), B.40bis (6) ta’ dan I-Anness jew OECD TG 435 (7)), il-valuri tal-pH, informazzjoni minn
sustanzi simili jew kwalunkwe dejta pertinenti ohra, ghall-iskop ta’ investifazzjoni dwar jekk jista' ma jsirx iktar
ittestjar. Ghal htigijiet regolatorji specifici (ez. ghal skopijiet ta’ ippjanar ta’ emergenza), dan il-Metodu ta’ Ttestjar
jista’ jintuza biex l-annimali jigu esposti ghal dawn il-materjali ghaliex jipprovdi d-direttur jew l-investigatur
principali tal-istudju li ghandu kontroll fuq is-selezzjoni tal-koncentrazzjonijeit fil-mira. Madankollu, il-koncen-
trazzjonijiet immirati ma ghandhomx jiggeneraw effetti ta’ irritazzjoni/korruzivi severi, izda bizzejjed biex
jestendu l-kurva ta’ koncentrazzjoni-rispons ghal livelli li jilhqu I-ghan regolatorju u xjentifiku tat-test. Dawn
il-kon¢netrazzjonijiet ghandhom jinghazlu abbazi ta’ kaz b’kaz u ghandha tigi pprovduta gustifikazzjoni ghall-
ghazla tal-koncentrazzjoni [see GD 39 (2)].

PRINCIPJU TAT-TEST

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.2 rivedut tfassal biex tinkiseb informazzjoni suffi¢jenti dwar it-tossicita akuta ta’
kimika ghall-ittestjar biex tkun tista’ tigi kklassifikata u biex jipprovdi dejta dwar il-letalita (ez. LCsq LCyp u I-
angolu) ghal wiehed jew ghaz-zewg sessi kif mehtieg ghall-valutazzjonijiet tar-riskji kwantitattivi. Dan il-Metodu
ta’ Ttestjar joffri zewg metodi. L-ewwel metodu huwa protokoll tradizzjonali li fih gruppi ta’ annimali jigu
esposti ghal koncentrazzjoni limitata (test ta’ limitu) jew ghal serje ta’ koncentrazzjonijiet fi procedura pass pass
ghal durata predeterminata normalment 4 sighat. Jistghu japplikaw durati ohra ta’ espozizzjoni biex jaqdu
skopijiet regolatorji specifici. It-tieni metodu (C x t) huwa protokoll li fih gruppi ta’ annimali jkunu esposti
ghal wahda (koncentrazzjoni limitata) jew ghal serje ta’ koncentrazzjonijiet multipli matul durati multipli.

L-annimali moribondi jew annimali li ¢carament huma mugugha jew li jkunu qed juru sinjali ta’ diffikulta severa
jew fit-tul ghandhom jinqatlu b'mod uman u jitqiesu fl-interpretazzjoni tar-rizultat tat-test bl-istess mod bhall-
annimali li jkunu mietu waqt it-test. Il-kriterji ghal tehid tad-decizjoni li annimali moribondi jew li jkunu qed
ibatu hafna jinqatlu, u gwida dwar ir-rikonoxximent ta’ mewta prevedibbli jew imminenti, huma s-suggett ta’
Document ta’ Gwida Nru 19 tal-OECD dwar il-Punti tat-Tmiem b'Mod Uman (8).

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Ghazla tal-ispecijiet tal-annimali

Ghandhom jintuzaw annimali adulti zghazagh fsahhithom ta’ razez li normalment jintuzaw fil-laboratorju. L-
ispeci preferuta hija I-far u ghandha tinghata gustifikazzjoni jekk jintuzaw specijiet ohra.

Preparazzjoni tal-annimali

In-nisa ghandhom ikunu gatt ma welldu u m'ghandhomx ikunu tqal. Filjum ta’ espozizzjoni, l-annimali
ghandhom ikunu adulti zghazagh ta’ bejn 8 u 12-il gimgha, u li jkunu jiznu madwar * 20 % tal-piz medju
ghal kull sess ta’ kwalunkwe annimal precedentament qabel tal-istess eta. L-annimali jintghazlu b'mod kazwali u
jkunu mmarkati ghal identifikazzjoni individwalment. L-annimali jinzammu fil-gageg taghhom ghal mill-anqas 5
jjiem qabel ma jibda t-test biex jidraw il-kundizzjonijiet tal-laboratorju. L-annimali ghandhom ikunu draw ukoll
l-apparat tat-test ghal perjodu qasir qabel l-ittestjar, minhabba li dan inaqqas it-tensjoni kkawzata bl-introduzz-
joni ghall-ambjent il-gdid.

Trobbija tal-annimali

It-temperatura tal-kamra ta’ manutenzjoni tal-annimali esperimentali ghandha tkun 22 + 3 °C. L-umdita relattiva
ghandha idealment tinzamm fil-firxa ta’ 30 % sa 70 %, ghalkemm dan jista’ ma jkunx possibbli meta jintuza I-
ilma bhala vejjikolu. Qabel u wara l-espozizzjonijiet, l-annimali generalment ghandhom jitqieghdu fgagga fi
gruppi skont is-sess u I-koncentrazzjoni, izda l-ghadd ta’ annimali ghal kull gagga m’'ghandux ifixkel l-osservazz-
joni ¢ara ta’ kull annimal u ghandu jimminimizza t-telf minhabba l-kannibalizmu u I-glied. Meta l-annimali
jkollhom ikunu esposti mill-imnieher biss, jista’ jkun jehtigilhom jidraw it-tubi ta’ trazzin. It-tubi ta’ trazzin
m’ghandhomx jimponu tensjoni fizika, termali u ta’ immobilizzazzjoni bla bzonn fuq l-annimali. It-trazzin jista’
jaffettwa punti ta’ tmiem fizjologici bhat-temperatura tal-gisem (ipertermja) u/jew volum respiratorju minusklu.
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Jekk tkun disponibbli dejta generika li turi li l-ebda bidliet bhal dawn ma jsehhu sa kwalunkwe limitu konsi-
derevoli, fdak il-kaz ma jkunx mehtieg adattament minn qabel ghat-tubi ta’ trazzin. L-annimali esposti mill-
gisem kollu ghal aerosol ghandhom jinghalqu individwalment matul l-espozizzjoni biex ma jithallewx jiffiltraw
l-aerosol tat-test mal-pil ta’ shabhom fil-gagga. Jistghu jintuzaw dieti konvenzjonali u ¢certifikati mil-laboratorju,
hlief matul l-espozizzjoni, flimkien ma’ provvista bla limitu ta’ ilma tax-xorb municipali. Id-dawl ghandu jkun
artifi¢jali, bis-sekwenza tkun ta’ 12-il siegha dawl/12-il siegha dlam.

Kmamar tal-inalazzjoni

In-natura tal-kimika ghall-ittestjar u l-ghan tat-test ghandhom jitgiesu fl-ghazla tal-kamra tal-inalazzjoni. Il-mod
preferut ta’ espozizzjoni huwa mill-imnicher biss (liema frazi tinkludi r-ras biss, l-imnieher biss jew il-geddum
biss). Espozizzjoni mill-imnicher biss hija generalment ippreferuta ghal studji ta’ aerosols likwidi jew solidi u
ghal fwar li jista’ jikkondensa biex jifforma l-acrosols. Ghanijiet specjali tal-istudju jistghu jinkisbu ahjar billi
tintuza modalita ta’ espozizzjoni mill-gisem kollu, izda dan ghandu jkun iggustifikat fir-rapport tal-istudju. Biex
tkun Zgurata stabbiltd tal-atmosfera meta tintuza kamra ghall-gisem kollu, il-volum totali tal-annimali tat-test
m’ghandux ikun aktar minn 5 % tal-volum tal-kamra. Il-prin¢ipji tat-tekniki tal-espozizzjoni mill-imnieher biss u
mill-gisem kollu u tal-vantaggi u l-izvantaggi partikolari taghhom huma deskritti fGD 39 (2).

KONDIZZJONIJIET TA’ ESPOZIZZJONI
Amministrazzjoni ta’ koné¢entrazzjonijiet

L-espozizzjonijiet mill-imnicher biss jistghu jkunu ta’ kwalunkwe durata sa 6 sighat ghall-firien. Jekk il-grieden
ikunu esposti mill-imnieher biss, l-espozizzjonijiet generalment m’'ghandhomx ikunu itwal minn 4 sighat.
Ghandha tinghata gustifikazzjoni jekk ikunu mehtiega studji li jdumu aktar [ara GD 39 (2)]. L-annimali esposti
ghall-aerosols fi kmamar ghall-gisem kollu ghandhom jinghalqu individwalment biex ma jithallewx jibilghu
kimika ghall-ittestjar minhabba t-tindif ta’ shabhom fil-gagga. M'ghandux jinghata ghalf matul il-perjodu ta’
espozizzzjoni. Jista’ jinghata ilma matul l-espozizzjoni kollha mill-gisem kollu.

L-annimali jkunu esposti ghall-kimika ghall-ittestjar bhala gass, fwar, aerosol, jew tahlita taghhom. L-istat fiziku
li jkollu jigi ttestjat jiddependi mill-proprjetajiet fizikokimici tal-kimika ghall-ittestjar, il-koncentrazzjoni magh-
zula, ufjew il-forma fizika li x’aktarx tkun prezenti matul l-immaniggar u l-uzu tal-kimika ghall-ittestjar. Il-kimici
ghall-ittestjar igroskopiku u reattivi kimikament ghandhom ikunu ttestjati fkundizzjonijiet ta’ arja xotta.
Ghandha tinghata attenzjoni biex ikun evitat li jkunu ggenerati koncentrazzjonijiet li jistghu jisplodu.

Distribuzzjoni tad-daqs tal-particelli

It-tehid tad-dags tal-particelli ghandu jsir ghall-acrosols kollha u ghall-fwar li jista’ jikkondensa biex jifforma 1-
aerosols. Biex jithalla jkun hemm espozizzjoni tar-regjuni kollha rilevanti tas-sistema respiratorja, huma rrak-
komandati aerosols b'dijametri ajrudinamici ta’ medja massa (MMAD) ffirxa minn 1 sa 4 pm b'devjazzjoni
geometrika standard (o) fil-firxa ta’ 1,5 sa 3,0 (2) (9) (10). Ghalkemm ghandu jsir sforz ragonevoli biex dan -
istandard jintlahaq, ghandu jinghata gudizzju espert jekk ma jkunx jista’ jintlahaq. Perezempju, id-dhahen tal-
metall jistghu jkunu angas minn dan l-istandard, u l-particell, fibri u materjali igroskopici mimlijin (li jikbru fid-
dags fl-ambjent niedi tas-sistema respiratorja) jistghu jagbzu dan l-istandard.

Preparazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar fvejjikolu

Jista' jintuza vejjikolu biex jiggenera koncentrazzjoni u dags ta’ particelli xierqa tal-kimika ghall-ittestjar fI-
atmosfera. Bhala regola, l-ilma ghandu jinghata preferenza. Il-materjal tal-particelli jista' jkun soggett ghal
processi mekkanici biex tinkiseb id-distribuzzjoni tad-daqs mehtieg ta’ particelli, izda, ghandha tinghata atten-
zjoni biex il-kimika ghall-ittestjar ma tiddekomponix jew tinbidel. Fkazijiet fejn processi mekkanici jitgiesu li
jkunu bidlu l-kompozizzjoni tal-kimika ghall-ittestjar (ez. temperaturi estremi minn thin eccessiv minhabba 1-
frizzjoni), il-kompozizzjoni tal-kimika ghall-ittestjar ghandha tkun ivverifikata b'mod analitiku. Ghandha
tinghata attenzjoni adegwata biex il-kimika ghall-ittestjar ma tkunx ikkontaminata. Mhux mehtieg li jkunu
ttestjati materjali granulari i ma jizzartux li jkunu fformulati apposta biex ma jkunux jistghu jittichdu man-
nifs. Ghandu jintuza test ta’ attrizzjoni biex jintwera li particelli li jistghu jittiehdu man-nifs ma jkunux prodotti
meta jintmiss il-materjal granulari. Jekk test ta’ attrizzjoni jipproduci sustanzi li jistghu jittiehdu man-nifs,
ghandu jsir test ghat-tossicita tal-inalazzjoni.

Annimali ta’ kontroll

Mhux mehtieg grupp ta’ kontroll konkurrenti negattiv (arja). Meta vejjikolu, minbarra l-ilma, jintuza biex jassisti
fil-generazzjoni tal-atmosfera tat-test, grupp ta’ kontroll ta’ vejjikoli ghandu jintuza biss meta ma tkunx dispo-
nibbli dejta storika ta’ tehid ta’ tossicita man-nifs. Jekk studju dwar it-tossicita ta’ kimika ghall-ittestjar ifformu-
lata Pvejjikolu ma juri ebda tossicita, isegwi li I-vejjikolu ma jkunx tossiku fil-koncentrazzjoni ttestjata; ghalhekk
ma jkunx mehtieg kontroll ta’ vejjikolu.

MONITORAGG TAL-KONDIZZJONJJIET TA' ESPOZIZZJONI

Fluss tal-arja fil-kamra

[I-fluss tal-arja mal-kamra ghandu jkun ikkontrollat sewwa, immonitorjat kontinwament u rregistrat mill-anqas
kull siegha matul kull espozizzjoni. Il-monitoragg ta’ koncentrazzjoni atmosferika tat-test (jew stabbilta) huwa
kejl integrali tal-parametri dinamici kollha u jipprovdi mezz indirett ghall-kontroll tal-parametri dinamici
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rilevanti kollha tal-generazzjoni tal-atmosfera. Ghandha tinghata konsiderazzjoni specjali biex tkun evitata
inalazzjoni mill-gdid fi kmamar ghall-imnieher biss fkazijiet fejn fluss tal-arja mis-sistema ta’ espozizzjoni
ma jkunx adegwat biex jipprovdi fluss dinamiku ta’ atmosfera tal-kimika ghall-ittestjar. Hemm metodologiji
preskritti li jistghu jintuzaw biex jintwera li inalazzjoni mill-gdid ma ssirx skont il-kundizzjonijiet operattivi
maghzula (2) (11). Il-konc¢entrazzjoni tal-ossigenu ghandha tkun mill-anqas ta’ 19 % u l-koncentrazzjoni tad-
dijossidu tal-karbonju nrghandhiex tkun aktar minn 1 %. Jekk ikun hemm raguni biex wiehed jemmen li dawn
l-istandards ma jkunux jistghu jintlahqu, il-koncentrazzjonijiet tal-ossignu u tad-dijossidu tal-karbonju ghan-
dhom jitkejlu.

Temperatura tal-kamra u umdita relattiva

It-temperatura tal-kamra ghandha tinzamm ghal 22 # 3 °C. L-umdita relattiva fiz-zona fejn l-annimali jiehdu n-
nifs, ghal espozizzjonijiet kemm mill-imnieher biss kif ukoll mill-gisem kollu, ghandha tkun immonitorjata u
rregistrata mill-anqas tliet darbiet ghal durati sa 4 sighat, u kull siegha ghal durati igsar. L-umdita relattiva
ghandha idealment tinzamm fil-firxa ta’ 30 % sa 70 %, izda din jew ma tkunx tista’ tintlahaq (ez. meta jkunu
ttestjati tahlitiet ibbazati fl-ilma) jew ma tkunx tista’ titkejjel minhabba interferenza minn kimika ghall-ittestjar
mal-metodu tal-ittestjar.

Kimika ghall-ittestjar: Kon¢entrazzjoni nominali

Kull meta jkun fattibbli, il-koncentrazzjoni nominal tal-kamra ta’ espozizzjoni ghandha tkun ikkalkulata u
rregistrata. [l-koncentrazzjoni nominali hija l-massa ggenerata ta’ kimika ghall-ittestjar diviza bil-volum totali
ta’ arja li tkun ghaddiet mis-sistema tal-kamra. Il-koncentrazzjoni nominali ma tintuzax biex tikkaratterizza 1-
espozizzjoni tal-annimali, izda paragun tal-koncentrazzjoni nominali u I-koncentrazzjoni attwali jaghti indikazz-
joni tal-efficjenza tal-generazzjoni tas-sistema tal-ittestjar, u, ghalhekk, jista’ jintuza biex jizvela problemi ta’
generazzjoni.

Kimika ghall-ittestjar: Konc¢entrazzjoni attwali

Il-koncentrazzjoni attwali hija I-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fiz-zona fejn l-annimali jiehdu n-nifs
fkamra tal-inalazzjoni. Il-koncentrazzjonijiet attwali jistghu jinkisbu b'metodi specifici (ez. tehid dirett ta’
kampjuni, metodi ta’ assorbiment jew kimici reattivi u karatterizzazzjoni analitika sussegwenti) jew b'metodi
mhux specifici bhal analizi gravimetrika bfiltru. L-uzu ta’ analizi gravimetrika huwa accettabbli biss ghal
aerosols tat-trab b’komponent wiehed jew ghal aerosols ta’ likwidi ta’ volatilita baxxa u ghandu jkun appoggat
minn Karatterizzazzjonijiet adattati ta’ qabel l-istudju specifici ghal kimika ghall-ittestjar. Il-koncentrazzjoni ta’
aerosols tat-trab b’hafna komponenti tista’ wkoll tkun iddeterminata b’analizi gravimetrika. Izda din tehtieg dejta
analitika li turi li I-kompozizzjoni tal-materjal fl-arja tkun simili ghall-materjal tal-bidu. Jekk din l-informazzjoni
ma tkunx disponibbli, tista’ tkun mehtiega analizi mill-gdid tal-kimika ghall-ittestjar (idealment fl-istat taghha fl-
arja) fintervalli regolari waqt li jkun ghaddej l-istudju. Ghal agenti tal-aerosols li jistghu jevaporaw jew jissubb-
limaw, ghandu jintwera li l-fazijiet kollha ngabru bil-metodu maghzul. Il-koncentrazzjonijiet immirati, nominali
u attwali ghandhom ikunu pprovduti fir-rapport tal-istudju, izda fl-analizi jintuzaw biss koncentrazzjonijiet
attwali ta’ statistika biex ikunu kkalkulati l-valuri ta’ koncentrazzjonijiet letali.

Ghandu jintuza lott wiehed tal-kimika ghall-ittestjar, jekk ikun possibbli, u I-kampjun tat-test ghandu jinhazen
fkundizzjonijiet li jzommu l-purezza, l-omogeneita u l-istabbilta tieghu. Qabel ma jinbeda l-istudju, ghandu
jkun hemm karatterizzazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar, inkluza l-purezza taghha, u jekk teknikament fattibbli, I-
identita u l-kwantitajiet ta’ kontaminanti u impuritajiet identifikati. Dan jista’ jintwera bid-dejta li gejja, izda ma
jkunx limitat ghaliha: hin ta’ ritenzjoni u erja relattiva fl-oghla livell, piz molekulari minn spettrometrija tal-
massa jew minn analizi kromatografika ta’ gass, jew minn stimi ohra. Ghalkemm l-identita tal-kampjun tat-test
mhix ir-responsabbilta tal-laboratorju tat-test, jista’ jkun prudenti ghal-laboratorju tat-test li jikkonferma I-karat-
terizzazzjoni tal-isponser mill-angas b'mod limitat (ez. lewn, natura fizika, ecc.).

L-atmosfera ta’ espozizzjoni ghandha tinZamm kemm prattikabbilment kostanti u tkun immonitorjata kontin-
wament ufjew fintervalli skont il-metodu ta’ analizi. Meta jittiched kampjun fintervalli, il-kampjuni tal-atmosfera
tal-kamra ghandhom jittichdu mill-anqas darbtejn ghal studju ta’ erba’ sighat. Jekk dan ma jkunx jista’ jsir
minhabba rati limitati ta’ fluss ta’ arja jew koncentrazzjonijiet baxxi, jista' jingabar kampjun wiehed tul il-perjodu
kollu ta’ espozizzzjoni. Jekk isehh caqliq minn kampjun ghal kampjun, il-koncentrazzjonijiet ittestjati li jkun
imiss ghandhom juzaw erba’ kampjuni ghal kull espozizzjoni. Kampjuni individwali ta’ koncentrazzjonijiet tal-
kamra m’'ghandhomx jiddevjaw mill-koncentrazzjoni medja baktar minn + 10 % ghall-gassijiet u I-fwar jew
+ 20 % ghal aerosols likwidi jew solidi. L-ekwilibrazzjoni ta’ hin ma’ kamra (tgs) ghandha tkun ikkalkulata u
rregistrata. Id-durata ta’ espozizzjoni tkopri l-hin li fih il-kimika ghall-ittestjar tkun iggenerata u din tqis il-
hinijiet mehtiega biex jinkiseb tgs. Il-gwida ghall-istima ta’ ty5 tinsab fGD 39 (2).

Ghal tahlitiet kumplessi hafna li jikkonsistu fgassijiet/fwar, u aerosols (ez. atmosferi ta’ kombustjoni u kimici
ghall-ittestjar imhaddmin minn prodotti/mezzi ta’ uzu finali b’ghan specifiku), kull fazi tista’ tagixxi b'mod
differenti fkamra tal-inalazzjoni, ghalhekk ghandha tintghazel mill-anqas sustanza (analita) wahda bhala indi-
katur, normalment is-sustanza attiva principali fit-tahlita, ta’ kull fazi (gass/fwar u aerosol). Meta I-kimika ghall-
ittestjar tkun tahlita, il-koncentrazzjoni analitika ghandha tkun irrappurtata fir-rigward tat-tahlita u mhux biss
ghas-sustanza jew ghall-komponent (analita). L-informazzjoni addizzjonali dwar il-koncentrazzjonijiet attwali
tinsab fGD 39 (2).
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Kimika ghall-ittestjar: Distribuzzjoni tad-daqs tal-particelli

Id-distribuzzjoni tad-daqs tal-particelli tal-aerosols ghandha tkun iddeterminata mill-anqas darbtejn matul kull
espozizzjoni ta’ 4 sighat billi jintuza impattur kaskata jew strument alternattiv bhall-ghodda ajrudinamika li
taghti d-dags tal-particelli. Jekk tkun tista’ tintwera ekwivalenza tar-rizultati miksubin minn impattur kaskata jew
strument alternattiv, fdak il-kaz l-istrument alternattiv ikun jista’ jintuza tul l-istudju kollu. It-tieni mezz, bhal
filtru gravimetriku jew impinger/gas bubbler, ghandu jintuza b'mod parallell mal-istrument primarju biex
jikkonferma l-effi¢jenza tal-istrument primarju fil-gbir. Il-koncentrazzjoni tal-massa miksuba b'analizi tad-daqs
tal-particelli ghandha tkun fil-limiti ragjonevoli tal-koncentrazzjoni tal-massa miksuba b'analizi bfiltru [ara GD
39 (2)]. Jekk tkun tista’ tintwera ekwivalenza fil-fazi bikrija tal-istudju, fdak il-kaz il-kejlijiet ta’ konferma
ulterjuri jistghu jithallew barra. Ghal ragunijiet ta’ trattament xieraq tal-annimali, ghandhom jittiehdu mizuri
biex tkun imminimizzata dejta inkonklussiva li tista’ twassal ghal htiega ta’ ripetizzjoni ta’ espozizzjoni. It-tehid
tad-dags tal-particelli ghandu jsir ghal fwar jekk ikun hemm xi possibbilta li tista tirrizulta kondensazzjoni ta’
fwar fil-formazzjoni ta’ aerosol, jew jekk jinstabu particelli fatmosfera ta’ fwar b’potenzjal ghal fazijiet imhallta
(ara l-paragrafu 15).

PROCEDURA

Zews tipi ta’ studji huma deskritti hawn taht: il-protokoll Tradizzjonali u l-protokoll C x t. Iz-zewg protokolli
jistghu jinkludu studju ta’ osservazzjoni, studju ewlieni, ufjew test ta’ limitu (protokoll Tradizzjonali) jew ittestjar
fkoncentrazzjoni limitata (C x t). Jekk ikun maghruf i wiched miz-zewg sessi jkun aktar suxxettibbli, id-direttur
tal-istudji jista’ jaghzel li jwettaq dawn l-istudji billi juza biss is-sess suxxettibbli. Jekk specijiet ta’ rodituri
minbarra I-firien ikunu esposti mill-imnicher biss, il-perjodi massimi ta’ espozizzjoni jistghu jkunu aggustati
biex titnaqqas diffikulta specifika ghal speci partikolari. Qabel il-bidu, ghandha titgies id-dejta kollha disponibbli
biex l-uzu ta’ annimali jkun mill-anqas. Perezempju, dejta ggenerata bl-uzu tal-kapitolu B.52 ta’ dan 1-Anness (4)
tista’ telimina l-htiega ta’ studju ta’ osservazzjoni, u tista’ wkoll turi jekk wieched miz-zewg sessi jkunx aktar
suxxettibbli [ara GD 39 (2)].

PROTOKOLL TRADIZZJONALI
Konsiderazzjonijiet generali: Protokoll tradizzjonali

Fi studju tradizzjonali, il-gruppi ta’ annimali jkunu esposti ghal kimika ghall-ittestjar ghal perjodu fiss ta’ zmien
(generalment 4 sighat) fkamra tal-espozizzjoni mill-imnicher biss jew mill-gisem kollu. L-annimali jkunu esposti
ghal koncentrazzjoni limitata (test ta’ limitu), jew ghal mill-anqas tliet koncentrazzjonijiet fi procedura pass pass
(studju ewlieni). Studju ta’ osservazzjoni jista’ jigi qabel studju ewlieni sakemm ma tkunx tezisti diga xi
informazzjoni dwar il-kimika ghall-ittestjar, bhal studju B.52 li jkun sar qabel [ara GD 39 (2)].

Studju ta’ osservazzjoni: Protokoll tradizzjonali

Studju ta’ osservazzjoni jintuza biex tkun stmata l-qawwa ta’ kimika ghall-ittestjar, biex ikunu identifikati d-
differenzi sesswali fis-suxxettibbilta, u biex jassisti fl-ghazla ta’ livelli ta’ koncentrazzjoni ta’ espozizzjoni ghall-
istudju ewlieni jew ghat-test tal-limitu. Meta tkun qed issir l-ghazla tal-livelli ta’ koncentrazzjoni ghall-istudju ta’
osservazzjoni, ghandha tintuza l-informazzjoni kollha disponibbli, inkluza dejta (Q)SAR u dejta ghal kimici
simili. M'ghandhomx ikunu esposti aktar minn tliet irgiel u tliet nisa fkull koncentrazzjoni (jista’ jkun hemm
htiega ta’ 3 annimalifsess biex tkun stabbilita d-differenza sesswali). Studju ta’ osservazzjoni jista’ jikkonsisti
fkoncentrazzjoni wahda, izda jistghu jigu ttestjati aktar koncentrazzjonijiet jekk ikun mehtieg. Studju ta’
osservazzjoni m'ghandux jittestja tant annimali u koncentrazzjonijiet li jkun jixbah studju ewlieni. Jista’ jintuza
studju B.52 li kien sar qabel (4) minflok studju ta’ osservazzjoni [ara GD 39 (2)].

Test ta’ limitu: Protokoll tradizzjonali

Test ta’ limitu jintuza meta l-kimika ghall-ittestjar tkun maghrufa jew tkun mistennija li tkun prattikament mhux
tossika, jigifieri li tislet rispons tossiku 1 fuq biss mill-koncentrazzjoni regolatorja tal-limitu. Ftest ta’ limitu,
grupp wiehed ta' tliet irgiel u tliet nisa jkun espost ghall-kimika ghall-ittestjar fkoncentrazzjoni limitata. L-
informazzjoni dwar it-tossicita tal-kimika ghall-ittestjar tista’ tinkiseb minn taghrif dwar kimici ttestjati bl-istess
mod, filwaqt li jitqiesu l-identita u l-percentwali ta’ komponenti maghrufin li jkunu ta’ sinifikat tossikologiku.
Fdawk is-sitwazzjonijiet fejn ikun hemm ftit jew ebda informazzjoni dwar it-tossicita taghha, jew fejn il-kimika
ghall-ittestjar hija mistennija li tkun tossika, ghandu jsir it-test ewlieni.

L-ghazla ta’ koncentrazzjonijiet ta’ limitu normalment tiddependi minn rekwiziti regolatorji. Meta jintuza r-
Regolament (KE) Nru 1272/2008, il-koncentrazzjonijiet ta’ limitu ghall-gassijiet, il-fwar u l-aerosols jkunu ta’
20 000 ppm, 20 mg/l u 5 mg/l, rispettivament (jew il-koncentrazzjoni massima li tista’ tinkiseb) (3). Tista’ tkun
ta’ sfida teknika li jkunu ggenerati koncentrazzjonijiet ta’ limitu ta’ xi kimici ghall-ittestjar, spec¢jalment bhala
fwar u aerosols. Meta jkunu ttestjati l-aerosols, I-ghan primarju ghandu jkun li jinkiseb daqs ta’ particelli li jkun
jista’ jittehed man-nifs (MMAD ta’ 1-4 pm). Dan huwa possibbli ghal kwazi I-kimi¢i kollha ghall-ittestjar
fkoncentrazzjoni ta’ 2 mg/l. L-ittestjar ta’ aerosols faktar minn 2 mg/l ghandu jkun ittentat biss jekk ikun jista’
jinkiseb dags ta’ particelli li jkun jista' jittiched man-nifs [ara GD 39 (2)]. Ir-Regolament (KE) Nru 12722008
jiskuraggixxi l-ittestjar li jeccedi koncentrazzjoni limitata ghal ragunijiet ta’ trattament xieraq tal-annimali (3). Il-
koncentrazzjoni limitata ghandha titgies biss meta jkun hemm probabbilta kbira li rizultati ta’ test bhal dan ikun
se jkollhom rilevanza diretta ghall-protezzjoni tas-sahha tal-bniedem (3), u tinghata gustifikazzjoni fir-rapport ta’
studju. Fil-kaz ta’ kimici ghall-ittestjar potenzjalment esplozivi, ghandha tinghata attenzjoni biex ikunu evitati
kundizzjonijiet favorevoli ghal spluzjoni. Biex ikun evitat l-uzu mhux mehtieg tal-annimali, ghandu jsir test ta’
prova minghajr l-annimali qabel it-test ta’ limitu sabiex ikun zgurat li l-kundizzjonijiet tal-kamra ghat-test ta’
limitu jkunu jistghu jinkisbu.
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Jekk ikunu osservati mortalita jew annimali moribondi fil-koncentrazzjoni limitata, ir-rizultati tat-test ta’ limitu
jistghu jservu bhala studju ta’ osservazzjoni ghal ittestjar ulterjuri fkoncentrazzjonijiet ohra (ara l-istudju ewlie-
joni limitata, ghandha tigi ttestjata l-koncentrazzjoni massima li tista’ tinkiseb. Jekk ikun hemm angas minn
50 % ta’ letalita fil-koncentrazzjoni massima li tista’ tinkiseb, ma jkunx mehtieg aktar ittestjar. Jekk il-koncen-
trazzjoni limitata ma’ kinitx tista’ tinkiseb, ir-rapport ta’ studju ghandu jipprovdi spjegazzjoni u dejta ta’ sostenn.
Jekk il-koncentrazzjoni massima li tista’ tinkiseb ta’ fwar ma tislitx tossicita, jista’ jkun mehtieg li tkun iggenerata
kimika ghall-ittestjar bhala aerosol likwidu.

Studju ewlieni: Protokoll tradizzjonali

Studju ewlieni tipikament isir billi jintuzaw hames irgiel u hames nisa (jew 5 annimali tas-sess suxxettibbli, jekk
ikun maghruf) ghal kull livell ta’ koncentrazzjoni, b'mill-anqas tliet livelli ta’ koncentrazzjoni. Ghandhom
jintuzaw livelli suffi¢jenti ta’ koncentrazzjoni biex tinkiseb analizi robusta tal-istatistika. L-intervall ta’ zmien
bejn il-gruppi ta’ espozizzjoni huwa determinat malli jfagqghu s-sinjali tossi¢i, kemm idumu u s-severita
taghhom. L-espozizzjoni tal-annimali fil-livell ta’ koncentrazzjoni li jkun imiss ghandha tithalla ghal aktar
tard sakemm ikun hemm kunfidenza ragonevoli ta’ sopravivenza ghall-annimali li jkunu gew ittestjati gabel.
Dan jippermetti lid-direttur tal-istudju jaggusta l-koncentrazzjoni mmirata ghall-grupp ta’ espozizzjoni li jkun
imiss. Minhabba d-dipendenza fuq teknologiji sofistikati, dan mhux dejjem jista’ jkun prattikabbli fi studji dwar
l-inalazzjoni, ghalhekk l-espozizzjoni tal-annimali fil-livell ta’ koncentrazzjoni li jkun imiss ghandha tkun
ibbazata fuq esperjenza precedenti u fuq gudizzju xjentifiku. GD 39 (2) ghandu jkun ikkonsultat meta jkunu
ttestjati it-tahlitiet.

PROTOKOLL TAL-KONCENTRAZZJONI X HIN (C x T)
Konsiderazzjonijiet generali: Protokoll C x t

Studju C x t pass pass jista’ jitqies bhala alternattiva ghall-protokoll Tradizzjonali ghall-valutazzjoni tat-tossicita
tal-inalazzjoni (12) (13) (14). Dan l-approc¢ jippermetti li l-annimali jkunu esposti ghal kimika ghall-ittestjar
fdiversi livelli ta’ koncentrazzjoni u ghal durati multipli ta’ zmien. L-ittestjar kollu jsir fkamra ghall-imnieher
biss (kmamar ghall-gisem kollu mhumiex pratti¢i ghal dan il-protokoll). Dijagramma tal-fluss taghti illustrazz-
joni ta’ dan il-protokoll fl-Appendici 1. Analizi ta’ simulazzjoni wriet li l-protokoll Tradizzjonali u l-protokoll C
x t it-tnejn huma kapaci jrendu valuri robusti ta’ LCs, izda I-protokoll C x t huwa generalment ahjar biex irendi
valuri robusti ta’ LCqy; u LCyy (15).

Analizi ta’ simulazzjoni wriet li l-uzu ta’ zewg annimali ghal kull intervall ta’” C x t (wiehed ghal kull sess billi
jintuzaw iz-zewg sessi, jew tnejn tas-sess l-aktar suxxettibbli) jista’ generalment ikun adegwat meta jkunu ttestjati
durati ta’ 4 koncentrazzjonijiet u 5 espozizzjonijiet fi studju ewlieni. Fxi ¢irkostanzi, id-direttur tal-istudju jista’
jaghzel li juza zewg firien ghal kull sess ghal kull intervall C x t (15). L-uzu ta’ 2 annimali ghal kull sess ghal
kull koncentrazzjoni u punt ta’ hin jista’ jnaqqas il-parzjalitd u l-varjabbilta tal-istimi, izid ir-rata ta’ success tal-
istimi, u jtejjeb il-kopertura tal-intervall ta’ kunfidenza. Izda fkaz li dan ma jkunx sufficjenti biex jagbel ezatt
mad-dejta ghall-istima (meta jintuza annimal wiehed ghal kull sess jew zewg annimali tas-sess l-aktar suxxet-
tibbli) tista” wkoll tkun bizzejjed il-hames (5) espozizzjoni ta’ koncentrazzjoni. Gwida ulterjuri dwar l-ghadd ta’
annimali u koncentrazzjonijiet li ghandhom jintuzaw fi studju C x t tinsab fGD 39 (2).

Studju ta’ osservazzjoni: Protokoll C x t

Studju ta’ osservazzjoni jintuza biex tkun stmata l-qawwa ta’ kimika ghall-ittestjar u biex jassisti fl-ghazla tal-
livelli ta” koncentrazzjoni ta’ espozizzjoni ghall-istudju ewlieni. Jista’ jkun mehtieg studju ta’ osservazzjoni li juza
sa tliet annimalifsess/koncentrazzjoni [ghad-dettalji ara -Appendici IIl ta’ GD 39 (2)] biex tintghazel il-koncen-
trazzjoni tal-bidu adattata ghall-istudju ewlieni u biex ikun imminimizzat I-ghadd ta’ annimali uzati. Jista’ jkun
mehtieg li jintuzaw tliet annimali ghal kull sess biex tkun stabbilita differenza sesswali. Dawn l-annimali
ghandhom ikunu esposti ghal durata wahda, generalment ta’ 240 minuta. Il-fattibbilta tal-generazzjoni tal-
atmosfera adegwata tat-testijiet ghandha tkun ivvalutata matul testijiet teknici li jsiru qabel minghajr annimali.
Generalment ma jkunx mehtieg li jsir studju ta’ osservazzjoni jekk tkun disponibbli dejta tal-mortalita mill-
istudju B.52 (4). Meta tkun qed issir l-ghazla tal-koncentrazzjoni inizjali mmirata fl-istudju B.2, id-direttur tal-
istudju ghandu jqis ix-xejriet tal-mortalita osservati fkull studju B.52 disponibbli (4) ghaz-zewg sessi u ghall-
koncentrazzjonijiet kollha ttestjati [ara GD 39 (2)].

Koncentrazzjoni inizjali: Protokoll C x t

Il-koncentrazzjoni inizjali (Sessjoni ta’ Espozizzjoni I) (Appendici 1) tkun koncentrazzjoni limitata jew koncen-
trazzjoni maghzula mid-direttur tal-istudju abbazi tal-istudju ta’ osservazzjoni. Il-gruppi ta’ annimal wiched/sess
wiehed ikunu esposti ghal din il-koncentrazzjoni ghal durati multipli (ez. 15, 30, 60, 120, jew 240 minuta), li
jirrizultaw fghadd totali ta’ 10 annimali (msejha s-Sessjoni ta’ Espozizzjoni I) (Appendici 1).

L-ghazla ta’ koncentrazzjonijiet limitati normalment tiddependi minn rekwiziti regolatorji. Meta jintuza r-Rego-
lament (KE) Nru 12722008, il-koncentrazzjonijiet limitati ghall-gassijiet, il-fwar u l-aerosols jkunu ta’
20 000 ppm, 20 mg/l u 5 mg/l, rispettivament (jew il-koncentrazzjoni massima li tista’ tinkiseb) (3). Tista’
tkun ta’ sfida teknika li jkunu ggenerati koncentrazzjonijiet ta’ limitu ta’ xi kimici ghall-ittestjar, specjalment
bhala fwar u aerosols. Meta jkunu ttestjati I-aerosols, I-ghan ghandu jkun li jinkiseb daqs ta’ particelli li jkun jista’
jittiehed man-nifs (jigifieri MMAD ta’ 1-4 pm) fkoncentrazzjoni limitata ta’ 2 mg/l. Dan huwa possibbli b’hafna
mill-kimici ghall-ittestjar. L-ittestjar tal-acrosols faktar minn 2 mg/l ghandu jkun ippruvat biss jekk ikun jista’
jinkiseb dags ta’ particelli li jkun jista' jittiched man-nifs [ara GD 39 (2)]. Ir-Regolament (KE) Nru 1272/2008
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jiskuraggixxi l-ittestjar li jeccedi koncentrazzjoni limitata ghal ragunijiet ta’ trattament xieraq tal-annimali (3). L-
itestjar li jeccedi l-koncentrazzjoni limitata ghandu jitqies biss meta jkun hemm probabbilta kbira li r-rizultati ta’
test bhal dan se jkollhom rilevanza diretta ghall-protezzjoni tas-sahha tal-bniedem (3), u ghandha tinghata
gustifikazzjoni fir-rapport ta’ studju. Fil-kaz ta’ kimici ghall-ittestjar potenzjalment esplozivi, ghandha tinghata
attenzjoni biex ikunu evitati kundizzjonijiet favorevoli ghal spluzjoni. Biex ikun evitat l-uzu mhux mehtieg tal-
annimali, ghandha titwettaq ezekuzzjoni tat-test minghajr annimali qabel l-ittestjar fil-koncentrazzjoni inizjali
biex ikun Zgurat li I-kundizzjonijiet tal-kamra ghal din il-koncentrazzjoni jkunu jistghu jinkisbu.

Jekk ikunu osservati mortalita jew annimali moribondi fil-koncentrazzjoni inizjali, ir-rizultati fdin il-koncen-
trazzjoni jistghu jservu bhala punt tat-tluq ghall-ittestjar ulterjuri fkoncentrazzjonijiet ohra (ara l-istudju ewlieni).
limitata, il-koncentrazzjoni massima li tista’ tinkiseb ghandha tigi ttestjata. Jekk ikun hemm anqas minn 50 % ta’
letalita fil-koncentrazzjoni massima li tista’ tinkiseb, ma jkunx mehtieg aktar ittestjar. Jekk il-koncentrazzjoni
limitata ma’ kinitx tista’ tinkiseb, ir-rapport ta’ studju ghandu jipprovdi spjegazzjoni u dejta ta’ sostenn. Jekk il-
koncentrazzjoni massima li tista’ tinkiseb ta’ fwar ma tislitx tossicita, jista' jkun mehtieg li tkun iggenerata
kimika ghall-ittestjar bhala aerosol likwidu.

Studju ewlieni: Protokoll C x t

Il-koncentrazzjoni inizjali (Sessjoni ta’ Espozizzjoni 1) (Appendici 1) ittestjata fl-istudju ewlieni tkun koncen-
trazzjoni limitata jew koncentrazzjoni maghzula mid-direttur tal-istudju abbazi tal-istudju ta’ osservazzjoni. Jekk
tgkun giet osservata mortalita matul jew wara s-Sessjoni ta’ Espozizzjoni 1, l-espozizzjoni minima (C x t) li
tirrizulta fmortalita tittieched bhala gwida biex tkun stabbilita I-koncentrazzjoni u l-perjodi ta’ espozizzjoni ghas-
Sessjoni ta’” Espozizzjoni II. Kull Sessjoni ta’ Espozizzjoni sussegwenti tkun tiddependi mis-sessjoni ta’ gabel (ara
l-Appendici 1).

Ghal hafna kimici ghall-ittestjar ir-rizultati miksubin fil-koncentrazzjoni inizjali, flimkien ma’ tliet sessjonijiet ta’
espozizzjoni addizzjonali b'distribuzzjoni anqas ta’ hin (jigifieri l-ispazjar geometriku ta’ perjodi ta’ espozizzzjoni
kif indikat mill-fattur bejn perjodi successivi, generalment V2), ghandhom ikunu suffi¢jenti biex tkun stabbilita r-
relazzjoni ta” mortalita C x t (15), izda jista’ jkun hemm xi benefic¢ju ghall-uzu ta’ hames (5) koncentrazzjoni ta’
espozizzjoni [ara l-Appendici 1 u GD 39 (2)]. Ghal trattament matematiku tar-rizultati ghall-protokoll C x t, ara
l-Appendici 1.

OSSERVAZZJONIJIET

L-annimali ghandhom ikunu osservati klinikament sikwit matul il-perjodu ta’ espozizzzjoni. Wara espozizzjoni,
l-osservazzjonijiet klini¢ci ghandhom isiru mill-anqas darbtejn filjum tal-espozizzjoni jew aktar sikwit meta
indikat mir-rispons tal-annimali ghat-trattament, u mill-anqas darba kuljum minn hemm ‘il quddiem ghal
total ta’ 14-il jum. It-tul tal-perjodu ta’ osservazzjoni ma jkunx iffissat, izda ghandu jkun iddeterminat min-
natura u miz-zmien meta jfagqghu s-sinjali klini¢i u mit-tul tal-perjodu ta’ rkupru. Id-drabi li fihom jidhru u
jghibu s-sinjali ta’ tossi¢ita huma importanti, l-aktar jekk ikun hemm tendenza li s-sinjali ta’ tossicita jdumu ma
jidhru. L-osservazzjonijiet kollha jigu rregistrati sistematikament b'registri individwalment mizmumin ghal kull
annimal. L-annimali li jinstabu li jkunu fkondizzjoni moribonda u annimali li juru ugigh sever ufjew sinjali li
jdumu ta’ diffikulta ghandhom jingatlu b'mod uman ghal ragunijiet ta’ trattament xieraq tal-annimali. Ghandha
tinghata attenzjoni meta jsiru ezamijiet ghal sinjali klinici ta’ tossicita biex meta jidhru ftit ghall-bidu u jkun
hemm bidliet respiratorji li jghaddu malajr, li jigu minn procedura ta’ espozizzjoni, wiched ma jihux zball u
jahsibhom tossicita relatata ma’ kimika ghall-ittestjar i tkun tehtieg il-qtil prematur tal-annimali. Ghandhom
jitgiesu l-prin¢ipji u l-kriterji sommarji fid-Dokument ta’ Gwida dwar il-Punti ta’ Tmiem b'Mod Uman (GD 19)
(7). Meta l-annimali jinqatlu ghal ragunijiet umani jew jinstabu mejta, il-hin tal-mewt ghandu jigi rregistrat
b'mod preciz kemm jista’ jkun.

L-osservazzjonijiet mal-genb tal-gagga ghandhom jinkludu bidliet fil-gilda u l-pil, l-ghajnejn u l-membrani
mukuzi, u wkoll fis-sistema respiratorja, ¢irkulatorja, awtonomika u nervuza centrali, u fl-attivitd somatomotorja
u x-xejriet ta’ mgiba. Meta jkun possibbli, ghandha tkun innotata kull divrenzjazzjoni bejn l-effetti lokali u
sistemici. L-attenzjoni ghandha tkun diretta ghal osservazzjonijiet ta’ treghid, konvulzjonijiet, tbezliq, dijarea,
letargija, irqad u koma. Il-kejl tat-temperatura tar-rektum jista’ jipprovdi evidenza li ssostni bradipnea riflessa jew
ipofipertermja relatati mat-trattament jew l-ghelug.

Pizijiet tal-gisem

Il-pizijiet individwali ta’ kull annimal ghandhom jigu rregistrati darba matul il-perjodu ta’ akklimatazzjoni, fil-
jum ta’ espozizzjoni qabel l-espozizzjoni (jum 0), u mill-angas fil-jiem 1, 3 u 7 (u kull gimgha minn hemm <l
quddiem), u fil-hin tal-mewt jew ewtanasja jekk jagbzu l-ewwel (1) jum. Il-piz tal-gisem huwa rikonoxxut bhala
indikatur kritiku tat-tossicita, ghalhekk annimali li juru tnaqgis sostnut ta’ > 20 %, meta mqabbel ma’ valuri ta’
gabel l-istudju, ghandhom ikunu mmonitorjati mill-qrib. L-annimali li jibqghu hajjin jintiznu u jingatlu b'mod
uman fi tmiem il-perjodu ta’ wara l-espozizzjoni.

Patologija

L-annimali kollha tat-test, inkluzi dawk li jmutu matul it-test jew li jinqatlu bl-ewtanasja u jitnehhew mill-istudju
ghal ragunijiet ta’ trattament xieraq tal-annimali, ghandhom ikunu soggetti ghal awtopsja makroskopika. Jekk
ma tkunx tista’ ssir l-awtopsja minnufih wara li jkun instab annimal mejjet, l-annimal ghandu jitkessah (mhux
iffrizat) ftemperaturi baxxi bizzejjed biex tkun imminimizzata l-awtolizi. L-awtopsji ghandhom isiru malajr
kemm jista’ jkun, normalment fjum jew tnejn. Il-bidliet patologi¢i makroskopici kollha ghandhom jigu rregis-
trati ghal kull annimal b'attenzjoni partikolari ghal kull bidla fis-sistema respiratorja.
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45.

46.

47.

L-ezamijiet addizzjonali inkluzi a priori dawk imfasslin apposta jistghu jitgiesu li jestendu l-valur interpretattiv
tal-istudju, bhall-kejl tal-piz tal-pulmun ta’ firien li jkunu baqghu hajjin, ufjew li jipprovdu evidenza ta’ irritazz-
joni b'ezami mikroskopiku tas-sistema respiratorja. L-organi ezaminati jistghu jinkludu wkoll dawk li juru
evidenza ta’ patologija makroskopika fannimali li jibqghu jghixu ghal 24 siegha jew aktar, u organi maghrufin
jew mistennija li jkunu affettwati. L-ezami mikroskopiku tas-sistema respiratorja kollha jista® jipprovdi infor-
mazzjoni utli dwar kimici ghall-ittestjar li huma reattivi mal-ilma, bhal acidi u kimici igroskopici ghall-ittestjar.

DEJTA U RAPPURTAR

Dejta

Ghandha tkun ipprovduta dejta dwar annimali individwali fir-rigward tal-pizijiet tal-gisem u s-sejbiet mill-
awtopsji. Id-dejta dwar l-osservazzjonijiet klini¢i ghandha tingabar fil-qosor fforma tabulari, li turi ghal kull
grupp tat-test l-ghadd ta’ annimali uzati, l-ghadd ta’ annimali li jkunu wrew sinjali specifici ta’ tossicita, l-ghadd
ta’ annimali li jkunu nstabu mejta matul it-test jew li jkunu nqatlu ghal ragunijiet umani, il-hin tal-mewt ta’
annimali individwali, deskrizzjoni u kemm jichdu Zmien l-effetti tossici u r-riversibbilta, u s-sejbiet mill-awtopsji.

Rapport tat-test

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja, skont il-kaz:

Annimali tat-test u trobbija

— Deskrizzjoni tal-kundizzjonijiet tal-gagga, inkluz: 1-ghadd (jew bidla fl-ghadd) tal-annimali ghal kull gagga, il-
materjal ghall-irqad, it-temperatura ambjentali u l-umdita relattiva, il-fotoperjodu u identifikazzjoni tad-dieta;

— Specijrazza uzata u gustifikazzjoni ghall-uzu ta’ speci minbarra I-far;

— Ghadd, eta u sess tal-annimali;

— Metodu ta’ kazwalita;

— Dettalji tal-kwalita tal-ikel u tal-ilma (inkluz tip ta’ dieta/sors, sors tal-ilma);

— Deskrizzjoni ta’ kull kondizzjonament qabel it-test, inkluzi dieta, kwarantina u trattament ghall-mard;

Kimika ghall-ittestjar

— Natura fizika, purezza u, fejn ikun rilevanti, proprjetajiet fizikokimici (inkluza l-isomerizzazzjoni);

— Dejta ta’ identifikazzjoni u n-Numru tar-Registru tal-Chemical Abstract Services (CAS), jekk ikunu maghrufa;

Vejjikolu

— Gustifikazzjoni ghal uzu ta’ vejjikolu u gustifikazzjoni ghal ghazla ta’ vejjikolu (jekk ma jkunx ilma);

— Dejta storika jew konkurrenti li turi li I-vejjikolu ma jfixkilx ir-rizultat tal-istudju;

Kamra tal-inalazzjoni

— Deskrizzjoni tal-kamra tal-inalazzjoni inkluzi d-dimensjonijiet u l-volum;

— Sors u deskrizzjoni tat-taghmir uzat ghall-espozizzjoni tal-annimali kif ukoll ghall-generazzjoni tal-atmos-
fera;

— Taghmir ghall-kejl tat-temperatura, umdita, dags tal-particelli u koncentrazzjoni attwali;
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— Sors tal-arja u trattament tal-arja pprovduta/estratta u sistema uzata ghal kondizzjonament;

— Metodi uzati ghall-kalibrazzjoni tat-taghmir biex tkun zgurata atmosfera omogenea tat-test;

— Differenza ta’ pressjoni (pozittiva jew negattiva);

— Portijiet ta’ espozizzjoni ghal kull kamra (imnieher biss); tqeghid tal-annimali fis-sistema (il-gisem kollu);
— Omogeneita/stabbilta temporali tal-atmosfera tat-test;

— Post tas-sensuri tat-temperatura u tal-umdita u tehid ta’ kampjuni tal-atmosfera tat-test fil-kamra;

— Rati tal-fluss tal-arja, rata tal-fluss tal-arja/port ta’ espozizzjoni (imnieher biss), jew toqol tal-annimali/kamra
(il-gisem kollu);

— Informazzjoni dwar it-taghmir uzat ghall-kejl tal-ossigenu u tad-dijossidu tal-karbonju, jekk applikabbli;
— Hin mehtieg biex jintlahaq ekwilibriju tal-kamra tal-inalazzjoni (tqs)

— Ghadd ta’ bidliet fil-volum kull siegha;

— Apparati ta’ metragg (jekk applikabbli);

Dejta ta’ espozizzjoni

— Motiv ghal ghazla ta’ koncentrazzjoni mmirata fl-istudju ewlieni;

— Koncentrazzjonijiet nominali (massa totali tal-kimika ghall-ittestjar iggenerata ghal gol-kamra tal-inalazzjoni
diviza bil-volum ta’ arja li tkun ghaddiet mill-kamra);

— Koncentrazzjonijiet attwali tal-kimika ghall-ittestjar migbura miz-zona tal-inalazzjoni tal-annimali; ghal

separatament;

— Tl-koncentrazzjonijiet kollha tal-arja ghandhom ikunu rrappurtati funitajiet ta’ massa (ez. mg/l, mg/m?>, ecc.);
unitajiet ta’ volum (ez. ppm, ppb, ecc.) jistghu wkoll ikunu rrappurtati fparentezi;

— Distribuzzjoni tad-daqs tal-particelli, dijametru ajrudinamiku ta’ medja tal-massa (MMAD), u devjazzjoni
geometrika standard (og), inkluz il-metodi ta’ kalkulazzjoni taghhom. Ghandha tkun irrappurtata analizi
wahda ghal kull dags ta’ particelli;

Kundizzjonijiet tat-test

— Dettalji tal-preparazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar, inkluzi dettalji ta’ kwalunkwe procedura uzata biex
jitnaqqas id-daqs tal-particelli ta’ materjali solidi jew biex ikunu ppreparati soluzzjonijiet tal-kimika ghall-
ittestjar. Fkazijiet fejn il-processi mekkanici jkunu setghu biddlu I-kompozizzjoni tal-kimika ghall-ittestjar,
inkludi r-rizultati tal-analizi li tivverifika l-kompozizzjoni tal-kimika ghall-ittestjar;

— Deskrizzjoni (preferibbilment inkluza dijagramma) tat-taghmir uzat biex tkun iggenerata l-atmosfera tat-test
u biex l-annimali jkunu esposti ghall-atmosfera tat-test;

— Dettalji tal-metodu analitiku kimiku uzat u l-validazzjoni tal-metodu (inkluza l-efficjenza fl-irkupru tal-
kimika ghall-ittestjar mill-midjum tat-tehid tal-kampjuni);

— Il-motiv ghall-ghazla ta’ koncentrazzjonijiet tat-test;
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Rizultati
— Tabulazzjoni tat-temperatura tal-kamra, l-umdita u I-fluss tal-arja;
— Tabulazzjoni tad-dejta ta” koncentrazzjoni nominali u attwali tal-kamra;

— Tabulazzjoni tad-dejta dwar id-dags tal-particelli, inkluzi dejta ta’ gbir ta” kampjuni analitici, id-distribuzzjoni
tad-dags tal-particelli u l-kalkulazzjonijiet tal-MMAD u o,;

— Tabulazzjoni tad-dejta ta’ rispons u tal-livell ta” koncentrazzjoni ghal kull annimal (jigifieri annimali li juru
sinjali ta’ tossicita, inkluzi mortalita, natura, severitd, zmien ta’ meta jfaggghu u kemm idumu l-effetti);

— Pizijiet tal-gisem individwali tal-annimali migburin ghall-istudju; data u hin tal-mewt jekk gabel l-ewtanasja
skedata, kemm ikun ghadda zmien minn meta faqqghu s-sinjali tat-tossicita u jekk dawn kinux riversibbli
ghal kull annimal;

— Sejbiet minn awtopsji u sejbiet istopatologici ghal kull annimal, jekk disponibbli;

— Stimi tal-letalita (ez. LCs, LDg;) inkluzi 95 % limiti ta’ kunfidenza, u angolu (jekk ipprovdut mill-metodu ta’
evalwazzjoni);

— Relazzjoni tal-istatistika, inkluza stima ghall-esponent n (protokoll C x t). Ghandu jkun ipprovdut l-isem tas-
softwer tal-istatistika uzat;

Diskussjoni u interpretazzjoni tar-rizultati

— Ghandha ssir enfazi partikolari ghad-deskrizzjoni ta’ metodi uzati biex jissodisfaw il-kriterji ta’ dan il-Metodu
ta’ Ttestjar, ez. il-koncentrazzjoni limitata jew id-daqs tal-particelli;

— Ghandu jkun indirizzat jekk jistax ikun hemm respirazzjoni tal-particelli fid-dawl tas-sejbiet globali, spec-
jalment jekk il-kriterji tad-dags tal-particelli ma setghux jitharsu;

— Ghandha tinghata spjegazzjoni jekk kienx hemm htiega li b'mod uman jinqatlu l-annimali mugugha jew li
jkunu wrew sinjali ta’ diffikulta u li jdumu, abbazi tal-kriterji fid-Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar il-Punti
ta’” Tmiem b'Mod Uman (8);

— Jekk l-ittestjar skont il-kapitolu B.52 ta” dan I-Anness (4) ma bagax isir favur dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.2,
ghandhom ikunu pprovduti I-gustifikazzjonijiet;

— Il-konsistenza tal-metodi uzati biex ikunu ddeterminati I-kon¢entrazzjonijiet nominali u attwali, u r-relazz-
joni tal-koncentrazzjoni attwali mal-koncentrazzjoni nominali ghandhom ikunu inkluzi fil-valutazzjoni
globali tal-istudju;

— Il-kawza probbbali tal-mewt u l-modalita predominanti tal-azzjoni (sistemika versus lokali) ghandhom ikunu
indirizzati.
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DEFINIZZJONI

Kimika ghall-ittestjar: Kull sustanza jew tahlita ttestjata bl-uzu ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar.
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Appendici 1

Protokoll C x t

1. Jista' jitqies studju pass pass ta’ Koncentrazzjoni x Hin (C x t) bhala alternattiva ghall-protokoll Tradizzjonali biex

tkun ivvalutata t-tossicita tal-inalazzjoni (12) (13) (14). Dan ghandu jsir b'mod preferenzjalment meta jkun hemm
htiega regolatorja jew xjentifika specifika li ssejjah ghall-ittestjar ta” annimali tul durati multipli ta’ Zmien bhal ta’
ppjanar ta’ rispons ghal emergenza jew ippjanar ta’ uzu ta’ artijiet. Dan l-approc¢ normalment jibda bl-ittestjar
fkoncentrazzjoni limitata (is-Sessjoni ta’ Espozizzjoni I) li fiha l-annimali jkunu esposti ghal kimika ghall-ittestjar
ghal hames durati ta’ hin (ez. 15, 30, 60, 120 u 240 minuta) biex id-durati multipli ta’ hin jinkisbu fSessjoni ta’
Espozizzjoni wahda (ara l-Figura 1). Meta jintuza r-Regolament (KE) Nru 1272/2008, il-koncentrazzjonijiet limitati
ghall-gassijiet, fwar u aerosols jkunu ta’ 20 000 ppm, 20 mg/l, u 5 mg/l, rispettivament. Dawn il-livelli jistghu
jingabzu biss jekk ikun hemm htiega regolatorja jew xjentifika ghall-ittestjar fdawn il-livelli (ara l-paragrafu 37 fit-
test ewlieni ta’ B.2).

. Fsitwazzjonijiet fejn ikun hemm ftit jew l-ebda informazzjoni dwar it-tossicita ta’ kimika ghall-ittestjar, ghandu jsir

studju ta’ osservazzjoni li fih gruppi ta’ mhux aktar minn 3 annimali ghal kull sess ikunu esposti ghal koncentrazz-
jonijiet immirati maghzula mid-direttur tal-istudju, generalment ta’ 240 minuta.

. Jekk koncentrazzjoni limitata tkun ittestjata matul is-Sessjoni ta’ Espozizzjoni I u tkun osservata mortalita ta” anqas

minn 50 %, ma jkunx hemm htiega ta’ ttestjar addizzjonali. Jekk ikun hemm htiega regolatorja jew xjentifika biex
tkun stabbilita r-relazzjoni ta’ koncentrazzjoni/hin/rispons flivelli oghla mill-koncentrazzjoni limitata indikata,
l-espozizzjoni li jkun imiss ghandha ssir flivell oghla bhall-koncentrazzjoni limitata ghal darbtejn (jigifieri 2L fil-
Figura 1).

. Jekk tkun osservata t-tossicita fil-koncentrazzjoni limitata, ikun mehtieg ittestjar addizzjonali (studju ewlieni). Ddawn

l-ezpozizzjonijiet addizzjonali jitwettqu fkoncentrazzjonijiet iktar baxxi (fil-Figura 1; Sessjonijiet ta’ Espozizzjoni I, I1I
jew IV) jew fkoncentrazzjonijiet oghla bl-uzu ta’ durati iqsar (fil-Figura 1: Sessjoni ta’ Espozizzjoni IV) bl-uzu ta’
durati li huma adattati u mhux dagshekk spazjati.

. It-test (koncentrazzjoni inizjali u koncentrazzjonijiet addizzjonali) isir billi jintuza annimal wiched/sess wiehed ghal

kull koncentrazzjonifpunt ta’ hin jew b’2 annimali tas-sess aktar suxxettibbli ghal kull koncentrazzjoni/punt ta’ hin.
Fxi ¢irkostanzi, id-direttur tal-istudju jista’ jaghzel li jutilizza 2 firien ghal kull sess ghal kull koncentrazzjoni/punt ta’
hin (jew 4 annimali tas-sess suxxettibbli ghal kull kon¢entrazzjoni/punt ta’ hin) (15). L-uzu ta’ 2 annimali ghal kull
sess ghal kull koncentrazzjoni/punt ta’ hin generalment inaqqas mill-parzjalita u mill-varjabbilta tal-istimi, izid ir-rata
ta’ sucéess ta’ stimi, u jtejjeb il-kopertura ta’ intervall ta’ kunfidenza relattiva ghall-protokoll kif deskritt hawn. Aktar
dettalji jinghataw £GD 39 (2).

. Idealment, kull sessjoni ta’ espozizzjoni ssir fjum wieched. Dan jaghti l-opportunita biex l-espozizzjoni li jkun imiss

tithalla ghal aktar tard sakemm ikun hemm kunfidenza ragonevoli ta’ sopravivenza, u tippermetti lid-direttur tal-
istudju jaggusta l-koncentrazzjoni mmirata u d-durati ghas-sessjoni ta’ espozizzjoni li jkun imiss. Qed jigi rrakko-
mandat li kull sessjoni ta’ espozizzjoni tinbeda mal-grupp li se jkun espost l-izjed fit-tul, jigifieri I-grupp ta’ espozizz-
joni ta’ 240 minuta, warajh il-grupp ta’ espozizzjoni ta’ 120 minuta, ec¢. Jekk, perezempju, l-annimali fil-grupp tal-
240 minuta jibdew imutu wara 90 minuta jew juru sinjali severi ta’ tossicita (ez. tibidl estrem fix-xjera tat-tehid tan-
nifs bhal nifs bi tbaghtija), ma jaghmilx sens li grupp jigi espost ghal 120 minuta ghaliex il-mortalita proabbilment
tkun 100 %. Ghalhekk id-direttur tal-istudju ghandu jaghzel durati iqsar ta’ espozizzjoni ghal dik il-koncentrazzjoni
(ez. 90, 65, 45, 33 u 25 minuta).

. Il-konc¢entrazzjoni tal-kamra ghandha titkejjel ta’ spiss biex tkun iddeterminata l-koncentrazzjoni medja pezata mal-

hin ghal kull perjodu ta’ espozizzjoni. Kull meta jkun possibbli, ghandu jintuza I-hin tal-mewt ta’ kull annimal (iktar
milli d-durata ta’ espozizzjoni) fl-analizi ta’ statistika.

. Ir-rizultati tal-ewwel erba’ sessjonijiet ta’ espozizzjoni ghandhom ikunu ezaminati biex tkun identifikata differenza fid-

dejta fil-kurva ta’ koncentrazzjoni-hin (ara I-Figura 1). Fkaz li ma jkunx hemm gbil bizzejjed, tkun tista’ ssir
espozizzjoni addizzjonali (il-hames (5) koncentrazzjoni). Ghandhom jintghazlu durati ta’ koncentrazzjoni u espozizz-
joni ghall-hames espozizzjoni (5) biex ikopru din id-differenza.

. Is-sessjonijiet ta’ espozizzjoni kollha (inkluza l-ewwel Sessjoni ta’ Espozizzjoni) jintuzaw biex tkun ikkalkulata r-

relazzjoni ta’ koncentrazzjoni-hin-rispons billi tintuza Analizi ta’ Statistika (16). Jekk ikun possibbli, ghal kull intervall
C x t, ghandhom jintuzaw il-koncentrazzjoni medja pezata mal-hin u d-durata ta’ espozizzjoni sal-mewt (jekk il-
mewt issehh matul l-espozizzjoni).
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Figura 1

Ilustrazzjoni ipotetika tar-relazzjoni ta’ konc¢entrazzjoni-hin-mortalita fil-firien.

Konéentrazzjoni (L=limitata)
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Hin ta’ espozizzjoni (min)

Simboli miftuha = superstiti; simboli maghluga = annimali mejta

Trijangli = nisa; ¢rieki = rgiel

Linja kontinwa = valuri LCs (firxa 7,5-240 min) ghall-irgiel bn = 1

Linja maqsuma = valuri LC (firxa 7,5-240 min) ghan-nisa bn = 1

Linji ttikkjati = linji ta’ valuri LCy ipotetici ghall-irgiel u ghan-nisa jekk n kienet ugwali ghal 2 (12).
Glossarju

Koncentrazzjoni:

Hin ta’ espozizzjoni:
10. Hawn taht hawn ezempju tal-procedura pass pass:

Sessjoni ta’ Espozizzjoni I — Ittestjar fil-koncentrazzjoni limitata (ara l-Figura 1)

— 1 annimal ghal kull sess ghal kull koncentrazzjonifpunt ta’ hin; total ()
— Koncentrazzjoni (°) = konéentrazzjoni limitata.

— Esponi hames gruppi ta’ annimali fdin il-koncentrazzjoni mmirata ghal durati ta’ 15, 30, 60, 120 u 240 minuta,
rispettivament.

Sessjoni ta’ Espozizzjoni II () — Studju Ewlieni

— 1 annimal ghal kull sess ghal kull koncentrazzjoni/punt ta’ hin; total ta’ 10 annimali.

() Jekk ma tkunx disponibbli informazzjoni dwar is-suxxettibbilta tas-sessi, jintuzaw firien taz-zewg sessi, jigifieri annimal wiched|sess
wiehed ghal kull koncentrazzjoni. Abbazi ta’ informazzjoni ezistenti, jew jekk ikun jidher bi¢-car matul din is-sessjoni ta’ espozizzjoni li
sess ikun aktar suxxettibbli mill-iehor, ghandhom jintuzaw 10 annimali mis-sess suxxettibbli (2 annimali ghal kull kon¢entrazzjoni/punt
ta’ hin) fkull livell ta’ koncentrazzjoni matul l-ittestjar sussegwenti. ta’ 10 annimali

Meta jintuza r-Regolament (KE) Nru 1272/2008, il-koncentrazzjonijiet ta’ limitu ghall-gassijiet, il-fwar u l-aerosols huma 20 000 ppm,
20 mg[l u 5 mg/l, rispettivament. Fkaz ta’ tossi¢ita mistennija jew ibbazata fuq ir-rizultati tal-istudju ta’ osservazzjoni, ghandhom
jintghazlu koncentrazzjonijiet tal-bidu aktar baxxi. Fkaz ta’ htigijiet regolatorji jew xjentifici, jistghu jintuzaw koncentrazzjonijiet oghla.
mmirata

Idealment, l-espozizzjoni tal-annimali fil-livell ta’ koncentrazzjoni li jkun imiss ghandha ssir aktar tard sakemm ikun hemm kunfidenza
ragonevoli ta’ sopravivenza ghal annimali li jkunu gew ittrattati qabel. Dan jippermetti lid-direttur tal-istudju jaggusta l-koncentrazzjoni
mmirata u d-durati ghas-sessjoni ta’ espozizzjoni li tkun imiss.

<

~=
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11.

)

— Esponi hames gruppi ta’ annimali fkoncentrazzjoni (9) (1/2L) b'durati ta’ espozizzjoni ftit itwal (fattur V2 spazjat;
ara |-Figura 1).

Sessjoni ta’ Espozizzjoni Il - Studju Ewlieni

— 1 annimal ghal kull sess ghal kull koncentrazzjoni/punt ta’ hin; total ta’ 10 annimali.

— Esponi hames gruppi ta’ annimali fkoncentrazzjoni () (1/4L) b'durati ta’ espozizzjoni ftit itwal (fattur V2 spazjat;
ara |-Figura 1).

Sessjoni ta’ Espozizzjoni IV’ - Studju Ewlieni

— 1 annimal ghal kull sess ghal kull konc¢entrazzjoni/punt ta’ hin; total ta’ 10 annimali.

— Esponi hames gruppi ta’ annimali fkoncentrazzjoni (9) (1/8L) b'durati ta’ espozizzjoni ftit itwal (fattur V2 spazjat;
ara |-Figura 1).

L jew

Sessjoni ta’ Espozizzjoni IV - Studju Ewlieni

— 1 annimal ghal kull sess ghal kull koncentrazzjoni/punt ta’ hin; total ta’ 10 annimali.

— Esponi hames gruppi ta’ annimali fkoncentrazzjoni () (2L) b'durati ta’ espozizzjoni ftit agsar (fattur N2 spazjat;
ara |-Figura 1).

Trattament matematiku tar-rizultati ghall-protokoll C x t
I-procedura ta’ C x t b’4 jew 5 koncentrazzjonijiet ta’ espozizzjoni u hames durati trendi 20 jew 25 punt ta’ dejta,

rispettivament. B’'dawn il-punti ta’ dejta, ir-relazzjoni C x t tista’ tkun ikkalkulata billi tintuza analizi ta’ statistika (16):

Ekwazzjoni 1:

Probit(P) = by + byln C + byln ¢
fejn C = koncentrazzjoni; t = perjodu ta’ espozizzjoni, jew
Ekwazzjoni 2:
Reazzjoni = f(C"t)
fejn n = by /b,.

Bl-uzu tal-ekwazzjoni 1, jista’ jkun ikkalkulat il-valur LC5, ghal perjodu ta’ hin partikolari (ez. 4 sighat, siegha 1, 30
minuta, jew kwalunkwe perjodu fil-firxa ta’ perjodi ta’ hin ittestjati) bl-uzu ta’ P = 5 (50 % rispons). Innota li r-regola
ta’ Haber tapplika biss meta n = 1. LCy, jista’ jkun ikkalkulat bl-uzu ta’ P = 2,67.”

(4 Id-doza minima (koncentrazzjoni x hin) li tkun irrizultat fmortalita matul l-ittestjar fil-koncentrazzjoni inizjali (l-ewwel sessjoni ta’

espozizzjoni) tittieched bhala gwida biex tkun stabbilita t-tahlita li jkun imiss ta’ koncentrazzjoni u d-durati ta’ espozizzjoni. Tipikament,
il-koncentrazzjoni ghandha tonqos b'darbtejn (1/2L) u l-annimali jigu esposti fuq firxa gdida ta’ hin b'grid iktar fina li tuza divizjoni
geometrika ta’ perjodi ta’ espozizzjoni bfattur ta’ 1.4 (V2; ara r-referenza 11) matul il-hin skont il-livell minimu tad-doza letali (hin x
kon¢netrazzjoni) osservat matul l-ewwel espozizzjoni. Fdin il-figura (Figura 1), il-mortalita fis-sessjoni ta’ espozizzjoni I kienet osservata
l-ewwel darba fil-15-il minuta; id-durati matul is-sessjoni Il ikunu, ghalhekk, huma ¢éentrati ghal madwar 30 minuta, u jkunu 15, 21
30, 42 u 60 minuta. Wara l-ewwel zew§ espozizzjonijiet, huwa rrakkomandat hafna li d-dejta titfassal fmod simili kif indikat hawn
fuq, u li jkun ivverifikat jekk ir-relazzjoni bejn il-koncentrazzjoni u l-hin ikollhiex angolu ta’ 45 grad (n = 1) jew jekk ir-relazzjoni ta’
koncentrazzjoni-hin-rispons tkunx anqas wiegfa (ez. n = 2) jew aktar wieqfa (ez. n = 0,8). Fil-kazijiet tal-ahhar huwa rrakkomandat
hafna li -koncentrazzjonijiet u d-durati li jkun imiss ikunu adattati bl-istess mod. aktar baxxa

Feerti kazijiet jista’ jkun mehtieg li l-koncentrazzjoni tizdied (2L) tul firxa gdida ta’ hin bi grid terga aktar fina bl-uzu ta’ divizjoni
geometrika ta’ perjodi ta’ espozizzzjoni bfattur ta’ 1.4 (V2) fdak il-hin skont il-livell minimu tal-koncentrazzjoni letali osservat matul I-
ewwel espozizzjoni. Id-durata minima ta’ espozizzjoni ghandha preferibbilment tkun aktar minn 5 minuti; id-durata massima ta’
espozizzjoni m’'ghandhiex tkun aktar minn 8 sighat.”
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(4) Il-kapitoli B.7 u B.8 jinbidlu b'dan li gej:

“B.7. STUDJU DWAR IT-TOSSICITA ORALI TA’ DOZA RIPETUTA KULL 28 JUM FIR-RODITURI

DAHLA

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghal-Linja Gwida tat-Test 407 (2008) tal-OECD. Il-Linja Gwida tat-
Test 407 originali kienet adottata fl-1981. FI-1995 kienet adottata verzjoni riveduta, biex tinkiseb informazzjoni
addizzjonali mill-annimal uzat fl-istudju, b'mod partikolari dwar in-newrotossicita u l-immunotossicita.

Fl-1998, I-OECD bdiet attivita ta’ prijorita kbira, biex tirrevedi I-Linji Gwida tat-Testijiet ezistenti u biex
tizviluppa Linji Gwida tat-Testijiet godda ghat-tgharbil u l-ittestjar ta’ interferenti endokrinali potenzjali (8).
Element wiched tal-attivita kien li tkun aggornata l-linja gwida ezistenti tal-OECD ghal “studju dwar it-tossicita
orali ta’ doza ripetuta kull 28 jum fir-rodituri’ (TG 407) b’parametri adatti biex tkun individwata attivita
endokrinali ta’ kimici ghall-ittestjar. Din il-procedura ghaddiet minn programmm internazzjonali estensiv biex
tittestjata ghar-rilevanza u l-prattikabbilta tal-parametri addizzjonali, il-prestazzjoni ta’ dawn il-parametri ghal
kimici brattivita (anti)estrogenika, (anti)androgenika u (anti)tirojde, l-intra- u l-inter-riproducibbilta tal-laboratorju
u l-interferenza tal-parametri l-godda ma’ dawk mehtiega mit-TG 407 ta’ gabel. L-ammont kbir ta’ dejta li
nkisbet b’hekk kienet ikkompilata u evalwata fid-dettall frapport komprensiv tal-OECD (9). Dan il-Metodu ta’
Ttestjar B.7 aggornat (bhala ekwivalenti ghat-TG 407) huwa r-rizultat tal-esperjenza u r-rizultati miksubin matul
il-programmm tat-test internazzjonali. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar jippermetti li certi effetti medjati mis-sistema
endokrinali jitqieghdu fkuntest ma’ effetti tossikologici ohra.

KONSIDERAZZJONIJIET INIZJALI U LIMITAZZJONIJIET

Fil-valutazzjoni u l-evalwazzjoni tal-karatteristici tossici ta’ kimika, id-determinazzjoni ta’ tossicita orali bl-uzu ta’
dozi ripetuti tista’ ssir wara li tkun inkisbet l-informazzjoni inizjali dwar it-tossicita bl-ittestjar ta’ tossicita akuta.
Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa mahsub biex ikunu investigati l-effetti fuq varjeta wiesgha hafna ta’ miri
potenzjali ta’ tossicita. Jipprovdi informazzjoni dwar il-perikli ghas-sahha li jista’ jkun hemm li x'aktarx jingalghu
minn espozizzjoni ripetuta tul perjodu ta’ Zmien relattivament qasir, inkluzi effetti fuq is-sistema nervuza,
immunitarja u endokrinali. Dwar dawn il-punti ta’ tmiem partikolari, ghandu jidentifika kimici b’potenzjal
newrotossiku, li jistghu jaghtu lok ghal investigazzjoni ulterjuri fil-fond ta’ dan l-aspett, u kimici li joholqu
interferenza fil-fizjologija tat-tirojde. Jista’ jipprovdi wkoll dejta dwar kimici li jaffettwaw l-organi riproduttivi tar-
ragel ufjew tal-mara fannimali adulti zghazagh u jista’ jaghti indikazzjoni tal-effetti immunologici.

Ir-rizultati minn dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.7 ghandhom jintuzaw ghall-identifikazzjoni ta’ perikli u l-valutazz-
joni tar-riskju. Ir-rizultati miksubin mill-parametri relatati mal-endokrinali ghandhom jitgiesu fil-kuntest tal-
“Qafas Kuncettwali tal-OECD ghall-Ittestjar u ghall-Valutazzjoni ta’ Sustanzi Kimici li Jqallbu l-Endokrinali”
(11). Il-metodu jinkuldi l-istudju dwar id-doza bazika ripetuta ta’ tossicita li jista’ jintuza ghal kimici li dwarhom
ma jkunx jista’ jsir studju ta’ 90 jum (ez. meta I-volum tal-produzzjoni ma jkunx jeccedi certi limiti) jew bhala
preliminari ghal studju fit-tul. Id-durata tal-espozizzjoni ghandha tkun ta’ 28 jum.

Il-programm internazzjonali imwettaq skont il-validazzjoni ta’ parametri adatti biex potenzjalment tinstab
attivita endokrinali ta’ kimika ghall-ittestjar wera li l-kwalita tad-dejta miksuba b'dan il-Metodu ta’ Ttestjar
B.7 tkun tiddependi hafna mill-esperjenza mil-laboratorju tat-test. Dan jirrelata specifikatament ghad-determi-
nazzjoni istopatologika ta’ bidliet ciklici fl-organi riproduttivi tal-mara u ghad-determinazzjoni tal-piz tal-organi
zghar dipendenti mill-ormoni li jkunu difficli jigu ddissektjati. Giet zviluppata gwida dwar l-istopatologija (19).
Hija disponibbli fuq is-sit tal-Internet pubbliku tal-OECD dwar il-Linji Gwida tat-Testijiet. Hija mahsuba biex
tassisti lill-patologisti fl-ezamijiet taghhom u tghin biex tizdied is-sensittivita tal-analizi. Varjeta ta’ parametri
nstab Ii kienu indikattivi ta’ tossicita relatata mal-endokrinali u gew inkorporati fil-Metodu ta’ Ttestjar. Parametri
li ghalihom kienet disponibbli dejta insufficjenti bhala prova ta’ utilita jew li wrew biss evidenza dghajfa fil-
programm ta’ validazzjoni tal-kapacita taghhom biex jghinu fid-detezzjoni tal-interferenti endokrinali huma
proposti bhala punti tat-tmiem fakultattivi (ara Appendici 2).

Abbazi ta’ dejta ggenerata fil-process ta’ validazzjoni, ghandu jkun enfasizzat li s-sensittivita ta’ din l-analizi
mhix suffi¢jenti biex tidentifika s-sustanzi kollha b'modalitajiet ta’ azzjoni (anti)androgenici jew (anti)estrogenici
(9). II-Metodu ta’ Ttestjar ma jsirx fi stadju tal-hajja li jkun l-aktar sensittiv ghal taqlib endokrinali. I-Metodu ta’
Ttestjar, madankollu, matul il-process ta’ validazzjoni identifika sustanzi li kienu jaffettwaw b’'mod dghajjef u
b’sahhtu I-funzjoni tat-tirojde, u sustanzi endokrinali attivi fsahhithom u moderati li kienu qed jagixxu permezz
ta’ recetturi ta’ estrogenu jew androgenu, izda kwazi fil-kazijiet kollha nagas milli jidentifika sustanzi endokrinali
attivi i b'mod dghajjef jaffettwaw recetturi ta’ estrogenu jew androgenu. Ghalhekk ma jistax ikun deskritt bhala
analizi ta’ tgharbil ghal attivita endokrinali.

Konsegwentement, in-nuqqas ta’ effetti relatati ma’ dawn il-modalitajiet ta’ azzjoni ma jistax jitqies bhala
evidenza ghan-nuqqas ta’ effetti fuq is-sistema endokrinali. Fir-rigward tal-effetti medjati mis-sistema endokrinali,
il-karatterizzazzjoni ta’ sustanzi m’ghandhiex, ghalhekk, tkun ibbazata fuq ir-rizultati ta’ dan il-Metodu ta’
Ttestjar wahdu izda ghandha tkun uzata fapproc¢ ta’ piz ta’ evidenza li jinkorpora d-dejta kollha ezistenti
dwar kimika biex tkun ikkaratterizzata attivita endokrinali potenzjali. Ghal din ir-raguni, it-tehid regolatorju tad-
decizjonijiet dwar attivita endokrinali (karatterizzazzjoni ta’ sustanzi) ghandu jkun approcc fuq bazi wiesgha, li
ma jistriehx biss fuq rizultati minn applikazzjoni ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

Huwa rrikonoxxut li I-proceduri kollha bbazati fuq l-annimali jkunu konformi ma’ standards lokali ta’ kura tal-
annimali; id-deskrizzjonijiet ta’ kura u trattament li jinsabu hawn taht huma standards minimi ta’ prestazzjoni, u
ghandhom jehdulhom posthom regolamenti lokali jekk ikunu aktar stretti. Gwida ulterjuri dwar it-trattament
uman tal-annimali tinghata mill-OECD (14).

Id-definizzjonijiet uzati jinghataw fl-Appendici 1.

PRINCIPJU TAT-TEST

II-kimika ghall-ittestjar hija amministrata oralment kuljum fdozi gradwati lil diversi gruppi ta’ annimali ghall-
esperimenti, b'livell ta’ doza wahda ghal kull grupp ghal perjodu ta’ 28 jum. Matul il-perjodu ta’ amministrazz-
joni l-annimali jkunu osservati mill-qrib, kull jum ghal sinjali ta’ tossicita. L-annimali li jmutu jew li jingatlu bl-
ewtanasja matul it-test issirilhom awtopsja u fit-tmiem tat-test l-annimali li jkunu baqghu hajjin jinqatlu bl-
ewtanasja u ssirilhom awtopsja. Studju ta’ 28 jum jipprovdi informazzjoni dwar l-effetti ta’ espozizzjoni orali
ripetuta u jista’ jindika l-htiega ta’ aktar studji ta’ aktar tul ta’ zmien. Jista’ jipprovdi wkoll informazzjoni dwar -
ghazla ta’ koncentrazzjonijiet ghal studji ta’ aktar tul ta’ zmien. Id-dejta derivata mill-uzu tal-Metodu ta’ Ttestjar
ghandha tippermetti I-karatterizzazzjoni tat-tossicita tal-kimika ghall-ittestjar, ghall-indikazzjoni tar-reazzjoni
tad-doza u d-determinazzjoni tal-Livell Bla Effett Hazin Osservat (NOAEL).

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Ghazla ta’ speci ta’ annimali

L-ispeci preferuta ta’ rodituri huwa I-far, ghalkemm jistghu jintuzaw specijiet ohra ta’ rodituri. Ghandha tinghata
gustifikazzjoni dettaljata jekk il-parametri specifikati fdan il-Metodu ta’ Ttestjar B.7 ikunu investigati fi specijiet
ohra ta’ rodituri. Ghalkemm huwa bijologikament plawzibbli li specijiet ohra ghandhom jirrispondu ghal
sustanzi tossici bl-istess mod bhall-far, l-uzu ta’ specijiet izghar jista’ jirrizulta faktar varjabbilta minhabba
sfidi teknici ta’ dissektjar ta’ organi izghar. Fil-programm internazzjonali ta’ validazzjoni ghad-detezzjoni ta’
interferenti endokrinali, il-far kien l-unika speci uzata. Ghandhom jintuzaw annimali adulti zghazagh fsah-
hithom ta’ razez li komunement jintuzaw fil-laboratorju. In-nisa m'ghandhomx ikunu welldu u m’ghandhomx
jkunu tqal. Ghandu jinbeda dozagg malli jkun fattibbli wara I-ftim, u, fkull kaz, qabel ma l-annimali ikollhom
disa’ gimghat. Malli jinbeda l-istudju l-varjazzjoni fil-piz tal-annimali uzati ghandha tkun minima u m'ghandhiex
tagbez * 20 % tal-piz medju taz-zewg sessi. Meta tinghata doza orali ripetuta bhala preliminari ghal studju ta’
aktar fit-tul, ikun preferibbli li l-annimali mill-istess razza u sors jintuzaw fiz-zewg studji.

Abitazzjoni u ghalf

Il-proceduri kollha ghandhom ikunu konformi ma’ standards lokali tal-kura tal-annmali tal-laboratorju. It-
temperatura fil-kamra tal-esperimenti tal-annimali ghandha tkun 22 °C (¢ 3 °C). Ghalkemm l-umdita relattiva
ghandha tkun mill-anqas 30 % u preferibbilment ma tkunx aktar minn 70 % ghajr ghal matul il-hasil tal-kamra,
il-mira ghandha tkun ta’ 50-60 %. Id-dawl ghandu jkun artifi¢jali, billi I-fotoperjodu jkun ta’ 12-il siegha dawl,
12-il siegha dlam. Fir-rigward tal-ghalf, jistghu jintuzaw dieti konvenzjonali tal-laboratorju bi provvista bla
limitu ta’ ilma tax-xorb. L-ghazla tad-dieta tista’ tkun influwenzata mill-htiega li tkun Zgurata tahlita adattata
ta’ kimika ghall-ittestjar meta tkun amministrata b'dan il-metodu. L-annimali ghandhom jabitaw bhala grupp fi
gruppi zghar tal-istess sess; l-annimali jistghu jabitaw individwalment jekk dan ikun gustifikat xjentifikament.
Ghal gruppi fgageg, m'ghandux ikun hemm aktar minn hames annimali jabitaw fgagga wahda.

L-ghalf ghandu jkun analizzat regolarment ghall-kontaminanti. Ghandu jinzamm kampjun tad-dieta sakemm
ikun iffinalizzat ir-rapport.

Preparazzjoni tal-annimali

L-annimali adulti Zghazagh fsahhithom ikunu assenjati b'mod kazwali lill-gruppi ta’ kontroll u trattament. II-
gageg ghandhom ikunu rrangati b'mod li jkunu mminimizzati l-effetti li jista’ jkun hemm minhabba t-tqeghid
tal-gageg. L-annimali ghandhom ikunu identifikati individwalment u jinzammu fil-gageg taghhom ghal mill-
angas hamest ijiem qabel ma jibda l-istudju tat-trattament biex ikunu jistghu jidraw il-kundizzjonijiet tal-
laboratorju.

Preparazzjoni ta’ dozi

Il-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata b’gavage (bil-forza) jew mad-dieta jew mal-ilma tax-xorb. ll-metodu ta’

kimika ghall-ittestjar.

Meta jkun mehtieg, il-kimika ghall-ittestjar tinhall jew tigi sospiza f'vejjikolu adattat. Huwa rrakkomandat li, kull
meta jkun possibbli, l-ewwel ghandu jitgies l-uzu ta’ soluzzjoni/sospensjoni fl-ilma, segwit minn konsiderazzjoni
ta’ soluzzjoni/sospensjoni fiz-Zejt (ez. zejt tal-qamha) u mbaghad possibbilment b’soluzzjoni fvejjikoli ohra.
Ghal vejjikoli ohra minbarra ilma I-karatteristici tossici tal-vejjikolu ghandhom ikunu maghrufa. L-istabbilta tal-
kimika ghall-ittestjar fil-vejjikolu ghandha tkun iddeterminata.
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PROCEDURA
Ghadd u sess tal-annimali

Mill-anqas 10 annimali (hames nisa u hames irgiel) ghandhom ikunu uzati fil-livell ta’ kull doza. Jekk tkun
ippjanata ewtanasja interim, l-ghadd ghandu jizdied bl-ghadd skedat ta’ annimalii li jingatlu bl-ewtanasja qabel
jitlesta l-istudju. Ghandha tinghata konsiderazzjoni ghal grupp satellitarju addizzjonali ta’ ghaxar annimali
(hamsa ghal kull sess) fil-grupp ta’ kontroll u fdak tad-doza l-aktar gholja ghall-osservazzjoni ta’ riversibbilta,
persistenza jew okkorrenza mdewma ta’ effetti tossici, ghal mill-anqas 14-il jum wara it-trattament.

Dozagg

Generalment, ghandhom jintuzaw mill-anqas tliet gruppi ta’ test u grupp ta’ kontroll, izda jekk minn valutazz-
joni ta’ dejta ohra, ma jkunu mistennija l-ebda effetti fdoza ta’ 1 000 mg/kg bw/d, ikun jista’ jsir test ta’ limitu.
Jekk ma jkun hemm l-ebda dejta adattata disponibbli, jista’ jsir studju dwar tiftix ta’ firxa (annimali tal-istess
razza u sors) bhala ghajnuna ghad-determinazzjoni tad-dozi li jkollhom jintuzaw. Hlief ghal trattament bil-
kimika ghall-ittestjar, l-annimali fil-grupp ta’ kontroll ghandhom ikunu trattati b'mod identiku bhal tas-suggetti
tal-grupp tat-test. Jekk jintuza vejjikolu biex tkun amministrata 1-kimika ghall-ittestjar, il-grupp ta’ kontroll
ghandu jircievi l-vejjikolu fl-oghla volum uzat.

[l-livelli tad-doza ghandhom jintghazlu billi titqies kull dejta ezistenti dwar it-tossicita u (tossiko-) kinetika
disponibbli ghall-kimika ghall-ittestjar u ghal kimici relatati. L-oghla livell ta’ doza ghandu jintghazel bil-ghan
dejjem tonqos tal-livelli tad-doza biex jintwera kull rispons relatat ma’ dozagg u l-ebda effetti hziena osservati fl-
aktar livell baxx tad-doza (NOAEL). Intervalli ta’ darbtejn jew erba’ darbiet ta’ spiss ikunu l-ahjar biex ikunu
stabbiliti I-livelli nezlin tad-dozi, u z-zieda tar-raba’ grupp tat-test sikwit spiss hija preferibbli milli jintuzaw
intervalli twal hafna (ez. aktar minn fattur ta’ 10) bejn id-dozaggi.

Meta jkun hemm tossicita generali osservata (ez. piz tal-gisem ridott, effetti tal-fwied, qalb, pulmun jew kliewi,
ecc.) jew tibdiliet ohra li jistghu ma jkunux risponsi tossici (ez. konsum anqas ta’ ikel, tkabbir tal-fwied), l-effetti
osservati fuq punti ta’ tmiem sensittivi immunitarji, newrologici jew endokrinali ghandhon ikunu interpretati
bkawtela.

Test ta’ limitu

Jekk test blivell ta” doza wahda ta’ mill-angas 1 000 mg/kg tal-piz tal-gisem/jum jew, ghall-amministrazzjoni
tad-dieta jew tal-ilma tax-xorb, ta’ percentwali ekwivalenti fid-dieta, jew ta’ ilma tax-xorb (abbazi ta’ determi-
nazzjonijiet ta’ piz tal-gisem), billi jintuzaw il-proceduri deskritti ghal dan l-istudju, ma jipproduci l-ebda effetti
tossici osservabbli u jekk ma tkunx mistennija tossicita bbazata fuq dejta minn kimici relatati strutturalment,
fdak il-kaz studju shih bl-uzu ta’ tliet livelli ta’ doza jista’ ma jitqisx li jkun mehtieg. It-test ta’ limitu japplika
hlief meta espozizzjoni umana tindika l-htiega li jkollu jintuza livell oghla ta’ doza.

Amministrazzjoni ta’ dozi

L-annimali jinghataw doza b’kimika ghall-ittestjar kuljum 7 ijiem fil-gimgha ghal perjodu ta’ 28 jum. Meta I-
kimika ghall-ittestjar tkun amministrata b'gavage, dan ghandu jsir b'doza wahda lill-annimali billi jintuza tubu
tal-istonku jew tubu rqiq ta’ intubazzjoni adattat. Il-volum massimu tal-likwidu li jkun jista’ jigi amministrat
fwaqt wiehed ikun jiddependi mid-daqgs tal-annimal tat-test. ll-volum m’'ghandux ikun aktar minn 1 ml/100 g
tal-piz tal-gisem hlief fil-kaz ta’ soluzzjonijiet fl-ilma fejn jistghu jintuzaw 2 ml/100 g tal-piz tal-gisem. Hlief ghal
kimici irritanti jew korruzivi, li normalment juru effetti ta’ irritazzjoni b’koncentrazzjonijiet oghla, il-varjabbilta
fil-volum tat-test ghandha tkun imminimizzata billi l-koncentrazzjoni tkun aggustata biex ikun Zgurat volum
kostanti fil-livelli kollha tad-doza.

Ghall-kimi¢i amministrati permezz tad-dieta jew l-ilma tax-xorb, huwa importanti jkun zgurat li l-kwantitajiet
tal-kimika ghall-ittestjar involuta ma jfixklux in-nutrizzjoni normali jew il-bilan¢ tal-ilma. Meta I-kimika ghall-
ittestjar tkun amministrata fid-dieta jistghu jintuzaw koncentrazzjoni kostanti ta’ dieta (ppm) jew livell wiehed
kostanti ta’ doza skont il-piz tal-gisem tal-annimali; l-alternattiva uzata ghandha tkun specifikata. Ghal kimika
amministrata b'gavage, id-doza ghandha tinghata fhinijiet simili ghal kull jum, u aggustata kif mehtieg biex
jinzamm livell wiched kostanti ta’ doza skont il-piz tal-gisem tal-annimal. Meta jintuza studju ta’ doza ripetuta
bhala preliminari ghal studju fit-tul, ghandha tintuza dieta simili fiz-zewg studji.

Osservazzjonijiet

ll-perjodu ta’ osservazzjoni ghandu jkun ta’ 28 jum. L-annimali fi grupp satellitarju skedati ghall-osservazz-
jonijiet ta’ segwitu ghandhom jinzammu ghal mill-angas 14-il jum minghajr trattament biex tinstab okkorrenza
mdewma, jew persistenza ta’, jew irkupru minn effetti tossici.

Osservazzjonijiet Klini¢i generali ghandhom isiru mill-anqas darba kuljum, preferibbilment fl-istess hin(jjiet) kull
jum u jkun megqjus il-perjodu massimu tal-effetti anticipati wara dozagg. Il-kundizzjoni tas-sahha tal-annimali
ghandha tigi rregistrata. Mill-anqas darbtejn kuljum, l-annimali kollha jigu osservati ghall-morbidita u l-morta-
lita.
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26. Ghal darba qabel l-ewwel espozizzjoni (biex jithallew isiru paraguni skont is-suggett), u mill-anqas darba fil-
¢gimgha minn hemm ‘il quddiem, ghandhom isiru osservazzjonijiet klinici dettaljati fl-annimali kollha. Dawn 1-
osservazzjonijiet ghandhom isiru barra mill-gagga ta’ abitazzjoni farena standard u preferibbilment fl-istess hin
taljum fkull okkazjoni. Ghandhom ikunu rregistrati sewwa, preferibbilment billi jintuzaw sistemi ta’ punti,
iddefiniti esplicitament mil-laboratorju tal-ittestjar. Ghandu jsir sforz biex ikun Zgurat li l-varjazzjonijiet fil-
kundizzjonijiet tat-test ikunu minimi u li l-osservazzjonijiet preferibbilment jitmexxew minn osservaturi li ma
jkunux jafu bit-trattament. Sinjali nnotati ghandhom jinkludu, izda ma jkunux limitati ghal, bidliet fil-gilda, pil,
ghajnejn, membrani mukuzi, okkorrenza ta’ sekrezzjonijiet u eskrezzjonijiet u attivita awtonomika (ez. dmugh,
erezzjoni tal-pil, dags tal-pupilli, xejra respiratorja mhux tas-soltu). Bidliet fil-mixja, qaghda u rispons ghal
immaniggar, kif ukoll il-prezenza ta’ movimenti kloni¢i jew tonici, stereotipi (ez. tindif eccessiv, dawran
ripetittiv) jew imgiba bizarra (ez. awtomutilazzjoni, mixi blura) ghandhom ukoll ikunu rregistrati (2).

27. Fir-raba’ gimgha ta’ espozizzjoni ghandhom isiru valutazzjoni tar-reattivita sensorja ghal stimuli ta’ tipi differenti
(2) (ez. stimuli tas-smigh, vizivi u proprjocettivi) (3)(4)(5), valutazzjoni tal-qawwa tal-qabda (6) u tal-attivita
motorja (7). Aktar dettalji tal-proceduri li jistghu jkunu segwiti jinghataw fir-referenzi rispettivi. Izda, jistghu
jintuzaw proceduri alternattivi minbarra dawk fir-referenzi.

28. Osservazzjonijiet funzjonali maghmulin fir-raba’ gimgha ta’ espozizzjoni jistghu jithallew barra meta l-istudju
jsir bhala studju preliminari ghal studju subkroniku (ta’ 90 jum) sussegwenti. Fdak il-kaz, l-osservazzjonijiet
funzjonali ghandhom ikunu inkluzi fdan studju ta’ segwitu. Min-naha l-ohra, id-disponibbilta ta’ dejta dwar
osservazzjonijiet funzjonali mill-istudju ta’ doza ripetuta tista'ssahhah il-kapacita biex jintghazlu dozi ghal studju
subkroniku sussegwenti.

29. Bhala eccezzjoni, l-osservazzjonijiet funzjonali jistghu wkoll jithallew barra ghal gruppi li xort'ohra juru sinjali
ta’ tossicita tant li tfixkel b’'mod sinifikanti l-prestazzjoni funzjonali tat-test.

30. Fawtopsja, ic-¢iklu estruz tan-nisa kollha jista’ jigi ddeterminat (b'mod fakultattiv) billi jittichdu ticpisiet (smears)
vaginali. Dawn l-osservazzjonijiet se jipprovdu informazzjoni dwar l-istadju tac-¢iklu estruz meta jsir il-qtil u
jghinu fl-evalwazzjoni istologika ta’ tessuti sensittivi tal-estrogenu [ara l-gwida dwar l-istopatologija (19)].

Piz tal-gisem u konsum tal-ikel/ilma

31. L-annimali kollha ghandhom jintiznu mill-anqgas darba fil-gimgha. Il-kejlijiet tal-konsum tal-ikel ghandu jsir mill-
anqas kull gimgha. Jekk il-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata permezz tal-ilma tax-xorb, il-konsum tal-ilma
ghandu wkoll jitkejjel mill-anqas kull gimgha.

Ematologija

32. L-ezamijiet ematologici li gejjin ghandhom isiru fit-tmiem tal-perjodu tat-test: ematokrit, koncentrazzjonijiet tal-
emoglobina, ghadd ta’ eritrociti, retikulociti, ghadd totali u differenzjali ta’ lewkociti, ghadd ta’ pjastrini u kejl ta’
hin/potenzjal ghal embolizmu. Determinazzjonijiet ohra li ghandhom isiru, jekk il-kimika ghall-ittestjar jew il-
metaboliti putattivi taghha jkollhom jew ikunu ssuspettati li jkollhom proprjetajict ossidanti, jinkludu koncen-
trazzjoni ta’ metemoglobina u l-korpi ta’ Heinz.

33. Il-kampjuni tad-demm ghandhom jittichdu minn sit imsemmi ezatt qabel jew bhala parti mill-procedura ghall-
ewtanasja tal-annimali, u ghandhom jinhaznu fkundizzjonijiet xierqa. L-annimali ghandhom jinzammu msajmin
tul il-lejl qabel l-ewtanasja (').

Bijokimika klinika

34. Id-determinazzjonijiet ta’ bijokimika klinika ghall-investigazzjoni tal-effetti tossi¢ci magguri ftessuti u, specifika-
tament, ta’ effetti fuq il-kliewi u l-fwied, ghandhom isiru fuq il-kampjuni tad-demm miksubin mill-annimali
kollha ezatt qabel jew bhala parti mill-procedura ghall-ewtanasja tal-annimali (minbarra dawk misjubin mori-
bondi ufjew li jinqatlu bl-ewtanasja qabel ma jintemm l-istudju). Investigazzjonijiet ta’ plazma jew serum
ghandhom jinkludu sodju, potassju, glukozju, kolesterol totali, urea, kreatinina, proteina totali u albumina,
mill-anqas zewg enzimi indikattivi ta’ effetti epatocellulari (bhal alanin aminotransferazi, aspartate aminotran-
sferazi, fosfatazi alkalina, y-glutamil trans-peptidase u glutamat ta’ deidrogenazi), u acidi tal-biljari. Il-kejl ta’
enzimi addizzjonali (ta’ origini epatika jew originijiet ohra) u ta’ bilirubina jistghu jipprovdu informazzjoni utli
feerti cirkostanzi.

35. B'mod fakultattiv, id-determinazzjonijiet ta’ analizi tal-awrina jistghu jsiru matul l-ahhar gimgha tal-istudju bl-
uzu ta’ gbir ta’ volum ta’ awrina li jkun ittehdilha l-hin; dehra, volum, ozmolalita jew gravita specifika, pH,
proteina, glukozju u demm)/celluli tad-demm.

(") Ghal ghadd ta’ kejlijiet ta’ serum u plazma, l-aktar ghall-glukozju, is-sawm tul il-lejl ikun ippreferut. Ir-raguni ewlenija ghal din il-
preferenza hija li aktar varjabbilta li ghandha inevitabbilment tirrizulta minn nuqqas ta’ sawm, ghandha tendenza li tahbi effetti aktar
sottili u taghmel l-interpretazzjoni difficli. Min-naha l-ohra, izda, is-sawm tul il-lejl jista’ johloq interferenza fil-metabolizmu generali tal-
annimali u, partikolarment fl-istudji dwar l-ghalf, jista’ jiddisturba l-espozizzjoni ta’ kuljum ghall-kimika ghall-ittestjar. Jekk ikun adottat
sawm tul il-lejl, id-determinazzjonijiet bijokimici klinici ghandhom isiru wara li jkunu twettqu l-osservazzjonijiet funzjonali fir-raba’ (4)
gimgha tal-istudju.
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Flimkien ma’ dan, ghandhom jitqiesu studji biex ikunu investigati markaturi ta’ plazma jew serum ta’ hsara
generali ghal tessuti. Determinazzjonijiet ohra li ghandhom isiru, jekk il-proprjetajiet maghrufa tal-kimika ghall-
ittestjar ikunu jistghu jew ikunu ssuspettati li jaffettwaw profili metaboli¢i relatati, jinkludu kalcju, fosfat,
trigliceridi, ormoni specifici u kolinesterazi. Dawn jehtigilhom ikunu identifikati ghal kimici fcerti klassijiet
jew abbazi ta’ kaz kaz.

Ghalkemm fl-evalwazzjoni internazzjonali tal-punti ta’ tmiem relatati mal-endokrinali ma setax jintwera vantagg
car ghad-determinazzjoni tal-ormoni tat-tirojde (T3, T4) u TSH, jista’ jkun utli li jinzammu kampjuni ta’ plazma
jew serum biex jitkejlu T3, T4 u TSH (fakultattivi) jekk ikun hemm indikazzjoni ta’ effett fuq l-assi pitwitarja-
tirojde. Dawn il-kampjuni jistghu jkunu ffrizati - 20° ghall-hzin. Il-fatturi li gejjin jistghu jinfluwenzaw il-
varjabbilta u l-koncentrazzjonijiet assoluti tad-determinazzjonijiet tal-ormoni:

— il-hin tal-qatla minhabba varjazzjonijiet tul iljum tal-koncentrazzjonijiet tal-ormoni

— il-metodu tal-qatla biex tkun evitata tensjoni bla bzonn ghall-annimali li tista’ taffettwa l-koncentrazzjonijiet
tal-ormoni

— is-settijiet tat-testijiet ghad-determinazzjonijiet tal-ormoni li jistghu jkunu differenti mill-kurvi standard
taghhom.

L-identifikazzjoni definittiva ta’ kimici tat-tirojde attiva hija l-aktar affidabbli b’analizi istopatologika milli bil-
livelli tal-ormoni.

Kampjuni ta’ plazma mahsubin specifikatament ghal determinazzjoni tal-ormoni ghandhom jinkisbu fhin
komparabbli taljum. Huwa rrakkomandat li tinghata konsiderazzjoni lid-determinazzjonijiet ta’ T3, T4 u
TSH mibdija bbazati fuq alterazzjonijiet ta’ istopatologija tat-tirojde. Il-valuri numeri¢i miksubin meta jkunu
analizzati l-koncentrazzjonijiet tal-ormoni jkunu differenti fost diversi settijiet ta’ analizi kummer¢jali. Ghaldaq-
stant, jista’ ma jkunx possibbli li jkunu pprovduti kriterji ta’ prestazzjoni bbazati fuq dejta storika uniformi.
Alternattivament, il-laboratorji ghandhom jaghmlu sforzi biex izommu koeffi¢jenti ta’ kontroll ta’ varjazzjoni
taht 25 ghal T3 u T4 u taht 35 ghal TSH. Il-koncentrazzjonijiet kollha ghandhom ikunu rregistrati fng/ml.

Jekk bazi tad-dejta storika ma tkunx adegwata, ghandha tinghata konsiderazzjoni lid-determinazzjoni ta’
varjabbli ematologici u ta’ bijokimika klinika gabel ma jibda d-dozagg jew preferibbilment fsett ta’ annimali
mhux inkluzi fil-gruppi ta’ esperimenti.

PATOLOGIJA
Awtopsja makroskopika

L-annimali kollha fl-istudju ghandhom ikunu ssoggettati ghal awtopsja makroskopika shiha u dettaljata li tkun
tinkludi ezami bir-reqqga tal-wic¢ estern tal-gisem, tal-fethiet kollha u tal-kavitajiet kranjali, toraci¢i u abdominali
u tal-kontenuti taghhom. Il-fwied, il-kliewi, l-adrenali, it-testikoli, I-epididimi, il-prostata + il-bziezaq seminali bi
glandoli tal-koagulazzjoni kollha flimkien, it-timu, il-milsa, il-mohh u l-qalb tal-annimali kollha (minbarra ta’
dawk misjubin moribondi ufjew li jinqatlu bl-ewtanasja gabel ma intemm l-istudju) ghandhom jintragmu minn
kull tessut imwahhal maghhom, kif jixraq, u l-piz taghhom fl-imxarrab ghandu jittiched malajr kemm jista’ jkun
wara d-dissezzjoni biex ikun evitat it-tnixxif. Ghandha tkun ezercitata attenzjoni meta jsir it-tirgim tal-kumpless
tal-prostata biex ikun evitat li jittaqgqbu I-bziezaq seminali mimlijin fluwidu. Alternattivament, il-bziezaq seminali
u l-prostata jistghu jintragmu u jintiznu wara l-fissazzjoni.

Flimkien ma’ dan, Zew§ tessuti ohra jistghu, imma mhux bilfors, jintiznu malajr kemm jista’ jkun wara d-
dissezzjoni, biex ikun evitat it-tnixxif: ovarji akkoppjati (piz fl-imxarrab) u l-utru, inkluz i¢-cervici (il-gwida dwar
it-tnehhija u l-preparazzjoni tat-tessuti tal-utru ghal-kejl tal-piz hija pprovduta fit-TG 440 tal-OECD (18)).

I-piz tat-tirojde (fakultattiv) jista’ jigi ddeterminat wara l-fissazzjoni. It-tirgim ghandu jsir ukol b'reqqa kbira u
biss wara I-fissazzjoni biex tkun evitata I-hsara lit-tessut. Il-hsara fit-tessut tista’ tippregudika analizi istopatolo-

gika.

It-tessuti li gejjin ghandhom ikunu ppreservati fmidjum ta’ fissazzjoni l-aktar adattat kemm ghat-tip ta’ tessut,
kif ukoll ghall-ezami istopatologiku mahsub sussegwentement (ara l-paragrafu 47): il-lezjonijiet kbar kollha, il-
mohh (regjuni rapprezentattivi inkluzi ¢-Cerebru, i¢-cervellett u l-mezocefalu), in-nerv vertebrali, I-ghajnejn, 1-
istonku, l-imsaren zghar u kbar (inkluzi l-irqajja’ ta’ Peyer), il-fwied, il-kliewi, l-adrenali, il-milsa, il-galb, it-timu,
it-tirojde, it-trakea u l-pulmuni (ippreservati b'inflazzjoni bffissattiv u wara b'immersjoni), il-gonadi (testikoli u
ovarji), l-organi sesswali ac¢cessorji (utru u cervici, epididimi, prostata u bziezaq seminali bi glandoli tal-koagu-
lazzjoni), il-vagina, il-buzzieqa tal-awrina, in-nodi limfati¢i [minbarra n-nodu ta’ tisfija l-aktar qrib ghandu
jittieched nodu limfatiku iehor skont il-prassi tal-laboratorju (15)], in-nerv periferali (xjatiku jew tibjali) preferib-
bilment qrib hafna tal-muskolu, il-muskolu skeletali u I-ghadam, bil-mudullun tal-ghadam (tagsima jew, alter-
nattivament, aspirat tal-mudullun tal-ghadam imqieghed frisk). Huwa rrakkomandat li t-testikoli jkunu ffissati
bimmersjoni ffissattiv ta’ Bouin jew fdak modifikat ta’ Davidson (16) (17). It-tunika albuginea ghandha
tittagqab bil-mod u mhux fil-fond fiz-zewg poli tal-organu b’labra biex jithalla jkun hemm penetrazzjoni malajr
tal-fissattiv. Is-sejbiet klinici u ohrajn jistghu jissuggerixxu l-htiega li jkunu ezaminati tessuti addizzjonali.
Ghandu wkoll ikun ippreservat kull organu li x'aktarx ikun meqjus bhala organu mmirat abbazi tal-proprjetajiet
maghrufa tal-kimika ghall-ittestjar.
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44, Tt-tessuti li gejjin jistghu jaghtu indikazzjoni siewja tal-effetti relatati mal-endokrinali: 1l-gonadi (ovarji u testi-
koli), organi sesswali accessorji (l-utru inkluz ic-cervici, l-epididimi, il-bziezaq seminali bi glandoli tal-koagulazz-
joni, il-prostata dorsolaterali u l-ventrali), il-vagina, il-pitwitarja, il-glandola mammarja tar-ragel, il-glandola
tirojde u l-adrenali. Il-bidliet fil-glandoli mammarji tar-ragel ma kinux iddokumentati b'mod suffi¢jenti izda
dan il-parametru jista’ jkun sensittiv hafna ghal sustanzi b’azzjoni estrogenika. L-osservazzjoni ta” organi/tessuti
li mhumiex elenkati fil-paragrafu 43 hija fakultattiva (ara I-Appendici 2).

45. 1-Gwida dwar l-istopatologija (19) taghti aktar informazzjoni dwar id-dissezzjoni, fissazzjoni, tqassim ftaqsimiet
u l-istopatologija ta’ tessuti endokrinali.

46. Fil-programmm tat-test internazzjonali nkisbet xi evidenza li effetti endokrinali sottili minn kimi¢i b’qawwa
baxxa biex jaffettwaw l-omeostazi tal-ormon sesswali jistghu jkunu identifikati bid-disturb tas-sinkronizzazzjoni
tac-¢iklu estruz ftessuti differenti u mhux dagshekk b’alterazzjonijiet istopatologici sfaccati forgani sesswali tal-
mara. Ghalkemm ma nkisbet l-ebda prova definittiva ghall-effetti bhal dawn, huwa rrakkomandat li evidenza ta’
asinkronija li jista' jkun hemm tac¢-¢iklu estruz ghandha titgies fl-interpretazzjoni tal-istopatologija tal-ovarji
(Celluli follikulari, tekali u mrammlin), tal-utru, tac-cervici u tal-vagina. Jekk ikun ivvalutat, l-istadju tac-¢iklu kif
iddeterminat minn ticpisiet vaginali jista’ jkun inkluz ukoll fdan il-paragun.

Istopatologija

47. Ghandha ssir istopatologija shiha fuq l-organi u t-tessuti ppreservati tal-annimali kollha fil-gruppi ta’ kontroll u
ta’ doza gholja. Dawn l-ezamijiet ghandhom ikunu estizi ghal annimali tal-gruppi l-ohra kollha ta’ dozagg, jekk
ikunu osservati bidliet relatati ma’ trattament fil-grupp ta’ doza gholja.

48. Il-lezjonijiet kbar kollha ghandhom ikunu ezaminati.

49. Meta jintuza grupp satellitarju, l-istopatologija ghandha ssir fuq tessuti u organi identifikati bhala li juru effetti
fil-gruppi ttrattati.

DEJTA U RAPPURTAR
Dejta

50. Ghandha tkun ipprovduta dejta individwali. Addizzjonalment, id-dejta kollha ghandha tingabar fil-qosor fforma
tabulari li turi ghal kull grupp tat-test I-ghadd ta’ annimali fil-bidu tat-test, l-ghadd ta’ annimali li jkunu nstabu
mejta matul it-test jew li jkunu nqatlu bl-ewtanasja ghal ragunijiet umani u l-hin ta’ kull mewta jew ewtanasja, 1-
ghadd li juri sinjali ta’ tossicita, deskrizzjoni tas-sinjali ta’ tossicita osservati, inkluz il-waqt meta jfagqghu, kemm
idumu u kemm ikun sever kull effett tossiku, l-ghadd ta’ annimali li juru lezjonijiet, it-tip ta’ lezjonijiet, is-
severita taghhom u l-percentwali tal-annimali li juru kull tip ta’ lezjoni.

51. Meta jkun possibbli, ir-rizultati numeri¢i ghandhom ikunu evalwati b’'metodu ta’ statistika generalment accet-
tabbli u adattat. Il-paraguni tal-effett tul firxa tad-doza ghandhom jevitaw l-uzu ta’ testijiet-t multipli. ll-metodi
ta’ statistika ghandhom jintghazlu matul it-tfassil tal-istudju.

52. Ghall-kontroll tal-kwalita huwa propost li tingabar dejta storika ta’ kontroll u li ghad-dejta numerika jkunu
kkalkulati I-koeffi¢jenti ta’ varjazzjoni, spec¢jalment ghall-parametri li jkollhom rabta ma’ detezzjoni ta’ interfe-
rent endokrinali. Din id-dejta tista’ tintuza ghal finijiet ta’ paragun meta jkunu evalwati studji attwali.

Rapport tat-test

53. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:

Kimika ghall-ittestjar:

— natura fizika, purezza u proprjetajiet fizikokimici;

— dejta ta’ identifikazzjoni.

Vejjikolu (fejn xieraq):

— gustifikazzjoni ghal ghazla ta’ vejjikolu, jekk ma jkunx ilma.
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Annimali tat-test:

speci/razza uzata;

ghadd, eta u sess tal-annimali;

sors, kundizzjonijiet ta’ abitazzjoni, dieta, ecc.;
pizijiet individwali tal-annimali fil-bidu tat-test.

gustifikazzjoni ghal speci jekk ma jkunx far

Kundizzjonijiet tat-test:

— dettalji tal-formulazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar/preparazzjoni tad-dieta, koncentrazzjoni miksuba, stabbilta

— konverzjoni minn dieta/koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar ta’ ilma tax-xorb (ppm) ghad-doza attwali

motiv ghall-ghazla tal-livell ta’ doza;

u omogeneita tal-preparazzjoni;

dettalji tal-amministrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar;

(mg/kg tal-piz tal-gisem[jum), jekk applikabbli;

dettalji tal-kwalita tal-ikel u tal-ilma.

Punti ta’ tmiem fakultattivi investigati

lista ta” punti ta’ tmiem fakultattivi investigati

Rizultati:

piz tal-gisem/bidliet fil-piz tal-gisem;

konsum ta’ ikel, u konsum ta’ ilma, jekk applikabbli;

dejta ta’ reazzjoni tossika skont is-sess u livell ta’ doza, inkluzi sinjali ta’ tossicita;

natura, severita u durata ta’ osservazzjonijiet klinici (jekk reversibbli jew le);
attivita sensorja, qawwa tal-qabda u valutazzjonijiet tal-attivita motorja;
testijiet ematologici b'valuri bazi rilevanti;

testijiet ta’ bijokimika klinika b’valuri linja bazi rilevanti;

piz tal-gisem waqt l-ewtanasja u dejta dwar il-pizijiet tal-organi;

sejbiet minn awtopsji;

deskrizzjoni dettaljata tas-sejbiet kollha istopatologici;

dejta ta’ assorbiment jekk disponibbli;

trattament ta’ statistika ta’ rizultati, fejn jixraq.

Diskussjoni dwar rizultati.

Konkluzjonijiet
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Appendici 1

DEFINIZZJONIJIET

Androgenicita hija l-kapacita ta’ kimika li tagixxi bhal ormon androgeniku naturali (ez. testosteron) forganizmu mammi-
feru.

Antiandrogenicita hija l-kapacita ta’ kimika li trazzan l-azzjoni ta’ ormon androgeniku naturali (ez. testosteron) forga-
nizmu mammiferu.

Antiestrogenicita hija I-kapacita ta’ kimika li trazzan l-azzjoni ta’ ormon estrogeniku naturali (ez. estradijol 17f)
forganizmu mammiferu.

Attivita tal-antitirojde hija l-kapacita ta’ kimika li trazzan l-azzjoni ta’ ormon naturali tat-tirojde (ez. T3) forganizmu
mammiferu.

Dozagg huwa terminu generali li jinkludi doza, il-frekwenza taghha u d-durata ta’ dozagg.

Doza hija l-ammont ta’ kimika ghall-ittestjar amministrata. Id-doza hija espressa bhala piz tal-kimika ghall-ittestjar ghal
kull unita ta’ piz tal-gisem ta’ annimal tat-test ghal kull jum (ez. mg/kg tal-piz tal-gisem/jum), jew bhala koncentrazzjoni
kostanti ta’ dieta.

Tossicita evidenti huwa terminu generali li jiddeskrivi sinjali ¢ari ta’ tossicita wara li tkun giet amministrata kimika ghall-
ittestjar. Dawn ghandhom ikunu suffi¢jenti ghal valutazzjoni tal-periklu and ghandhom ikunu tali li Zieda fid-doza
amministrata tista’ tkun mistennija li tirrizulta fl-izvilupp ta’ sinjali ta’ tossicita estrema u probabbilment mortalita.

NOAEL hija l-abbrevjazzjoni ghall-livell bla effett hazin osservat. Dan huwa l-oghla livell ta’ doza fejn I-ebda sejbiet
hziena relatati ma’ trattament ma jkunu osservati minhabba trattament.

Estrogenicita hija l-kapacita ta’ kimika li tagixxi bhal ormon estrogeniku naturali (ez. estradijol 17£) forganizmu
mammiferu.

Kimika ghall-ittestjar: Kull sustanza jew tahlita ttestjata bl-uzu ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar.
Attivita tat-tirojde hija l-kapacita ta’ kimika li tagixxi bhal ormon naturali tat-tirojde (ez. T;) forganizmu mammiferu.

Validazzjoni hija process xjentifiku mfassal biex jikkaratterizza r-rekwiziti operattivi u l-limitazzjonijiet ta’ metodu ta’
ttestjar u biex juri l-affidabbilta u r-rilevanza tieghu ghal ghan partikolari.
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Appendici 2

Punti ta’ tmiem rakkomandati ghall-detezzjoni ta’ interferenti endokrinali (EDs) fdan il-Metodu ta’ Ttestjar B.7

Punti ta’ tmiem obbligatorji Punti ta’ tmiem fakultattivi
pbiz

— Testikoli — Ovarji
— Epididimi — Utruy, inkluz cervici
— Adrenali — Tirojde
— Prostata + bziezaq seminali bi glandoli tal-koagulazz-

joni

Istopatologija

— Gonadi: — Ticpisiet vaginali

— Testikoli u — Glandoli mammarji tar-ragel

— Opvarji — Pitwitarja

— Organi sesswali accessorj:
— Epididimi,
— Prostata + buzzieqa seminali bi glandoli tal-koagu-
lazzjoni

— Utru, inkluz ¢ervici

— Adrenali
— Tirojde
— Vagina
Kejl ta” ormoni
— Livelli ta’ ¢irkolazzjoni ta’ T3, T4
— Livelli ta’ cirkolazzjoni ta’” TSH
LETTERATURA:

(1) OECD (Paris, 1992). Chairman’s Report of the Meeting of the ad hoc Working Group of Experts on Systemic Short-
term and (Delayed) Neurotoxicity.

(2) IPCS (1986). Principles and Methods for the Assessment of Neurotoxicity Associated with Exposure to Chemicals.
Environmental Health Criteria Document No. 60

(3) Tupper DE, Wallace RB (1980). Utility of the Neurologic Examination in Rats. Acta Neurobiol. Exp. 40: 999-1003.
(4) Gad SC (1982). A Neuromuscular Screen for Use in Industrial Toxicology. J. Toxicol Environ. Health 9: 691-704.

(5) Moser VC, McDaniel KM, Phillips PM (1991). Rat Strain and Stock Comparisons Using a Functional Observational
Battery: Baseline Values and Effects of Amitraz. Toxicol. Appl. Pharmacol. 108: 267-283.

(6) Meyer OA, Tilson HA, Byrd WC, Riley MT (1979). A Method for the Routine Assessment of Fore- and Hindlimb
Grip Strength of Rats and Mice. Neurobehav. Toxicol. 1: 233-236.

(7) Crofton KM, Howard JL, Moser VC, Gill MW, Reiter LW, Tilson HA, MacPhail RC (1991). Interlaboratory Compa-
rison of Motor Activity Experiments: Implication for Neurotoxicological Assessments. Neurotoxicol. Teratol. 13:
599-609.

(8) OECD (1998). Report of the First Meeting of the OECD Endocrine Disrupter Testing and Assessment (EDTA) Task
Force, 10th-11th March 1998, ENV/MC/CHEM/RA(98)5.

(9) OECD. (2006). Report of the Validation of the Updated Test Guideline 407: Repeat Dose 28-day Oral Toxicity Study
in Laboratory Rats. Series on Testing and Assessment No 59, ENV/JM/MONO(2006)26.



19.3.2014

1-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea

L 81/43

(10) OECD (2002). Detailed Review Paper on the Appraisal of Test Methods for Sex Hormone Disrupting Chemicals.
Series on Testing and Assessment No 21, ENV/JM/MONO(2002)8.

(11) OECD (2012).Conceptual Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals. http:/fwww.
oecd.org/document/58/0,3343,fr_2649_37407_2348794_1_1_1_37407,00.html

(12) OECD (2006). Final Summary report of the meeting of the Validation Management Group for mammalian testing.
ENV/JM/TG/EDTA/M(2006)2.

(13) OECD. Draft Summary record of the meeting of the Task Force on Endocrine Disrupters Testing and Assessment.
ENV/JM/TG/EDTA/M(2006)3.

(14) OECD (2000). Guidance document on the recognition, assessment and use of clinical signs as humane endpoints for
experimental animals used in safety evaluation. Series on Testing and Assessment No 19. ENV/JM/MONO(2000)7.

(15) Haley P, Perry R, Ennulat D, Frame S, Johnson C, Lapointe J-M, Nyska A, Snyder PW, Walker D, Walter G (2005).
STP Position Paper: Best Practice Guideline for the Routine Pathology Evaluation of the Immune System. Toxicol
Pathol 33: 404-407.

(16) Hess RA, Moore BJ (1993). Histological Methods for the Evaluation of the Testis. In: Methods in Reproductive
Toxicology, Chapin RE u Heindel JJ (eds). Academic Press: San Diego, CA, pp. 52-85.

(17) Latendresse JR, Warbrittion AR, Jonassen H, Creasy DM.(2002) Fixation of testes and eyes using a modified
Davidson’s fluid: comparison with Bouin’s fluid and conventional Davidson’s fluid. Toxicol. Pathol. 30, 524-533.

(18) OECD (2007). OECD Guideline for Testing of Chemicals N°440: Uterotrophic Bioassay in Rodents: A short-term
screening test for oestrogenic properties.

(19) OECD (2009). Guidance Document 106 on Histologic evaluation of Endocrine and Reproductive Tests in Rodents
ENV/JM/Mono(2009)11.

B.8. TOSSICITA TA’ INALAZZJONI SUBAKUTA: STUDJU TA’ 28 JUM

SOMMARJU

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.8 rivedut tfassal biex jikkaratterizza b'mod shih it-tossicita ta’ kimika ghall-ittestjar bir-
rotta tal-inalazzjoni wara espozizzjoni ripetuta ghal perjodu limitat ta’ zmien (28 jum), u biex jipprovdi dejta ghal
valutazzjonijiet tar-riskju ta’ inalazzjoni kwantitattiva. Gruppi ta’ mill-angas 5 rgiel u 5 nisa rodituri jkunu esposti 6
sighat kuljum ghal 28 jum ghal a) il-kimika ghall-ittestjar fi tliet livelli jew aktar ta’ koncentrazzjoni, b) arja filtrata
(kontroll negattiv), ufjew ¢) il-vejjikolu (kontroll ta’ vejjikolu). L-annimali jkunu esposti generalment ghal 5 ijiem fil-
gimgha izda espozizzjoni ghal 7 jjiem fil-gimgha hija wkoll permessa. L-igiel u nisa jkunu dejjem ittestjati, izda
jkunu jistghu jigu esposti flivelli differenti ta’ koncentrazzjoni jekk ikun maghruf li sess wiched ikun aktar suxxet-
tibbli ghal kimika partikolari ghall-ittestjar. Dan il-metodu jippermetti lid-direttur tal-istudju jkun flessibbli biex
jinkludi gruppi satellitarji (riversibbli), hasil tal-bronkoalveolari (BAL), testijiet newrologici u patologija klinika addizz-

DAHLA

1. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghal-Linja Gwida tat-Test 412 (2009) tal-OECD. Il-Linja Gwida tat-
Test 412 (TG 412) originali dwar inalazzjoni subakuta kienet adottata fl-1981 (1). Dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.8
(bhala ekwivalenti ghat-TG 412 riveduta) kien aggornat biex jirrifletti l-istat tax-xjenza u biex jissodisfa l-htigijiet
regolatorji prezenti u futuri.

2. Dan il-metodu jghin biex ikunu kkaratterizzati effetti hziena wara espozizzjoni ripetuta kuljum ta’ inalazzjoni
ghal kimika ghall-ittestjar ghal 28 jum. Id-dejta derivata minn studji dwar tossicita ta’ inalazzjoni subakuta tista’
tintuza ghal valutazzjonijiet tar-riskji kwantitattivi [jekk ma jkunux segwiti minn studju ta’ 90 jum dwar tossicita
ta’ inalazzjoni subkronika (Kapitolu B.29 ta’ dan I-Anness)]. Id-dejta tista’ tipprovdi wkoll informazzjoni dwar I-
ghazla ta’ koncentrazzjonijiet ghal studji ghal aktar fit-tul bhall-istudju ta’ 90 jum dwar it-tossi¢ita ta’ inalazzjoni
subkronika. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar mhux mahsub specifikatament ghall-ittestjar ta’ nanomaterjali. Id-definizz-
jonijiet uzati fil-kuntest ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar huma pprovduti fl-ahhar ta’ dan il-kapitolu u fid-Dokument
ta’ Gwida 39 (2).


http://www.oecd.org/document/58/0,3343,fr_2649_37407_2348794_1_1_1_37407,00.html
http://www.oecd.org/document/58/0,3343,fr_2649_37407_2348794_1_1_1_37407,00.html
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KONSIDERAZZJONIJIET INIZJALI

L-informazzjoni kollha disponibbli dwar il-kimika ghall-ittestjar ghandha titqies mil-laboratorju tal-ittestjar qabel
ma jsir l-istudju biex tissahhah il-kwalita tal-istudju u biex l-uzu tal-annimali jkun mill-anqas. L-informazzjoni li
ghandha tassisti fl-ghazla ta’ koncentrazzjonijiet ta’ testijiet adatti tista’ tinkludi I-identita, l-istruttura tal-kimika,
u l-proprjetajiet fizikokimici tal-kimika ghall-ittestjar; ir-rizultati ta’ kwalunkwe test ta’ tossicita in vitro jew in
vivo; uzulijiet antic¢ipat(i) u potenzjal ghal espozizzjoni umana; dejta (Q)SAR disponibbli u dejta tossikologika
dwar kimici relatati strutturalment; u dejta derivata minn ittestjar tat-tossicita ta’ inalazzjoni akuta. Jekk tkun
mistennija jew osservata newrotossicita waqt li jkun ghaddej l-istudju, id-direttur tal-istudju jista” jaghzel li
jinkludi evalwazzjonijiet xierqa bhal gagga funzjonali ta’ osservazzjoni (FOB) u kejl ta” attivita motorja. Ghal-
kemm 1-ghazla sewwa tal-hin ta’ espozizzjonijiet relattivi ghal ezamijiet specifici tista’ tkun kritika, il-prestazzjoni
ta’ dawn l-attivitajiet addizzjonali m'ghandhiex tfixkel id-disinn baziku tal-istudju.

Id-dilwizzjonijiet ta’ kimici ghall-ittestjar korruzivi jew irritanti jistghu jigu ttestjati fkoncentrazzjonijiet li ghan-
dhom jirrendu l-grad mixtieq ta’ tossicita [irreferi ghal GD 39 (2)]. Meta l-annimali jkunu esposti ghal dawn il-
materjali, il-koncentrazzjonijiet immirati ghandhom ikunu baxxi bizzejjed li ma joholqux ugigh kbir u diffikulta,
izda bizzejjed biex jestendu I-kurva ta’ koncentrazzjoni-rispons ghal livelli li jilhqu I-ghan regolatorju u xjentifiku
tat-test. Dawn il-koncentrazzjonijiet ghandhom jintghazlu abbazi ta’ kaz kaz, preferibbilment imsejsa fuq studju
mfassal b'mod adegwat ta’ detezzjoni ta’ firxa li jipprovdi informazzjoni dwar il-punt ta’ tmiem kritiku, dwar
kull livell limitu ta’ irritazzjoni u dwar il-hin ta’ meta beda (ara l-paragrafi 11-13). Ghandha tinghata l-gusti-
fikazzjoni ghall-ghazla ta’ koncentrazzjoni.

L-annimali moribondi jew annimali li jkunu jidhru li jkunu mugugha jew li juru sinjali ta’ diffikulta severa u fit-
tul ghandhom jingatlu b’'mod uman. L-annimali moribondi jitqiesu bl-istess mod bhal annimali li jmutu waqt it-
test. I1-kriterji ghat-tehid tad-decizjoni li jinqatlu annimali moribondi jew li jkunu qed ibatu hafna, u gwida biex
ikun maghruf meta l-mewt tkun tista’ titbassar jew tkun waslet qrib hafna, huma s-suggett ta’ Dokument ta’
Gwida tal-OECD dwar il-Punti ta’ Tmiem b'Mod Uman (3).

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Ghazla ta’ Speci tal-Annimali

Ghandhom jintuzaw rodituri adulti zghazagh fsahhithom ta’ razez li komunement jintuzaw fil-laboratorju. L-
ispeci preferuta hija I-far. Ghandha tinghata gustifikazzjoni jekk jintuzaw specijiet ohra.

Preparazzjoni tal-annimali

Nisa m’'ghandhomx ikunu welldu u m’ghandhomx ikunu tqal. Filjum li fih jintghazlu b'mod kazwali, l-annimali
ghandhom ikunu adulti zghazagh li jkunu minn 7 sa 9 gimghat fl-eta. Il-pizijiet tal-gisem ghandhom ikunu ta’
+20 % tal-piz medju ghal kull sess. L-annimali jintghazlu b'mod kazwali, jigu mmarkati ghal identifikazzjoni
individwalment, u jinzammu fil-gageg taghhom ghal mill-anqas 5 ijiem qabel ma jibda t-test biex jidraw il-
kundizzjonijiet tal-laboratorju.

Trobbija tal-annimali

L-annimali ghandhom ikunu identifikati individwalment, jekk ikun possibbli bi transponders taht il-gilda, biex
ikunu ffacilitati l-osservazzjonijiet u tkun evitata I-konfuzjoni. It-temperatura tal-kamra ta’ manutenzjoni tal-
annimali esperimentali ghandha tkun 22 £ 3 °C. L-umdita relattiva ghandha idealment tinzamm fil-firxa ta’ 30 %
sa 70 %, ghalkemm dan jista’ ma jkunx possibbli meta jintuza l-ilma bhala vejjikolu. Qabel u wara l-espozizz-
jonijiet, l-annimali generalment ghandhom jitqieghdu fgagga fi gruppi skont is-sess u l-koncentrazzjoni, izda I-
ghadd ta’ annimali ghal kull gagga m'ghandux ifixkel l-osservazzjoni cara ta’ kull annimal u ghandu jimmini-
mizza t-telf minhabba kannibalizmu u glied. Meta l-annimali jkollhom ikunu esposti mill-imnieher biss, jista’
jkun jehtigilhom jidraw it-tubi ta’ trazzin. It-tubi ta’ trazzin m’'ghandhomx jimponu tensjoni fizika, termali u ta’
immobilizzazzjoni bla bzonn fuq l-annimali. It-trazzin jista’ jaffettwa punti ta’ tmiem fizjologic¢i bhat-tempera-
tura tal-gisem (ipertermja) ufjew volum respiratorju minusklu. Jekk tkun disponibbli dejta generika li turi li ebda
bidliet bhal dawn ma jsehhu sa certu limitu konsiderevoli, fdak il-kaz ma jkunx mehtieg adattament minn gabel
ghat-tubi ta’ trazzin. L-annimali esposti mill-gisem kollu ghal aerosol ghandhom jinghalqu individwalment matul
l-espozizzjoni biex ma jithallewx jiffiltraw l-aerosol tat-test mal-pil ta’ shabhom fil-gagga. Jistghu jintuzaw dieti
konvenzjonali u ¢certifikati mil-laboratorju, hlief matul espozizzjoni, flimkien ma’ provvista bla limitu ta’ ilma
tax-xorb municipali. Id-dawl ghandu jkun artifi¢jali, bis-sekwenza tkun ta’ 12-il siegha dawl/12-il siegha dlam.

Kmamar tal-inalazzjoni

In-natura tal-kimika ghall-ittestjar u l-oggett tat-test ghandhom jitgiesu fl-ghazla tal-kamra tal-inalazzjoni. II-
modalita ppreferuta ta’ espozizzjoni hija mill-imnicher biss (liema frazi tinkludi r-ras biss, l-imnieher biss, jew il-
geddum biss). Espozizzjoni mill-imnieher biss hija generalment ippreferuta ghal studji ta’ aerosols likwidi jew
solidi u ghal fwar li jista’ jikkondensa biex jifforma l-aerosols. Ghanijiet specjali tal-istudju jistghu jinkisbu ahjar
billi tintuza modalita ta’ espozizzjoni mill-gisem kollu, izda dan ghandu jkun iggustifikat fir-rapport tal-istudju.
Biex tkun Zgurata stabbilta tal-atmosfera meta tintuza kamra ghall-gisem kollu, “il-volum” totali tal-annimali tat-
test m'ghandux ikun aktar minn 5 % tal-volum tal-kamra. Il-prin¢ipji ta’ tekniki ta’ espozizzjoni mill-imnieher
biss u mill-gisem kollu u tal-vantaggi u l-izvantaggi partikolari taghhom huma indirizzati fGD 39 (2).
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STUDJI DWAR IT-TOSSICITA
Koncentrazzjonijiet limitati

Bdifferenza minn studji akuti, mhemmx koncentrazzjonijiet limitati ddefiniti fi studji ta’ 28 jum dwar tossicita
ta’ inalazzjoni subakuta. Il-koncentrazzjoni massima ttestjata ghandha tqis: 1) il-koncentrazzjoni massima li tista’
tinkiseb, 2) il-livell ta’ “l-aghar kaz” ta’ espozizzjoni umana, 3) il-htiega li tinzamm provvista adegwata ta’
ossigenu, ufjew 4) konsiderazzjonijiet ta’ trattament xieraq tal-annimali. Fin-nuqqas ta’ limiti abbazi ta’ dejta,
jistghu jintuzaw il-limiti akuti tar-Regolament (KE) Nru 1272/2008 (13) (jigifieri sa koncentrazzjoni massima ta’
5 mg/(l ghal aerosols, 20 mg/l ghal fwar u 20 000 ppm ghal gassijiet); irreferi ghal GD 39 (2). Ghandha tinghata
gustifikazzjoni jekk ikun mehtieg li dawk il-limiti jinqabzu meta jkunu ttestjati gassijiet jew kimici ghall-ittestjar
volatili hafna (ez. refrigeranti). Il-koncentrazzjoni limitata ghandha tislet tossicita inekwivoka minghajr ma
tikkawza tensjoni bla bzonn ghall-annimali jew tolqot it-tul tal-hajja taghhom (3).

Studju dwar id-Detezzjoni ta’ Firxa

Qabel ma jinghata bidu ghall-istudju ewlieni, jista’ jkun mehtieg Ii jsir studju dwar l-detezzjoni ta’ firxa. Studju
dwar id-detezzjoni ta’ firxa huwa aktar komprensiv minn studju ta’ osservazzjoni minhabba li mhux limitat ghal
ghazla ta’ koncentrazzjonijiet. It-taghlim li hemm x'wiched jichu minn studju dwar id-detezzjoni ta’ firxa jista’
jwassal biex l-istudju ewlieni jirnexxi. Studju dwar id-detezzjoni ta’ firxa jista’, perezempju, jipprovdi informazz-
joni teknika dwar metodi analitici, tehid tad-daqs ta’ particelli, sejbien ta’ mekkanizmi tossici, patologija klinika u
dejta istopatologika u stimi ta’ xjista’ jkunu koncentrazzjonijiet ta’” NOAEL u MTC fi studju ewlieni. Id-direttur
tal-istudju jista' jaghzel li juza l-istudju dwar id-detezzjoni ta’ firxa biex jidentifika I-limitu tal-irritazzjoni tas-
sistema respiratorja (ez. bl-istopatologija tas-sistema respiratorja, l-ittestjar tal-funzjoni pulmonarja jew il-hasil
tal-bronkoalveolari), il-koncentrazzjoni oghla li hija tollerata minghajr tensjoni bla bzonn ghall-annimali, u I-
parametri li ghandhom jikkaratterizzaw bl-ahjar mod it-tossicita ta’ kimika ghall-ittestjar.

Studju dwar id-detezzjoni ta’ firxa jista’ jikkonsisti flivell wiched jew aktar ta’ koncentrazzjonijiet. M'ghandhomx
ikunu esposti aktar minn tliet irgiel u tliet nisa fkull livell ta’ koncentrazzjoni. Studju dwar id-detezzjoni ta’ firxa
ghandu jdum mill-anqas 5 ijiem u generalment mhux aktar minn 14 jum. Il-motiv ghall-ghazla ta’ koncentrazz-
jonijiet ghall-istudju ewlieni ghandu jinghata fir-rapport ta’ studju. L-ghan tal-istudju ewlieni huwa li tintwera
relazzjoni ta’ koncentrazzjoni-rispons ibbazata fuq dak li huwa mistenni li jkun l-aktar punt ta’ tmiem sensittiv.
Il-koncentrazzjoni baxxa ghandha idealment tkun koncentrazzjoni ta’ ebda effett hazin osservat, filwaqt li I-
koncentrazzjoni gholja ghandha tislet tossicita inekwivoka minghajr ma tikkawza tensjoni bla bzonn ghall-
annimali jew tolqot it-tul tal-hajja taghhom (3).

Meta tkun qed issir 1-ghazla ta’ livelli ta’ koncentrazzjoni ghall-istudju dwar id-detezzjoni ta’ firxa, l-informazz-
joni kollha disponibbli ghandha titgies li tinkludi relazzjonijiet ta’ attivita strutturata u dejta ghal kimici simili
(ara l-paragrafu 3). Studju dwar id-detezzjoni ta’ firxa jista’ jivverifika/jirrifjuta dawk li jitgiesu li jkunu l-punti ta’
tmiem l-aktar sensittivi bbazati b'mod mekkaniku, ez. inibizzjoni ta’ kolinesterazi minn organofosfati, formazz-
joni ta’ metemoglobina minn agenti eritrocitotossici, ormoni tat-tirojde (T3, T4) ghal tirotossikanti, proteina,
LDH, jew newtrofili fhasil tal-bronkoalveolari ghal particelli li ftit jinhallu li ma jaghmlux hsara jew acrosols li
jirritaw il-pulmun.

Studju Ewlieni

L-istudju ewlieni dwar tossicita subakuta generalment jikkonsisti fi tliet livelli ta’ koncentrazzjoni, u wkoll
kontrolli konkurrenti negattivi (arja) ufjew ta’ vejjikoli skont il-htiega (ara l-paragrafu 17). Id-dejta kollha
disponibbli ghandha tkun utilizzata bhala ghajnuna fl-ghazla ta’ livelli adatti ta’ espozizzjoni, inkluzi r-rizultati
ta’ studji sistemici ta’ tossicita, metabolizmu u kinetika (ghandha ssir enfazi partikolari biex ikunu evitati livelli
gholjin ta’ koncentrazzjoni li jissaturaw processi kinetici). Kull grupp ta’ test ikollu fih mill-angas 10 rodituri (5
rgiel u 5 nisa) li jkunu esposti ghall-kimika ghall-ittestjar ghal 6 sighat kuljum fuq bazi ta’ 5 ijiem fil-gimgha
ghal perjodu ta’ 4 gimghat (l-istudju jdum bkollox 28 jum). L-annimali jistghu wkoll ikunu esposti 7 ijiem fil-
gimgha (ez. meta l-ittestjar ikun ha farmacewti¢i man-nifs). Jekk ikun maghruf li wiched miz-zewg sessi jkun
aktar suxxettibbli ghal kimika partikolari ghall-ittestjar, is-sessi jkunu jistghu jigu esposti flivelli differenti ta’
koncentrazzjoni biex isir l-ahjar uzu mill-koncentrazzjoni-rispons kif deskritt fil-paragrafu 15. Jekk specijiet ta’
rodituri minbarra l-firien ikunu esposti mill-imnieher biss, il-perjodi massimi ta’ espozizzjoni jistghu jkunu
aggustati biex titnaqqas id-diffikulta specifika ghal speci partikolari. Ghandu jkun ipprovdut motiv meta I-
espozizzjoni ddum angas minn 6 sighat/jum, jew meta jkun mehtieg li jsir studju ta’ espozizzjoni mill-gisem
kollu li jdum aktar (ez. 22 siegha/jum) [irreferi ghal GD 39 (2)]. M'ghandux jinghata ghalf matul il-perjodu ta’
espozizzzjoni sakemm espozizzjoni ma ddumx aktar minn 6 sighat. Jista’ jinghata ilma matul l-espozizzjoni
kollha tal-gisem kollu.

Il-koncentrazzjonijiet immirati maghzulin ghandhom jidentifikaw l-organu/i mmirat(i) u juru koncentrazzjoni-
rispons cari:

— Il-livell gholi ta’ koncentrazzjoni ghandu jirrizulta feffetti tossici izda m’'ghandux jikkawza sinjali jew letalita
li jdumu u li ma jhallux li ssir evalwazzjoni li taghmel sens.

— IlHivell() intermedjufi ta’ koncentrazzjoni ghandhom ikunu spazjati biex jipproducu gradazzjoni ta’ effetti
tossici bejn dawk tal-koncentrazzjoni baxxa u dawk tal-koncentrazzjoni gholja.

— Ilivell baxx ta’ koncentrazzjoni ghandu jipproduci ftit jew ebda evidenza ta’ tossicita.
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Studju satellitarju (Riversibbilta)

Studju satellitarju (riversibbilta) jista’ jintuza biex ikunu osservati r-riversibbilta, il-persistenza jew l-okkorrenza
mdewma ta’ tossicita ghal perjodu ta’ wara t-trattament ta’ tul xieraq, izda ta’ mhux anqas minn 14-il jum.
Gruppi satellitarji (riversibbli) jikkonsistu fhames irgiel u hames nisa esposti kontemporanjament mal-annimali
tal-esperimenti fl-istudju ewlieni. Gruppi ta’ studju satellitarju (riversibbli) ghandhom ikunu esposti ghall-kimika
ghall-ittestjar fl-oghla livell ta” koncentrazzjoni u ghandu jkun hemm arja konkurrenti ufjew kontrolli ta’ vejjikoli
skont il-htiega (ara l-paragrafu 17).

Annimali tal-Kontroll

L-annimali tal-kontroll negattiv (arja) konkurrenti ghandhom ikunu mmaniggati b’mod identiku ghall-grupp ta’
annimali tat-test hlief li huma jkunu esposti ghal arja filtrata milli ghal kimika ghall-ittestjar. Meta l-ilma jew
sustanza ohra jintuzaw biex jassistu il-generazzjoni tal-atmosfera tat-test, fl-istudju ghandu jkun inkluz grupp ta’
kontroll ta’ vejjikoli, minflok grupp ta” kontroll negattiv (arja). Kull meta jkun possibbli ghandu jintuza l-ilma
bhala I-vejjikolu. Meta l-ilma jintuza bhala l-vejjikolu, l-annimali ta’ kontroll ghandhom ikunu esposti ghall-arja
bl-istess umdita relattiva bhal tal-gruppi esposti. L-ghazla ta’ vejjikolu adattat ghandha tkun ibbazata fuq studju
minn qabel immexxi sewwa jew fuq dejta storika. Jekk it-tossicita ta’ vejjikolu ma’ tkunx maghrufa sewwa, id-
direttur tal-istudju jista’ jaghzel li juza kemm kontroll negattiv (arja), kif ukoll kontroll ta’ vejjikolu, izda dan
ghandu jkun skuraggit bil-qawwa. Jekk dejta storika turi li vejjikolu ma jkunx tossiku, fdak il-kaz ma jkunx
hemm htiega ghal grupp ta’ kontroll negattiv (arja) u ghandu jintuza biss kontroll ta’ vejjikolu. Jekk studju minn
qabel ta’ kimika ghall-ittestjar ifformulata fvejjikolu ma turi ebda tossicita, isegwi li I-vejjikolu ma jkunx tossiku
fil-koncentrazzjoni ttestjata u ghandu jintuza dan il-kontroll ta’ vejjikolu.

KONDIZZJONJIET TA’ ESPOZIZZJONI
Amministrazzjoni ta” Konéentrazzjonijiet

L-annimali jkunu esposti ghall-kimika ghall-ittestjar bhala gass, fwar, aerosol, jew tahlita taghhom. L-istat fiziku
li jkollu jigi ttestjat jiddependi mill-proprjetajiet fizikokimici tal-kimika ghall-ittestjar, il-koncentrazzjoni magh-
zula, ufjew il-forma fizika li x'aktarx tkun prezenti matul l-immaniggar u l-uzu tal-kimika ghall-ittestjar. Il-kimici
ghall-ittestjar igroskopiku u reattivi kimikament ghandhom ikunu ttestjati fkundizzjonijiet ta’ arja xotta.
Ghandha tinghata attenzjoni biex ikun evitat li jkunu ggenerati koncentrazzjonijiet esplussivi. Il-materjal tal-
particelli jista’ jkun soggett ghal processi mekkanici biex jitnaqqas id-dags tal-particelli. Hija pprovduta gwida
ulterjuri fGD 39 (2).

Distribuzzjoni tad-Dagqs tal-Particelli

It-tehid tad-dags tal-particelli ghandu jsir ghall-acrosols kollha u ghall-fwar li jista’ jikkondensa biex jifforma 1-
aerosols. Biex tithalla jkun hemm espozizzjoni tar-regjuni kollha rilevanti tas-sistema respiratorja, huma rrak-
komandati aerosols b'dijametri aerodinamici ta’ medjan ta’ massa (MMAD) ffirxa minn 1 sa 3 pm b’'devjazzjoni
geometrika standard (o,) fil-firxa ta’ 1,5 sa 3,0 (4). Ghalkemm ghandu jsir sforz ragonevoli biex dan l-istandard
jintlahag, ghandu jkun ipprovdut gudizzju espert jekk ma jkunx jista’ jintlahaq. Perezempju, il-particelli tad-
dhahen tal-metall jistghu jkunu anqas minn dan l-istandard, u I-particelli u fibri ¢cargjati jistghu jagbzuh.

Preparazzjoni tal-Kimika ghall-Ittestjar £Vejjikolu

Idealment, il-kimika ghall-ittestjar ghandha tigi ttestjata minghajr vejjikolu. Jekk ikun mehtieg jintuza vejjikolu
biex ikunu ggenerati l-koncentrazzjoni adattata tal-kimika ghall-ittestjar u d-daqs tal-particelli, l-ilma ghandu
jinghata preferenza. Kull darba li kimika ghall-ittestjar tinhall fvejjikolu, l-istabbilta taghha ghandha tintwera.

MONITORAGG TAL-KONDIZZJONIJIET TAL-ESPOZIZZJONI
Fluss tal-Arja fil-Kamra

I-fluss tal-arja fil-kamra tal-espozizzjoni ghandu jkun ikkontrollat sewwa, immonitorjat kontinwament u rregis-
trat mill-anqas kull siegha matul kull espozizzjoni. Il-monitoragg fil-hin reali tat-koncentrazzjoni atmosferika
tat-test (jew stabbilta temporali) huwa kejl integrali tal-parametri dinamici kollha u jipprovdi mezzi indiretti
ghall-kontroll tal-parametri rilevanti u d-dinamici kollha tal-inalazzjoni. Jekk il-koncentrazzjoni tkun immoni-
torjata fil-hin reali, il-frekwenza tal-kejl tal-flussi tal-arja tista’ titnaqqas sa kejl wiehed ghal kull espozizzjoni ghal
kull jum. Ghandha tinghata konsiderazzjoni spe¢jali biex tkun evitata l-inalazzjoni mill-gdid fil-kmamar ghall-
imnieher biss. Il-koncentrazzjoni tal-ossigenu ghandha tkun mill-anqas ta’ 19 % u l-koncentrazzjoni tad-dijos-
sidu tal-karbonju m’'ghandhiex tkun aktar minn 1 %. Jekk ikun hemm raguni biex wiehed jemmen li dan I-
istandard ma jkunx jista’ jitlahaq, il-koncentrazzjonijiet tal-ossigenu u tad-dijossidu tal-karbonju ghandhom
jitkejlu. Jekk il-kejlijiet fl-ewwel jum ta’ espozizzjoni juru li dawn il-gassijiet ikunu ta’ livelli tajbin, ma jkunux
mehtiega aktar kejlijiet.

Temperatura tal-Kamra u Umdita Relattiva

It-temperatura tal-kamra ghandha tinzamm 22 + 3 °C. L-umdita relattiva fiz-zona fejn l-annimali jiehdu n-nifs,
ghal espozizzjonijiet kemm mill-imnicher biss, kif ukoll mill-gisem kollu, ghandha tkun immonitorjata kontin-
wament u rregistrata kull siegha matul kull espozizzjoni meta jkun possibbli. L-umdita relattiva ghandha
preferibbilment tinzamm fil-firxa ta’ 30 % sa 70 %, izda din jew ma tkunx tista’ tintlahaq (ez. meta jkunu
ttestjati tahlitiet abbazi ta’ ilma) jew ma tkunx tista’ titkejjel minhabba interferenza mill-kimika ghall-ittestjar
mal-Metodu ta’ Ttestjar.
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Kimika ghall-Ittestjar: Koncentrazzjoni Nominali

Kull meta jkun fattibbli, il-koncentrazzjoni nominali tal-kamra ta’ espozizzjoni ghandha tkun ikkalkulata u
rregistrata. Il-koncentrazzjoni nominali hija l-massa ggenerata ta’ kimika ghall-ittestjar diviza bil-volum totali
ta’ arja li tkun ghaddiet mis-sistema tal-kamra tal-inalazzjoni. Il-koncentrazzjoni nominali ma tintuzax biex
tikkaratterizza l-espozizzjoni tal-annimali, izda hija paragun tal-koncentrazzjoni nominali u l-koncentrazzjoni
attwali taghti indikazzjoni tal-efficjenza ta’ generazzjoni tas-sistema tal-ittestjar, u, ghalhekk, tista’ tintuza biex
jinkixfu l-problemi ta’ generazzjoni.

Kimika ghall-Ittestjar: Koné¢entrazzjoni Attwali

Il-koncentrazzjoni attwali hija l-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar kif ikun ittehdilha l-kampjun taghha
fiz-zona fejn l-annimali jiehdu n-nifs fkamra tal-inalazzjoni. Il-koncentrazzjonijiet attwali jistghu jinkisbu b'me-
analitika sussegwenti) jew b'metodi mhux specifi¢i bhal analizi gravimetrika bfiltru. L-uzu ta’ analizi gravimet-
rika huwa accettabbli biss ghal aerosols tat-trab b’komponent wiehed jew ghal aerosols ta’ likwidi ta’ volatilita
baxxa u ghandu jkun appoggat minn karatterizzazzjonijiet adattati ta’ qabel l-istudju specifici ghall-kimika ghall-
ittestjar. Il-koncentrazzjoni ta’ aerosols tat-trab b’hafna komponenti tista’ wkoll tkun iddeterminata b’analizi
gravimetrika. Izda din tehtieg dejta analitika li turi li I-kompozizzjoni tal-materjal tal-ajru tkun simili ghall-
materjal tal-bidu. Jekk din l-informazzjoni ma tkunx disponibbli, tista’ tkun mehtiega analizi mill-gdid tal-kimika
ghall-ittestjar (idealment fl-istat taghha fl-arja) fintervalli regolari waqt li jkun ghaddej l-istudju. Ghal agenti
aerosolizzati li jistghu jevaporaw jew jissubblimaw, ghandu jintwera li I-fazijiet kollha kienu ngabru bil-metodu
maghzul.

Ghandu jintuza lott wiehed tal-kimika ghall-ittestjar sakemm idum l-istudju, jekk ikun possibbli, u l-kampjun
tat-test ghandu jinhazen fkundizzjonijiet li jzommu Il-purezza, l-omogeneita u l-istabbilta tieghu. Qabel ma
jinbeda l-istudju, ghandu jkun hemm karatterizzazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar, inkluza l-purezza taghha, u
jekk teknikament fattibbli, l-identita u l-kwantitajiet ta’ kontaminanti u impuritajiet identifikati. Dan jista’
jintwera izda ma jkunx limitat mid-dejta Ii gejja: hin ta’ ritenzjoni u erja relattiva fl-oghla livell, piz molekulari
minn spettrometrija tal-massa jew minn analizi kromatografika ta’ gass, jew minn stimi ohra. Ghalkemm I-
identita tal-kampjun tat-test mhix ir-responsabbilta tal-laboratorju tat-test, jista’ jkun prudenti ghal-laboratorju
tat-test li jikkonferma l-karatterizzazzjoni tal-isponser ghall-anqas b'mod limitat (ez. lewn, natura fizika, ecc.).

L-atmosfera ta’ espozizzjoni ghandha tinzamm kostanti daqa kemm ikun prattikabbli. Jista’ jintuza apparat ta’
monitoragg fhin reali, bhalma huwa fotomiter tal-aerosol ghal aerosols jew analizzatur tal-idrokarbur totali
ghall-fwar biex tintwera l-istabbilta tal-kundizzjonijiet ta’ espozizzjoni. ll-konc¢entrazzjonijiet attwali tal-kamra
ghandhom jitkejlu mill-anqas 3 darbiet matul kull jum ta’ espozizzjoni ghal kull livell ta’ koncentrazzjoni. Jekk
dan ma jkunx jista’ jsir minhabba rati limitati ta’ fluss ta’ arja jew minhabba koncentrazzjonijiet baxxi, ikun
accettabbli kampjun wiehed ghal kull perjodu ta’ espozizzzjoni. Idealment, dan il-kampjun ghandu mbaghad
jingabar tul il-perjodu kollu ta’ espozizzzjoni. Il-kampjuni individwali tal-koncentrazzjoni tal-kamra jistghu
jkollhom devjazzjoni mill-koncentrazzjoni medja tal-kamra b'mhux aktar minn * 10 % ghall-gassijiet u I-
fwar, u b'mhux aktar minn * 20 % ghall-aerosols likwidi jew solidi. Il-hin biex tinkiseb ekwilibrazzjoni tal-
kamra (tg5) ghandu jkun ikkalkulat u rrappurtat. Id-durata ta’ espozizzjoni tkopri I-hin li fih il-kimika ghall-
ittesjar tkun iggenerata. Din tqis il-hinijiet mehtiega biex jinkisbu l-ekwilibrazzjoni (tg5) u d-degradazzjoni tal-
kamra. 1l-gGwida ghal stima ta’ to5 tinsab fGD 39 (2).

Ghal tahlitiet kumplessi hafna li jikkonsistu fgassijiet/fwar u aerosols (ez. atmosferi ta’ kombustjoni u kimici
ghall-ittestjar imhaddmin minn prodotti/mezzi ta’ uzu finali b’ghan specifiku), kull fazi tista’ tagixxi b'mod
differenti fkamra tal-inalazzjoni. Ghalhekk, ghandha tintghazel mill-anqas sustanza indikatri¢ci wahda (analita),
normalment is-sustanza attiva principali fit-tahlita, ta’ kull fazi (gass/fwar u aerosol). Meta I-kimika ghall-ittestjar
tkun tahlita, il-koncentrazzjoni analitika ghandha tkun irrappurtata fir-rigward tat-tahlita totali, u mhux biss
ghall-ingredjent attiv jew ghas-sustanza indikatri¢i (analita). L-informazzjoni addizzjonali dwar koncentrazz-
jonijiet attwali tinsab fGD 39 (2).

Kimika ghall-Ittestjar: Distribuzzjoni tad-Daqs tal-Particelli

Id-distribuzzjoni tad-daqs tal-particelli tal-acrosols ghandha tkun iddeterminata mill-anqas kull gimgha ghal kull
livell ta” koncentrazzjoni billi jintuza impattur kaskata jew strument alternattiv, bhall-ghodda ajrudinamika i
taghti d-dags lill-particelli (APS). Jekk tkun tista’ tinkiseb ekwivalenza tar-rizultati miksubin minn impattur
kaskata u mill-istrument alternattiv, fdak il-kaz l-istrument alternattiv ikun jista’ jintuza tul l-istudju kollu.

It-tieni mezz, bhal filtru gravimetriku jew impinger/gas bubbler, ghandu jintuza b'mod parallell mal-istrument
primarju biex jikkonferma l-efficjenza tal-istrument primarju fil-gabra. Il-koncentrazzjoni tal-massa miksuba
banalizi tad-daqgs tal-particelli ghandha tkun fil-limiti ragonevoli tal-koncentrazzjoni tal-massa miksuba b’analizi
bfiltru [ara GD 39 (2)]. Jekk tkun tista’ tintwera ekwivalenza fil-koncentrazzjonijiet kollha ttestjati fil-fazi bikrija
tal-istudju, fdak il-kaz kejlijiet ta’ konferma ulterjuri jistghu jithallew barra. Biex jinzamm trattament xieraq tal-
annimali, ghandhom jittichdu mizuri biex tkun imminimizzata dejta inkonklussiva li tista’ twassal ghal htiega ta’
ripetizzjoni tal-istudju.

It-tehid tad-daqs tal-particelli ghandu jsir ghal fwar jekk ikun hemm xi possibbilta li tista’ tirrizulta kondensazz-
joni ta’ fwar fil-formazzjoni ta’ aerosol, jew jekk jinstabu particelli fatmosfera ta’ fwar b’potenzjal ghall-fazijiet
imhallta.
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32.

33.

34.

35.

36.

37.

OSSERVAZZJONIJIET

L-annimali ghandhom ikunu osservati klinikament qabel, matul u wara l-perjodu ta’ espozizzzjoni. Jistghu jkunu
indikati osservazzjonijet aktar ta’ spiss skont ir-rispons tal-annimali matul l-espozizzjoni. Meta l-osservazzjoni
tal-annimali tkun imfixkla bl-uzu ta’ tubi ta’ trazzin tal-annimali, bi kmamar ghall-gisem kollu mixghulin hazin,
jew b’atmosferi opaki, l-annimali ghandhom ikunu osservati bir-reqqa wara l-espozizzjoni. L-osservazzjonijiet
gabel l-espozizzjoni tal-jum li jkun imiss jistghu jivvalutaw kwalunkwe riversibbilta jew effetti tossici li jkunu
marru aktar ghall-aghar.

L-osservazzjonijiet kollha jigu rregistrati b'registri individwali mizmumin ghal kull annimal. Meta l-annimali
jinqatlu ghal ragunijiet umani jew jinstabu mejta, il-hin tal-mewt ghandu jigi rregistrat b’mod prec¢iz kemm jista’
jkun.

L-osservazzjonijiet mal-genb tal-gagga ghandhom jinkludu bidliet fil-gilda u I-pil, I-ghajnejn, u l-membrani
mukuzi; il-bidliet fis-sistema respiratorja u ¢irkulatorja, il-bidliet fis-sistema nervuza, u l-bidliet fl-attivita soma-
tomotorja u fix-xejriet tal-imgiba. Attenzjoni ghandha tkun diretta ghall-osservazzjonijiet ta’ treghid, konvul-
zjonijiet, tbezliq, dijarea, letargija, rqad u koma. Il-kejl tat-temparaturi tar-rektum jista’ jipprovdi evidenza li
ssostni bradipnea riflessa jew ipofipertermja relatati mat-trattament jew l-gheluq. Jistghu jkunu inkluzi valutazz-
jonijiet addizzjonali fil-protokoll ta’ studju bhal kinetika, monitoragg bijologiku, funzjoni tal-pulmun, ritenzjoni
ta’ materjali li ftit jinhallu li jingemghu fit-tessut tal-pulmun, u bidliet fl-imgiba.

PIZIJIET TAL-GISEM

Il-pizijiet tal-annimali indivdwali ghandhom jigu rregistrati ftit qabel l-ewwel espozizzjoni (jum)), u darbtejn fil-
gimgha wara din (perezempju: nhar ta’ Gimgha u nhar ta’ Tnejn biex juru l-irkupru matul tmiem il-gimgha
minghajr espozizzjoni jew matul intervall tal-hin biex jippermetti valuazzjoni tat-tossicita sistematika) jew fil-
mument tal-mewt jew l-ewtanazja. Jekk ma jkunx hemm effetti fl-ewwel gimaghtejn (2), il-pizijiet tal-gisem
jistghu jitkejlu kull gimgha ghall-bgija tal-istudju. L-annimali satellitarji (riversibbli) (jekk uzati) ghandhom
jibqghu jintiznu kull gimgha tul il-perjodu kollu ta’ rkupru. Fi tmiem l-istudju, l-annimali kollha ghandhom
jintiznu ftit qabel il-qatla biex tithalla ssir kalkulazzjoni imparzjali tal-proporzjonijiet tal-organi mal-pizijiet tal-
gisem.

KONSUM TAL-IKEL U L-ILMA

II-konsum tal-ikel ghandu jitkejjel kull gimgha. Il-konsum tal-ilma wkoll jista’ jitkejjel.

PATOLOGIJA KLINIKA

Il-valutazzjonijiet tal-patologija klinika ghandhom isiru ghall-annimali kollha, inkluzi annimali ta’ kontroll u
satellitarji (riversibbli), meta jinqatlu. L-intervall ta’ hin bejn tmiem l-espozizzjoni u l-gbir tad-demm ghandu jigi
rregistrat, l-aktar meta l-kostituzzjoni mill-gdid tal-punt ta’ tmiem indirizzat tkun mghaggla. It-tehid ta’
kampjuni wara tmiem espozizzjoni huwa indikat ghal dawk il-parametri b'nofs hajja plazmatika gasira (ez.
COHb, CHE, and MetHb).

It-Tabella 1 telenka I-parametri ta’ patologija klinika li generalment ikunu mehtiega ghall-istudji tossikologici
kollha. L-analizi tal-awrina ma tkunx mehtiega abbazi ta’ rutina, izda tista’ ssir meta titqies utli bbazata fuq
tossi¢ita mistennija jew osservata. Id-direttur tal-istudju jista’ jaghzel li jivvaluta parametri addizzjonali biex
jikkaratterizza ahjar it-tossicita ta’ kimika ghall-ittestjar (ez. kolinesterazi, lipidi, ormoni, bilan¢ ta’ acidu/bazi,
metemoglobina jew korpi ta’ Heinz, kinazi tal-kreatina, proporzjon ta’ mjelojde/eritrojde, troponini, gassijiet ta’
demm arterjali, deidrogenazi lattat, deidrogenazi tas-sorbitol, glutamat ta’ deidrogenazi u gamma glutamil
transpeptidazi).

Tabella 1

Parametri Standard ta’ Patologija Klinika

Ematologija
Ghadd ta’ eritrociti Ghadd totali ta’ lewkociti
Ematokrit Ghadd differenzjali ta’ lewkociti
Koncentrazzjoni ta’ emoglobina Ghadd ta’ pjastrini
Emoglobina korpuskulari medja Potenzjal ghal embolizmu (aghzel wiched):
Volum korpuskulari medju — Hin protrombin
Koncentrazzjoni ta’ emoglobina korpuskulari medja — Hin ta’ embolizmu
Retikulociti — Hin tromboplastin parzjali
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38.

39.

40.

Kimika klinika

Glukozju (*)

Kolesterol totali

Trigliceridi

Nitrogenu tal-urea tad-demm
Bilirubina totali

Kreatinina

Proteina totali

Albumina

Globulina

Aminotransferazi tal-alanina
Aspartate aminotransferazi
Fosfatazi alkalina

Potassju

Sodju

Kal¢ju

Fosforu

Klorur

Analizi tal-awrina (fakultattiva)

Dehra (lewn u turbidita)

Volum

Proteina totali

Glukozju

Gravita specifika jew ozmolalita Demm)/celluli tad-demm

pH

(*) Minhabba li perjodu ta’ sawm fit-tul jista’ jintroduci parzjalita fil-kejl tal-glukozju ghall-annimali ttrattati ma’ dawk tal-
kontroll, id-direttur tal-istudju ghandu jiddetermina jekk ikunx sewwa li jsajjem lill-annimali. Jekk jintuza perjodu ta’ sawm,
dan ghandu jkun adattat ghall-ispeci uzata; ghall-far dan jista’ jkun 16-il siegha (sawm tul il-lejl). Determinazzjoni ta’
glukozju ghas-sawm tista’ ssir wara sawm tul il-lejl matul l-ahhar gimgha ta’ espozizzjoni, jew wara sawm tul il-lejl
qabel awtopsja (fdan l-ahhar kaz flimkien mal-parametri patologici klini¢i I-ohra kollha).

Meta jkun hemm evidenza li s-sistema respiratorja inferjuri (jigifieri, l-alveoli) tkun is-sit primarju ta’ depozizz-
joni u ritenzjoni, fdak il-kaz il-hasil tal-bronkoalveolari (BAL) jista’ jkun it-teknika ta’ ghazla biex ikunu
analizzati kwantitattivament parametri b'effett ta’ doza abbazi ta’ ipotezi li jiffokaw fuq l-alveolitis, l-inflammazz-
joni pulmonari, u I-fosfolipidozi. Dan jippermetti li jkunu investigati sewwa bidliet ta’ doZa-rispons u ta’ perkors
ta’ zmien meta jkun hemm hsara alveolari. II-fluwidu BAL jista’ jkun analizzat ghal ghedud totali u differenzjali
ta’ lewkociti, proteina totali u deidrogenazi lattat. Parametri ohra li jistghu jitqiesu huma dawk li jindikaw hsara
lizosomali, fosfolipidozi, fibrozi u inflammazzjoni irritanti jew allergika li tista’ tinkludi d-determinazzjoni ta’
citokines/kejmokines proinfiammatorji. Il-kejlijiet BAL generalment jikkumplimentaw ir-rizultati minn ezamijiet
ta’ istopatologija izda ma jistghux jehdulhom posthom. Gwida dwar kif isir il-hasil tal-pulmuni tinsab
£GD 39 (2).

PATOLOGIJA MAKROSKOPIKA U PIZIJIET TAL-ORGANI

L-annimali kollha tat-test, inkluzi dawk li jmutu matul it-test jew li jitnehhew mill-istudju ghal ragunijiet ta’
trattament xieraq tal-annimali, ghandhom ikunu soggetti ghal zvinar shih (jekk ikun jista’ jsir) u ghal awtopsja
makroskopika. Il-hin bejn it-tmiem tal-ahhar espozizzjoni ta’ kull annimal u meta jinqatel ghandu jigi rregistrat.
Jekk ma tkunx tista’ ssir awtopsja minnufih wara li jkun instab annimal mejjet, l-annimal ghandu jitkessah
(mhux iffrizat) ftemperatura baxxa bizzejjed biex tkun imminimizzata awtolizi. Awtopsji ghandhom isiru malajr
kemm jista’ jkun, normalment fjum jew tnejn. Il-bidliet patologici makroskopici kollha ghandhom jigi rregistrati
ghal kull annimal b'attenzjoni partikolari ghal kull bidla fis-sistema respiratorja.

It-Tabella 2 telenka l-organi u t-tessuti li ghandhom ikunu ppreservati fmidjum adattat matul awtopsja makros-
kopika ghal ezami istopatologiku. ll-preservazzjoni tal-organi u tat-tessuti [mqeghdin flimkien] u ta’ kull organu
u tessut ichor tkun fid-diskrezzjoni tad-direttur tal-istudju. L-organi mitkubin b’tipa grassa ghandhom jintraqmu
u jintiznu mxarbin malajr kemm jista’ jkun wara d-dissezzjoni biex ikun evitat it-tnixxif. It-tirojde u l-epididimi
ghandhom jintiznu biss jekk ikun mehtieg minhabba li ¢-celloli mill-irqim jistghu jfixklu l-evalwazzjoni isto-
patologika. It-tessuti u l-organi ghandhom jitqieghdu £10 % ta’ formalina newtralizzata jew ffissattiv adattat
iehor malli ssir l-awtopsja, u mhux fanqas minn 24-48 siegha qabel l-irqim skont il-fissattiv li ghandu jintuza.
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Tabella 2

Organi u Tessuti Ippreservati Matul Awtopsja Makroskopika

Adrenali

Mudullun tal-ghadam (ufjew aspirat frisk)

Bziezaq seminali

Nerv vertebrali (¢ervikali, midtoraciku u lumbari)

Mohh (inkluzi taqsimiet ta¢-cerebru, cervellett, u | Milsa
medulla/mezocefalu)
Stonku
[Ghajnejn (retina, nerv ottiku) u tebqiet 1-ghajnejn]
Qalb Testikoli
Kliewi Timu
Laringi (3 livelli, 1 livell biex jinkludi I-bazi tal-epig- | Tirojde
lotta)
Trakea (mill-anqas 2 livelli inkluza 1 tagsima longitudi-
Fwied nali tul il-karina u 1 tagsima trasversali)

Pulmun (id-denduliet kollha flivell wiehed, inkluzi I-

[Buzziega tal-awrina]
bronki ewlenin)

U
Nodi limfati¢i mir-regjun ilarju tal-pulmun, spedjal- .

ment ghal kimic¢i fparticelli ghall-ittestjar 1i ftit
jinhallu. Ghal ezamijiet ufjew studji aktar fil-fond
bfokus immunologiku, jistghu jitgiesu nodi limfatici
addizzjonali, ez. dawk mir-regjuni medjastinali, cervi-
kali/submandibulari ufjew awrikulari.

Il-lezjonijiet kbar kollha

It-tessuti nazofaringali (mill-anqas 4 livelli; 1 livell
biex jinkludi l-kanal nazofaringali u t-Tessut
Limfojde b’Assocjazzjoni Nazali (NALT)

Esofagu
[Basla tax-xamm]

Ovarji

Il-pulmuni ghandhom jitnehhew intatti, jintiznu u jiddahhlu b'fissattivi adatti bi pressjoni ta’ 20-30 cm ta’ ilma
biex ikun zgurat li tinzamm l-istruttura taghhom (5). Ghandhom jingabru tagsimiet ghad-denduliet kollha flivell
wiehed, inkluzi I-bronki ewlenin, izda jekk isir il-hasil tal-pulmuni, id-dendula mhux mahsula ghandha titqie-
ghed fit-tagsima bi tliet livelli (mhux tagsimiet tas-serje).

Ghandhom ikunu ezaminati mill-anqas 4 livelli tat-tessuti nazofaringali, li wiehed minnhom ghandu jinkludi 1-
kanal nazofaringali, (5, 6, 7, 8, 9) biex jithalla jsir ezami adegwat tal-epitelju mimli qxur, tranzizzjonali
(respiratorju mhux vibrali), respiratorju (respiratorju vibrali) u tax-xamm, u tat-tessut limfatiku tat-tisfija (NALT;
10, 11). Ghandhom ikunu ezaminati tliet livelli tal-laringi, u wiched minn dawn il-livelli ghandu jinkludi 1-bazi
tal-epiglotta (12). Ghandhom ikunu ezaminati mill-anqas Zewg livelli tat-trakea, inkluza tagsima wahda longi-
tudinali tul il-karina minn fejn il-bronki estrapulmonari jinqasmu fi tnejn u taqsima wahda trasversali.

ISTOPATOLOGIA

Evalwazzjoni istopatologika tal-organi u tat-tessuti kollha elenkati fit-Tabella 2 ghandha ssir ghall-gruppi ta’
kontroll u ta’ koncentrazzjoni gholja, u ghall-annimali kollha li jmutu jew jinqatlu matul l-istudju. Ghandha
tinghata attenzjoni partikulari lis-sistema respiratorja, organi mmirati u lezjonijiet kbar. L-organi u t-tessuti li
jkollhom lezjonijiet fil-grupp ta’ koncentrazzjoni gholja ghandhom ikunu ezaminati fil-gruppi kollha. Id-direttur
tal-istudju jista’ jaghzel li jaghmel evalwazzjonijiet istopatoligici ghal gruppi addizzjonali biex juri rispons ¢ar ta’
koncentrazzjoni. Meta jintuza grupp satellitarju (riversibbli), ghandha ssir evalwazzjoni istopatologika ghat-
tessuti u l-organi kollha identifikati bhala 1i jkunu juru effetti fil-gruppi ttrattati. Jekk ikun hemm ghadd eccessiv
ta’ mwiet bikrija jew problemi ohra fil-grupp ta’ espozizzjoni gholja li jippregudikaw is-sinifikat tad-dejta, il-
koncentrazzjoni aktar baxxa li jkun imiss ghandha tkun ezaminata istopatologikament. Ghandu jsir sforz biex
osservazzjonijiet gravi jitqabblu ma’ sejbiet mikroskopici.
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45.

DEJTA U RAPPURTAR
Dejta

Ghandha tkun ipprovduta dejta dwar annimali individwali dwar il-pizijiet tal-gisem, il-konsum ta’ ikel, il-
patologija klinika, il-patologija makroskopika, il-pizijiet ta’ organi u l-istopatologija. Dejta dwar osservazzjonijiet
klini¢ci ghandha tingabar fil-qosor fforma tabulari li turi ghal kull grupp tat-test l-ghadd ta’ annimali uzati, I-
ghadd ta’ annimali li jkunu wrew sinjali specifici ta’ tossicita, 1-ghadd ta” annimali li jkunu nstabu mejta matul it-
test jew li jkunu ngatlu ghal ragunijiet umani, il-hin tal-mewt ta’ kull annimal, deskrizzjoni u perkors ta’ Zmien
ta’ effetti tossici u riversibbilta, u sejbiet minn awtopsji. Ir-rizultati kollha, kwantitattivi u incidentali, ghandhom
ikunu evalwati b'metodu ta’ statistika adattat. Jista’ jintuza kull metodu ta’ statistika generalment accettat u I-
metodi ta’ statistika ghandhom jintghazlu matul it-tfassil tal-istudju.

Rapport tat-Test

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja, kif jixraq:
Annimali tat-test u trobbija

— Deskrizzjoni tal-kundizzjonijiet tal-gagga, inkluz: ghadd (jew bidla fl-ghadd) tal-annimali ghal kull gagga,

materjal ghall-irqad, temperatura ambjentali u umdita relattiva, fotoperjodu u identifikazzjoni tad-dieta.

— Specijrazza uzata u gustifikazzjoni ghall-uzu ta’ speci minbarra I-far; Jistghu jkunu pprovduti sors u dejta
storika, jekk ikunu minn annimali esposti fkundizzjonijiet simili ta’ espozizzjoni, abitazzjoni u sawm.

— Ghadd, eta u sess tal-annimali.

— Metodu ta’ kazwalita.

— Deskrizzjoni ta’ kull kondizzjonament qabel it-test inkluzi dieta, kwarantina u trattament ghall-mard.
Kimika ghall-ittestjar

— Natura fizika, purezza, u, fejn ikun rilevanti, proprjetajiet fizikokimici (inkluza isomerizzazzjoni).

— Dejta ta’ identifikazzjoni u n-Numru tar-Registru tal-Chemical Abstract Services (CAS), jekk ikunu maghrufa;
Vejjikolu

— Gustifikazzjoni ghal uzu ta’ vejjikolu u gustifikazzjoni ghal ghazla tal-vejjikolu (jekk ma jkunx ilma);

— Dejta storika jew konkurrenti li turi li I-vejjikolu ma jfixkilx ir-rizultat tal-istudju;

Kamra tal-inalazzjoni

— Deskrizzjoni dettaljata tal-kamra tal-inalazzjoni inkluz volum u dijagramma.

— Sors u deskrizzjoni ta’ taghmir uzat ghall-espozizzjoni tal-annimali, kif ukoll generazzjoni tal-atmosfera.
— Taghmir ghall-kejl tat-temperatura, umdita, dags ta’ particelli u koncentrazzjoni attwali;

— Sors ta’ arja u sistema uzata ghal kondizzjonament.

— Metodi uzati ghall-kalibrazzjoni ta’ taghmir biex tkun zgurata atmosfera omogenea tat-test.

— Differenza ta’ pressjoni (pozittiva jew negattiva).

— Portijiet ta’ espozizzjoni ghal kull kamra (imnicher biss); tqeghid tal-annimali fil-kamra (gisem kollu).
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— Stabbilta tal-atmosfera tat-test.
— Post tas-sensuri tat-temperatura u tal-umdita u tehid ta’ kampjuni tal-atmosfera tat-test fil-kamra;
— Trattament ta’ arja pprovduta/estratta.

— Rati ta’ fluss tal-arja, rata ta’ fluss ta’ arjafport ta’ espozizzjoni (mnieher biss), jew toqol tal-annimali/kamra

(gisem kollu).
— Hin ghall-ekwilibriju tal-kamra tal-inalazzjoni (t95).
— Ghadd ta’ bidliet fil-volum kull siegha;
— Apparati ta’ metragg (jekk applikabbli).
Dejta ta’ espozizzjoni
— Motiv ghal ghazla ta’ koncentrazzjoni mmirata fl-istudju ewlieni.

— Koncentrazzjonijiet nominali (massa totali tal-kimika ghall-ittestjar iggenerata ghal gol-kamra tal-inalazzjoni
diviza bil-volum ta’ arja li tkun ghaddiet mill-kamra).

— Koncentrazzjonijiet attwali tal-kimika ghall-ittestjar migbura miz-zona tal-inalazzjoni tal-annimali; ghal

separatament.

— Tl-koncentrazzjonijiet kollha tal-arja ghandhom ikunu rrappurtati funitajiet ta’ massa (mg/l mg/m?>, ec¢.) milli
funitajiet ta’ volum (ppm, ppb, ecc.).

— Distribuzzjoni tad-daqs tal-particelli, dijametru ajrudinamiku ta’ medjan tal-massa (MMAD), u devjazzjoni
geometrika standard (o), inkluz il-metodi ta’ kalkulazzjoni taghhom. Ghandha tkun irrappurtata analizi
individwali ta’ kull dags ta’ particella.

Kundizzjonijiet tat-test

— Dettalji tal-preparazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar, inkluzi dettalji ta’ kull procedura uzata biex jitnaqqas id-
dags tal-particelli ta’ solidi jew biex ikunu ppreparati soluzzjonijiet tal-kimika ghall-ittestjar.

— Deskrizzjoni (preferibbilment inkluza dijagramma) tat-taghmir uzat biex tkun iggenerata l-atmosfera tat-test
u biex l-annimali jkunu esposti ghall-atmosfera tat-test.

— Dettalji tat-taghmir uzat biex jimmonitorja t-temperatura tal-kamra, l-umdita u l-fluss ta’ arja fil-kamra
(jigifieri zvilupp ta’ kurva ta’ kalibrazzjoni).

— Dettalji tat-taghmir uzat biex jingabru kampjuni ghad-determinazzjoni tal-koncentrazzjoni tal-kamra u d-
distribuzzjoni tad-dags tal-particelli.

— Dettalji tal-metodu analitiku kimiku uzat u tal-validazzjoni tal-metodu (inkluza l-effi¢jenza fl-irkupru tal-
kimika ghall-ittestjar mill-midjum tat-tehid tal-kampjuni);

— Metodu ta’ kazwalita fl-assenjazzjoni ta’ annimali lil gruppi ta’ ttestjar u ta’ kontroll.
— Dettalji tal-kwalita tal-ikel u tal-ilma (inkluzi tip ta’ dieta/sors, sors tal-ilma).

— Il-motiv ghall-ghazla tal-koncentrazzjonijiet tat-test.

Rizultati

— Tabulazzjoni tat-temperatura tal-kamra, l-umdita u I-fluss tal-arja.

— Tabulazzjoni tad-dejta ta’ koncentrazzjoni nominali u attwali tal-kamra.
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— Tabulazzjoni ta’ dejta dwar id-dags tal-particelli, inkluzi dejta ta’ gbir ta’ kampjuni analitici, distribuzzjoni
tad-daqs tal-particelli u kalkulazzjonijiet tal-MMAD u o,

— Tabulazzjoni ta’ dejta dwar rispons u ta’ livell ta” koncentrazzjoni ghal kull annimal (jigifieri, annimali li juru
sinjali ta’ tossicita, inkluzi mortalitd, natura, severita, iz-zmien meta jfaqqghu u durata tal-effetti).

— Tabulazzjoni tal-pizijiet individwali ta” kull annimal.

— Tabulazzjoni tal-konsum tal-ikel

— Tabulazzjoni ta’ dejta ta’ patologija klinika

— Sejbiet minn awtopsji u sejbiet istopatologici ghal kull annimal, jekk disponibbli.
— Tabulazzjoni ta’ kull parametru ichor imkejjel

Diskussjoni u interpretazzjoni tar-rizultati

— Ghandha ssir enfazi partikolari ghad-deskrizzjoni tal-metodi uzati biex jissodisfaw il-kriterji ta’ dan il-Metodu
ta’ Ttestjar, ez. il-koncentrazzjoni limitata jew id-daqs tal-particelli.

— Ghandu jkun indirizzat jekk jistax ikun hemm respirazzjoni fil-particelli, meqjusin is-sejbiet globali, spec-
jalment jekk il-kriterji tad-dags tal-particelli ma setghux jitharsu;

— Il-konsistenza tal-metodi uzati biex ikunu ddeterminati I-koncentrazzjonijiet nominali u attwali, u r-relazz-
joni ta’ koncentrazzjoni attwali mal-koncentrazzjoni nominali ghandhom ikunu inkluzi fil-valutazzjoni
globali tal-istudju;

— Il-kawza probbbali tal-mewt u I-modalita predominanti tal-azzjoni (sistemika versus lokali) ghandhom ikunu
indirizzati.

— Ghandha tinghata spjegazzjoni jekk kienx hemm htiega li b'mod uman jinqatlu annimali mugugha jew li

jkunu wrew sinjali ta’ diffikulta u li jdumu, abbazi tal-kriterji fid-Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar il-Punti
ta’ Tmiem b'Mod Uman (3).

— L-organu/i mmirat(i) ghandu/hom jigiju identifikat/i.

— NOAEL u LOAEL ghandhom ikunu ddeterminati.
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Appendici 1

DEFINIZZJONI

Kimika ghall-Ittestjar: Kull sustanza jew tahlita ttestjata bl-uzu ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar.”

(5) I-Kapitoli B.29 u B.30 jinbidlu b'dan li gej:

“B.29. TOSSICITA TA’ INALAZZJONI SUBKRONIKA: STUDJU TA’ 90 JUM

SOMMARJU

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.29 rivedut tfassal biex jikkaratterizza b'mod shih it-tossicita ta’ kimika ghall-ittestjar bir-
rotta tal-inalazzjoni ghal durata subkronika (90 jum), u biex jipprovdi dejta robusta ghall-valutazzjonijiet tar-riskju
ta’ inalazzjoni kwantitattiva. Gruppi ta’ 10 rodituri rgiel u 10 nisa jkunu esposti 6 sighat kuljum matul perjodu ta’
90 jum (13-il gimgha) ghal a) il-kimika ghall-ittestjar fi tliet livelli jew aktar ta’ koncentrazzjoni, b) l-arja ffiltrata
(kontroll negattiv), ufjew ¢) il-vejjikolu (kontroll ta’ vejjikolu). L-annimali jkunu esposti generalment ghal 5 ijiem fil-
gimgha izda l-espozizzjoni ghal 7 ijiem fil-gimgha hija wkoll permessa. L-igiel u nisa jkunu dejjem ittestjati, izda
jkunu jistghu jigu esposti flivelli differenti ta’ koncentrazzjoni jekk ikun maghruf li sess wiched ikun aktar suxxet-
tibbli ghal kimika partikolari ghall-ittestjar. Dan il-metodu jippermetti lid-direttur tal-istudju jkun flessibbli biex
jinkludi gruppi satellitarji (riversibbli), qatliet interim, hasil tal-bronkoalveolari (BAL), testijiet newrologici u patologija
klinika addizzjonali u evalwazzjonijiet istopatoligici biex it-tossicita ta’ kimika ghall-ittestjar tkun ikkaratterizzata
ahjar.

DAHLA

1. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghal-Linja Gwida tat-Test 413 (2009) tal-OECD. Il-Linja Gwida tat-
Test 413 (TG 413) originali dwar inalazzjoni subkronika kienet adottata fl-1981 (1). Dan il-Metodu ta’ Ttestjar
B.29 (bhala ekwivalenti ghat-TG 413 (2009) riveduta) kien aggornat biex jirrifletti l-istat tax-xjenza u biex
jissodisfa htigijiet regolatorji prezenti u futuri.

2. Studji dwar tossicita ta’ inalazzjoni subkronika jintuzaw primarjament biex ikunu dderivati koncentrazzjonijiet
regolatorji ghall-valutazzjoni tar-riskju ta’ hadddiema fkonfigurazzjonijiet okkupazjonali. Jintuzaw ukoll biex
ikun ivvalutat riskju residenzjali, ta’ trasport u ambjentali ghall-bniedem. Dan il-metodu jghin biex ikunu
kkaratterizzati effetti hziena wara espozizzjoni ripetuta kuljum ta’ inalazzjoni ghal kimika ghall-ittestjar ghal
90 jum (madwar 10 % tal-hajja kollha ta’ far). Id-dejta derivata minn studji dwar tossicita ta’ inalazzjoni
subkronika tista’ tintuza ghal valutazzjonijiet tar-riskji kwantitattivi u ghall-ghazla ta’ koncentrazzjonijiet ghal
studji kronic¢i. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar mhux mahsub specifikatament ghall-ittestjar tan-nanomaterjali. 1d-
definizzjonijiet uzati fil-kuntest ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar huma pprovduti fl-ahhar ta’ dan il-kapitolu u
fid-Dokument ta’ Gwida (GD) 39 (2).

KONSIDERAZZJONIJIET INIZJALI

3. L-informazzjoni kollha disponibbli dwar il-kimika ghall-ittestjar ghandha titgies mil-laboratorju tal-ittestjar qabel
ma jsir l-istudju biex tissahhah il-kwalita tal-istudju u biex l-uzu tal-annimali jkun minimizzat. L-informazzjoni li
ghandha tassisti fl-ghazla ta’ koncentrazzjonijiet ta’ testijiet adatti tista’ tinkludi l-identita, l-istruttura tal-kimika,
u l-proprjetajiet fizikokimici tal-kimika ghall-ittestjar; ir-rizultati ta’ kwalunkwe test ta’ tossicita in vitro jew in
vivo; uzufijiet anticipat(i) u potenzjal ghal espozizzjoni umana; dejta (Q)SAR disponibbli u dejta tossikologika
dwar kimici relatati strutturalment; u dejta derivata minn studji ohra ripetuti ta’ espozizzjoni. Jekk tkun
mistennija jew osservata newrotossicita waqt li jkun ghaddej l-istudju, id-direttur tal-istudju jista' jaghzel li
jinkludi evalwazzjonijiet xierqa bhal gagga funzjonali ta’ osservazzjoni (FOB) u kejl ta’ attivita motorja. Ghal-
kemm 1-ghazla sewwa tal-hin ta’ espozizzjonijiet relattivi ghal ezamijiet specifici tista’ tkun kritika, il-prestazzjoni
ta’ dawn l-attivitajiet addizzjonali m’ghandhiex tfixkel id-disinn baziku tal-istudju.

4. Dilwizzjonijiet ta’ kimici ghall-ittestjar korruzivi jew irritanti jistghu jigu ttestjati fkoncentrazzjonijiet li ghan-
dhom irendu I-grad mixtieq ta’ tossicita. Jekk joghgbok irreferi ghal GD 39 (2) ghal aktar informazzjoni. Meta 1-
annimali jkunu esposti ghal dawn il-materjali, il-kon¢entrazzjonijiet immirati ghandhom ikunu baxxi bizzejjed li
ma joholqux ugigh kbir u diffikulta, izda bizzejjed biex jestendu l-kurva ta’ koncentrazzjoni-rispons ghal livelli Ii
jilhqu 1-ghan regolatorju u xjentifiku tat-test. Dawn il-koncentrazzjonijiet ghandhom jintghazlu abbazi ta’ kaz
kaz, preferibbilment imsejsa fuq studju mfassal b'mod adegwat ta’ detezzjoni ta’ firxa li jipprovdi informazzjoni
dwar il-punt ta’ tmiem kritiku, dwar kull limitu ta’ irritazzjoni u dwar il-hin ta’ meta beda (ara l-paragrafi 11-
13). Ghandha tinghata l-gustifikazzjoni ghal ghazla tal-koncentrazzjoni.

5. L-annimali moribondi jew annimali li jkunu jidhru li jkunu mugugha jew li juru sinjali ta’ diffikulta severa u fit-
tul ghandhom jinqatlu b'mod uman. L-annimali moribondi jitqiesu bl-istess mod bhal annimali li jmutu waqt it-
test. [l-kriterji ghat-tehid tad-decizjoni li jinqatlu annimali moribondi jew li jkunu qed ibatu hafna, u l-gwida biex
ikun maghruf meta l-mewt tkun tista’ titbassar jew tkun waslet qrib hafna, huma s-suggett ta’ Dokument ta’
Gwida tal-OECD dwar il-Punti ta® Tmiem b'Mod Uman (3).
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11.

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Ghazla ta’ Spedi tal-Annimali

Ghandhom jintuzaw rodituri adulti zghazagh fsahhithom ta’ razez li komunement jintuzaw fil-laboratorju. L-
ispeci preferuta hija 1-far. Ghandha tinghata gustifikazzjoni jekk jintuzaw specijiet ohra.

Preparazzjoni tal-Annimali

In-nisa m'ghandhomx ikunu welldu u m'ghandhomx ikunu tqal. Filjum li fih jintghazlu b'mod kazwali, 1-
annimali ghandhom ikunu adulti zghazagh li jkunu minn 7 sa 9 gimghat fl-eta. Il-pizijiet tal-gisem ghandhom
ikunu ta’ £20 % tal-piz medju ghal kull sess. L-annimali jintghazlu b'mod kazwali, jigu mmarkati ghal identi-
fikazzjoni individwali, u jinzammu fil-gageg taghhom ghal mill-anqas 5 ijiem gabel ma jibda t-test biex jidraw il-
kundizzjonijiet tal-laboratorju.

Trobbija tal-Annimali

L-annimali ghandhom ikunu identifikati individwalment, preferibbilment bi transponders taht il-gilda, biex
ikunu ffacilitati 1-osservazzjonijiet u tkun evitata I-konfuzjoni. It-temperatura tal-kamra ta’ manutenzjoni tal-
annimali esperimentali ghandha tkun 22 + 3 °C. L-umdita relattiva ghandha idealment tinzamm fil-firxa ta’ 30 %
sa 70 %, ghalkemm dan jista’ ma jkunx possibbli meta jintuza l-ilma bhala vejjikolu. Qabel u wara l-espozizz-
jonijiet, l-annimali generalment ghandhom jitqieghdu f'gagga fi gruppi skont is-sess u l-koncentrazzjoni, izda I-
ghadd ta’ annimali ghal kull gagga m'ghandux ifixkel l-osservazzjoni cara ta’ kull annimal u ghandu jimmini-
mizza t-telf minhabba kannibalizmu u glied. Meta l-annimali jkollhom ikunu esposti mill-imnicher biss, jista’
jkun jehtigilhom jidraw it-tubi ta’ trazzin. It-tubi ta’ trazzin m’'ghandhomx jimponu tensjoni fizika, termali u ta’
immobilizzazzjoni bla bzonn fuq l-annimali. It-trazzin jista’ jaffettwa punti ta’ tmiem fizjologic¢i bhat-tempera-
tura tal-gisem (ipertermja) ufjew volum respiratorju minusklu. Jekk tkun disponibbli dejta generika li turi li ebda
bidliet bhal dawn ma jschhu sa certu limitu konsiderevoli, f'dak il-kaz ma jkunx mehtieg adattament minn qabel
ghat-tubi ta’ trazzin. L-annimali esposti mill-gisem kollu ghal aerosol ghandhom jinghalqu individwalment matul
l-espozizzjoni biex ma jithallewx jiffiltraw l-aerosol tat-test mal-pil ta’ shabhom fil-gagga. Jistghu jintuzaw dieti
konvenzjonali u ccertifikati mil-laboratorju, hlief matul espozizzjoni, flimkien ma’ provvista bla limitu ta’ ilma
tax-xorb municipali. Id-dawl ghandu jkun artifi¢jali, bis-sekwenza tkun ta’ 12-il siegha dawl/12-il siegha dlam.

Kmamar tal-Inalazzjoni

In-natura tal-kimika ghall-ittestjar u l-oggett tat-test ghandhom jitgiesu fl-ghazla tal-kamra tal-inalazzjoni. II-
modalita ppreferuta ta’ espozizzjoni hija mill-imnieher biss (liema frazi tinkludi r-ras biss, l-imnicher biss, jew il-
geddum biss). Espozizzjoni mill-imnieher biss hija generalment ippreferuta ghal studji ta’ aerosols likwidi jew
solidi u ghal fwar li jista’ jikkondensa biex jifforma l-aerosols. Ghanijiet specjali tal-istudju jistghu jinkisbu ahjar
billi tintuza modalita ta’ espozizzjoni mill-gisem kollu, izda dan ghandu jkun iggustifikat fir-rapport tal-istudju.
Biex tkun zgurata stabbilta tal-atmosfera meta tintuza kamra ghall-gisem kollu, il-volum totali tal-annimali tat-
test m'ghandux ikun aktar minn 5 % tal-volum tal-kamra. Il-principji tat-tekniki tal-espozizzjoni mill-imnieher
biss u mill-gisem kollu u tal-vantaggi u l-izvantaggi partikolari taghhom huma indirizzati fGD 39 (2).

STUDJI DWAR IT-TOSSICITA
Koncentrazzjonijiet Limitati

Bdifferenza minn studji akuti, mhemmx koncentrazzjonijiet ta’ limitu ddefiniti fi studji dwar it-tossicita ta’
inalazzjoni subkronika. Il-kon¢entrazzjoni massima ttestjata ghandha tqis: 1) il-konc¢entrazzjoni massima li tista’
tinkiseb, 2) il-livell ta’ “l-aghar kaz” ta’ espozizzjoni umana, 3) il-htiega li tinZamm provvista adegwata ta’
ossigenu, ufjew 4) konsiderazzjonijiet ta’ trattament xieraq tal-annimali. Fin-nuqqas ta’ limiti abbazi ta’ dejta,
jistghu jintuzaw il-limiti akuti tar-Regolament (KE) Nru 1272/2008 (13) (jigifieri, sa koncentrazzjoni massima ta’
5 mg(l ghal aerosols, 20 mg/l ghal fwar u 20 000 ppm ghal gassijiet); irreferi ghal GD 39 (2). Ghandha tinghata
gustifikazzjoni jekk ikun mehtieg i dawk il-limiti jinqgabzu meta jkunu ttestjati gassijiet jew kimici ghall-ittestjar
volatili hafna (ez. refrigeranti). Il-koncentrazzjoni limitata ghandha tislet tossicita inekwivoka minghajr ma
tikkawza tensjoni bla bzonn ghall-annimali jew tolqot it-tul tal-hajja taghhom (3).

Studju dwar id-Detezzjoni ta’ Firxa

Qabel ma jinghata bidu ghall-istudju ewlieni, generalment ikun mehtieg li jsir studju dwar id-detezzjoni ta’ firxa.
Studju dwar id-detezzjoni ta’ firxa huwa aktar komprensiv minn studju ta’ osservazzjoni minhabba li mhux
limitat ghal ghazla ta’ koncentrazzjonijiet. It-taghlim li hemm x'wiehed jiechu minn studju dwar id-detezzjoni ta’
firxa jista’ jwassal biex studju ewlieni jirnexxi. Studju dwar id-detezzjoni ta’ firxa jista’, perezempju, jipprovdi
informazzjoni teknika dwar metodi analitici, tehid tad-daqs tal-particelli, sejbien ta’ mekkanizmi tossici, pato-
logija klinika u dejta istopatologika u stimi ta’ xjistghu ikunu koncentrazzjonijiet NOAEL u MTC fi studju
ewlieni. Id-direttur tal-istudju jista’ jaghzel li juza l-istudju dwar id-detezzjoni ta’ firxa biex jidentifika I-limitu ta’
irritazzjoni tas-sistema respiratorja (ez. b'istopatologija tas-sistema respiratorja, l-ittestjar tal-funzjoni pulmonarja
jew il-hasil tal-bronkoalveolari), il-koncentrazzjoni oghla li hija tollerata minghajr tensjoni bla bzonn ghall-
annimali u l-parametri li ghandhom jikkaratterizzaw bl-ahjar mod it-tossicita ta’ kimika ghall-ittestjar.
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14.

15.

16.

17.

18.

Studju dwar id-detezzjoni ta’ firxa jista’ jikkonsisti flivell wiehed jew aktar ta’ koncentrazzjonijiet. Skont il-punti
ta’ tmiem maghzulin, ghandhom ikunu esposti minn tlieta sa sitt irgiel u minn tlieta sa sitt nisa fkull livell ta’
koncentrazzjoni. Studju dwar id-detezzjoni ta’ firxa ghandu jdum mill-anqgas 5 ijiem u generalment mhux aktar
minn 28 jum. Il-motiv ghall-ghazla ta’ koncentrazzjonijiet ghall-istudju ewlieni ghandu jinghata fir-rapport ta’
studju. L-ghan tal-istudju ewlieni huwa li tintwera relazzjoni ta’ koncentrazzjoni-rispons ibbazata fuq dak li
huwa mistenni li jkun l-aktar punt ta’ tmiem sensittiv. Il-koncentrazzjoni baxxa ghandha idealment tkun
koncentrazzjoni ta’ ebda effett hazin osservat, filwaqt li I-koncentrazzjoni gholja ghandha tislet tossicita inek-
wivoka minghajr ma tikkawza tensjoni bla bzonn ghall-annimali jew tolqot it-tul tal-hajja taghhom (3).

Meta tkun qed issir 1-ghazla ta’ livelli ta’” koncentrazzjoni ghall-istudju dwar id-detezzjoni ta’ firxa, l-informazz-
joni kollha disponibbli ghandha titqies li tinkludi relazzjonijiet ta’ attivita strutturata u dejta ghal kimici simili
(ara l-paragrafu 3). Studju dwar id-detezzjoni ta’ firxa jista’ jivverifika/jirrifjuta dawk li jitgiesu li jkunu l-punti ta’
tmiem l-aktar sensittivi bbazati b'mod mekkaniku, ez. inibizzjoni ta’ kolinesterazi b’organofosfati, formazzjoni
ta’ metemoglobina b’agenti eritrocitotossici, ormoni tat-tirojde (T3, T4) ghal tirotossikanti, proteina, LDH jew
newtrofili fhasil tal-bronkoalveolari ghal particelli li ftit jinhallu li ma jaghmlux hsara jew aerosols li jirritaw il-
pulmun.

Studju ewlieni

L-istudju subkroniku ewlieni dwar tossicita generalment jikkonsisti fi tliet livelli ta” koncentrazzjoni, u wkoll
kontrolli konkurrenti negattivi (arja) ufjew ta’ vejjikoli skont il-htiega (ara l-paragrafu 18). Id-dejta kollha
disponibbli ghandha tkun utilizzata bhala ghajnuna fl-ghazla ta’ livelli adatti ta’ espozizzjoni, inkluzi r-rizultati
ta’ studji sistemici ta’ tossicita, metabolizmu u kinetika (ghandha ssir enfazi partikolari biex ikunu evitati livelli
gholjin ta’ koncentrazzjoni li jissaturaw processi kinetici). Kull grupp ta’ test ikollu fih 10 rodituri rgiel u 10 nisa
li jkunu esposti ghall-kimika ghall-ittestjar ghal 6 sighat kuljum fuq bazi ta’ 5 ijiem fil-gimgha ghal perjodu ta’
13-il gimgha (l-ezami jdum bkollox mill-anqas 90 jum). L-annimali jistghu wkoll ikunu esposti 7 ijiem fil-
gimgha (ez. meta l-ittestjar ikun ha l-farmacewti¢i man-nifs). Jekk ikun maghruf li wieched miz-zewg sessi jkun
aktar suxxettibbli ghal kimika partikolari ghall-ittestjar, is-sessi jkunu jistghu jigu esposti flivelli differenti ta’
koncentrazzjoni biex isir l-ahjar uzu mill-koncentrazzjoni-rispons kif deskritt fil-paragrafu 15. Jekk specijiet ta’
rodituri minbarra l-firien ikunu esposti mill-imnieher biss, il-perjodi massimi ta’ espozizzjoni jistghu jkunu
aggustati biex titnaqqas id-diffikulta specifika ghal speci partikolari. Ghandu jkun ipprovdut motiv meta I-
espozizzjoni ddum angas minn 6 sighat/jum, jew meta jkun mehtieg li jsir studju ta’ espozizzjoni mill-gisem
kollu li jdum aktar (ez. 22 siegha/jum) (irreferi ghal GD 39) (2). M’'ghandux jinghata ghalf matul il-perjodu ta’
espozizzzjoni sakemm espozizzjoni ma ddumx aktar minn 6 sighat. Jista’ jinghata l-ilma matul l-espozizzjoni
kollha mill-gisem kollu.

Il-koncentrazzjonijiet immirati maghzulin ghandhom jidentifikaw I-organu/i mmirat(i) u juru koncentrazzjoni-
rispons cari:

— IlHivell gholi ta’ koncentrazzjoni ghandu jirrizulta feffetti tossici izda m’ghandux jikkawza sinjali jew letalita
li jdumu u li ma jhallux li ssir evalwazzjoni li taghmel sens.

— Il-ivell() intermedjufi ta’ koncentrazzjoni ghandhom ikunu spazjati biex jipproducu gradazzjoni ta’ effetti
tossici bejn dawk tal-koncentrazzjoni baxxa u dawk tal-koncentrazzjoni gholja.

— Ilivell baxx ta’ koncentrazzjoni ghandu jipproduci ftit jew ebda evidenza ta’ tossicita.

Qatliet Interim

Jekk ikunu ppjanati qatliet interim, I-ghadd ta’ annimali fkull livell ta’ koncentrazzjoni ghandu jizdied bl-ghadd
li jkollhom jingatlu gabel ma jitlesta l-istudju. Ghandu jinghata l-motiv ghal uzu ta’ qatliet interim, u analizi ta’
statistika ghandha taghti spjegazzjoni sewwa taghhom.

Studju Satellitarju (Riversibbilta)

Studju satellitarju (riversibbiltd) jista’ jintuza biex ikunu osservati r-riversibbilta, il-persistenza jew l-okkorrenza
mdewma ta’ tossicita ghal perjodu ta’ wara trattament ta’ tul xieraq, izda ta’ mhux anqas minn 14-il jum. Gruppi
satellitarji (riversibbli) jikkonsistu £10 rgiel u 10 nisa esposti kontemporanjament mal-annimali tal-esperiment
fl-istudju ewlieni. Gruppi ta’ studju satellitarju (riversibbli) ghandhom ikunu esposti ghall-kimika ghall-ittestjar fl-
oghla livell ta’ konc¢entrazzjoni u ghandu jkun hemm arja konkurrenti ufjew kontrolli ta’ vejjikoli skont il-htiega
(ara l-paragrafu 18).

Annimali tal-Kontroll

L-annimali tal-kontroll negattiv (arja) konkurrenti ghandhom ikunu mmaniggati b'mod identiku ghall-grupp ta’
annimali tat-test hlief li huma jkunu esposti ghal arja filtrata milli ghal kimika ghall-ittestjar. Meta l-ilma jew
sustanza ohra jintuzaw biex jassistu biex tkun iggenerata l-atmosfera tat-test, fl-istudju ghandu jkun inkluz
grupp ta’ kontroll ta’ vejjikoli, minflok grupp ta’ kontroll negattiv (arja). Kull meta jkun possibbli ghandu jintuza
l-ilma bhala I-vejjikolu. Meta l-ilma jintuza bhala l-vejjikolu, l-annimali ta’ kontroll ghandhom ikunu esposti ghal
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arja bl-istess umdita relattiva bhal tal-gruppi esposti. L-ghazla ta’ vejjikolu adattat ghandha tkun ibbazata fuq
studju minn qabel immexxi sewwa jew fuq dejta storika. Jekk it-tossicita ta’ vejjikolu ma’ tkunx maghrufa
sewwa, id-direttur tal-istudju jista' jaghzel li juza kemm kontroll negattiv (arja), kif ukoll kontroll ta’ vejjikolu,
izda dan ghandu jkun skuraggit hafna Jekk dejta storika turi li vejjikolu ma jkunx tossiku, f'dak il-kaz ma jkunx
hemm htiega ghal grupp ta’ kontroll negattiv (arja) u ghandu jintuza biss kontroll tal-vejjikolu. Jekk studju minn
qabel ta’ kimika ghall-ittestjar ifformulata fvejjikolu ma turi ebda tossicita, isegwi li 1-vejjikolu ma jkunx tossiku
fil-koncentrazzjoni ttestjata u ghandu jintuza dan il-kontroll ta’ vejjikolu.

KONDIZZJONJIET TAL-ESPOZIZZJONI
Amministrazzjoni tal-Koncentrazzjonijiet

L-annimali jkunu esposti ghall-kimika ghall-ittestjar bhala gass, fwar, aerosol, jew tahlita taghhom. L-istat fiziku
li jkollu jigi ttestjat jiddependi mill-proprjetajiet fizikokimici tal-kimika ghall-ittestjar, mill-koncentrazzjonijiet
maghzulin, ufjew mill-forma fizika li x'aktarx hafna jkun hemm matul it-trattament u l-uzu tal-kimika ghall-
ittestjar. I-kimici ghall-ittestjar igroskopiku u reattivi kimikament ghandhom ikunu ttestjati fkundizzjonijiet ta’
arja xotta. Ghandha tinghata attenzjoni biex ikun evitat li jkunu ggenerati koncentrazzjonijiet esplussivi. Il-
materjal tal-particelli jista’ jkun soggett ghal processi mekkanici biex jitnaqqas id-dags tal-particelli. Gwida
ulterjuri hija pprovduta fGD 39 (2).

Distribuzzjoni tad-Dagqs tal-Particelli

It-tehid tad-daqs tal-particelli ghandu jsir ghall-aerosols kollha u ghall-fwar li jista’ jikkondensa biex jifforma I-
aerosols. Biex tithalla jkun hemm espozizzjoni tar-regjuni kollha rilevanti tas-sistema respiratorja, huma rrak-
komandati aerosols b’dijametri ajrudinamici ta’ medjan tal-massa (MMAD) ffirxa minn 1 sa 3 pm b'devjazzjoni
geometrika standard (o) fil-firxa ta’ 1,5 sa 3,0 (4). Ghalkemm ghandu jsir sforz ragonevoli biex dan l-istandard
jintlahaq, ghandu jkun ipprovdut gudizzju espert jekk ma jkunx jista’ jintlahaq. Perezempju, particelli ta” dhahen
tal-metall ikunu izghar minn dan l-istandard, u particelli u fibri ¢cargjati tad-dhahen tal-metall jistghu jagbzuh.

Preparazzjoni tal-Kimika ghall-Ittestjar £Vejjikolu

Idealment, il-kimika ghall-ittestjar ghandha tigi ttestjata minghajr vejjikolu. Jekk ikun mehtieg jintuza vejjikolu
biex ikunu ggenerati l-koncentrazzjoni adattata tal-kimika ghall-ittestjar u d-dags tal-particelli, l-ilma ghandu
jinghata preferenza. Kull darba li kimika ghall-ittestjar tinhall fvejjikolu, l-istabbilta taghha ghandha tintwera.

MONITORAGG TAL-KONDIZZJONIJIET TA’ ESPOZIZZJONI
Fluss tal-Arja fil-Kamra

[I-fluss tal-arja mal-kamra ta’ espozizzjoni ghandu jkun ikkontrollat sewwa, immonitorjat kontinwament u
rregistrat mill-anqgas kull siegha matul kull espozizzjoni. Il-monitoragg fhin reali tat-koncentrazzjoni atmosferika
tat-test (jew stabbilta temporali) huwa kejl integrali tal-parametri dinamici kollha u jipprovdi mezzi indiretti
ghall-kontroll tal-parametri rilevanti u dinamici kollha tal-inalazzjoni. Jekk il-koncentrazzjoni tkun immonitor-
jata fhin reali, il-frekwenza tal-kejl ta’ flussi ta’ arja tista’ titnaqqas sa kejl wiehed ghal kull espozizzjoni ghal kull
jum. Ghandha tinghata konsiderazzjoni specjali biex ikun evitat tehid mill-gdid ta’ nifs fil-kmamar ghall-
imnieher biss. Il-koncentrazzjoni tal-ossigenu ghandha tkun mill-anqas ta’ 19 % u I-koncentrazzjoni ta’ dijossidu
tal-karbonju m’'ghandhiex tkun aktar minn 1 %. Jekk ikun hemm raguni biex wiched jemmen li dan l-istandard
ma jkunx jista’ jitlahag, il-koncentrazzjonijiet tal-ossigenu u tad-dijossidu tal-karbonju ghandhom jitkejlu. Jekk il-
kejlijiet fl-ewwel jum ta’ espozizzjoni juru li dawn il-gassijiet ikunu ta’ livelli tajbin, ma jkunux mehtiega aktar
kejlijiet.

Temperatura tal-Kamra u Umdita Relattiva

It-temperatura tal-kamra ghandha tinzamm ghal 22 £ 3 °C. L-umdita relattiva fiz-zona fejn l-annimali jiehdu n-
nifs, ghal espozizzjonijiet kemm mill-imnieher biss, kif ukoll mill-gisem kollu, ghandha tkun immonitorjata
kontinwament u rregistrata kull siegha matul kull espozizzjoni meta jkun possibbli. L-umdita relattiva ghandha
preferibbilment tinzamm fil-firxa ta’ 30 % sa 70 %, izda din jew ma tkunx tista’ tintlahaq (ez. meta jkunu
ttestjati tahlitiet abbazi ta’ ilma) jew ma tkunx tista’ titkejjel minhabba interferenza minn kimika ghall-ittestjar
mal-Metodu ta’ Ttestjar.

Kimika ghall-Ittestjar: Konc¢entrazzjoni Nominali

Kull meta jkun fattibbli, il-koncentrazzjoni nominal tal-kamra tal-espozizzjoni ghandha tkun ikkalkulata u
rregistrata. Il-koncentrazzjoni nominali hija l-massa ggenerata ta’ kimika ghall-ittestjar diviza bil-volum totali
ta’ arja li tkun ghaddiet mis-sistema tal-kamra tal-inalazzjoni. Il-koncentrazzjoni nominali ma tintuzax biex
tikkaratterizza l-espozizzjoni tal-annimali, izda hija paragun tal-koncentrazzjoni nominali u l-koncentrazzjoni
attwali taghti indikazzjoni tal-efficjenza ta’ generazzjoni tas-sistema tal-ittestjar, u, ghalhekk, tista’ tintuza biex
jinkixfu problemi ta” generazzjoni.
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Kimika ghall-Ittestjar: Koncentrazzjoni attwali

Il-koncentrazzjoni attwali hija l-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar kif ikun ittehdilha l-kampjun taghha
fiz-zona fejn l-annimali jichdu n-nifs fkamra tal-inalazzjoni. Koncentrazzjonijiet attwali jistghu jinkisbu jew
b'metodi specifici (ez. tehid dirett ta” kampjuni, metodi ta” assorbiment jew kimici reattivi u karatterizzazzjoni
analitika sussegwenti) jew b'metodi mhux specifici bhal analizi gravimetrika bfiltru. L-uzu ta’ analizi gravimet-
rika huwa accettabbli biss ghal aerosols tat-trab b’komponent wiehed jew ghal aerosols ta’ likwidi ta’ volatilita
ittestjar. Il-koncentrazzjoni ta’ aerosols tat-trab b’hafna komponenti tista’ wkoll tkun iddeterminata b’analizi
gravimetrika. Izda din tehtieg dejta analitika li turi li l-kompozizzjoni ta’ materjal tal-ajru tkun simili ghall-
materjal tal-bidu. Jekk din l-informazzjoni ma tkunx disponibbli, tista’ tkun mehtiega analizi mill-gdid tal-kimika
ghall-ittestjar (idealment fl-istat taghha fl-arja) fintervalli regolari waqt li jkun ghaddej l-istudju. Ghal agenti
aerosolizzati li jistghu jevaporaw jew jissubblimaw, ghandu jintwera li I-fazijiet kollha kienu ngabru bil-metodu
maghzul.

Ghandu jintuza lott wiched tal-kimika ghall-ittestjar sakemm idum l-istudju, jekk ikun possibbli, u l-kampjun
tat-test ghandu jinhazen fkundizzjonijiet li jzommu l-purezza, l-omogeneitd u l-istabbilta tieghu. Qabel ma
jinbeda l-istudju, ghandu jkun hemm karatterizzazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar, inkluza l-purezza taghha, u
jekk teknikament fattibbli, l-identita u l-kwantitajiet ta’ kontaminanti u impuritajiet identifikati. Dan jista’
jintwera bid-dejta li gejja, izda ma jkunx limitat ghaliha: hin ta’ ritenzjoni u erja relattiva fl-oghla livell, piz
molekulari minn spettrometrija tal-massa jew minn analizi kromatografika ta’ gass, jew minn stimi ohra.
Ghalkemm l-identita tal-kampjun tat-test mhix ir-responsabbilta tal-laboratorju tat-test, ikun prudenti ghal-
laboratorju tat-test li jikkonferma l-karatterizzazzjoni tal-isponser mill-anqas b'mod limitat (ez. lewn, natura
fizika, ecc.).

L-atmosfera ta’ espozizzjoni ghandha tinzamm kostanti daqs kemm ikun prattikabbli. Jista’ jintuza apparat ta’
monitoragg fhin reali, bhal fotomiter tal-aerosol ghal aerosols jew analizzatur ta’ idrokarbur totali ghal fwar
biex tintwera l-istabbilta tal-kundizzjonijiet ta’ espozizzjoni. Koncentrazzjoni attwali tal-kamra ghandha titkejjel
mill-anqas 3 darbiet matul kull jum ta’ espozizzjoni ghal kull livell ta’ koncentrazzjoni. Jekk dan ma jkunx jista’
jsir minhabba rati limitati ta’ fluss ta” arja jew minhabba koncentrazzjonijiet baxxi, kampjun wiched ghal kull
perjodu ta’ espozizzzjoni jkun accettabbli. Idealment, dan il-kampjun ghandu mbaghad jingabar tul il-perjodu
kollu ta’ espozizzzjoni. Il-kampjuni individwali tal-koncentrazzjoni tal-kamra jistghu jkollhom devjazzjoni mill-
koncentrazzjoni medja tal-kamra b'mhux aktar minn * 10 % ghall-gassijiet u I-fwar, u b'mhux aktar minn
+ 20 % ghall-aerosols likwidi jew solidi. Il-hin biex tinkiseb ekwilibrazzjoni tal-kamra (tgs) ghandu jkun ikkal-
kulat u rrappurtat. Id-durata ta’ espozizzjoni tkopri l-hin li fih il-kimika ghall-ittestjar tkun iggenerata. Din tqis
il-hinijiet mehtiega biex jinkisbu l-ekwilibrazzjoni (tys) u d-degradazzjoni tal-kamra. Gwida ghal stima ta’ tgs
tinsab GD 39 (2).

Ghal tahlitiet kumplessi hafna li jikkonsistu fgassijiet/fwar u aerosols (ez. atmosferi ta’ kombustjoni u kimici
ghall-ittestjar imhaddmin minn prodotti/mezzi ta’ uzu finali b’ghan specifiku), kull fazi tista’ tagixxi b'mod
differenti fkamra tal-inalazzjoni. Ghalhekk ghandha tintghazel mill-anqas sustanza indikatri¢ci wahda (analita),
normalment l-ingredjent principali attiv fit-tahlita, ta’ kull fazi (gass/fwar u aerosol). Meta l-kimika ghall-ittestjar
tkun tahlita, il-koncentrazzjoni analitika ghandha tkun irrappurtata fir-rigward tat-tahlita totali, u mhux biss
ghall-ingredjent attiv jew ghas-sustanza indikatri¢i (analita). Informazzjoni addizzjonali dwar il-koncentrazz-
jonijiet attwali tinsab GD 39 (2).

Kimika ghall-Ittestjar: Distribuzzjoni tad-Daqs tal-Particelli

Id-distribuzzjoni tad-daqs tal-particelli tal-aerosols ghandha tkun iddeterminata mill-anqas kull gimgha ghal kull
livell ta” koncentrazzjoni billi jintuza impattur kaskata jew strument alternattiv bhall-ghodda ajrudinamika li
taghti d-daqs tal-particelli (APS). Jekk tkun tista’ tintwera ekwivalenza tar-rizultati miksubin minn impattur
kaskata u mill-istrument alternattiv, fdak il-kaz l-istrument alternattiv ikun jista’ jintuza tul l-istudju kollu.

It-tieni mezz, bhal filtru gravimetriku jew impinger/gas bubbler, ghandu jintuza flimkien mal-istrument primarju
biex jikkonferma l-efficjenza tal-istrument primarju fil-gabra. ll-koncentrazzjoni tal-massa miksuba b'analizi tad-
dags ta’ particelli ghandha tkun fil-limiti ragjonevoli tal-koncentrazzjoni tal-massa miksuba b’analizi b'filtru [ara
GD 39 (2)]. Jekk tkun tista’ tintwera ekwivalenza fil-koncentrazzjonijiet kollha ttestjati fil-fazi bikrija tal-istudju,
fdak il-kaz il-kejlijiet ta” konferma ulterjuri jistghu jithallew barra. Biex jinzamm trattament xieraq tal-annimali,
ghandhom jittiehdu mizuri biex tkun imminimizzata dejta inkonklussiva li tista’ twassal ghal htiega ta’ ripetizz-
joni ta’ studju.

It-tehid tad-dags ta’ particelli ghandu jsir ghal fwar jekk ikun hemm xi possibbilta li tista’ tirrizulta kondensazz-
joni ta’ fwar fil-formazzjoni ta’ aerosol, jew jekk jinstabu particelli fatmosfera ta’ fwar b’potenzjal ghal fazijiet
imhallta.
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OSSERVAZZJONIJIET

L-annimali ghandhom ikunu osservati klinikament gabel, matul, u wara l-perjodu ta’ espozizzzjoni. Jistghu
jkunu indikati osservazzjonijet aktar ta’ spiss skont ir-rispons tal-annimali matul espozizzjoni. Meta l-osservazz-
joni tal-annimali tkun imfixkla bl-uzu ta’ tubi ta’ trazzin tal-annimali, bi kmamar ghall-gisem kollu mixghulin
hazin, jew b’atmosferi opaki, l-annimali ghandhom ikunu osservati bir-reqqa wara l-espozizzjoni. L-osservazz-
jonijiet qabel l-espozizzjoni tal-jum li jkun imiss tista’ tivvaluta kull riversibbilta jew effetti tossici li jkunu marru
aktar ghall-aghar.

L-osservazzjonijiet kollha jigu rregistrati b'registri individwali mizmumin ghal kull annimal. Meta annimali
jinqatlu ghal ragunijiet umani jew jinstabu mejta, il-hin tal-mewt ghandu jigi rregistrat b’'mod preciz kemm
jista’ jkun.

Osservazzjonijiet mal-genb tal-gagga ghandhom jinkludi bidliet fil-gilda u 1-pil, l-ghajnejn, il-membrani mukuzi;
bidliet fis-sistema respiratorja u cirkulatorja; bidliet fis-sistema nervuza; u bidliet fattivita somatomotorja u
xejriet ta’ mgiba. L-attenzjoni ghandha tkun diretta ghal osservazzjonijiet ta’ treghid, konvulzjonijiet, tbezlig,
dijarea, letargija, rqad u koma. Il-kejl tat-temparaturi tar-rektum jista' jipprovdi evidenza li ssostni bradipnea
riflessa jew ipo/ipertermja relatati mat-trattament jew l-gheluq. Valutazzjonijiet addizzjonali jistghu jkunu inkluzi
fil-protokoll ta’ studju bhal kinetika, monitoragg bijologiku, funzjoni tal-pulmun, ritenzjoni ta’ materjali li ftit
jinhallu li jingemghu fit-tessut tal-pulmun u bidliet ta’ mgiba.

PIZIJIET TAL-GISEM

Il-pizijiet tal-annimali indivdwali ghandhom jigu rregistrati ftit qabel l-ewwel espozizzjoni (jum 0), u darbtejn fil-
gimgha wara din (perezempju: nhar ta’ Gimgha u nhar ta’ Tnejn biex juru l-irkupru matul tmiem il-gimgha
minghajr espozizzjoni jew matul intervall tal-hin biex jippermetti valuazzjoni tat-tossicita sistematika) jew fil-
mument tal-mewt jew l-ewtanazja. Jekk ma jkunx hemm effetti fl-ewwel 4 gimghat, il-pizijiet tal-gisem jistghu
jitkejlu kull gimgha ghall-bgija tal-istudju. L-annimali satellitarji (riversibbli) (jekk uzati) ghandhom jibqghu
jintiznu kull gimgha tul il-perjodu kollu ta’ rkupru. Fi tmiem l-istudju, l-annimali kollha ghandhom jintiznu
ftit qabel il-qatla biex tithalla ssir kalkulazzjoni imparzjali ta’ proporzjonijiet ta’ organi ma’ pizijiet tal-gisem.

KONSUM TA’ IKEL U ILMA

Il-konsum tal-ikel ghandu jitkejjel kull gimgha. Il-konsum tal-ilma wkoll jista’ jitkejjel.

PATOLOGIJA KLINIKA

Valutazzjonijiet ta’ patologija klinika ghandhom isiru ghall-annimali kollha, inkluzi annimali ta’ kontrolli u
satellitarji (riversibbli), meta jingatlu. L-intervall ta” hin bejn tmiem espozizzjoni u gbir ta’ demm ghandu jigi
rregistrat, l-aktar meta l-kostituzzjoni mill-gdid tal-punt ta’ tmiem indirizzat tkun mghaggla. It-tehid ta’
kampjuni wara tmiem espozizzjoni huwa indikat ghal dawk il-parametri b'nofs hajja plazmatika qasira (ez.
COHDb, CHE, u MetHb).

It-Tabella 1 telenka l-parametri ta’ patologija klinika li generalment ikunu mehtiega ghall-istudji tossikologici
kollha. L-analizi tal-awrina ma tkunx mehtiega abbazi ta’ rutina, izda tista’ ssir meta titqies utli bbazata fuq
tossi¢ita mistennija jew osservata. Id-direttur tal-istudju jista’ jaghzel li jivvaluta parametri addizzjonali biex
jikkaratterizza ahjar it-tossicita ta’ kimika ghall-ittestjar (ez. kolinesterazi, lipidi, ormoni, bilan¢ ta’ acidu/bazi,
metemoglobina jew korpi ta’ Heinz, kinazi tal-kreatina, proporzjon ta’ mjelojde/eritrojde, troponini, gassijiet ta’
demm arterjali, deidrogenazi lattat, sorbital deidrogenazi, glutamat ta’ deidrogenazi u gamma glutamil tran-
speptidazi).

Tabella 1

Parametri Standard ta’ Patologija Klinika

Ematologija
Ghadd ta’ eritrociti Ghadd totali ta’ lewkociti
Ematokrit Ghadd differenzjali ta’ lewkociti
Koncentrazzjoni ta’ emoglobina Ghadd ta’ pjastrini
Emoglobina korpuskulari medja Potenzjal ghal embolizmu (aghzel wiched):
Volum korpuskulari medju — Hin protrombin
Koncentrazzjoni ta’ emoglobina korpuskulari medja — Hin ta’ embolizmu
Retikulociti — Hin tromboplastin parzjali
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39.

40.

41.

42.

Kimika klinika

Glukozju (*)

Kolesterol totali

Aminotransferazi tal-alanina

Aspartate aminotransferazi

Trigliceridi Fosfatazi alkalina
Nitrogenu tal-urea tad-demm Potassju
Bilirubina totali Sodju

Kreatinina Kal¢ju

Proteina totali Fosforu
Albumina Klorur

Globulina

Analizi tal-awrina (fakultattiva)

Dehra (lewn u turbidita) Proteina totali
Volum Glukozju
Gravita specifika jew ozmolalita Demm/celluli tad-demm

pH

(*) Minhabba li perjodu ta’ sawm fit-tul jista’ jintroduci parzjalita fil-kejl tal-glukoZju ghall-annimali ttrattati ma’ dawk ta’
kontroll, id-direttur tal-istudju ghandu jiddetermina jekk ikunx sewwa li jsajjem lill-annimali. Jekk jintuza perjodu ta’
sawm, dan ghandu jkun adattat ghall-ispeci uzata; ghall-far dan jista’ jkun 16-il siegha (sawm tul il-lejl). Id-determinazzjoni
ta’ glukozju ghas-sawm tista’ ssir wara sawm tul il-lejl matul l-ahhar gimgha ta’ espozizzjoni, jew wara sawm tul il-lejl qabel
awtopsja (fdan l-ahhar kaz flimkien mal-parametri patologi¢i klini¢i l-ohra kollha).

Meta jkun hemm evidenza li s-sistema respiratorja inferjuri (jigifieri, l-alveoli) tkun is-sit primarju ta’ depozizz-
joni u ritenzjoni, fdak il-kaz il-hasil tal-bronkoalveolari (BAL) jista’ jkun it-teknika ta’ ghazla biex ikunu
analizzati kwantitattivament parametri b'effett ta’ doza abbazi ta’ ipotezi li jiffokaw fuq alveolitis, inflammazz-
joni pulmonari, u fosfolipidozi. Dan jippermetti li jkunu investigati sewwa bidliet ta’ doza-rispons u ta’ perkors
ta’ zmien meta jkun hemm hsara alveolari. lI-fluwidu BAL jista’ jkun analizzat ghal ghedud totali u differenzjali
ta’ lewkociti, proteina totali u deidrogenazi lattat. Parametri ohra li jistghu jitqiesu huma dawk li jindikaw hsara
lizosomali, fosfolipidozi, fibrozi u inflammazzjoni irritanti jew allergika li tista’ tinkludi d-determinazzjoni ta’
citokines/kejmokines proinfiammatorji. Il-kejlijiet BAL generalment jikkumplimentaw ir-rizultati minn ezamijiet
ta’ istopatologija izda ma jistghux jehdulhom posthom. Gwida dwar kif isir hasil tal-pulmuni tinsab fGD 39 (2).

EZAMI OFTALMOLOGIKU

Bl-uzu ta’ oftalmoskopju jew apparat ekwivalenti, ezamijiet oftalmologici tal-fundus, tal-medja refrattiva, tal-iris
u tal-konguntiva ghandhom isiru ghall-annimali kollha qabel l-amministrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar, u ghal
gruppi kollha ta’ koncentrazzjoni gholja u ta’ kontrolli fit-tmiem. Jekk jinstab li jkun hemm bidliet fl-ghajnejn, 1-
annimali kollha fil-gruppi l-ohra ghandhom ikunu ezaminati, inkluz il-grupp satellitarju (riversibbilta).

PATOLOGIJA MAKROSKOPIKA U PIZIJIET TA” ORGANI

L-annimali kollha tat-test, inkluzi dawk li jmutu matul it-test jew li jitnehhew mill-istudju ghal ragunijiet ta’
trattament xieraq tal-annimali, ghandhom ikunu soggetti ghal zvinar shih (jekk ikun jista’ jsir) u ghal awtopsja
makroskopika. Il-hin bejn it-tmiem tal-ahhar espozizzjoni ta’ kull annimal u meta jinqatel ghandu jigi rregistrat.
Jekk ma tkunx tista’ ssir awtopsja minnufih wara li jkun instab annimal mejjet, l-annimal ghandu jitkessah
(mhux iffrizat) ftemperatura baxxa bizzejjed biex tkun imminimizzata l-awtolizi. L-awtopsji ghandhom isiru
malajr kemm jista’ jkun, normalment fjum jew tnejn. Il-bidliet patologic¢i makroskopici kollha ghandhom jigu
rregistrati ghal kull annimal b’attenzjoni partikolari ghal kull bidla fis-sistema respiratorja.

It-Tabella 2 telenka l-organi u t-tessuti li ghandhom ikunu ppreservati fmidjum adattat matul awtopsja makros-
kopika ghal ezami istopatologiku. ll-preservazzjoni tal-organi u tat-tessuti [mqeghdin flimkien] u ta’ kull organu
u tessut iehor tkun fid-diskrezzjoni tad-direttur tal-istudju. L-organi mitkubin b'tipa grassa ghandhom jintragmu
u jintiznu mxarbin malajr kemm jista’ jkun wara d-dissezzjoni biex ikun evitat it-tnixxif. It-tirojde u l-epididimi
ghandhom jintiznu biss jekk ikun mehtieg minhabba li ¢-celloli mill-irqim jistghu jfixklu l-evalwazzjoni isto-
patologika. It-tessuti u l-organi ghandhom jitqieghdu £10 % ta’ formalina newtralizzata jew ffissattiv adattat
iehor malli ssir l-awtopsja, u mhux fanqas minn 24-48 siegha qabel l-irqim skont il-fissattiv li ghandu jintuza.
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Tabella 2

Organi u Tessuti Ippreservati Matul Awtopsja Makroskopika

Adrenali
Aorta
Mudullun tal-ghadam (ufjew aspirat frisk)

Mohh (inkluzi taqsimiet ta¢-Cerebru, cervellett, u
medulla/mezocefalu)

[I-musrana l-ghamja

[I-musrana l-hoxna

Duwodenu

[Epididimi]

[Ghajnejn (retina, nerv ottiku) u tebqiet 1-ghajnejn]
Wirk u l-ghadma tar-rigel

Il-buzzieqa tal-marrara (fejn ikun hemm)
[Glandoli ta’ Harder]

Qalb

lleu

Jejunum

Kliewi

[Glandoli tad-dmugh (straorbitali)]

Laringi (3 livelli inkluza 1-bazi tal-epiglotta)
Fwied

Pulmun (id-denduliet kollha flivell wiched, inkluzi 1-
bronki ewlenin)

Nodi limfati¢i mir-regjun ilarju tal-pulmun, specjal-
ment ghal kimic¢i fparticelli ghall-ittestjar 1i ftit
jinhallu. Ghal ezamijiet ufjew studji aktar fil-fond
bfokus immunologiku, jistghu jitgiesu nodi limfatici
addizzjonali, ez. dawk mir-regjuni medjastinali, cervi-
kali/submandibulari ufjew awrikulari.

Nodi limfatici (distali mill-portal ta’ dhul)
Glandola mammarja (mara)
Muskolu (koxxa)

Tessuti nazofaringali (mill-anqgas 4 livelli; 1 livell biex
jinkludi l-kanal nazofaringali u t-Tessut Limfojde
b’Assocjazzjoni Nazali (NALT))

Esofagu

[Basla tax-xamm]
Ovarji

Frixa

Paratirojdi

Nerv periferali (xjatiku jew tibjali, preferibbilment qrib
muskolu)

Pitwitarja

Prostata
[l-musrana d-dritta
Glandoli tal-bzieq
Bziezaq seminali
Gilda

Nerv vertebrali (¢ervikali, midtoraciku u lumbari)
Milsa

Sternu

Stonku

Snien

Testikoli

Timu

Tirojdi

[Lsien]

Trakea (mill-angas 2 livelli inkluzi tagsima 1 longitudi-
nali tul il-karina u tagsima 1 trasversali)

[Ureteru]

[Uretra]

Buzzieqa tal-awrina
Utru

Organu mmirat

Il-lezjonijiet u l-mases kollha kbar

II-pulmuni ghandhom jitnehhew intatti, jintiznu u jiddahhlu b'fissattivi adatti bi pressjoni ta’ 20-30 cm ta’ ilma
biex ikun zgurat li tinzamm l-istruttura tal-pulmuni (5). Ghandhom jingabru tagsimiet ghad-denduliet kollha
flivell wiched, inkluzi l-bronki ewlenin, izda jekk isir il-hasil tal-pulmuni, id-dendula mhux mahsula ghandha
titqieghed fit-tagsima bi tliet livelli (mhux tagsimiet tas-serje).
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44,

45.

46.

47.

Ghandhom ikunu ezaminati mill-anqas 4 livelli tat tessuti nazofaringali, li wiehed minnhom ghandu jinkludi 1-
kanal nazofaringali (5) (6) (7) (8) (9) biex jithalla jsir ezami adegwat tal-epitelju mimli gxur, tranzizzjonali
(respiratorju mhux vibrali), respiratorju (respiratorju vibrali) u tax-xamm, u tat-tessut limfatiku ta’ tisfija (NALT)
(10) (11). Ghandhom ikunu ezaminati tliet livelli tal-laringi, u wiched minn dawn il-livelli ghandu jinkludi I-bazi
tal-epiglotta (12). Ghandhom ikunu ezaminati mill-angas zewg livelli tat-trakea, inkluza tagsima wahda longi-
tudinali tul il-karina minn fejn il-bronki estrapulmonari jinqasmu fi tnejn u tagsima wahda trasversali.

ISTOPATOLOGIJA

Evalwazzjoni istopatologika tal-organi u tat-tessuti kollha elenkati fit-Tabella 2 ghandha ssir ghall-gruppi ta’
kontroll u ta’ koncentrazzjoni gholja, u bhall-annimali kollha li jmutu jew jinqatlu matul l-istudju. Ghandha
tinghata attenzjoni partikulari lis-sistema respiratorja, organi mmirati u lezjonijiet kbar. L-organi u t-tessuti li
jkollhom lezjonijiet fil-grupp ta’ koncentrazzjoni gholja ghandhom ikunu ezaminati fil-gruppi kollha. Id-direttur
tal-istudju jista’ jaghzel li jaghmel evalwazzjonijiet istopatoligici ghal gruppi addizzjonali biex juri rispons car ta’
koncentrazzjoni. Meta jintuza grupp satellitarju (riversibbli), ghandha ssir evalwazzjoni istopatologika ghat-
tessuti u l-organi kollha identifikati bhala li jkunu juru effetti fil-gruppi ttrattati. Jekk ikun hemm ghadd eccessiv
ta’ mwiet bikrija jew problemi ohra fil-grupp ta’ espozizzjoni gholja li jippregudikaw is-sinifikat tad-dejta, il-
koncentrazzjoni aktar baxxa li jkun imiss ghandha tkun ezaminata istopatologikament. Ghandu jsir sforz biex
osservazzjonijiet gravi jitqabblu ma’ sejbiet mikroskopici.

DEJTA U RAPPURTAR
Dejta

Ghandha tkun ipprovduta dejta dwar annimali individwali dwar il-pizijiet tal-gisem, il-konsum ta’ ikel, il-
patologija klinika, il-patologija makroskopika, il-pizijiet tal-organi u l-istopatologija. Dejta dwar osservazzjonijiet
klini¢i ghandha tingabar fil-qosor fforma tabulari li turi ghal kull grupp tat-test l-ghadd ta’ annimali uzati, 1-
ghadd ta’ annimali li jkunu wrew sinjali specifici ta’ tossicita, l-ghadd ta’ annimali li jkunu nstabu mejta matul it-
test jew li jkunu nqatlu ghal ragunijiet umani, il-hin tal-mewt ta’ kull annimal, deskrizzjoni u perkors ta’ zmien
ta’ effetti tossici u riversibbilta, u sejbiet minn awtopsji. Ir-rizultati kollha, kwantitattivi u in¢identali, ghandhom
ikunu evalwati b'metodu ta’ statistika adattat. Jista’ jintuza kull metodu ta’ statistika generalment accettat u 1-
metodi ta’ statistika ghandhom jintghazlu matul it-tfassil tal-istudju.

Rapport tat-Test

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja, skont il-kaz:
Annimali tat-test u trobbija

— Deskrizzjoni tal-kundizzjonijiet tal-gagga, inkluz: ghadd (jew bidla fl-ghadd) tal-annimali ghal kull gagga,
materjal ghall-irqad, temperatura ambjentali u umdita relattiva, fotoperjodu u identifikazzjoni tad-dieta.

— Specijrazza uzata u gustifikazzjoni ghall-uzu ta’ spe¢i minbarra I-far; Jistghu jkunu pprovduti sors u dejta
storika, jekk ikunu ghal annimali esposti fkundizzjonijiet simili ta’ espozizzjoni, abitazzjoni u sawm.

— Ghadd, eta u sess tal-annimali.

— Metodu ta’ kazwalita.

— Deskrizzjoni ta’ kull kondizzjonament qabel it-test inkluzi dieta, kwarantina u trattament ghall-mard.
Kimika ghall-ittestjar

— Natura fizika, purezza, u, fejn ikun rilevanti, proprjetajiet fizikokimici (inkluza isomerizzazzjoni).

— Dejta ta’ identifikazzjoni u n-Numru tar-Registru tal-Chemical Abstract Services (CAS), jekk ikunu maghrufa;
Vejjikolu

— Gustifikazzjoni ghal uzu ta’ vejjikolu u gustifikazzjoni ghal ghazla tal-vejjikolu (jekk ma jkunx ilma);

— Dejta storika jew konkurrenti li turi li l-vejjikolu ma jfixkilx ir-rizultat tal-istudju;
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Kamra tal-inalazzjoni

Deskrizzjoni dettaljata tal-kamra tal-inalazzjoni inkluz volum u dijagramma.

Sors u deskrizzjoni ta’ taghmir uzati ghall-espozizzjoni tal-annimali kif ukoll ghall-generazzjoni tal-atmos-
fera.

Taghmir ghall-kejl tat-temperatura, umdita, dags ta’ particelli u koncentrazzjoni attwali;

Sors ta’ arja u sistema uzata ghal kondizzjonament.

Metodi uzati ghall-kalibrazzjoni ta’ taghmir biex tkun Zgurata atmosfera omogenea tat-test.

Differenza ta’ pressjoni (pozittiva jew negattiva).

Portijiet ta’ espozizzjoni ghal kull kamra (imnicher biss); post tat-tqeghid tal-annimali fil-kamra (gisem kollu).
Stabbilta tal-atmosfera tat-test.

Post tas-sensuri tat-temperatura u tal-umdita u tehid ta’ kampjuni tal-atmosfera tat-test fil-kamra;
Trattament ta’ arja pprovduta/estratta.

Rati ta’ fluss tal-arja, rata ta’ fluss ta’ arja/port ta’ espozizzjoni (mnieher biss), jew toqol tal-annimali/kamra
(gisem kollu).

Hin ghall-ekwilibriju tal-kamra tal-inalazzjoni (t95).
Ghadd ta’ bidliet fil-volum kull siegha;

Apparati ta’ metragg (jekk applikabbli).

Dejta tal-espozizzjoni

Motiv ghal ghazla ta’ koncentrazzjoni mmirata fl-istudju ewlieni.

Koncentrazzjonijiet nominali (massa totali tal-kimika ghall-ittestjar iggenerata ghal gol-kamra tal-inalazzjoni
diviza bil-volum ta’ arja li tkun ghaddiet mill-kamra).

Kon¢entrazzjonijiet attwali tal-kimika ghall-ittestjar migbura miz-zona tal-inalazzjoni tal-annimali; ghal

separatament.

Il-konéentrazzjonijiet kollha tal-arja ghandhom ikunu rrappurtati funitajiet ta’ massa (mgfl mg/m?, e¢c.) milli
funitajiet ta’ volum (ppm, ppb, ecc.).

Distribuzzjoni tad-dags tal-particelli, dijametru ajrudinamiku ta’ medjan tal-massa (MMAD), u devjazzjoni
geometrika standard (o), inkluz il-metodi ta” kalkulazzjoni taghhom. Analizi wahda ghal kull dags ta’
particelli ghandha tkun irrappurtata.

Kundizzjonijiet tat-test

Dettalji tal-preparazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar, inkluzi dettalji ta’ kwalunkwe procedura uzata biex
jitnaqqas id-dags tal-particelli ta” materjali solidi jew biex ikunu ppreparati soluzzjonijiet tal-kimika ghall-
ittestjar.

Deskrizzjoni (preferibbilment inkluza dijagramma) tat-taghmir uzat biex tkun iggenerata l-atmosfera tat-test
u biex l-annimali jkunu esposti ghall-atmosfera tat-test.

Dettalji tat-taghmir uzat biex jimmonitorja t-temperatura tal-kamra, l-umdita u l-fluss ta’ arja fil-kamra
(jigifieri zvilupp ta’ kurva ta’ kalibrazzjoni).

Dettalji tat-taghmir uzat biex jingabru kampjuni ghad-determinazzjoni tal-koncentrazzjoni tal-kamra u d-
distribuzzjoni tad-dags tal-particelli.

Dettalji tal-metodu analitiku kimiku uzat u tal-validazzjoni tal-metodu (inkluza l-efficjenza fl-irkupru tal-
kimika ghall-ittestjar mill-midjum tat-tehid tal-kampjuni);
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— Metodu ta’ kazwalita fl-assenjazzjoni ta’ annimali lil gruppi ta’ ttestjar u ta’ kontroll.
— Dettalji tal-kwalita tal-ikel u tal-ilma (inkluzi tip ta’ dieta/sors, sors tal-ilma).

— Il-motiv ghall-ghazla tal-koncentrazzjonijiet tat-test.

Rizultati

— Tabulazzjoni tat-temperatura tal-kamra, l-umdita u I-fluss tal-arja.

— Tabulazzjoni tad-dejta ta’ koncentrazzjoni nominali u attwali tal-kamra.

— Tabulazzjoni ta’ dejta dwar id-dags tal-particelli, inkluzi dejta ta’ gbir ta’ kampjuni analitici, distribuzzjoni
tad-dags tal-particelli u kalkulazzjonijiet tal-MMAD u o,

— Tabulazzjoni ta’ dejta dwar rispons u ta’ livell ta” koncentrazzjoni ghal kull annimal (jigifieri, annimali li juru
sinjali ta’ tossicita, inkluzi mortalita, natura, severita, iz-zmien meta jfagqghu u durata tal-effetti).

— Tabulazzjoni tal-pizijiet individwali ta” kull annimal.

— Tabulazzjoni tal-konsum tal-ikel

— Tabulazzjoni ta’ dejta ta’ patologija klinika

— Sejbiet minn awtopsji u sejbiet istopatologici ghal kull annimal, jekk disponibbli.
Diskussjoni u interpretazzjoni tar-rizultati

— Ghandha ssir enfazi partikolari ghad-deskrizzjoni tal-metodi uzati biex jissodisfaw il-kriterji ta’ dan il-Metodu
ta’ Ttestjar, ez. il-koncentrazzjoni limitata jew id-dags tal-particelli.

— Ghandu jkun indirizzat jekk jistax ikun hemm respirazzjoni fil-particelli, meqjusin is-sejbiet globali, spec-
jalment jekk il-kriterji tad-daqs tal-particelli ma setghux jitharsu;

— Il-konsistenza tal-metodi uzati biex ikunu ddeterminati I-kon¢entrazzjonijiet nominali u attwali, u r-relazz-
joni ta’ koncentrazzjoni attwali mal-koncentrazzjoni nominali ghandhom ikunu inkluzi fil-valutazzjoni
globali tal-istudju;

— Il-kawza probbbali tal-mewt u I-modalita predominanti tal-azzjoni (sistemika versus lokali) ghandhom ikunu
indirizzati.

— Ghandha tinghata spjegazzjoni jekk kienx hemm htiega li b'mod uman jinqatlu annimali mugugha jew li

jkunu wrew sinjali ta’ diffikulta u li jdumu, abbazi tal-kriterji fid-Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar il-Punti
ta’ Tmiem b'Mod Uman (3).

— L-organu/i mmirat(i) ghandu/hom jigiju identifikat/i.
— NOAEL u LOAEL ghandhom ikunu ddeterminati.
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Appendici 1

DEFINIZZJONI

Kimika ghall-Ittestjar: Kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata bl-uzu ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar.

B.30. STUDJI DWAR TOSSICITA KRONIKA

DAHLA

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghal-Linja Gwida tat-Test (TG) 452 (2009) tal-OECD. It-TG 452
originali kienet adottata fl-1981. L-izvilupp ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.30 rivedut tqies li kien mehtieg biex
jirrifletti Zviluppi recenti fil-qasam tat-trattament xieraq tal-annimali u ta’ rekwiziti regolatorji (1) (2) (3) (4). L-
aggornament ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.30 twettaq flimkien ma’ revizjonijiet tal-Kapitolu B.32 ta’ dan -
Anness: Studji dwar il-Karcinogenicita u tal-Kapitolu B.33 ta’ dan l-Anness, Studji Kombinati dwar Tossicita
Kronika/kar¢inogenicita, bil-ghan li jinkiseb taghrif addizzjonali mill-annimali uzati fl-istudju u li jinghataw aktar
dettalji dwar l-ghazla tad-doza. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa mfassal biex jintuza fl-ittestjar ta’ firxa wiesgha
ta’ kimici, inkluz pesticidi u kimici industrijali.

Il-maggoranza tal-istudji dwar tossicita kronika jsiru fi specijiet ta’ rodituri, u dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa,
ghalhekk, mahsub biex japplika primarjament ghal studji maghmulin fdawn l-ispecijiet. Jekk studji bhal dawn
ikunu mehtiega fi specijiet ta’ annimali mhux rodituri, il-principji u I-proceduri li I-profil taghhom jinsab fdan il-
Metodu ta’ Ttestjar, flimkien ma’ dawk li I-profil taghhom jinsab fil-Kapitolu B.27 ta’ dan 1-Anness: Studju dwar
Tossicita Orali fAnnimali Mhux Rodituri ta’ Doza Ripetuta ghal 90 jum (5), jistghu wkoll ikunu applikati,
b'modifiki xierqa, skont il-profil taghhom fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 tal-OECD dwar Tfassil u Twettiq ta’
Studji dwar Tossicita Kronika u Karc¢inogenicita (6).

It-tliet rotot ewlenin ta’ amministrazzjoni uzati fi studji dwar tossicita kronika huma orali, dermali u ta’
ghall-ittestjar u mir-rotta predominanti ta’ espozizzjoni umana. Informazzjoni addizzjonali dwar l-ghazla ta’
rotta ta’ espozizzjoni hija pprovduta fid-Dokument ta” Gwida Nru 116 tal-OECD (6).

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar jiffoka fuq espozizzjoni permezz tar-rotta orali, ir-rotta li komunement l-aktar li
tintuza fi studji dwar tossicita kronika. Filwaqt Ii studji fit-tul dwar tossicita kronika li jinvolvu espozizzjoni
permezz tar-rotot dermali u ta’ inalazzjoni jistghu wkoll ikunu mehtiega ghall-valutazzjonijiet tar-riskju ghas-
sahha tal-bniedem ufjew jistghu jkunu rikjesti fcerti regimi regolatorji, iz-Zewg rotot ta’ espozizzjoni jinvolvu
kumplessita teknika konsiderevoli. Studji bhal dawn ikun jehtigilhom jitfasslu abbazi ta’ kaz kaz, ghalkemm il-
Metodu ta’ Ttestjar li 1-profil tieghu jidher hawn ghall-valutazzjoni u l-evalwazzjoni ta’ tossicita kronika b’am-
ministrazzjoni orali jista' jifforma l-bazi ta’ protokoll ghal studji dwar inalazzjoni ufjew dermali, fir-rigward ta’
rakkomandazzjonijiet ghal perjodi ta’ trattament, parametri klini¢ci u patologici, ec¢. Hemm gwida tal-OECD
dwar l-amministrazzjoni ta’ kimici ghall-ittestjar bir-rotot ta’ inalazzjoni (6) (7) u dermali (6). Il-Kapitolu B.8 ta’
dan 1-Anness (8) u l-Kapitolu B.29 ta’ dan l-Anness (9), flimkien mad-Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar
ittestjar ta’ inalazzjoni akuta (7), ghandhom ikunu kkonsultati b'mod specifiku fit-tfassil ta’ studji ghal tul itwal
ta’ zmien li jinvolvu espozizzjoni permezz tar-rotta tal-inalazzjoni. ll-Kapitolu B.9 ta’ dan 1-Anness (10) ghandu
jkun ikkonsultat fil-kaz ta’ ttestjar maghmul bir-rotta dermali.

L-istudju dwar tossicita kronika jipprovdi informazzjoni dwar il-perikli ghas-sahha li jista’ jkun hemm Ii x’aktarx
jingalghu minn espozizzjoni ripetuta tul parti konsiderevoli mill-hajja kollha tal-ispeci uzata. L-istudju ghandu
jipprovdi informazzjoni dwar l-effetti tossici tal-kimika ghall-ittestjar; jindika organi mmirati u l-possibbilta ta’
akkumulazzjoni. Jista’ jipprovdi wkoll stima tal-livell bla effett hazin osservat li tista’ tintuza biex ikunu stabbiliti
kriterji ta’ sikurezza ghal espozizzjoni umana. Qed issir enfazi wkoll dwar il-htiega ta’ osservazzjonijiet klinici li
jixirqu tal-annimali, biex tinkiseb kemm jista’ jkun informazzjoni.

L-ghanijiet tal-istudji koperti minn dan il-Metodu ta’ Ttestjar jinkludu:
— L-identifikazzjoni tat-tossicita kronika ta’ kimika ghall-ittestjar;

— L-identifikazzjoni tal-organi mmirati;

— Il-karatterizzazzjoni tar-relazzjoni ta’ doza-rispons;

— L-identifikazzjoni ta’ livell bla effett hazin osservat (NOAEL) jew punt ta’ tluq biex tkun stabbilita Doza ta’
Riferiment (BMD);

— It-tbassir ta’ effetti ta’ tossicita kronika flivelli ta’ espozizzjoni umana;

— Il-forniment ta’ dejta biex ikunu ttestjati ipotezijiet dwar modalita ta’ azzjoni (6).
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KONSIDERAZZJONIJIET INIZJALI

Fil-valutazzjoni u l-evalwazzjoni tal-karatteristici tossikologici ta’ kimika ghall-ittestjar, l-informazzjoni kollha
disponibbli dwar il-kimika ghall-ittestjar ghandha titgies mil-laboratorju tal-ittestjar qabel ma jsir l-istudju, biex
it-tfassil tal-istudju jiffoka fuq l-ittestjar b'aktar effi¢cjenza ghall-potenzjal ta’ tossicita kronika u biex l-uzu tal-
annimali jkun mill-anqas. Informazzjoni li ghandha tassisti fit-tifsila tal-istudju tinkludi I-identita, l-istruttura tal-
kimika u I-proprjetajiet fizikokimici tal-kimika ghall-ittestjar; kull informazzjoni dwar il-modalita ta’ azzjoni;
rizultati ta’ kull test ta’ tossicita in vitro jew in vivo; uzufijiet anticipat(i) u potenzjal ghal espozizzjoni umana;
dejta (Q)SAR disponibbli u dejta tossikologika dwar kimici relatati strutturalment; dejta tossikokinetika dispo-
nibbli (doza wahda u wkoll kinetika ta’ doza ripetuta meta tkun disponibbli) u dejta derivata minn studji ohra
ripetuti ta’ espozizzjonijiet. Id-determinazzjoni ta’ tossicita kronika ghandha ssir biss wara li tkun inkisbet
informazzjoni inizjali dwar tossicita minn doza ripetuta ghal 28 jum ufjew minn testijiet ta’ tossicita ghal 90
jum. Approcc ta’ ttestjar ffazijiet ghal ittestjar ta’ tossicita kronika ghandu jitqies bhala parti mill-valutazzjoni
globali tal-effetti potenzjali hziena ghas-sahha ta’ kimika partikolari ghall-ittestjar (11) (12) (13) (14).

Il-metodi ta’ statistika l-aktar adatti ghall-analizi ta’ rizultati, meqjusin it-tifsila u l-ghanijiet sperimentali, ghan-
dhom ikunu stabbiliti gabel ma jinghata bidu ghall-istudju. Kwistjonijiet li ghandhom jitqiesu jinkludu jekk 1-
istatistika ghandhiex tinkludi aggustament ghal sopravivenza u analizi fil-kaz ta’ tmiem hesrem ta’ grupp wiehed
jew aktar. Gwida dwar l-analizi xierqa ta’ statistika u referenzi ewlenin ghal metodi ta’ statistika accettati
internazzjonalment jinghataw fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (6), u wkoll fid-Dokument ta’ Gwida Nru 35
dwar l-analizi u l-evalwazzjoni ta’ studji dwar Tossi¢ita Kronika u Karc¢inogenicita (15).

Meta jkun qed isir studju dwar tossicita kronika, il-principji u l-konsiderazzjonijiet ta’ gwida li l-profil taghhom
jinsab fid-Dokument ta’ Gwida Nru 19 tal-OECD dwar l-gharfien, il-valutazzjoni u l-uzu ta’ sinjali klini¢i bhala
punti ta’ tmiem b'mod uman ghal annimali ghall-esperimenti uzati fevalwazzjoni tas-sikurezza (16), b’'mod
partikolari I-paragrafu 62 tieghu, ghandhom ikunu segwiti dejjem. Dan il-paragrafuq jiddikjara li “Fi studji li
jinvolvu dozagg ripetut, meta annimal juri sinjali klinici li huma progressivi, u jwasslu ghal iktar deterjorament fil-
kundizzjoni, ghandha tittiched decizjoni infurmata dwar jekk I-annimal ghandux jinqatel b'mod uman jew le. Id-decizjoni
ghandha tinkludi konsiderazzjoni tal-valur tal-informazzjoni li ghandha tinkiseb mill-manutenzjoni kontinwata ta’ dak I-
annimal fl-istudju, relattiv ghall-kundizzjoni generali tieghu. Jekk tittiched decizjoni biex l-annimal jibga fit-test, il-
frekwenza tal-osservazzjonijiet ghandha tizdied, skont il-bzonn. Jista’ jkun possibbli wkoll, minghajr ma jaffettwa b'mod
awvers l-iskop tat-test, li d-dozagg jieqaf temporanjament jekk dan ha jtaffi l-ugigh jew l-iskumdita, jew li tonqos id-doza
tat-test.”

Gwida dettaljata u diskussjoni dwar il-prin¢ipji tal-ghazla ta’ doza ghal studji dwar tossicita kronika u kar¢ino-
genicita tinsab fid-Dokument ta” Gwida Nru 116 (6), kif ukoll fzewg pubblikazzjonijiet tal-Internazzjonali Life
Sciences Institute (17) (18). L-istrategija bazika tal-ghazla tad-doza tkun tiddependi mill-ghan jew ghanijiet
primarji tal-istudju (il-paragrafu 6). Fl-ghazla ta’ livelli xierqa ta’ doza, ghandu jinkiseb bilan¢ bejn tgharbil ta’
perikli minn naha wahda u karatterizzazzjoni ta’ risponsi ghal dozi baxxi u r-rilevanza taghhom minn naha I-
ohra. Dan huwa partikolarment rilevanti fis-sitwazzjoni fejn ikollu jsir studju kongunt ta’ tossicita kronika u
karc¢inogenicita (il-Kapitolu B.33 ta’ dan l-Anness) (il-paragrafu 11).

Ghandha tinghata konsiderazzjoni li jsir studju kongunt ta’ tossicita kronika u karc¢inogenicita (il-Kapitolu B.33
ta’ dan l-Anness), milli ezekuzzjoni separata ta’ studju dwar tossicita kronika (dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.30) u
studju tal-karc¢inogenicita (il-Kapitolu B.32 ta’ dan 1-Anness). It-test kongunt jipprovdi aktar effi¢jenza fir-rigward
ta’ hin u spejjez imqabblin ma’ meta jsiru zewg studji separati, minghajr hsara ghall-kwalita tad-dejta fil-fazi
kronika jew fil-fazi ta’ kar¢inogenicita. Izda ghandhom jitqiesu sewwa l-principji ta’ ghazla ta’ doza (paragrafi 9 u
20-25) meta jsir studju kongunt ta’ tossicita kronika u kar¢inogenicita (il-Kapitolu B.33 ta’ dan l-Anness), u
huwa rikonoxxut ukoll li jistghu jkunu mehtiega studji separati f'certi oqgfsa regolatorji.

Definizzjonijiet uzati fil-kuntest ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar jinsabu fl-ahhar ta’ dan il-kapitolu u fid-Dokument
ta’ Gwida Nru 116 (6).

PRINCIPJU TAT-TEST

Il-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata kuljum fdozi gradwati lil diversi gruppi ta’ annimali ghall-esperimenti,
normalment ghal perjodu ta’ 12-il xahar, ghalkemm jistghu jintghazlu wkoll perjodi itwal jew agsar skont
rekwiziti regolatorji (ara l-paragrafu 33). Dan il-perjodu jintghazel 1i jkun twil bizzejjed biex kull effett ta’
tossicita kumulattiva jsir jidher, minghajr l-effetti ta’ tahwid ta’ bidliet gerjatrici. Devjazzjonijiet minn perjodu
ta’ espozizzjoni ta’ 12-il xahar ghandhom ikunu ggustifikati, l-aktar fil-kaz ta’ perjodi aqsar. Il-kimika ghall-
ittestjar normalment tkun amministrata bir-rotta orali ghalkemm l-ittestjar bir-rotta tal-inalazzjoni jew dermali
jista’ wkoll ikun adattat. It-tifsila tal-istudju tista’ tinkludi wkoll qatla interim wahda jew aktar, ez. fit-3 jew fis-6
xahar, u jistghu jkunu inkluzi gruppi addizzjonali ta’ annimali biex dan isir (ara l-paragrafu 19). Matul il-perjodu
ta’ amministrazzjoni l-annimali jkunu osservati mill-qrib ghal sinjali ta’ tossicita. L-annimali li jmutu jew li
jingatlu matul it-test issirilhom awtopsja u, fit-tmiem tat-test, annimali li jkunu baqghu hajjin jingatlu u
ssirilhom awtopsja.
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DESKRIZZJONI TAL-METODU
Ghazla ta’ speci tal-annimali

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar primarjament ikopri l-valutazzjoni u l-evalwazzjoni ta’ tossicita kronika frodituri (ara
l-paragrafu 2), ghalkemm huwa rikonoxxut li studji simili fannimali mhux rodituri jistghu jkunu rikjesti fcerti
regimi regolatorji. L-ghazla ta’ spec¢i ghandha tkun iggustifikata. It-tfassil u t-twettiq ta’ studji dwar tossicita
kronika fi specijiet ta’ annimali mhux rodituri, meta jkunu mehtiega, ghandhom ikunu bbazati fuq il-principji li
I-profil taghhom jinsab fdan il-Metodu ta’ Ttestjar flimkien ma’ dawk fil-Kapitolu B.27 ta’ dan l-Anness, Studju
dwar Tossicita Orali fAnnimali Mhux Rodituri ta’ Doza Ripetuta ghal 90 jum (5). Informazzjoni addizzjonali
dwar ghazla ta’ speci u razza hija pprovduta fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (6).

Fdan il-Metodu ta’ Ttestjar, l-ispeci ppreferuta ta’ rodituri huwa I-far, ghalkemm jistghu jintuzaw specijiet ohra
ta’ rodituri, ez. il-gurdien. Firien u grieden kienu l-mudelli ppreferuti ghall-esperimenti minhabba I-hajja relat-
taghhom ghal induzzjoni ta’ tumur u li minnhom hemm razez karatterizzati bizzejjed. Bhala konsegwenza ta’
dawn il-karatteristici, hemm ammont kbir ta’ informazzjoni dwar il-fizjologija u l-patologija taghhom. Ghan-
dhom jintuzaw annimali adulti zghazagh fsahhithom ta’ razez li komunement jintuzaw fil-laboratorju. L-istudju
dwar tossicita kronika ghandu jkun maghmul fannimali mill-istess razza u sors bhal dawk uzati fi studjufi
preliminari dwar tossicita li jdum(u) anqas. In-nisa m’ghandhomx ikunu welldu u m’'ghandhomx ikunu tqal.

Kundizzjonijiet tal-abitazzjoni u 1-ghalf

L-annimali jistghu jitqiedu jabitaw individwalment, jew jitqieghdu fgageg fi gruppi zghar tal-istess sess; abitazz-
joni individwali ghal kull annimal ghandha titgies biss jekk dan ikun gustifikat xjentifikament (19) (20) (21). II-
gageg ghandhom ikunu rrangati b'mod li jkunu mminimizzati l-effetti li jista’ jkun hemm minhabba t-tqeghid ta’
gageg. It-temperatura fil-kamra tal-esperimenti tal-annimali ghandha tkun 22 °C (¢ 3 °C). Ghalkemm l-umdita
relattiva ghandha tkun mill-anqas 30 % u preferibbilment ma tagbizx 70 % minbarra matul il-hasil tal-kamra, il-
mira ghandha tkun ta’ 50-60 %. Id-dawl ghandu jkun artifiGjali, bis-sekwenza tkun ta’ 12-il siegha dawl, 12-il
siegha dlam. Dwar l-ghalf, jistghu jintuzaw dieti konvenzjonali tal-laboratorju bi provvista bla limitu ta’ ilma tax-
xorb. Id-dieta ghandha tissodisfa l-htigijiet nutrizzjonali kollha tal-ispeci ttestjata u l-kontenut ta’ kontaminanti
tad-dieta, inkluzi izda mhux limitatament ghal residwi ta’ pesticidi, sustanzi organici niggiesa persistenti, fitoes-
trogeni, metalli tqal u mikotossini, li jistghu jinfluwenzaw ir-rizultat tat-test, ghandu jkun baxx kemm jista’ jkun.
Informazzjoni analitika dwar il-livelli ta’ kontaminanti tan-nutrijent u tad-dieta ghandha tkun iggenerata perjo-
dikament, mill-anqas fil-bidu tal-istudju u meta jkun hemm bidla fil-lott uzat, u ghandha tkun inkluza fir-
rapport finali. Bl-istess mod ghandha tkun ipprovduta informazzjoni analitika dwar l-ilma tax-xorb uzat fl-
istudju. L-ghazla ta’ dieta tista’ tkun influwenzata mill-htiega li tkun zgurata tahlita adattata ta’ kimika ghall-
ittestjar u biex ikunu sodisfatti l-htigijiet nutrizzjonli tal-annimali meta I-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata
permezz tar-rotta tad-dieta.

Preparazzjoni tal-annimali

Ghandhom jintuzaw annimali fsahhithom, li jkunu gew akklimatizzati ghal kundizzjonijiet tal-laboratorju ghal
mill-anqas 7 jjiem li ma kinux soggetti ghal proceduri sperimentali qabel. Fil-kaz ta’ rodituri, id-dozagg tal-
annimali ghandu jibda malajr kemm jista’ jkun wara ftim u akklimatazzjoni u preferibbilment gabel ma I-
annimali jkun ghandhom 8 gimghat. L-annimali tat-test ghandhom ikunu kkaratterizzati fir-rigward ta’ speci,
razza, sors, sess, piz u eta. Malli jinbeda l-istudju, il-varjazzjoni fil-piz ghal kull sess tal-annimali uzati ghandha
tkun minimali u ma taqbizx + 20 % tal-piz medju tal-annimali kollha fl-istudju, separatament ghal kull sess. L-
annimali ghandhom ikunu assenjati b'mod kazwali lill-gruppi ta’ kontroll u trattament. Wara l-kazwalita,
m’ghandux ikun hemm differenzi sinifikanti fil-pizijiet medji tal-gisem bejn gruppi fkull sess. Jekk ikun
hemm differenzi sinifikanti ta’ statistika, fdak il-kaz il-procedura ta’ kazwalita ghandha tkun ripetuta, jekk
ikun possibbli. Kull annimal ghandu jkun assenjat numru ta’ identifikazzjoni uniku, u jkun immarkat b'mod
permanenti b'dan in-numru b’tatli, b'impjant ta’ mikrocipp jew b'metodu iehor adattat.

PROCEDURA
Ghadd u sess tal-annimali

Ghandhom jintuzaw iz-zewg sessi. Ghandu jintuza ghadd sufficjenti ta’ annimali biex meta l-istudju jintemm
ikun hemm annimali bizzejjed fkull grupp ghal evalwazzjoni bijologika u ta’ statistika bir-reqqa. Ghar-rodituri
ghandhom normalment jintuzaw mill-anqas 20 annimal minn kull sess minn kull grupp fkull livell ta’ doza,
filwaqt li ghal annimali mhux rodituri huwa rrakkomandat minimu ta’ 4 minn kull sess minn kull grupp. Fi
studji li jinvolvu grieden, jistghu jkunu mehtiega annimali addizzjonali fkull grupp ta’ doza biex isiru d-
determinazzjonijiet ematologici mehtiega kollha.

Provvediment ghal qatliet interim, gruppi satellitarji u annimali sentinelli

L-istudju jista’ jaghmel provvediment ghal gatliet interim (mill-anqas 10 annimali/sess/grupp), ez. kull sitt xhur,
biex jaghti informazzjoni dwar il-progressjoni tal-bidliet tossikologi¢i u informazzjoni mekkanistika, jekk dan
ikun gustifikat xjentifikament. Fejn diga jkun hemm informazzjoni bhal din mill-istudji precedenti ta’ tossicita ta’
doza ripetuta dwar il-kimika ghall-ittestjar, qatliet interim jistghu ma jkunux xjentifikament gustifikati. Gruppi
satellitarji jistghu wkoll ikunu inkluzi biex jimmonitorjaw ir-riversibbilta ta’ kull bidla tossikologika migjuba mil-
kimika ghall-ittestjar li tkun investigata; dawn normalment ikunu ristretti ghall-oghla livell ta’ doza tal-istudju
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flimkien ma’ kontroll. Jista’ wkoll ikun inkluz grupp addizzjonali ta’ annimali sentinelli (tipikament 5 annimali
ghal kull sess) ghall-monitoragg ta’ stat ta’ mard, jekk ikun mehtieg, matul l-istudju (22). Jekk ikunu ppjanati
qatliet interim jew li jiddahhlu gruppi satellitarji jew ta’ sentinelli, -ghadd ta’ annimali inkluzi fit-tifsila tal-istudju
ghandu jizdied bl-ghadd skedat ta’ annimalii li jkollhom jinqatlu qabel ma jitlesta l-istudju. Dawn l-annimali
ghandhom normalment isirulhom l-istess osservazzjonijiet, inkluz il-piz tal-gisem, konsum ta’ ikelfilma, il-
kejlijiet ematologici u ta’ bijokimika klinika u investigazzjonijiet patologici bhall-annimali fil-fazi ta’ tossicita
kronika tal-istudju ewlieni, ghalkemm jista’ wkoll ikun hemm provvediment (fil-gruppi ta’ qtil interim) biex il-
kejlijiet ikunu ristretti ghal mizuri specifici ewlenin bhal newrotossicita jew immunotossicita.

Gruppi ta’ dozi u dozagg

Gwida dwar l-aspetti kollha ta’ ghazla ta’ doza u spazjar ta’ livelli ta’ doza hija pprovduta fid-Dokument ta’
Gwida Nru 116 (6). Mill-anqas ghandhom jintuzaw tliet livelli ta’ doza u kontroll konkurrenti, hlief meta jsir test
ta’ limitu (ara l-paragrafu 27). Il-livelli ta’ doza generalment ikunu bbazati fuq ir-rizultati ta’ studji aqsar dwar
doza ripetuta jew fuq tiftix ta’ firxa u ghandhom iqiesu kull dejta tossikologika u tossikokinetika ezistenti
disponibbli ghall-kimika ghall-ittestjar jew ghal kimici relatati.

Sakemm ma jkunx limitat min-natura jew mill-effetti bijologici tal-kimika ghall-ittestjar, normalment ghandu
jintghazel l-oghla livell ta’ doza biex ikunu identifikati l-organi principali u l-effetti tossici filwaqt li jkunu evitati
thatija, tossicita severa, morbidita jew mewt. Filwaqt li jitqiesu I-fatturi li I-profil taghhom jinsab fil-paragrafu 22
hawn taht, ghandu jintghazel 1-oghla livell ta’ doza biex jislet evidenza ta’ tossicita, kif ikun jidher, perezempju,
minn tnaqqis fiz-zieda fil-piz tal-gisem (madwar 10 %).

Izda, skont x'ikunu l-ghanijiet tal-istudju (ara l-paragrafu 6), tista’ tintghazel I-oghla doza angas mid-doza li tipp-
rovdi evidenza ta’ tossicita, ez. jekk doza tislet effett avvers ta’ thassib izda li madankollu jkollha ftit impatt fuq il-hajja
jew il-piz tal-gisem. L-oghladoza m’ghandhiex tkun aktar minn 1 000 mg/kg tal-piz tal-gisem/jum (doza ta’ limitu,
ara l-paragrafu 27).

Jistghu jintghazlu livelli ta’ doza u spazjar ta’ livelli ta’ doza biex ikunu stabbiliti doza-rispons u NOAEL jew
rizultat mahsub iehor tal-istudju, ez. BMD (ara l-paragrafu 25) fil-livell ta” doza l-aktar baxx. Fatturi li ghandhom
jitqiesu fl-ghoti ta’ dozi aktar baxxi jinkludu l-angolu mistenni tal-kurva ta’ doza-rispons, id-dozi li fihom jistghu
jsehhu bidliet importanti fil-metabolizmu jew il-modalita ta” azzjoni tossika, fejn ikun mistenni limitu, jew fejn
ikun mistenni punt ta’ tluq ghal estrapolazzjoni ta’ doza baxxa.

L-ispazjar maghzul ta’ livelli ta’ doza jkun jiddependi mill-karatteristici tal-kimika ghall-ittestjar, u ma jistax ikun
preskritt fdan il-Metodu ta’ Ttestjar, izda intervalli ta’ darbtejn jew erba’ darbiet ta’ spiss jipprovdu prestazzjoni
tajba ta’ test meta jintuzaw biex ikunu stabbiliti I-livelli minn fuq ghal isfel ta’ dozi, u z-zieda tar-raba’ grupp ta’
test sikwit hija preferibbli mill-uzu ta’ intervalli twal hafna (ez. aktar minn fattur ta’ madwar 6-10) bejn dozaggi.
B'mod generali l-uzu ta’ fatturi akbar minn 10 ghandu jkun evitat, u ghandu jkun iggustifikat jekk ikun applikat.

Kif spjegat aktar fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (6), il-punti li ghandhom jitgiesu fl-ghazla ta’ doza jinkludu:
— Nonlinearitajiet maghrufin jew suspettati jew punti ta’ infezzjoni fid-doza-rispons;

— Tossikokinetika u firxa ta’ dozi fejn induzzjoni metabolika, saturazzjoni jew nonlinearita bejn dozi esterni u
interni jsehhu jew ma jsehhux;

— Lezjonijiet prekursuri, markaturi ta’ effett jew indikaturi tal-operazzjoni ta’ processi bijologi¢i ewlenin
sottostanti;

— Aspetti ewlenin (jew suspettati) ta’ modalita ta’ azzjoni, bhal dozi li fihom tibda tfagqa’ ¢-¢itotossicita, livelli
ta’ ormoni jithawdu, mekkanizmi omeostatici jintghelbu, ec¢;

— Regjuni tal-kurva ta’ doza-rispons fejn tkun mehtiega stima partikolarment robusta, ez. fil-firxa tal-BMD
anticipata jew limitu suspettat;

— Konsiderazzjoni ta’ livelli anticipati ta’ espozizzjoni umana.

Il-grupp ta’ kontroll ghandu jkun grupp mhux ittrattat jew grupp ta’ kontroll ta’ vejjikoli jekk jintuza vejjikolu
biex tkun amministrata kimika ghall-ittestjar. Hlief ghal trattament bil-kimika ghall-ittestjar, annimali fil-grupp
ta” kontroll ghandhom ikunu maniggati b’'mod identiku bhal dawk fil-gruppi tat-test. Jekk jintuza vejjikolu, il-
grupp ta’ kontroll ghandu jircievi I-vejjikolu fl-oghla volum uzat fost il-gruppi ta’ doza. Jekk kimika ghall-ittestjar
tkun amministrata fid-dieta, u tikkawza li jittiched anqas ikel tad-dieta b'mod sinifikanti minhabba dieta b'anqas
palat, grupp ta’ kontroll addizzjonali ta’ tmigh lil pari jista’ jkun utli biex iservi ta’ kontroll aktar adattat.
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Jekk jista’ jkun anticipat, abbazi ta’ informazzjoni minn studji preliminari, li test flivell ta’ doza wahda,
ekwivalenti ghal mill-anqas 1 000 mg/kg tal-piz tal-gisem/jum, billi jintuzaw il-proceduri deskritti ghal dan 1-
istudju, aktarx ma jipproducix effetti hziena u ma tkunx mistennija tossicita abbazi ta’ dejta minn kimici relatati
strutturalment, fdak il-kaz studju shih bl-uzu ta’ tliet livelli ta’ doza jista’ ma jitqisx li jkun mehtieg. Jista’ jkun
japplika limitu ta’ 1 000 mg/kg tal-piz tal-gisem/jum hlief meta espozizzjoni umana tindika I-htiega li jkollu
jintuza livell oghla ta’ doza.

Preparazzjoni ta’ dozi u amministrazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar

II-kimika ghall-ittestjar normalment tkun amministrata oralment, permezz tad-dieta jew ilma tax-xorb, jew
b'gavage. Informazzjoni addizzjonali dwar rotot u metodi ta’ amministrazzjoni hija pprovduta fid-Dokument
ta’ Gwida Nru 116 (6). Ir-rotta u l-metodu ta’ amministrazzjoni jkunu jiddependu mill-ghan tal-istudju, mill-
zizzjoni umana. Ghandu jkun ipprovdut motiv ghar-rotta maghzula u ghall-metodu ta’ amministrazzjoni. Fl-
interessi ta’ trattament xieraq tal-annimali, gavage orali ghandu normalment jintghazel biss ghal dawk l-agenti li
ghalihom din ir-rotta u l-metodu ta’ amministrazzjoni ragonevolment jirrapprezentaw espozizzjoni potenzjali
umana (ez. farmacewtici). Ghal kimici ta’ dieta jew ambjentali inkluzi pesticidi, l-amministrazzjoni tipikament
issir permezz tad-dieta jew b'ilma tax-xorb. 1zda, ghal xi xenarji, ez. espozizzjoni okkupazzjonali, amministrazz-
joni permezz ta’ rotot ohra tista’ tkun aktar adattata.

Meta jkun mehtieg, il-kimika ghall-ittestjar tinhall jew tigi sospiza fvejjikolu adattat. Ghandhom jitgiesu 1-
karatteristici 1i gejjin tal-vejjikolu u addittivi ohra, kif jixraq: effetti fuq l-assorbiment, id-distribuzzjoni, il-
metabolizmu, jew ir-ritenzjoni tal-kimika ghall-ittestjar; effetti fuq il-proprjetajiet kimici tal-kimika ghall-ittestjar
li jistghu jibdlu l-karatteristici tossici taghha; u effetti fuq l-ikel jew fuq il-konsum tal-ilma jew fuq l-istat
nutrizzjonali tal-annimali. Huwa rrakkomandat li, kull meta jkun possibbli, l-ewwel jitgies l-uzu ta’ soluzzjoni
fl-ilma/sospensjoni, u wara titqies soluzzjoni/emulsjoni fiz-zejt (ez. Zejt tal-qamha) u mbaghad possibbilment
b'soluzzjoni fvejjikoli ohra. Ghal vejjikoli ohra minbarra ilma, il-karatteristici tossici tal-vejjikolu ghandhom
ikunu maghrufa. Ghandha tkun disponibbli informazzjoni dwar l-istabbilta tal-kimika ghall-ittestjar u l-omoge-
neita ta’ soluzzjonijiet ta’ dozagg jew dieti (kif jixraq) skont il-kundizzjonijiet ta’ amministrazzjoni (ez. dieta).

Ghall-kimi¢i amministrati permezz tad-dieta jew l-ilma tax-xorb, huwa importanti jkun zgurat li l-kwantitajiet
tal-kimika ghall-ittestjar involuta ma jfixklux in-nutrizzjoni normali jew il-bilan¢ tal-ilma. Fi studji fit-tul dwar
tossicita bl-uzu ta’ amministrazzjoni ta’ dieta, il-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fl-ghalf m’'ghandhiex
tkun aktar ‘il fuq mil-limitu ta’ 5 % tad-dieta totali, biex ikunu evitati zbilanci nutrizzjonali. Meta l-kimika ghall-
ittestjar tkun amministrata fid-dieta, jistghu jintuzaw jew koncentrazzjoni kostanti ta’ dieta (mg/kg dieta jew
ppm) jew livell wiched kostanti ta’ doza skont il-piz tal-gisem tal-annimal (mgfkg tal-piz tal-gisem), ikkalkulat
kull gimgha. L-alternattiva uzata ghandha tkun specifikata.

Fil-kaz ta’ amministrazzjoni orali, l-annimali jinghataw doza bil-kimika ghall-ittestjar kuljum (sebat ijiem fil-
gimgha), normalment ghal perjodu ta’ 12-il xahar (ara wkoll il-paragrafu 33), ghalkemm jista’ jkun mehtieg
perjodu itwal skont rekwiziti regolatorji. Kull regim ichor ta’ dozagg, ez. hamest ijiem fil-gimgha, jehtieglu jkun
iggustifikat. Fil-kaz ta’ amministrazzjoni dermali, annimali jkunu normalment ittrattati bil-kimika ghall-ittestjar
ghal mill-anqas 6 sighat kuljum, 7 ijiem fil-gimgha, kif specifikat fil-Kapitolu B.9 ta’ dan I-Anness (10), ghal
perjodu ta’ 12 xahar. Espozizzjoni bir-rotta tal-inalazzjoni ssir ghal 6 sighat kuljum, 7 ijiem fil-gimgha, izda
tista’ tintuza wkoll espozizzjoni ghal 5 ijiem fil-gimgha, jekk dan ikun gustifikat. Il-perjodu ta’ espozizzjoni jkun
normalment ghal perjodu ta’ 12 xahar. Jekk specijiet ta’ rodituri minbarra l-firien ikunu esposti mill-imnieher
biss, il-perjodi massimi ta’ espozizzjoni jistghu jkunu aggustati biex titnaqqas id-diffikulta specifika ghal speci
partikolari. Ghandu jkun ipprovdut motiv meta tintuza espozizzjoni li ddum anqas minn 6 sighat kuljum. Ara
wkoll il-Kapitolu B.8 ta’ dan I-Anness (8).

Meta l-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata b’gavage lill-annimali dan ghandu jsir billi jintuza tubu tal-
istonku jew tubu rqiq ta’ intubazzjoni adattat, fhinijiet simili kull jum. Normalment tkun amministrata doza
wahda darba kuljum, meta perezempju kimika tkun irritant lokali, jista’ jkun possibbli li tinZamm ir-rata ta’
doza kuljum billi din tkun amministrata bhala doza magqsuma (darbtejn kuljum). ll-volum massimu ta’ likwidu li
jkun jista’ jigi amministrat fwaqt wiched ikun jiddependi mid-daqs tal-annimal tat-test. Il-volum ghandu
jinzamm baxx daqs kemm ikun prattikabbli, u normalment m’'ghandux ikun aktar minn 1 ml/100 g tal-piz
tal-gisem ghal rodituri (22). Il-varjabbilta fil-volum tat-test ghandha tkun imminimizzata billi I-koncentrazzjoni
tkun aggustata biex ikun zgurat volum kostanti fil-livelli kollha tad-doza. Kimici li jistghu jkunu korruzivi jew
irritanti jkunu l-eccezzjoni, u jkun jehtigilhom jigu dilwiti biex ikunu evitati effetti lokali severi. Ittestjar
fkoncentrazzjonijiet li X’aktarx ikunu korruzivi jew irritanti ghas-sistema gastrointestinali ghandu jkun evitat.

Durata tal-istudju

Filwaqt li dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa mfassal primarjament bhala studju ta’ 12-il xahar dwar tossicita
kronika, it-tifsila tal-istudju tippermetti wkoll u tista’ tkun applikata ghal studji jew li jdumu anqas (ez. 6 jew 9
xhur) jew aktar (ez. 18 jew 24 xahar), skont ir-rekwiziti ta’ regimi regolatorji partikolari jew ghal ghanijiet
aktar fil-kaz ta’ dawk li jdumu anqas. Gruppi satellitarji inkluzi ghall-monitoragg tar-riversibbilta ta’ kull bidla
tossikologika migjuba mil-kimika ghall-ittestjar li tkun investigata ghandhom jinzammu minghajr dozagg ghal
perjodu ta’ mhux anqas minn 4 gimghat u ta’ mhux aktar minn terz ta’ kemm idum l-istudju totali wara li tkun
intemmet espozizzjoni. Gwida ulterjuri, inkluza konsiderazzjoni ta’ sopravivenza fl-istudju, hija pprovduta fid-
Dokument ta’ Gwida Nru 116 (6).
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OSSERVAZZJONIJIET

L-annimali kollha ghandhom ikunu ezaminati ghall-morbidita jew ghall-mortalita, is-soltu fil-bidu u t-tmiem ta’
kull jum, inkluzi fi tmiem il-gimgha u l-btajjel. Osservazzjonijiet klini¢i generali ghandhom isiru mill-anqas
darba kuljum, preferibbilment fl-istess hin(jjiet) kull jum, filwaqt li jitqies il-perjodu massimu ta’ effetti anticipati
wara dozagg fil-kaz ta’ amministrazzjoni b'gavage.

Osservazzjonijiet klinici dettaljati ghandhom isiru fuq l-annimali kollha mill-anqas darba gabel l-ewwel espozizz-
joni (biex jithallew isiru paraguni skont is-suggett), fi tmiem l-ewwel gimgha tal-istudju u kull xahar minn hemm
il quddiem. Il-protokoll ghal osservazzjonijiet ghandu jkun maghmul b'mod li varjazzjonijiet bejn osservaturi
individwali jkunu mminimizzati u indipendenti minn grupp ta’ test. Dawn l-osservazzjonijiet ghandhom isiru
barra mill-gagga ta’ abitazzjoni, preferibbilment farena standard u fhinijiet simili ghal kull jum fkull okkazjoni.
Huma ghandhom ikunu rregistrati sewwa, preferibbilment billi jintuzaw sistemi ta’ punti, iddefiniti esplicitament
mil-laboratorju tal-ittestjar. Ghandhom isiru sforzi biex ikun Zgurat li varjazzjonijiet fil-kundizzjonijiet ta’
osservazzjoni jkunu minimi. Sinjali nnotati ghandhom jinkludi, izda ma jkunux limitati ghal, bidliet fil-gilda,
pil, ghajnejn, membrani mukuzi, okkorrenza ta’ sekrezzjonijiet u eskrezzjonijiet u attivita awtonomika (ez.
tidmigh, erezzjoni tal-pil, dags tal-pupilli, u xejra respiratorja mhux tas-soltu). Bidliet fil-mixja, qgaghda u rispons
ghal immaniggar, kif ukoll il-prezenza ta’ movimenti klonici jew tonici, stereotipi (ez. tindif eccessiv, dawran
ripetittiv) jew imgiba bizarra (ez. awtomutilazzjoni, mixi b’lura) ghandhom ukoll ikunu rregistrati (24).

Ezami oftalmologiku, bl-uzu ta’ oftalmoskopju jew taghmir ichor adattat, ghandu jsir fuq l-annimali kollha qabel
l-ewwel amministrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar. Fit-tmiem tal-istudju, dan l-ezami ghandu preferibbilment isir
ghall-annimali kollha izda mill-anqas fid-doza gholja u fil-gruppi ta’ kontroll. Jekk fl-ghajnejn jinstabu bidliet
relatati ma’ trattament, l-annimali kollha ghandhom ikunu ezaminati. Jekk analizi strutturali jew informazzjoni
ohra jissuggerixxu tossicita okulari, fdak il-kaz il-frekwenza ta’ ezami okulari ghandha tizdied.

Ghal kimici fejn testijiet precedenti ta’ tossicita ghal doza ripetuta ghal 28 jum ufjew ghal 90 jum ikunu indikaw
il-potenzjal 1i jikkawzaw effetti newrotossici, ikunu jistghu jsiru b'mod fakultativ valutazzjoni ta’ reattivita
sensorja ghal stimuli ta’ tipi differenti (24) (ez. stimuli tas-smigh, vizivi u proprjocettivi) (25), (26), (27),
valutazzjoni tal-qawwa tal-qabda (28) u valutazzjoni tal-attivita motorja (29) qabel il-bidu tal-istudju u fperjodi
ta’ 3 xhur wara li jkun beda l-istudju sa u inkluzi 12-il xahar, kif ukoll fit-tmiem tal-istudju (jekk ikun itwal
minn 12-il xahar). Aktar dettalji tal-proceduri li jistghu jkunu segwiti jinghataw fir-referenzi rispettivi. Izda
jistghu jintuzaw proceduri alternattivi minbarra dawk fir-referenzi.

Ghal kimici fejn testijiet precedenti ta’ tossicita ghal doza ripetuta ghal 28 jum ufjew ghal 90 jum ikunu indikaw
il-potenzjal li jikkawzaw effetti immunotossici, investigazzjonijiet ulterjuri ta’ dan il-punt ta’ tmiem ikunu jistghu
jsiru b'mod fakultattiv fit-tmiem.

Piz tal-gisem, konsum ta’ ikelfilma u effi¢jenza fl-ikel

L-annimali kollha ghandhom jintiznu meta jibda t-trattament, mill-anqas darba fil-gimgha ghall-ewwel 13-il
gimgha, u mill-anqas kull xahar minn hemm ‘il quddiem. Il-kejlijiet ta’ konsum ta’ ikel u ta’ efficjenza fl-ikel
ghandhom isiru mill-anqas kull gimgha ghall-ewwel 13-il gimgha u mill-anqas kull xahar minn hemm il
quddiem. Il-konsum tal-ilma ghandu jitkejjel mill-anqas kull gimgha ghall-ewwel 13-il gimgha u mill-angas
kull xahar minn hemm il quddiem meta l-kimika tkun amministrata fl-ilma tax-xorb. Ghandhom jitgies wkoll
kejlijiet tal-konsum tal-ilma ghal studji li fihom l-attivita tax-xorb tinbidel.

Ematologija u bijokimika klinika

Fi studji li jinvolvu rodituri, ghandhom isiru ezamijiet ematologici fmill-anqas 10 annimali rgiel u 10 nisa ghal
kull grupp, kull 3, 6, u 12-il xahar, kif ukoll fit-tmiem tal-istudju (jekk ikun itwal minn 12-il xahar), billi jintuza
l-istess annimal il-hin kollu. Ghal grieden, jistghu jkunu mehtiega annimali satellitarji biex isiru d-determinazz-
jonijiet ematologic¢i mehtiega kollha (ara l-paragrafu 18). Fi studji ta’ annimali mhux rodituri, jittichdu kampjuni
minn ghadd izghar ta’ annimali (ez. 4 annimali ghal kull sess u ghal kull grupp fi studji dwar il-klieb), fhinijiet
interim ta’ tehid ta’ kampjuni u fit-tmiem kif deskritt ghal rodituri. Il-kejlijiet kull 3 xhur, ghal rodituri jew ghal
precedenti ta’ 90 jum maghmul flivelli komparabbli ta’ doza. Ghandhom jittiehdu kampjuni tad-demm minn sit
imsemmi, perezempju b'titqib kardijaku jew minn sinus retroorbitali, b’anestesija.

[l-lista ta’ parametri li gejja ghandha tkun investigata (30): Ghadd total u differenzjali ta’ lewkociti, ghadd ta’
eritrociti, ghadd ta’ pjastrini, koncentrazzjoni ta’ emoglobina, ematokrit (volum ta’ celluli ppakkjati), volum
korpuskulari medju (MCV), emoglobina korpuskulari medja (MCH), kon¢entrazzjoni ta’ emoglobina korpuskulari
medja (MCHQ), hin protrombin u hin tromboplastin parzjali attivat. Parametri ematologici ohra bhal korpi ta’
Heinz jew morfologija atipika ohra ta’ eritrociti jew metemoglobina jistghu jitkejlu kif jixraq skont it-tossicita
tal-kimika ghall-ittestjar. B'mod generali, ghandu jkun adottat approc¢ flessibbli, skont l-effett osservat ufjew
mistenni minn kimika partikolari ghall-ittestjar. Jekk il-kimika ghall-ittestjar ikollha effett fuq is-sistema emato-
pojetika, jistghu jkunu indikati wkoll ghedud ta’ retikolociti u ¢itologija tal-mudullun tal-ghadam, ghalkemm
dawn ghandhom isiru b'rutina.
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Determinazzjonijiet ta’ bijokimika klinika ghall-investigazzjoni ta’ effetti tossi¢ci magguri ftessuti u, specifikata-
ment, ta’ effetti fuq il-kliewi u l-fwied, ghandhom isiru fuq kampjuni tad-demm miksubin minn mill-anqas 10
annimali rgiel u 10 nisa ghal kull grupp fl-istess intervalli ta’ hin kif specifikat ghall-investigazzjonijiet emato-
logici, billi jintuza l-istess annimal il-hin kollu. Ghal grieden, jistghu jkunu mehtiega annimali satellitarji biex
isiru d-determinazzjonijiet ta’ bijokimika klinika kollha mehtiega. Fi studji ta’ annimali mhux rodituri, jittichdu
kampjuni minn ghadd izghar ta’ annimali (ez. 4 annimali ghal kull sess u ghal kull grupp fi studji dwar il-klieb),
fhinijiet interim ta’ tehid ta’ kampjuni u fit-tmiem kif deskritt ghal rodituri. Jistghu ma jsirux kejlijiet kull 3 xhur
ghal rodituri jew ghal annimali mhux rodituri jekk ma jkun deher ebda effett fuq parametri ta’ bijokimika
klinika fi studju precedenti ta’ 90 jum maghmul flivelli komparabbli ta’ doza. Huwa rrakkomandat is-sawm
matul il-lejn tal-annimalli (bl-eccezzjoni tal-grieden) qabel it-tehid tal-kampjuni tad-dehem. Il-lista ta’ parametri li
gejja ghandha tkun investigata (30): glukozju, urea (nitrogenu tal-urea), kreatinina, proteina totali, albumina,
kal¢ju, sodju, potassju, kolesterol totali, mill-anqas zewg testijiet adatti ghal evalwazzjoni epatocellulari (ami-
notransferazi tal-alanina, aspartate aminotransferazi, glutamat ta’ deidrogenazi, acidi totali tal-bili) (31), u mill-
anqas zewg testijiet adatti ghal evalwazzjoni epatobiljari (fosfatazi alkalina, gamma glutamil trasferimentazi, 5-
nukleotidazi, bilirubina totali, acidi totali tal-bili) (31). Parametri ohra ta’ bijokimika klinika bhal trigliceridi
sajmin, ormoni specifici u kolinesterazi jistghu jitkejlu kif jixrag, skont it-tossicita tal-kimika ghall-ittestjar.
B'mod generali, hemm htiega ta’ approcc flessibbli, skont l-effett osservat ufjew mistenni minn kimika parti-
kolari ghall-ittestjar.

Determinazzjonijiet ta’ analizi tal-awrina ghandhom isiru fuq mill-anqas 10 annimali rgiel u 10 nisa ghal kull
grupp fuq kampjuni migburin fl-istess intervalli bhal dawk ghall-ematologija u I-kimika klinika. Ma jkunx
mehtieg isiru kejlijiet kull 3 xhur jekk ma jkun deher ebda effett fuq analizi tal-awrina fi studju precedenti
ta’ 90 jum maghmul flivelli komparabbli ta’ doza. Il-lista ta’ parametri li gejja kienet inkluza frakkomandazzjoni
esperta dwar studji ta’ patologija klinika (30): dehra, volum, ozmolalita jew gravita specifika, pH, proteina totali
u glukozju. Determinazzjonijiet ohra jinkludu keton, urobilinogenu, bilirubina u demm mohbi. Jistghu jintuzaw
aktar parametri meta jkun mehtieg biex tkun estiza l-investigazzjoni ta’ effett(i) osservat(i).

Huwa megjus b'mod generali li jehtiegu varjabbli bazi ematologici u ta’ bijokimika klinika qabel trattament ghal
studji dwar il-klieb, izda ma jehtigilhomx ikunu ddeterminati fi studji dwar rodituri (30). Izda, jekk dejta bazi
storika (ara l-paragrafu 50) ma tkunx adegwata, ghandu jitqies li tkun iggenerata dejta bhal din.

Patologija
Awtopsja makroskopika

L-annimali kollha fl-istudju normalment ghandhom ikunu ssoggettati ghal awtopsja makroskopika shiha u
dettaljata li tkun tinkludi ezami bir-reqqa tal-wic¢ estern tal-gisem, tal-fethiet kollha u tal-kavitajiet kranjali,
toraci¢i u abdominali u tal-kontenuti taghhom. Izda jista’ wkoll ikun hemm provvediment (fil-qatla interim jew
fi gruppi satellitarji) biex kejlijiet ikunu ristretti ghal mizuri specifi¢i ewlenin bhal newrotossicita jew immuno-
tossicita (ara l-paragrafu 19). Dawn l-annimali jistghu ma jkunux soggetti ghal awtopsja u ghall-proceduri
sussegwenti deskritti fil-paragrafi li gejjin. L-annimali sentinelli jista’ jkun jehtigilhom awtopsja abbazi ta’ kaz
kaz, fid-diskrezzjoni tad-direttur tal-istudju.

Pizijiet ta’ organi ghandhom jingabru mill-annimali kollha, minbarra dawk eskluzi bil-parti tal-ahhar tal-para-
grafu 45. L-adrenali, il-mohh, l-epididimi, il-qalb, il-kliewi, il-fwied, l-ovarji, il-milsa, it-testikoli, it-tirojde (jin-
tiznu wara fissazzjoni, ma’ paratirojdi), u l-utru tal-annimali kollha (minbarra ta’ dawk misjubin qed imutu ufjew
ged jinqatlu fil-frattemp) ghandhom jintragmu minn kull tessut imwahhal maghhom, kif jixraq, u I-piz taghhom
fl-imxarrab ghandu jittiehed malajr kemm jista’ jkun wara dissezzjoni biex ma jithalliex ikun hemm inxif. Fi
studju li juza l-grieden, l-uzin tal-glandoli adrenali huwa fakultattiv.

It-tessuti li gejjin ghandhom ikunu ppreservati fil-midjum ta’ fissazzjoni l-aktar adattat kemm ghat-tip ta’ tessut,
kif ukoll ghall-ezami istopatologiku mahsub sussegwentement (32) (tessuti fparentezi kwadri huma fakultattivi):

il-lezjonijiet kbar kollha qalb frixa stonku (il-parti quddimija
tal-istonku, stonku
glandolari)

glandola adrenali ileu glandola tal-paratirojde [snien]

aorta jejunum nerv periferali testikoli

mohh (inkluzi taqsimiet kliewi pitwitarja timu

tac-Cerebru, cervellett, u

medulla/mezocefalu)

il-musrana 1-ghamja glandola tad-dmugh prostata tirojde

(straorbitali)
cervici fwied il-musrana d-dritta [Isien]
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48.

49.

glandola tal-koagulazzjoni

pulmun

glandola tal-bzieq

trakea

il-musrana l-hoxna

nodi limfatici (kemm
superfi¢jali kif ukoll
fondi)

buzzieqa seminali

buzzieqa tal-awrina

duwodenu glandola mammarja (bil- | muskolu skeletali utru (inkluz cervici)
fors ghan-nisa u, jekk
dissettabbli b'mod
vizibbli, ghall-irgiel)
epididymis [sistema respiratorja ta’ | gilda [ureteru]
fuq, inkluzi mnieher,
turbinati u sinus parana-
zali]
ghajn (inkluza r-retina) esofagu nerv vertebrali (fi tlett [uretra]
livelli: ¢ervikali, midtora-
¢iku u lumbari)
[wirk bl-ghaksa] [basla tax-xamm] milsa vagina
buzzieqa tal-marrara (ghal | ovarju [sternu], tagsima tal-mudullun tal-

specijiet minbarra 1-far)

ghadam ufjew aspirat frisk

tal-mudullun tal-ghadam

Glandola ta’ Harder

Fil-kaz ta’ organi akkoppjati, ez. kliewi, adrenali, iz-zewg organi ghandhom ikunu ppreservati. Is-sejbiet klinici u
ohrajn jistghu jissuggerixxu l-htiega li jkunu ezaminati tessuti addizzjonali. Ghandu wkoll ikun ippreservat kull
organu li x'aktarx ikun meqjus bhala organu mmirat abbazi tal-proprjetajiet maghrufa tal-kimika ghall-ittestjar.
Fi studji li jinvolvu r-rotta dermali ta” amministrazzjoni, il-lista ta’ organi kif stabbilita ghar-rotta orali ghandhom
ikunu ppreservati, u t-tehid ta’ kampjuni specifici u l-preservazzjoni tal-gilda mis-sit ta’ applikazzjoni huma
essenzjali. Fi studji ta’ inalazzjoni, il-lista ta’ tessuti ppreservati u ezaminati mis-sistema respiratorja ghandha
ssegwi r-rakkomandazzjonijiet tal-Kapitolu B.8 ta’ dan l-Anness (8) u tal-Kapitolu B.29 ta’ dan l-Anness (9). Ghal
organiftessuti ohra (u b’zieda mat-tessuti ppreservati specifikatament mis-sistema respiratorja) il-lista ta” organi
kif stabbilita ghar-rotta orali ghandha tkun ezaminata.

Istopatologija

Hija disponibbli gwida dwar l-ahjar prattiki fit-tmexxija ta’ studji dwar patologija tossikologika (32). L-ezamijiet
istopatologic¢i minimi ghandhom ikunu:

— it-tessuti kollha mill-gruppi ta’ doza gholja u ta’ kontroll;

— it-tessuti kollha minn annimali qed imutu jew li jkunu nqatlu matul l-istudju;

— it-tessuti kollha li juru anormalitajiet makroskopici;

— tessuti mmirati jew tessuti li wrew bidliet relatati ma’ trattament fil-grupp ta’ doza gholja, mill-annimali
kollha fil-gruppi l-ohra kollha ta’ doza;

— fil-kaz ta’ organi akkoppjati, ez. kliewi, adrenali, iz-zewg organi ghandhom ikunu ezaminati.

DEJTA U RAPPURTAR
Dejta

Ghandha tkun ipprovduta dejta dwar annimali individwalment ghall-parametri kollha evalwati. Addizzjonal-
ment, id-dejta kollha ghandha tingabar fil-qosor fforma tabulari Ii turi ghal kull grupp tat-test l-ghadd ta’
annimali fil-bidu tat-test, -ghadd ta’ annimali li jkunu nstabu mejta matul it-test jew li jkunu nqatlu ghal
ragunijiet umani u l-hin ta’ kull mewta jew qatla b’'mod uman, l-ghadd ta’ annimali li juru sinjali ta’ tossicita,
deskrizzjoni tas-sinjali ta’ tossicita osservati, inkluz iz-zmien meta jibdew ifaqqghu, durata u severita ta’ kull
effett tossiku, I-ghadd ta’ annimali li juru lezjonijiet, it-tip ta’ lezjonijiet u I-percentwali tal-annimali li juru kull
tip ta’ lezjoni. Tabelli ta’ sommarji ta’ dejta ghandhom jipprovdu l-mezzi u d-devjazzjonijiet standard (ghal dejta
ta’ test kontinwu) ta” annimali li juru effetti tossici jew lezjonijiet, minbarra 1-gradazzjoni tal-lezjonijiet.
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50. Dejta storika ta’ kontroll tista’ tkun siewja fl-interpretazzjoni tar-rizultati tal-istudju, ez. fil-kaz meta jkun hemm
indikazzjonijiet li d-dejta pprovduta mill-kontrolli konkurrenti tkun sostanzjalment diversa meta mqgabbla ma’
dejta recenti minn annimali ta’ kontroll mill-istess facilita/kolonja tat-test. Dejta storika ta’ kontroll, jekk tkun
evalwata, ghandha tkun sottomessa mill-istess laboratorju u tkun tirrelata ma’ annimali tal-istess etd u razza
ggenerati matul il-hames snin li jkunu gew qabel l-istudju inkwistjoni.

51. Meta jkunu applikabbli, rizultati numeri¢i ghandhom ikunu evalwati b'metodu ta’ statistika generalment accet-
tabbli u adattat. Il-metodi ta’ statistika u d-dejta i jkollha tigi analizzata ghandhom jintghazlu matul it-tfassil tal-
istudju (paragrafu 8). L-ghazla ghandha tipprovdi ghal aggustamenti ta’ sopravivenza, jekk ikun mehtieg.

Rapport tat-test

52. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:
Kimika ghall-Ittestjar:
— natura fizika, purezza u proprjetajiet fizikokimici;
— dejta ta’ identifikazzjoni;
— sors tal-kimika;
— numru tal-lott;
— certifikat tal-analizi tal-kimika
Vejjikolu (fejn xierag):
— gustifikazzjoni ghal ghazla ta’ vejjikolu (jekk ma jkunx ilma).
Annimali tat-test:
— specifrazza uzata u gustifikazzjoni ghall-ghazla maghmula;
— ghadd, eta u sess tal-annimali fil-bidu tat-test;
— sors, kundizzjonijiet ta’ abitazzjoni, dieta, ecc.;
— pizijiet individwali tal-annimali fil-bidu tat-test.
Kundizzjonijiet tat-test:
— motiv ghal rotta ta’ amministrazzjoni u ghazla ta’ doza;
— meta jkun applikabbli, il-metodi ta’ statistika uzati biex tkun analizzata d-dejta;
— dettalji ta’ formulazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar/preparazzjoni tad-dieta;
— dejta analitika dwar koncentrazzjoni miksuba, stabbilta u omogeneita tal-preparazzjoni;
— rotta ta’ amministrazzjoni u dettalji tal-amministrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar;
— ghal studji ta’ inalazzjoni, jekk hux l-imnieher jew il-gisem kollu;

— dozi attwali (mg/kg tal-piz tal-gisem/jum), u fattur ta’ konverzjoni minn koncentrazzjoni tal-kimika ghall-
ittestjar (mg/kg jew ppm) ta’ dietafilma tax-xorb ghad-doza attwali, jekk applikabbli;

— dettalji tal-kwalita tal-ikel u tal-ilma.
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Rizultati (ghandhom ikunu pprezentati sommarji tad-dejta tabulata u dejta dwar annimali individwali):

— dejta dwar sopravivenza;

— piz tal-gisem/bidliet fil-piz tal-gisem;

— konsum ta’ ikel, kalkulazzjonijiet ta’ efficjenza fl-ikel, jekk ikunu saru, u konsum tal-ilma jekk applikabbli;
— dejta ta’ reazzjoni tossika skont is-sess u livell ta’ doza, inkluzi sinjali ta’ tossicita;

— natura, inc¢idenza (u, jekk bil-punti, severita), u dewmien ta’ osservazzjonijiet klinici (jekk hux tranzitorji jew
permanenti);

— ezami oftalmologiku;
— testijiet ematologici;
— testijiet ta’ bijokimika klinika;
— testijiet ta’ analizi tal-awrina;
— rizultat ta’ kull investigazzjoni ta’ newrotossicita jew immunotossicita
— piz terminali tal-gisem;
— pizijiet ta’ organi (u l-proporzjonijiet taghhom, jekk applikabbli);
— sejbiet minn awtopsji;
— deskrizzjoni dettaljata tat-trattamenti kollha relatati ma’ sejbiet istopatologici;
— dejta ta’ assorbiment jekk disponibbli;
Trattament ta’ statistika ta’ rizultati, kif jixraq
Diskussjoni dwar rizultati inkluzi:
— Doza: relazzjonijeit ta’ rispons
— Konsiderazzjoni ta’ kwalunkwe informazzjoni dwar il-modalita tal-azzjoni
— Diskussjoni dwar kull approc¢ ta” mudellar
— Determinazzjoni ta’ BMD, NOAEL jew LOAEL
— Dejta storika ta” kontroll
— Rilevanza ghall-bnedmin
Konkluzjonijiet
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Kimika ghall-ittestjar: Kull sustanza jew tahlita ttestjata bl-uzu ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar.”

Appendix 1

DEFINIZZJONI

”

(6) Il-Kapitoli B.32 u B.33 jinbidlu b’dan li gej:

“B.32. STUDJI DWAR IL-KARCINOGENICITA

DAHLA

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghal-Linja Gwida tat-Test (TG) 451 (2009) tal-OECD. It-TG 451
originali dwar Studji dwar il-Karcinogenicita kienet adottata fl-1981. L-izvilupp ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar
B.32 rivedut tqis li kien mehtieg biex jirrifletti Zviluppi recenti fil-qasam tat-trattament xieraq tal-annimali u ta’
rekwiziti regolatorji (2) (3) (4) (5) (6). L-aggornament ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.32 twettaq flimkien ma’
revizjonijiet tal-Kapitolu B.30 ta’ dan l-Anness: Studji dwar tossicita kronika, u tal-Kapitolu B.33 ta’ dan I-
Anness: Studji dwar Tossicita Kronika Kongunta\Kar¢inogenicita, u bil-ghan li jinkiseb taghrif addizzjonali mill-
annimali uzati fl-istudju u li jinghataw aktar dettalji dwar ghazla ta’ doza. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.32 huwa
mfassal biex jintuza fl-ittestjar ta’ firxa wiesgha ta’ kimici, inkluzi pesti¢idi u kimici industrijali. Ghandu jkun
innotat izda li xi dettalji u rekwiziti jistghu jkunu differenti ghal farmacewtici (ara 1-Gwida SIB tal-Konferenza
Internazzjonali ghall-Armonizzazzjoni (ICH) dwar Ittestjar ghall-Karc¢inogenicita ta’ Farmacewtici).

[l-maggoranza tal-istudji dwar il-kar¢inogenicita isiru fi specijiet ta’ rodituri, u dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa,
ghalhekk, mahsub biex japplika primarjament ghal studji maghmulin fdawn l-ispecijiet. Jekk studji bhal dawn
ikunu mehtiega fi specijiet ta’ annimali mhux rodituri, il-prin¢ipji u I-proceduri li -profil taghhom jinsab fdan il-
Metodu ta’ Ttestjar flimkien ma’ dawk li l-profil taghhom jinsab fil-Kapitolu B.27 ta’ dan l-Anness: Studju dwar
Tossicita Orali fAnnimali Mhux Rodituri ta’ Doza Ripetuta ghal 90 jum (6), ghandhom ikunu applikati,
b'modifiki xierqa. Gwida ulterjuri hija disponibbli fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 tal-OECD dwar it-Tfassil
u t-Twettiq ta’ Studji dwar Tossicita Kronika u Karc¢inogenicita (7).

It-tliet rotot ewlenin ta’ amministrazzjoni uzati fi studji dwar il-Kar¢inogenic¢ita huma orali, dermali u ta’
ghall-ittestjar u mir-rotta predominanti ta’ espozizzjoni umana. Informazzjoni addizzjonali dwar ghazla ta’
rotta ta’ espozizzjoni hija pprovduta fid-Dokument ta” Gwida Nru 116 (7).

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar jiffoka fuq espozizzjoni permezz tar-rotta orali, ir-rotta li komunement l-aktar li
tintuza fi studji dwar il-kar¢inogenicita. Filwaqt li studji dwar il-Karc¢inogenicita li jinvolvu espozizzjoni permezz
tar-rotot dermali u ta’ inalazzjoni jistghu wkoll ikunu mehtiega ghall-valutazzjonijiet tar-riskju ghas-sahha tal-
bniedem ufjew jistghu jkunu rikjesti fcerti regimi regolatorji, iz-Zewg rotot ta’ espozizzjoni jinvolvu kumplessita
teknika konsiderevoli. Studji bhal dawn ikun jehtigilhom jitfasslu abbazi ta’ kaz kaz, ghalkemm il-Metodu ta’
Ttestjar li l-profil tieghu jidher hawn ghall-valutazzjoni u l-evalwazzjoni tal-kar¢inogenicitd b'amministrazzjoni
orali jista’ jifforma l-bazi ta’ protokoll ghal studji dwar inalazzjoni ufjew dermali, fir-rigward ta’ rakkomandazz-
jonijiet ghal perjodi ta’ trattament, parametri klini¢i u patologici, e¢c¢. Hemm gwida tal-OECD dwar l-amminis-
trazzjoni ta’ kimici ghall-ittestjar bir-rotot dermali (7) u tal-inalazzjoni (7) (8). Il-Kapitolu B.8 ta’ dan I-Anness (9)
u 1-Kapitolu B.29 ta’ dan l-Anness (10), flimkien mad-Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar ittestjar ta’ inalazz-
joni akuta (8), ghandhom ikunu kkonsultati b'mod specifiku fit-tfassil ta” studji ghal tul itwal ta’ zmien li
jinvolvu espozizzjoni permezz tar-rotta tal-inalazzjoni. Il-Kapitolu B.9 ta’ dan l-Anness (11) ghandu jkun
ikkonsultat fil-kaz ta’ ttestjar maghmul bir-rotta dermali.

L-istudju tal-karc¢inogenicita jipprovdi informazzjoni dwar il-perikli ghas-sahha li jista’ jkun hemm li x’aktarx
jingalghu minn espozizzjoni ripetuta ghal perjodu li jdum tul il-hajja kollha tal-ispeci uzata. L-istudju ghandu
jipprovdi informazzjoni dwar l-effetti tossici tal-kimika ghall-ittestjar, inkluza karcinogenicita potenzjali, u jista’
jindika organi mmirati u l-possibbilta ta’ akkumulazzjoni. Jista’ jipprovdi stima tal-livell bla effett hazin osservat
ghal effetti tossici u, fil-kaz ta’ kar¢inogeni mhux genotossici, ghal risponsi ghal tumuri, li jistghu jintuzaw biex
ikunu stabbiliti kriterji ta’ sikurezza ghal espozizzjoni umana. Qed issir enfazi wkoll dwar il-htiega ta’ osservazz-
jonijiet klini¢i sewwa tal-annimali, biex tinkiseb kemm jista’ jkun informazzjoni.

L-ghanijiet ta’ studji dwar il-karc¢inogenicita koperti minn dan il-Metodu ta’ Ttestjar jinkludu:

— L-identifikazzjoni tal-proprjetajiet karcinogenici ta’ kimika ghall-ittestjar, Ii tirrizulta fZieda fl-incidenza ta’
neoplazmi, zieda fil-proporzjon ta’ neoplazmi malinni jew tnaqqis fiz-zmien ghad-dehra ta’ neoplazmi,
mqabbel ma’ gruppi ta” kontroll konkurrenti,

— L-identifikazzjoni ta’ organu/i mmirat(i) ta" karcinogenicita;

— L-identifikazzjoni taz-zmien ghad-dehra ta’ neoplazmi;
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— Karatterizzazzjoni tar-relazzjoni bejn it-tumur u r-reazzjoni ghad-doza;

— L-identifikazzjoni ta’ livell bla effett hazin osservat (NOAEL) jew punt ta’ tluq biex tkun stabbilita Doza ta’
Riferiment (BMD);

— Estrapolazzjoni ta’ effetti karcinogenici ghal livelli ta’ espozizzjoni umana ghal doza baxxa;

— Forniment ta’ dejta biex ikunu ttestjati ipotezijiet dwar modalita ta’ azzjoni (2) (7) (12) (13) (14) (15).

KONSIDERAZZJONIJIET INIZJALI

Fil-valutazzjoni u fl-evalwazzjoni ta’ karc¢inogenicita potenzjali ta’ kimika ghall-ittestjar, l-informazzjoni kollha
disponibbli dwar il-kimika ghall-ittestjar ghandha titqies mil-laboratorju tal-ittestjar qabel ma jsir l-istudju, biex
it-tfassil tal-istudju jiffoka fuq l-ittestjar baktar effi¢jenza ghal potenzjal karc¢inogeniku u biex l-uzu ta’ annimali
jkun mill-anqas. Informazzjoni dwar, u konsiderazzjoni tal-modalita ta’ azzjoni ta’ karcinogenu suspettat (2) (7)
(12) (13) (14) (15) hija partikolarment importanti, minhabba li l-ahjar disinn jista’ tkun differenti skont jekk il-
kimika ghall-ittestjar tkunx karcinogenu genotossiku maghruf jew suspettat. Gwida ulterjuri dwar konsiderazz-
jonijiet ta’ modalita ta’ azzjoni tinsab fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7).

Informazzjoni li ghandha tassisti fit-tifsila tal-istudju tinkludi l-identita, l-istruttura tal-kimika u l-proprjetajiet
fizikokimici tal-kimika ghall-ittestjar; rizultati ta’ kull test tat-tossicita in vitro jew in vivo, inkluzi testijiet ta’
genotossicita; uzufijiet anticipat(i) u potenzjal ghal espozizzjoni umana; dejta (Q)SAR disponibbli, mutagenicita/
genotossicita, kar¢inogenicita u dejta tossikologika ohra dwar kimici relatati strutturalment; dejta tossikokinetika
disponibbli (doza wahda u wkoll kinetika ta’ doza ripetuta meta tkun disponibbli) u dejta derivata minn studji
ohra ripetuti ta’ espozizzjonijiet. Valutazzjoni tal-karcinogenicita ghandha ssir wara li tkun inkisbet informazz-
joni inizjali dwar tossicita minn doza ripetuta ghal 28 jum ufjew minn testijiet ta’ tossicita ghal 90 jum. Testijiet
ghal zmien qasir ta’ bidu-promozzjoni ta’ kancer jistghu wkoll jipprovdu informazzjoni utli. Approc¢ ta’ ttestjar
ffazijiet ghall- ittestjar tal-kar¢inogenicita ghandu jitgies bhala parti mill-valutazzjoni globali tal-effetti potenzjali
hziena ghas-sahha ta’ kimika partikolari ghall-ittestjar (16) (17) (18) (19).

Il-metodi ta’ statistika l-aktar adatti ghall-analizi ta’ rizultati, meqjusin it-tifsila u I-ghanijiet sperimentali, ghan-
dhom ikunu stabbiliti qabel ma jinghata bidu ghall-istudju. Kwistjonijiet li ghandhom jitqiesu jinkludu jekk 1-
istatistika ghandhiex tinkludi aggustament ghal sopravivenza, analizi ta’ riskji kumulattivi ta’ kancer relattiv ghal
kemm iddum is-sopravivenza, analizi taz-zmien ghal tumur u analizi fil-kaz ta’ tmiem hesrem ta’ grupp wiched
jew aktar. Gwida dwar l-analizi xierqa ta’ statistika u referenzi ewlenin ghal metodi ta' statistika accettati
internazzjonalment jinghataw fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7), u wkoll fid-Dokument ta’ Gwida Nru 35
dwar l-analizi u l-evalwazzjoni ta’ studji dwar tossicita kronika u karcinogenicita (20).

Fit-tmexxija ta’ studju tal-karcinogenicita, il-principji u l-konsiderazzjonijiet ta’ gwida li l-profil taghhom jinsab
fid-Dokument ta’ Gwida Nru 19 tal-OECD dwar l-gharfien, il-valutazzjoni u l-uzu ta’ sinjali klini¢i bhala punti ta’
tmiem b'mod uman ghal annimali ghall-esperimenti uzati fevalwazzjoni tas-sikurezza (21), b'mod partikolari 1-
paragrafu 62 tieghu, ghandhom ikunu segwiti dejjem. Dan il-paragrafuq jiddikjara li “Fi studji li jinvolvu dozagg
ripetut, meta annimal juri sinjali klinici i huma progressivi, u jwasslu ghal iktar deterjorament fil-kundizzjoni, ghandha
tittiehed decizjoni infurmata dwar jekk l-annimal ghandux jinqatel b'mod uman jew le. Id-decizjoni ghandha tinkludi
konsiderazzjoni tal-valur tal-informazzjoni li ghandha tinkiseb mill-manutenzjoni kontinwata ta’ dak l-annimal fl-istudiju,
relattiv ghall-kundizzjoni generali tieghu. Jekk tittiehed decizjoni biex l-annimal jibqa fit-test, il-frekwenza tal-osservazz-
jonijiet ghandha tizdied, skont il-bzonn. Jista’ jkun possibbli wkoll, minghajr ma jaffettwa b'mod avvers l-iskop tat-test, li
d-dozagg jieqaf temporanjament jekk dan ha jtaffi l-ugigh jew l-iskumdita, jew li tonqos id-doza tat-test.”

Gwida dettaljata u diskussjoni dwar il-prin¢ipji ta’ ghazla ta’ doza ghal studji dwar tossicita kronika u karcino-
genicita tinsab fi Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7), kif ukoll fzewg pubblikazzjonijiet tal-Internazzjonali Life
Sciences Institute (22) (23). L-istrategija bazika tal-ghazla tad-doza tkun tiddependi mill-ghan jew ghanijiet
primarji tal-istudju (il-paragrafu 6). Fl-ghazla ta’ livelli xierqa ta’ doza, ghandu jinkiseb bilan¢ bejn tgharbil ta’
perikli min naha wahda u karatterizzazzjoni ta’ risponsi ghal dozi baxxi u r-rilevanza taghhom minn naha ohra.
Dan huwa partikolarment rilevanti fis-sitwazzjoni fejn ikollu jsir studju kongunt ta’ tossicita kronika u karci-
nogenicita (il-Kapitolu B.33 ta’ dan l-Anness) (paragrafu 12).

Ghandha tinghata konsiderazzjoni li jsir studju kongunt ta’ tossicita kronika u karc¢inogenicita (il-Kapitolu B.33
ta’ dan I-Anness) milli ezekuzzjoni separata ta’ studju dwar tossicita kronika (il-Kapitolu B.30 ta’ dan I-Anness) u
studju tal-kar¢inogenicita (dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.32). It-test kongunt jipprovdi aktar effi¢jenza fir-rigward
ta’ hin u spejjez imqabblin ma’ meta jsiru Zewg studji separati, minghajr hsara ghall-kwalita tad-dejta fil-fazi
kronika jew fil-fazi ta’ karcinogenicita. Izda ghandhom jitqiesu sewwa l-principji ta’ ghazla ta’ doza (paragrafi 11
u 22-25) meta jsir studju kongunt ta’ tossicita kronika u karc¢inogenicita (il-Kapitolu B.33 ta’ dan l-Anness), u
huwa rikonoxxut ukoll li jistghu jkunu mehtiega studji separati fcerti ogfsa regolatorji.
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Definizzjonijiet uzati fil-kuntest ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar jinsabu fl-ahhar ta’ dan il-kapitolu u fid-Dokument
ta’ Gwida Nru 116 (7).

PRINCIPJU TAT-TEST

Il-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata kuljum f'dozi gradwati lil diversi gruppi ta’ annimali tat-test ghall-parti
l-kbira tal-hajja kollha taghhom, normalment bir-rotta orali. Ittestjar bl-inalazzjoni jew bir-rotta dermali jista’
wkoll ikun adattat. L-annimali jkunu osservati mill-qrib ghal sinjali ta’ tossicita u ghall-izvilupp ta’ lezjonijiet
neoplasti¢i. L-annimali li jmutu jew li jinqatlu matul it-test issirilhom awtopsja u, fit-tmiem tat-test, annimali i
jkunu baqghu hajjin jinqatlu u ssirilhom awtopsja.

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Ghazla ta’ speci tal-annimal

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar primarjament ikopri l-valutazzjoni u l-evalwazzjoni ta’ karcinogenicita frodituri
(paragrafu 2). L-uzu ta’ specijiet ta’ annimali mhux rodituri jista’ jitqies meta dejta disponibbli tissuggerixxi li
jkunu aktar rilevanti ghat-tbassir ta’ effetti ta’ sahha fil-bnedmin. L-ghazla ta’ speci ghandha tkun iggustifikata. L-
ispeci ppreferuta ta’ rodituri huwa I-far, ghalkemm jistghu jintuzaw specijiet ohra ta’ rodituri, ez. il-gurdien.
Ghalkemm l-uzu tal-gurdien fittestjar tal-karcinogenicita jista' jkollu utilita limitata (24) (25) (26), skont xi
programmi regolatorji prezenti l-ittestjar tal-karcinogenicita fil-gurdien ghadu mehtieg sakemm ma jkunx deciz
li studju bhal dan ma jkunx mehtieg xjentifikament. Firien u grieden kienu l-mudelli ppreferuti ghall-esperimenti
minhabba I-hajja relattivament qasira taghhom, l-uzu kbir li jsir minnhom fi studji farmakologici u tossikologici,
is-suxxettibbilta taghhom ghal induzzjoni ta’ tumur u li minnhom hemm razez karatterizzati bizzejjed. Bhala
konsegwenza ta’ dawn il-karatteristici, hemm ammont kbir ta’ informazzjoni dwar il-fizjologija u l-patologija
taghhom. Informazzjoni addizzjonali dwar ghazla ta’ speci u razza hija pprovduta fid-Dokument ta’ Gwida
Nru 116 (7).

Ghandhom jintuzaw annimali adulti zghazagh fsahhithom ta’ razez li komunement jintuzaw fil-laboratorju. L-
istudju tal-karcinogenicita ghandu preferibbilment isir fannimali mill-istess razza u sors bhal dawk uzati fi
studjufi preliminari dwar tossicita li jdum(u) angas, ghalkemm jekk annimali minn din ir-razza u sors ikunu
maghrufa li jipprezentaw problemi biex jinkisbu 1-kriterji normalment accettati ta’ sopravivenza ghal studji fit-tul
[ara d-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7)], ghandha tinghata konsiderazzjoni ghall-uzu ta’ razza ta’ annimal li
jkollha rata accettabbli ta’ sopravivenza ghall-istudju fit-tul. In-nisa m’'ghandhomx ikunu welldu u m'ghandhomx
ikunu tqal.

Abitazzjoni u ghalf

L-annimali jistghu jitqiedu jabitaw individwalment, jew jitqieghdu f'gageg fi gruppi zghar tal-istess sess; abitazz-
joni ghal kull annimal wahdu ghandha titgies biss jekk dan ikun gustifikat xjentifikament (27) (28) (29). Gageg
ghandhom ikunu rrangati b'mod li jkunu mminimizzati l-effetti li jista® jkun hemm minhabba t-tqeghid ta’
gageg. It-temperatura fil-kamra tal-esperimenti tal-annimali ghandha tkun 22 °C (¢ 3 °C). Ghalkemm l-umdita
relattiva ghandha tkun mill-anqas 30 % u preferibbilment ma tagbizx 70 % minbarra matul il-hasil tal-kamra, il-
mira ghandha tkun ta’ 50-60 %. Id-dawl ghandu jkun artifi¢jali, bis-sekwenza tkun ta’ 12-il siegha dawl, 12-il
siegha dlam. Dwar ghalf, jistghu jintuzaw dieti konvenzjonali tal-laboratorju bi provvista bla limitu ta’ ilma tax-
xorb. Id-dieta ghandha tissodisfa l-htigijiet nutrizzjonali kollha tal-ispeci ttestjata u I-kontenut ta’ kontaminanti
tad-dieta, inkluzi izda mhux limitatament ghal residwi ta’ pesticidi, sustanzi organi¢i niggiesa persistenti, fitoes-
trogeni, metalli tqal u mikotossini, li jistghu jinfluwenzaw ir-rizultat tat-test, ghandu jkun baxx kemm jista’ jkun.
Informazzjoni analitika dwar il-livelli ta” kontaminanti tan-nutrijent u tad-dieta ghandha tkun iggenerata perjo-
dikament, mill-anqas fil-bidu tal-istudju u meta jkun hemm bidla fil-lott uzat, u ghandha tkun inkluza fir-
rapport finali. Bl-istess mod ghandha tkun ipprovduta informazzjoni analitika dwar l-ilma tax-xorb uzat fl-
istudju. L-ghazla ta’ dieta tista’ tkun influwenzata mill-htiega li tkun zgurata tahlita adattata ta’ kimika ghall-
ittestjar u biex ikunu sodisfatti l-htigijiet nutrizzjonli tal-annimali meta l-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata
permezz tar-rotta tad-dieta.

Preparazzjoni tal-annimali

Ghandhom jintuzaw annimali fsahhithom, li jkunu gew akklimatizzati ghal kundizzjonijiet tal-laboratorju ghal
mill-angas 7 jjiem li ma kinux soggetti ghal proceduri sperimentali qabel. Fil-kaz ta’ rodituri, id-dozagg tal-
annimali ghandu jibda malajr kemm jista’ jkun wara ftim u akklimatazzjoni u preferibbilment qabel mal-
annimali jkun ghandhom 8 gimghat. L-annimali tat-test ghandhom ikunu kkaratterizzati fir-rigward ta’ speci,
razza, sors, sess, piz u etd. Malli jinbeda l-istudju, il-varjazzjoni fil-piz ghal kull sess ta’ annimal uzat ghandha
tkun minimali u ma tagbizx * 20 % tal-piz medju tal-annimali kollha fl-istudju, separatament ghal kull sess. L-
annimali ghandhom ikunu assenjati b'mod kazwali lill-gruppi ta’ kontroll u trattament. Wara l-kazwalita,
m’'ghandux ikun hemm differenzi sinifikanti fil-pizijiet medji tal-gisem bejn gruppi fkull sess. Jekk ikun
hemm differenzi sinifikanti ta’ statistika, fdak il-kaz il-procedura ta’ kazwalita ghandha tkun ripetuta, jekk
ikun possibbli. Kull annimal ghandu jkun assenjat numru ta’ identifikazzjoni uniku, u jkun immarkat b'mod
permanenti b'dan in-numru b’tatl, b’impjant ta’ mikrocipp jew b'metodu ichor adattat.
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PROCEDURA
Ghadd u sess tal-annimali

19. Ghandhom jintuzaw iz-zewg sessi. Ghandu jintuza ghadd suffi¢jenti ta’ annimali biex evalwazzjoni bijologika u
ta’ statistika bir-reqqa tkun possibbli. Kull grupp ta’ doza u grupp ta’ kontroll konkurrenti ghandhom, ghalhekk,
ikun fihom mill-anqas 50 annimal taz-zewg sessi. Skont x'ikun I-ghan tal-istudju, jista’ jkun possibbli li tizdied
il-qawwa ta’ statistika tal-istimi ewlenin billi annimali jkunu allokati b'mod differenzjali u mhux indags fil-gruppi
varji ta’ doza, b’aktar minn 50 annimal fil-gruppi ta’ doza baxxa; ez. biex ikun stmat il-potenzjal karc¢inogeniku
fdozi baxxi. Izda ghandu jkun irrikonoxxut li zieda moderata fid-dags ta’ grupp ghandha tipprovdi relattivament
ftit Zieda fil-qawwa ta’ statistika tal-istudju. Aktar informazzjoni dwar tfassil ta statistika tal-istudju u ghazla ta’
livelli ta’ doza biex jintlahaq il-massimu tal-qawwa ta’ statistika hija pprovduta fid-Dokument ta’ Gwida
Nru 116 (7).

Provvediment ghal qatliet interim u gruppi satellitarji (sentinelli)

20. L-istudju jista’ jipprovdi ghal qatliet interim, ez. fit-12-il xahar, biex jaghti informazzjoni dwar il-progressjoni ta’
bidliet neoplasti¢i u informazzjoni mekkanistika, jekk dan ikun gustifikat xjentifikament. Fejn diga jkun hemm
informazzjoni bhal din mill-istudji precedenti ta’ tossicita ta’ doza ripetuta dwar il-kimika ghall-ittestjar, qatliet
interim jistghu ma jkunux xjentifikament gustifikati. Jekk qatliet interim ikunu inkluzi fit-tifsila tal-istudju, 1-
ghadd ta’ annimali fkull grupp ta’ doza skedat ghal qatla interim normalment ikun ta’ 10 annimali ghal kull
sess, u l-ghadd totali ta’ annimali inkluzi fit-tifsila tal-istudju ghandu jizdied bl-ghadd skedat ta’ annimali li
jkollhom jinqatlu gabel ma jitlesta l-istudju. Jista’ wkoll ikun inkluz grupp addizzjonali ta’ annimali sentinelli
(tipikament 5 annimali ghal kull sess) ghall-monitoragg tal-istatus ta’ mard, jekk ikun mehtieg, matul l-istudju
(30). Gwida ulterjuri hija pprovduta fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7).

Gruppi ta’ dozi u dozagg

21. Gwida dwar l-aspetti kollha ta’ ghazla ta’ doza u spazjar ta’ livelli ta’ doza hija pprovduta fid-Dokument ta’
Gwida Nru 116 (7). Mill-anqas ghandhom jintuzaw tliet livelli ta’ doza u kontroll konkurrenti. Il-livelli ta’ doza
generalment ikunu bbazati fuq ir-rizultati ta’ studji agsar dwar doza ripetuta jew fuq tiftix ta’ firxa u ghandhom
iqiesu kull dejta tossikologika u tossikokinetika ezistenti disponibbli ghall-kimika ghall-ittestjar jew ghal kimici
relatati.

22. Sakemm ma jkunx limitat min-natura jew mill-effetti bijologici tal-kimika ghall-ittestjar, ghandu jintghazel 1-
oghla livell ta” doza biex ikunu identifikati l-organi principali u l-effetti tossici filwaqt li jkunu evitati tbatija,
tossicita severa, morbidita jew mewt. Filwaqt li jitqiesu I-fatturi li I-profil taghhom jinsab fil-paragrafu 23 hawn
taht, normalment ghandu jintghazel l-oghla livell ta’ doza biex jislet evidenza ta’ tossicita, kif ikun jidher,
perezempju, minn tnaqgqis fiz-zieda fil-piz tal-gisem (madwar 10 %). Izda, skont x’ikunu I-ghanijiet tal-istudju
(ara l-paragrafu 6), tista’ tintghazel l-oghla doza angas mid-doza li tipprovdi evidenza ta’ tossicita, ez. jekk doza tislet
effett avvers ta’ thassib izda Ii madankollu jkollha ftit impatt fuq il-hajja jew il-piz tal-gisem.

23. Jistghu jintghazlu livelli ta’ doza u spazjar ta’ livelli ta’ doza biex ikunu stabbiliti doza-rispons u, skont il-
modalitd ta’ azzjoni tal-kimika ghall-ittestjar, NOAEL jew rizultat mahsub ichor tal-istudju, ez. BMD (ara I-
paragrafu 25) fil-livell ta’ doza l-aktar baxx. Fatturi li ghandhom jitgiesu fl-ghoti ta’ dozi aktar baxxi jinkludu 1-
angolu mistenni tal-kurva ta’ doza-rispons, id-dozi li fihom jistghu jsehhu bidliet importanti fil-metabolizmu jew
il-modalita ta’ azzjoni tossika, fejn ikun mistenni limitu, jew fejn ikun mistenni punt ta’ tluq ghal estrapolazzjoni
ta’ doza baxxa.

24. L-ispazjar maghzul ta’ livelli ta’ doza jkun jiddependi mill-karatteristici tal-kimika ghall-ittestjar, u ma jistax ikun
preskritt fdan il-Metodu ta’ Ttestjar, izda intervalli ta’ darbtejn jew erba’ darbiet ta’ spiss jipprovdu prestazzjoni
tajba ta’ test biex ikunu stabbiliti I-livelli minn fuq ghal isfel ta’ dozi, u z-zieda tar-raba’ grupp ta’ test sikwit hija
preferibbli mill-uzu ta’ intervalli twal hafna (ez. aktar minn fattur ta’ madwar 6-10) bejn dozaggi. B'mod
generali, l-uzu ta’ fatturi akbar minn 10 ghandu jkun evitat, u ghandu jkun iggustifikata jekk ikun applikat.

25. Kif diskuss ulterjorment fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7), punti li ghandhom jitqiesu fl-ghazla ta’ doza
jinkludu:

— Nonlinearitajiet maghrufin jew suspettati jew punti ta’ infezzjoni fid-doza-rispons;

— Tossikokinetika u firxa ta’ dozi fejn induzzjoni metabolika, saturazzjoni jew nonlinearita bejn dozi esterni u
interni jsehhu jew ma jsehhux;

— Lezjonijiet prekursuri, markaturi ta’ effett jew indikaturi tal-operazzjoni ta’ processi bijologici ewlenin
sottostanti;

— Aspetti ewlenin (jew suspettati) ta’ modalita ta’ azzjoni, bhal dozi li fihom tibda tfaqqa’ ¢-citotossicita, livelli
ta’ ormoni jithawdu, mekkanizmi omeostatici jintghelbu, ec¢;
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— Regjuni tal-kurva ta’ doza-rispons fejn tkun mehtiega stima partikolarment robusta, ez. fil-firxa tal-BMD
anticipata jew limitu suspettat;

— Konsiderazzjoni ta’ livelli anticipati ta’ espozizzjoni umana.

Il-grupp ta’ kontroll ghandu jkun grupp mhux ittrattat jew grupp ta’ kontroll ta’ vejjikoli jekk jintuza vejjikolu
biex tkun amministrata kimika ghall-ittestjar. Hlief ghal trattament bil-kimika ghall-ittestjar, annimali fil-grupp
ta’ kontroll ghandhom ikunu maniggati b’'mod identiku bhal dawk fil-gruppi tat-test. Jekk jintuza vejjikolu, il-
grupp ta’ kontroll ghandu jircievi I-vejjikolu fl-oghla volum uzat fost il-gruppi ta’ doza. Jekk kimika ghall-ittestjar
tkun amministrata fid-dieta, u tikkawza li jittiehed anqas ikel tad-dieta b’mod sinifikanti minhabba dieta b’anqas
palat, grupp ta’ kontroll addizzjonali ta’ tmigh lil pari jista’ jkun utli biex iservi ta’ kontroll aktar adattat.

Preparazzjoni ta’ dozi u amministrazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar

Il-kimika ghall-ittestjar normalment tkun amministrata oralment, permezz tad-dieta jew ilma tax-xorb, jew
b’gavage. Informazzjoni addizzjonali dwar rotot u metodi ta’ amministrazzjoni hija pprovduta fid-Dokument
ta’ Gwida Nru 116 (7). Ir-rotta u l-metodu ta’ amministrazzjoni jkunu jiddependi mill-ghan tal-istudju, il-
proprjetajiet fizikokimici tal-kimika ghall-ittestjar, mid-disponibbilta bijologika taghha u mill-metodu ta’ espo-
zizzjoni umana. Ghandu jkun ipprovdut motiv ghar-rotta maghzula u ghall-metodu ta’ amministrazzjoni. Fl-
interess ta’ trattament xieraq tal-annimali, gavage orali ghandu normalment jintghazel biss ghal dawk l-agenti, i
ghalihom din ir-rotta u l-metodu ta’ amministrazzjoni ragonevolment jirrapprezentaw espozizzjoni potenzjali
umana (ez. farmacewtici). Ghal kimici ta’ dieta jew ambjentali inkluzi pesticidi, l-amministrazzjoni tipikament
issir permezz tad-dieta jew b'ilma tax-xorb. 1zda, ghal xi xenarji, ez. espozizzjoni okkupazzjonali, amministrazz-
joni permezz ta’ rotot ohra tista’ tkun aktar adattata.

Meta jkun mehtieg, il-kimika ghall-ittestjar tinhall jew tigi sospiza fvejjikolu adattat. Ghandhom jitqiesu 1-
karatteristici li gejjin tal-vejjikolu u addittivi ohra, kif jixraq: effetti fuq l-assorbiment, id-distribuzzjoni, il-
metabolizmu, jew ir-ritenzjoni tal-kimika ghall-ittestjar; effetti fuq il-proprjetajiet kimici tal-kimika ghall-ittestjar
li jistghu jibdlu l-karatteristici tossi¢i taghha; u effetti fuq l-ikel jew fuq il-konsum tal-ilma jew fuq l-istat
nutrizzjonali tal-annimali. Huwa rrakkomandat li, kull meta jkun possibbli, l-ewwel jitqies l-uzu ta’ soluzzjoni
fl-ilma/sospensjoni, u wara titqies soluzzjonijemulsjoni fiz-zejt (ez. zejt tal-qamha) u mbaghad possibbilment
b'soluzzjoni fvejjikoli ohra. Ghal vejjikoli ohra minbarra ilma, il-karatteristici tossici tal-vejjikolu ghandhom
ikunu maghrufa. Ghandha tkun disponibbli informazzjoni dwar l-istabbilta tal-kimika ghall-ittestjar u l-omoge-
neita ta’ soluzzjonijiet ta’ dozagg jew dieti (kif jixraq) skont il-kundizzjonijiet ta’ amministrazzjoni (ez. dicta).

Ghall-kimi¢i amministrati permezz tad-dieta jew l-ilma tax-xorb, huwa importanti jkun zgurat li l-kwantitajiet
tal-kimika ghall-ittestjar involuta ma jfixklux in-nutrizzjoni normali jew il-bilan¢ tal-ilma. Fi studji fit-tul dwar
tossicita bl-uzu ta’ amministrazzjoni ta’ dieta, il-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fl-ghalf m'ghandhiex
tkun aktar ‘il fuq mil-limitu ta’ 5 % tad-dieta totali, biex ikunu evitati zbilanci nutrizzjonali. Meta 1-kimika ghall-
ittestjar tkun amministrata fid-dieta, jistghu jintuzaw jew koncentrazzjoni kostanti ta’ dieta (mg/kg dieta jew
ppm) jew livell wiched kostanti ta’ doza skont il-piz tal-gisem tal-annimal (mg/kg tal-piz tal-gisem), ikkalkulat
kull gimgha. L-alternattiva uzata ghandha tkun specifikata.

Fil-kaz ta’ amministrazzjoni orali, l-annimali jinghataw doza bil-kimika ghall-ittestjar kuljum (sebat ijiem fil-
gimgha), normalment ghal perjodu ta’ 24 xahar ghal rodituri (ara wkoll il-paragrafu 32). Kull regim iehor ta’
dozagg, ez. hamest ijiem fil-gimgha, jehtieglu jkun iggustifikat. Fil-kaz ta’ amministrazzjoni dermali, annimali
jkunu normalment ittrattati bil-kimika ghall-ittestjar ghal mill-anqas 6 sighat kuljum, 7 ijiem fil-gimgha, kif
specifikat fil-Kapitolu B.9 ta’ dan l-Anness (11), ghal perjodu ta’ 24 xahar. Espozizzjoni bir-rotta tal-inalazzjoni
ssir ghal 6 sighat kuljum, 7 ijiem fil-gimgha, izda tista’ tintuza wkoll espozizzjoni ghal 5 ijiem fil-gimgha, jekk
dan ikun gustifikat. Il-perjodu ta’ espozizzjoni jkun normalment ghal perjodu ta’ 24 xahar. Jekk specijiet ta’
rodituri minbarra I-firien ikunu esposti mill-imnieher biss, il-perjodi massimi ta’ espozizzjoni jistghu jkunu
aggustati biex titnaqqas id-diffikulta specifika ghal speci partikolari. Ghandu jkun ipprovdut motiv meta tintuza
espozizzjoni li ddum anqas minn 6 sighat kuljum. Ara wkoll il-Kapitolu B.8 ta’ dan l-Anness (9).

Meta l-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata b’gavage lill-annimali, dan ghandu jsir billi jintuza tubu tal-
istonku jew tubu rqiq ta’ intubazzjoni adattat, fhinijiet simili kull jum. Normalment tkun amministrata doza
wahda darba kuljum; fejn perezempju kimika tkun irritant lokali, jista’ jkun possibbli li tinzamm ir-rata ta’ doza
kuljum billi din tkun amministrata bhala doza magsuma (darbtejn kuljum). Il-volum massimu ta’ likwidu i jkun
jista’ jigi amministrat fwaqt wiched ikun jiddependi mid-daqgs tal-annimal tat-test. Il-volum ghandu jinzamm
baxx dags kemm ikun prattikabbli, u normalment m’ghandux ikun aktar minn 1 ml/100 g tal-piz tal-gisem ghal
rodituri (31). Il-varjabbilta fil-volum tat-test ghandha tkun imminimizzata billi l-koncentrazzjoni tkun aggustata
biex ikun zgurat volum kostanti fil-livelli kollha tad-doza. Kimici li jistghu jkunu korruzivi jew irritanti jkunu 1-
eccezzjoni, u jkun jehtigilhom jigu dilwiti biex ikunu evitati effetti lokali severi. Ittestjar fkoncentrazzjonijiet i
x'aktarx ikunu korruzivi jew irritanti ghas-sistema gastrointestinali ghandu jkun evitat.



L 81/84

1-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea

19.3.2014

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Durata tal-istudju

Studju normalment idum 24 xahar ghal rodituri, li jirrapprezenta l-maggoranza tal-hajja kollha normali tal-
annimali li ghandhom jintuzaw. Jistghu jintuzaw studji aqsar jew itwal, skont it-tul tal-hajja tar-razza tal-
ispecijiet ta’ annimali fl-istudju, izda ghandhom ikunu ggustifikati. Ghal razez specifici ta’ grieden, ez. AKR[],
C3HJJ jew C57BL[6] durata ta’ 18-il xahar tista’ tkun aktar adattata. Dan li gej jipprovdi xi gwida dwar durata,
tmiem tal-istudju u sopravivenza; gwida ulterjuri, inkluza konsiderazzjoni ta’ accettabbilta ta’ karc¢inogenicita
negattiva relattiva ghal sopravivenza fl-istudju, hija pprovduta fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 tal-OECD dwar
it-Tfassil u t-Twettiq ta’ Studji dwar Tossicita Kronika u Karcinogenicita (7).

— It-tmiem tal-istudju ghandu jitqies meta 1-ghadd ta’ superstiti fil-gruppi ta’ doza aktar baxxa jew fil-grupp ta’
kontroll jinzel taht il-25 fil-mija.

— Fil-kaz fejn il-grupp ta’ doza gholja biss imut hesrem minhabba tossicita, dan m’'ghandux jikkawza t-tmiem
tal-istudju.

— Is-sopravivenza ta’ kull sess ghandha titqies separatament.

— L-istudju m'ghandux ikun estiz lil hinn mill-punt meta d-dejta disponibbli mill-istudju ma tkunx aktar
sufficjenti biex tkun tista’ ssir evalwazzjoni valida statistikament.

OSSERVAZZJONIJIET

L-annimali kollha ghandhom ikunu ezaminati ghall-morbidita jew ghall-mortalita, is-soltu fil-bidu u fit-tmiem ta’
kull jum, inkluzi fi tmiem il-gimgha u l-btajjel. L-annimali ghandhom addizzjonalment ikunu ezaminati darba
wara dozagg fil-kaz ta’ amministrazzjoni b'gavage. Ghandha tinghata attenzjoni partikulari lil zvilupp ta’ tumuri;
u ghandu jigi rregistrat iz-zmien meta jfagqghu tumuri, post, dimensjonijiet, dehra u progressjoni ta’ kull tumur
li jkun jidher sewwa u jista’ jintmess.

Piz tal-gisem, konsum ta’ ikelfilma u effigjenza fl-ikel

L-annimali kollha ghandhom jintiznu meta jibda t-trattament, mill-anqas darba fil-gimgha ghall-ewwel 13-il
gimgha u mill-anqas kull xahar minn hemm ‘il quddiem. Il-kejlijiet ta” konsum ta’ ikel u ta’ effi¢cjenza fl-ikel
ghandhom isiru mill-angas kull gimgha ghall-ewwel 13-il gimgha u mill-anqas kull xahar minn hemm ‘il
quddiem. Il-konsum tal-ilma ghandu jitkejjel mill-anqas kull gimgha ghall-ewwel 13-il gimgha u mill-anqas
kull xahar minn hemm ‘il quddiem meta l-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata filma tax-xorb. Ghandhom
jitqiesu wkoll kejlijiet tal-konsum tal-ilma ghal studji li fihom l-attivita tax-xorb tinbidel.

Ematologija, bijokimika klinika u kejlijiet ohra

Biex jintlahaq il-massimu tal-informazzjoni miksuba mill-istudju, spe¢jalment ghal konsiderazzjonijiet ta’ moda-
lita ta’ azzjoni, ikunu jistghu jittichdu kampjuni tad-demm ghal ematologija u bijokimika klinika, u dan fid-
diskrezzjoni tad-direttur tal-istudju. Analizi tal-awrina jista’” wkoll ikun adattat. Gwida ulterjuri dwar il-valur ta’
tehid ta’ kampjuni bhal dawn bhala parti minn studju tal-kar¢inogenicita hija pprovduta fid-Dokument ta’ Gwida
Nru 116 (7). Jekk jitgies li jkun adattat, tehid ta’ kampjuni tad-demm ghal determinazzjonijiet ematologici u ta’
kimika klinika u ghal analizi tal-awrina jistghu jsiru bhala parti minn gatla interim (paragrafu 20) u fi tmiem 1-
istudju fuq minimu ta’ 10 annimali ghal kull sess ghal kull grupp. Ghandhom jittichdu kampjuni tad-demm
minn sit imsemmi, perezempju b'titqib kardijaku jew mis-sinus retroorbitali b’anestesija, u jinhaznu, jekk
applikabbli, fkundizzjonijiet xierqa. Jistghu wkoll ikunu ppreparati ticpisiet ghal ezami, partikolarment jekk
ikun jidher li I-mudullun tal-ghadam ikun l-organu mmirat, ghalkemm il-valur ta’ ezami bhal dan ghall-valutazz-
joni ta’ potenzjal karc¢inogeniku/onkogeniku huwa dubjuz (32).

PATOLOGIJA
Awtopsja makroskopika

L-annimali kollha fl-istudju hlief annimali sentinelli (ara l-paragrafu 20) u annimali satellitarji ohra ghandhom
ikunu ssoggettati ghall-awtopsja makroskopika shiha u dettaljata li tkun tinkludi ezami bir-reqqa tal-wicc estern
tal-gisem, tal-fethiet kollha u tal-kavitajiet kranjali, toraci¢i u abdominali u tal-kontenuti taghhom. L-annimali
sentinelli u annimali satellitarji ohra jista’ jkun jehtigilhom awtopsja abbazi ta’ kaz kaz, fid-diskrezzjoni tad-
direttur tal-istudju. Pizijiet ta’ organi ma jkunux normalment parti minn studju kar¢inogenesi, minhabba li
bidliet gerjatrici u, fi stadji ta’ wara, l-izvilupp ta’ tumuri thawwad l-utilita ta’ dejta dwar pizijiet ta’ organi.
Huma jistghu, izda, ikunu importanti biex jittiched piz ta’ valutazzjoni ta’ evidenza u spe¢jalment ghal konsi-
derazzjonijiet ta’ modalita ta’ azzjoni. Jekk ma jkunux parti minn studju satellitarju, huma ghandhom jingabru
mhux aktar tard minn sena wara l-bidu tal-istudju.

It-tessuti li gejjin ghandhom ikunu ppreservati fil-midjum ta’ fissazzjoni l-aktar adattat kemm ghat-tip ta’ tessut,
kif ukoll ghall-ezami istopatologiku mahsub sussegwentement (33) (tessuti fparentezi kwadri huma fakultattivi):
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38.

il-lezjonijiet kbar kollha galb frixa stonku (il-parti quddimija
tal-istonku, stonku
glandolari)

glandola adrenali ileu glandola tal-paratirojde | [snien]

aorta jejunum nerv periferali testikoli

mohh (inkluzi tagsimiet kliewi pitwitarja timu

tac-cerebru, cervellett, u

medulla/mezocefalu)

il-musrana 1-ghamja glandola tad-dmugh prostata tirojde

(straorbitali)
cervici fwied il-musrana d-dritta [Isien]
glandola tal-koagulazzjoni | pulmun glandola tal-bzieq trakea

il-musrana l-hoxna

nodi limfati¢i (kemm
superficjali kif ukoll
fondi)

buzzieqa seminali

buzzieqa tal-awrina

duwodenu glandola mammarja (bil- | muskolu skeletali utru (inkluz cervici)
fors ghan-nisa u, jekk
dissettabbli b'mod
vizibbli, ghall-irgiel)
epididymis [sistema respiratorja ta’ | gilda [ureteru]
fuq, inkluzi mnieher,
turbinati u sinus parana-
zali]
ghajn (inkluza r-retina) esofagu nerv vertebrali (fi tlett [uretra]
livelli: ¢ervikali, midtora-
¢iku u lumbari)
[wirk bl-ghaksa] [basla tax-xamm] milsa vagina
buzzieqa tal-marrara (ghal | ovarju [sternu], tagsima tal-mudullun tal-

specijiet minbarra 1-far)

ghadam ufjew aspirat frisk
tal-mudullun tal-ghadam

Glandola ta’ Harder

Fil-kaz ta’ organi akkoppjati, ez. kliewi, adrenali, iz-zewg organi ghandhom ikunu ppreservati. Is-sejbiet klinici u
ohrajn jistghu jissuggerixxu l-htiega li jkunu ezaminati tessuti addizzjonali. Ghandu wkoll ikun ippreservat kull
organu li x'aktarx ikun meqjus bhala organu mmirat abbazi tal-proprjetajiect maghrufa tal-kimika ghall-ittestjar.
Fi studji li jinvolvu r-rotta dermali ta’ amministrazzjoni, il-lista ta’ organi kif stabbilita ghar-rotta orali ghandhom
ikunu ppreservati, u t-tehid ta’ kampjuni specifici u l-preservazzjoni tal-gilda mis-sit ta’ applikazzjoni huma
essenzjali. Fi studji ta’ inalazzjoni, il-lista ta’ tessuti ppreservati u ezaminati mis-sistema respiratorja ghandha
ssegwi r-rakkomandazzjonijiet tal-Kapitoli B.8 u B.29 ta’ dan 1-Anness. Ghal organi/tessuti ohra (u b'zieda mat-
tessuti ppreservati specifikatament mis-sistema respiratorja) il-lista ta’ organi kif stabbilita ghar-rotta orali
ghandha tkun ezaminata.

Istopatologija

Hija disponibbli gwida dwar l-ahjar prattiki fit-tmexxija ta’ studji dwar patologija tossikologika (33). Il-minimu
ta’ tessuti ezaminati ghandu jkun:

— It-tessuti kollha mill-gruppi ta’ doza gholja u ta’ kontroll;

— It-tessuti kollha ta’ annimali qed imutu jew li jkunu nqatlu matul l-istudju;

— It-tessuti kollha li juru anormalitajiet makroskopici inkluzi tumuri;

— Meta bidliet istopatologici relatati ma’ trattament ikunu osservati fil-grupp ta’ doza gholja, dawk l-istess
tessuti ghandhom ikunu ezaminati mill-annimali kollha fil-gruppi l-ohra kollha ta’ doza;

— Fil-kaz ta’ organi akkoppjati, ez. kliewi, adrenali, iz-zewg organi ghandhom ikunu ppreservati.
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39.

40.

41.

42.

DEJTA U RAPPURTAR
Dejta

Ghandha tkun ipprovduta dejta dwar annimali individwalment ghall-parametri kollha evalwati. Addizzjonal-
ment, id-dejta kollha ghandha tingabar fil-qosor fforma tabulari li turi ghal kull grupp tat-test l-ghadd ta’
annimali fil-bidu tat-test, l-ghadd ta’ annimali li jkunu nstabu mejta matul it-test jew li jkunu nqatlu ghal
ragunijiet umani u I-hin ta’ kull mewta jew gatla b’'mod uman, l-ghadd ta’ annimali li juru sinjali ta’ tossicita,
deskrizzjoni tas-sinjali ta’ tossicita osservati, inkluz iz-zmien meta jibdew ifaqqghu, durata u severita ta’ kull
effett tossiku, I-ghadd ta’ annimali li juru lezjonijiet, it-tip ta’ lezjonijiet u l-percentwali tal-annimali li juru kull
tip ta’ lezjoni. Tabelli ta’ sommarji ta’ dejta ghandhom jipprovdu l-mezzi u d-devjazzjonijiet standard (ghal dejta
ta’ test kontinwu) ta’ annimali li juru effetti tossici jew lezjonijiet, minbarra l-gradazzjoni tal-lezjonijiet.

Dejta storika ta’ kontroll tista’ tkun siewja fl-interpretazzjoni tar-rizultati tal-istudju, ez. fil-kaz meta jkun hemm
indikazzjonijiet li d-dejta pprovduta mill-kontrolli konkurrenti tkun sostanzjalment diversa meta mqabbla ma’
dejta recenti minn annimali ta’ kontroll mill-istess facilita/kolonja tat-test. Dejta storika ta” kontroll, jekk tkun
evalwata, ghandha tkun sottomessa mill-istess laboratorju u tkun tirrelata ma’ annimali tal-istess etd u razza
ggenerati matul il-hames snin li jkunu gew qabel l-istudju inkwistjoni.

Meta jkunu applikabbli, ir-rizultati numeri¢i ghandhom ikunu evalwati b’'metodu ta’ statistika generalment
accettabbli u adattat. Il-metodi ta’ statistika u d-dejta li jkollha tigi analizzata ghandhom jintghazlu matul it-
tfassil tal-istudju (il-paragrafu 9). L-ghazla ghandha tipprovdi ghal aggustamenti ta’ sopravivenza, jekk ikun
mehtieg.

Rapport tat-test

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:

Kimika ghall-Ittestjar:

— natura fizika, purezza u proprjetajiet fizikokimici;

— dejta ta’ identifikazzjoni;

— sors tal-kimika;

— numru tal-lott;

— certifikat tal-analizi tal-kimika;

Vejjikolu (fejn xieraq):

— gustifikazzjoni ghal ghazla ta’ vejjikolu (jekk ma jkunx ilma);

Annimali tat-test:

— specifrazza uzata u gustifikazzjoni ghall-ghazla maghmula;

— ghadd, eta u sess tal-annimali fil-bidu tat-test;

— sors, kundizzjonijiet ta’ abitazzjoni, dieta, ec¢.;

— pizijiet individwali ta’ kull annimal fil-bidu tat-test;

Kundizzjonijiet tat-test:

— motiv ghal rotta ta’ amministrazzjoni u ghazla ta’ doza;

— meta jkun applikabbli, il-metodi ta’ statistika uzati biex tkun analizzata d-dejta;
— dettalji ta’ formulazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar/preparazzjoni tad-dieta.

— dejta analitika dwar koncentrazzjoni miksuba, stabbiltd u omogeneita tal-preparazzjoni;
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— rotta ta’ amministrazzjoni u dettalji tal-amministrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar;

— ghal studji ta’ inalazzjoni, jekk hux l-imnieher jew il-gisem kollu;

— dozi attwali (mg/kg tal-piz tal-gisem/jum), u fattur ta’ konverzjoni minn koncentrazzjoni tal-kimika ghall-
ittestjar (mg/kg jew ppm) ta’ dietafilma tax-xorb ghad-doza attwali, jekk applikabbli;

— dettalji tal-kwalita tal-ikel u tal-ilma.

Rizultati (ghandhom ikunu pprezentati sommarju ta’ dejta tabulata u dejta dwar annimali individwali):

Generali

— dejta dwar sopravivenza;

— piz tal-gisem/bidliet fil-piz tal-gisem;

— konsum ta’ ikel, kalkulazzjonijiet ta’ efficjenza fl-ikel, jekk ikunu saru, u konsum tal-ilma, jekk applikabbli;

— dejta tossikokinetika (jekk disponibbli);

— oftalmoskopija (jekk disponibbli);

— ematologija (jekk disponibbli);

— kimika klinika (jekk disponibbli);

Sejbiet Klinici

— Sinjali ta’ tossicita;

— In¢idenza (u, jekk bil-punti, severitd) ta’ kull anormalita;

— Natura, severitd, u durata ta’ osservazzjonijiet klini¢i (jekk hux tranzitorji jew permanenti);

Dejta dwar l-awtopsja

— Piz terminali tal-gisem;

— Pizijiet ta’ organi u l-proporzjonijiet taghhom, jekk applikabbli;

— Sejbiet minn awtopsji; in¢idenza u severita ta’ anormalitajiet;

Istopatologija

— Sejbiet istopatologi¢i mhux neoplastici;

— Sejbiet istopatologici neoplastici;

— Korrelazzjoni bejn sejbiet makroskopici u mikroskopici;

— Deskrizzjoni dettaljata tas-sejbiet istopatologic¢i kollha relatati ma’ trattament inkluzi gradazzjonijiet ta’
severita;
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— Rapport ta’ kull evalwazzjoni bejn il-pari dwar is-slides;
Trattament ta’ statistika ta’ rizultati, kif jixraq
Diskussjoni dwar ir-rizultati inkluzi
— Diskussjoni dwar kull approc¢ ta” mudellar;
— Relazzjonijiet ta’ doza-rispons;
— Dejta storika ta’ kontroll;
— Qies ta’ kull informazzjoni dwar modalita ta’ azzjoni;
— Determinazzjoni ta” BMD, NOAEL jew LOAEL
— Rilevanza ghall-bnedmin;
Konkluzjonijiet
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Appendici 1

DEFINIZZJONI

Kimika ghall-ittejstjar: Kull sustanza jew tahlita ttestjata bl-uzu ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar.

B. 33. STUDJI KONGUNTI DWAR TOSSICITA KRONIKA/KARCINOGENICITA

DAHLA

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghal-Linja Gwida tat-Test (TG) 453 (2009) tal-OECD. It-TG 453
originali kienet adottata fl-1981. L-izvilupp ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.33 aggornat tqies li kien mehtieg biex
jirrifletti zviluppi recenti fil-qasam tat-trattament xieraq tal-annimali u ta’ rekwiziti regolatorji (1) (2) (3) (4) (5).
L-aggornament ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.33 twettaq flimkien ma’ revizjonijiet tal-Kapitolu B.32 ta’ dan I-
Anness: Studji dwar il-Karc¢inogenicita, u tal-Kapitolu B.30 ta’ dan l-Anness, studji dwar Tossicita Kronika, bil-
ghan li jinkiseb taghrif addizzjonali mill-annimali uzati fl-istudju u li jinghataw aktar dettalji dwar ghazla ta’
doza. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa mfassal biex jintuza fl-ittestjar ta’ firxa wiesgha ta’ kimici, inkluzi pesticidi
u kimi¢i industrijali. Ghandu jkun innotat izda li xi dettalji u rekwiziti jistghu jkunu differenti ghal farmacewtici
[ara I-Gwida SIB tal-Konferenza Internazzjonali ghall-Armonizzazzjoni (ICH) dwar Ittestjar ghall-Kar¢inogenicita
ta’ Farmacewtici].

Il-maggoranza tal-istudji dwar tossicita kronika u karc¢inogenicita jsiru fi specijiet ta’ rodituri u dan il-Metodu ta’
Ttestjar huwa, ghalhekk, mahsub biex japplika primarjament ghal studji maghmulin fdawn l-ispecijiet. Jekk
studji bhal dawn ikunu mehtiega fi specijiet ta’ annimali mhux rodituri, il-principji u l-proceduri li taghhom
jinghata profil jistghu wkoll ikunu applikati, b'modifiki xierqa, flimkien ma’ dawk li I-profil taghhom jinsab fil-
Kapitolu B.27 ta’ dan l-Anness: Studju dwar Tossi¢ita Orali fAnnimali Mhux Rodituri ta’ Doza Ripetuta ghal 90
jum (6), skont il-profil taghhom fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 tal-OECD dwar it-Tfassil u t-Twettiq ta’ Studji
dwar Tossicita Kronika u Karcinogenicita (7).

It-tliet rotot ewlenin ta’ amministrazzjoni uzati fi studji dwar tossicita kronika/karcinogenicita huma orali,
tal-kimika ghall-ittestjar u mir-rotta predominanti ta’ espozizzjoni umana. Informazzjoni addizzjonali dwar
ghazla ta’ rotta ta’ espozizzjoni hija pprovduta fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7).

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar jiffoka fuq espozizzjoni permezz tar-rotta orali, ir-rotta li komunement l-aktar li
tintuza fi studji dwar tossicita kronika u karc¢inogenicita. Filwaqt li studji fit-tul li jinvolvu espozizzjoni permezz
tar-rotot dermali u ta’ inalazzjoni jistghu wkoll ikunu mehtiega ghall-valutazzjonijiet tar-riskju ghas-sahha tal-
bniedem ufjew jistghu jkunu rikjesti f'certi regimi regolatorji, iz-zewg rotot ta’ espozizzjoni jinvolvu kumplessita
teknika konsiderevoli. Studji bhal dawn ikun jehtigilhom jitfasslu abbazi ta’ kaz kaz, ghalkemm il-Metodu ta’
Ttestjar li I-profil tieghu jidher hawn ghall-valutazzjoni u l-evalwazzjoni ta’ tossicita kronika u karcinogenicita
b’amministrazzjoni orali jista’ jifforma 1-bazi ta’ protokoll ghal studji dwar inalazzjoni ufjew dermali, fir-rigward
ta’ rakkomandazzjonijiet ghal perjodi ta’ trattament, parametri klini¢i u patologici, ec¢. Hemm gwida tal-OECD
dwar l-amministrazzjoni ta’ kimici ghall-ittestjar bir-rotot tal-inalazzjoni (7) (8) u dermali (7). Il-Kapitolu B.8 ta’
dan l-Anness (9) u 1-Kapitolu B.29 ta’ dan I-Anness (10), flimkien mad-Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar
ittestjar ta’ inalazzjoni akuta (8), ghandhom ikunu kkonsultati b'mod specifiku fit-tfassil ta’ studji ghal tul itwal
ta’ zmien li jinvolvu espozizzjoni permezz tar-rotta tal-inalazzjoni. Il-Kapitolu B.9 ta’ dan l-Anness (11) ghandu
jkun ikkonsultat fil-kaz ta’ ttestjar maghmul bir-rotta dermali.

L-istudju kongunt tat-tossicita kronika/karcinogenicita jipprovdi informazzjoni dwar il-perikli ghas-sahha i jista’
jkun hemm li xaktarx jinqalghu minn espozizzjoni ripetuta ghal perjodu li jdum tul il-hajja kollha tal-ispeci
uzata. L-istudju ghandu jipprovdi informazzjoni dwar l-effetti tossici tal-kimika ghall-ittestjar, inkluza karcino-
genicita potenzjali, jindika organi mmirati u l-possibbilta ta’ akkumulazzjoni. Jista’ jipprovdi stima tal-livell bla
effett hazin osservat ghal effetti tossici u, fil-kaz ta’ karcinogeni mhux genotossici, ghal risponsi ghal tumuri, li
jistghu jintuzaw biex ikunu stabbiliti kriterji ta” sikurezza ghal espozizzjoni umana. Qed issir enfazi wkoll dwar
il-htiega ta’ osservazzjonijiet klini¢i sewwa tal-annimali, biex tinkiseb kemm jista’ jkun informazzjoni.

L-ghanijiet ta’ studji dwar tossicita kronika/kar¢inogenicita koperti minn dan il-Metodu ta’ Ttestjar jinkludu:

— L-identifikazzjoni tal-proprjetajict karcinogenici ta” kimika ghall-ittestjar, li tirrizulta fzieda fl-incidenza ta’
neoplazmi, zieda fil-proporzjon ta’ neoplazmi malinni jew tnaqqgis fiz-zmien ghad-dehra ta’ neoplazmi,
mgqabbel ma’ gruppi ta’ kontroll konkurrenti,

— Identifikazzjoni taz-zmien ghad-dehra ta’ neoplazmi;

— Identifikazzjoni tat-tossicita kronika tal-kimika ghall-ittestjar;
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— Identifikazzjoni ta’ organu/i mmirat() ta’ tossicita kronika u karcinogenicita,

— Karatterizzazzjoni tar-relazzjoni doza-rispons,

— Identifikazzjoni ta’ livell bla effett hazin osservat (NOAEL) jew punt ta’ tluq biex tkun stabbilita Doza ta’
Riferiment (BMD);

— Estrapolazzjoni tal-effetti karcinogenici ghal livelli ta’ espozizzjoni umana ghal doza baxxa,

— Tbassir ta’ effetti ta’ tossicita kronika flivelli ta’ espozizzjoni umana,

— Forniment ta’ dejta biex ikunu ttestjati ipotezijiet dwar modalita ta’ azzjoni (2) (7) (12) (13) (14) (15).

KONSIDERAZZJONIJIET INIZJALI

Fil-valutazzjoni u l-evalwazzjoni tal-kar¢inogenicita potenzjali u tossicitd kronika ta’ kimika ghall-ittestjar, 1-
informazzjoni kollha disponibbli dwar il-kimika ghall-ittestjar ghandha titgies mil-laboratorju tal-ittestjar qabel
ma jsir l-istudju, biex it-tfassil tal-istudju jiffoka fuq l-ittestjar baktar efficjenza ghall-proprjetajiet tossikologici
taghha u biex l-uzu ta’ annimali jkun mill-anqas. Informazzjoni dwar, u konsiderazzjoni tal-modalita ta’ azzjoni
ta’ karcinogenu suspettat (2) (7) (12) (13) (14) (15) hija partikolarment importanti, minhabba li l-ahjar disinn
jista’ tkun differenti skont jekk il-kimika ghall-ittestjar tkunx kar¢inogenu genotossiku maghruf jew suspettat.
Gwida ulterjuri dwar konsiderazzjonijiet ta’ modalita ta’ azzjoni tinsab fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7).

Informazzjoni li ghandha tassisti fit-tifsila tal-istudju tinkludi l-identita, l-istruttura tal-kimika u l-proprjetajiet
fizikokimici tal-kimika ghall-ittestjar; kwalunkwe informazzjoni dwar il-modalita ta’ azzjoni; rizultati ta’ kull test
tat-tossicita in vitro jew in vivo, inkluzi testijiet ta’ genotossicita; uzufijiet anticipat(i) u potenzjal ghal espozizzjoni
umana; dejta (Q)SAR disponibbli, mutagenicita/genotossicita, karc¢inogenicita u dejta tossikologika ohra dwar
kimici relatati strutturalment; dejta tossikokinetika disponibbli (doza wahda u wkoll kinetika ta” doza ripetuta
meta tkun disponibbli) u dejta derivata minn studji ohra ripetuti ta’ espozizzjonijiet. Id-determinazzjoni ta’
tossicita kronika/kar¢inogenicita ghandha ssir biss wara li tkun inkisbet informazzjoni inizjali dwar tossicita
minn doza ripetuta ghal 28 jum ufjew minn testijiet ta’ tossicita ghal 90 jum. Testijiet ghal Zmien qasir ta’ bidu-
promozzjoni ta’ kancer jistghu wkoll jipprovdu informazzjoni utli. Approcc ta’ ttestjar ffazijiet ghall-ittestjar tal-
karc¢inogenicita ghandu jitqies bhala parti mill-valutazzjoni globali tal-effetti potenzjali hziena ghas-sahha ta’
kimika partikolari ghall-ittestjar (16) (17) (18) (19).

Il-metodi ta’ statistika l-aktar adatti ghall-analizi ta’ rizultati, meqjusin it-tifsila u l-ghanijiet sperimentali, ghan-
dhom ikunu stabbiliti qabel ma jinghata bidu ghall-istudju. Kwistjonijiet li ghandhom jitqiesu jinkludu jekk 1-
istatistika ghandhiex tinkludi aggustament ghal sopravivenza, analizi ta’ riskji kumulattivi ta’ kancer relattiv ghal
kemm iddum is-sopravivenza, analizi taz-zmien ghal tumur u analizi fil-kaz ta’ tmiem hesrem ta’ grupp wiehed
jew aktar. Gwida dwar l-analizi xierqa ta’ statistika u referenzi ewlenin ghal metodi ta’ statistika accettati
internazzjonalment jinghataw fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7), u wkoll fid-Dokument ta’ Gwida Nru 35
dwar l-analizi u l-evalwazzjoni ta’studji dwar tossicita kronika u karcinogenicita (20).

Fit-tmexxija ta’ studju tal-karcinogenicita, il-principji u l-konsiderazzjonijiet ta’ gwida li l-profil taghhom jinsab
fid-Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar I-gharfien, il-valutazzjoni u l-uzu ta’ sinjali klinici bhala punti ta’ tmiem
b'mod uman ghal annimali ghall-esperimenti uzati fevalwazzjoni tas-sikurezza (21), b'mod partikolari l-para-
grafu 62 tieghu, ghandhom ikunu segwiti dejjem. Dan il-paragrafuq jiddikjara li “Fi studji Ii jinvolvu dozagg ripetut,
meta annimal juri sinjali Rlinici li huma progressivi, u jwasslu ghal iktar deterjorament fil-kundizzjoni, ghandha tittiehed
decizjoni infurmata dwar jekk l-annimal ghandux jingatel b'mod uman jew le. Id-decizjoni ghandha tinkludi konsiderazzjoni
tal-valur tal-informazzjoni li ghandha tinkiseb mill-manutenzjoni kontinwata ta’ dak I-annimal fl-istudju, relattiv ghall-
kundizzjoni generali tieghu. Jekk tittiehed decizjoni biex l-annimal jibqa fit-test, il-frekwenza tal-osservazzjonijiet ghandha
tizdied, skont il-bzonn. Jista’ jkun possibbli wkoll, minghajr ma jaffettwa b'mod awvers l-iskop tat-test, li d-dozagg jieqaf
temporanjament jekk dan ha jtaffi l-ugigh jew l-iskumdita, jew li tonqos id-doza tat-test.”

Gwida dettaljata u diskussjoni dwar il-prin¢ipji ta’ ghazla ta’ doza ghal studji dwar tossicita kronika u karcino-
genicita tinsab fid-Dokument ta’” Gwida Nru 116 (7), kif ukoll fzewg pubblikazzjonijiet tal-Internazzjonali Life
Sciences Institute (22) (23). L-istrategija bazika tal-ghazla tad-doza tkun tiddependi mill-ghan jew ghanijiet
primarji tal-istudju (il-paragrafu 6). Fl-ghazla ta’ livelli xierqa ta’ doza, ghandu jinkiseb bilan¢ bejn tgharbil ta’
perikli min naha wahda u karatterizzazzjoni ta’ risponsi ghal dozi baxxi u r-rilevanza taghhom minn naha ohra.
Dan huwa partikolarment rilevanti fil-kaz ta’ dan l-istudju kongunt ta’ tossicita kronika u karcinogenicita.
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Ghandha tinghata konsiderazzjoni li jsir dan l-istudju kongunt ta’ tossicita kronika u karc¢inogenicita, milli
ezekuzzjoni separata ta’ studju dwar tossicita kronika (il-Kapitolu B.30 ta’ dan I-Anness) u studju tal-karcino-
genicita (il-Kapitolu B.32 ta’ dan I-Anness). It-test kongunt jipprovdi aktar effi¢jenza fir-rigward ta’ hin u spejjez,
u xi tnaqqis fl-uzu ta’ annimali, mqabbel ma’ meta jsiru Zewg studji separati, minghajr hsara ghall-kwalita tad-
dejta jew fil-fazi kronika jew fil-fazi ta’ kar¢inogenicita. Izda ghandhom jitqiesu sewwa l-principji ta’ ghazla ta’
doza (paragrafi 11 u 22-26) meta jsir studju kongunt ta’ tossicita kronika u kar¢inogenicita, u huwa rikonoxxut
ukoll li jistghu jkunu mehtiega studji separati fcerti ogfsa regolatorji. Gwida ulterjuri dwar it-tifsila tal-istudju
kongunt ta’ tossicita kronika u karc¢inogenicita biex tinkiseb efficjenza massima tal-istudju fir-rigward ta’ possib-
biltajiet ghal tnaqqis fghedud ta’ annimali uzati, kif ukoll permezz ta’ sistema komuni ghad-diversi proceduri
sperimentali tinsab fi Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7).

Definizzjonijiet uzati fil-kuntest ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar jinsabu fl-ahhar ta’ dan il-kapitolu u fid-Dokument
ta’ Gwida Nru 116 (7).

PRINCIPJU TAT-TEST

Id-disinn tal-istudju jikkonsisti fzewg fazijiet parallelli, fazi kronika u fazi ta’ kar¢inogenicita (ghad-durata ara I-
paragrafi 34 u 35 rispettivament). Il-kimika ghall-ittestjar normalment tkun amministrata bir-rotta orali ghal-
kemm l-ittestjar bir-rotta tal-inalazzjoni jew dermali jista” wkoll ikun adattat. Ghal fazi kronika, il-kimika ghall-
ittestjar tkun amministrata kuljum fdozi gradwati lil diversi gruppi ta’ annimali tat-test, bllivell ta’ doza wahda
ghal kull grupp, normalment ghal perjodu ta’ 12-il xahar, ghalkemm jistghu jintghazlu wkoll perjodi itwal jew
agsar skont rekwiziti regolatorji (ara l-paragrafu 34). Dan il-perjodu jintghazel li jkun twil bizzejjed biex kull
effett ta’ tossicita kumulattiva jsir jidher, minghajr l-effetti ta’ tahwid ta’ bidliet gerjatrici. It-tifsila tal-istudju tista’
tinkludi wkoll qatla interim wahda jew aktar, ez. fit-tielet jew fis-sitt xahar, u jistghu jkunu inkluzi gruppi
addizzjonali ta’ annimali biex dan isir (ara l-paragrafu 20). Fil-fazi ta’ karcinogenicita, il-kimika ghall-ittestjar
tkun amministrata kuljum lil diversi gruppi ta’ annimali tat-test ghal porzjon kbir ta’ hajjithom kollha. L-
annimali fiz-zewg fazijiet ikunu osservati mill-qrib ghal sinjali ta’ tossicita u ghall-izvilupp ta’ lezjonijiet neoplas-
tici. L-annimali li jmutu jew li jinqatlu matul it-test issirilhom awtopsja u, fit-tmiem tat-test, annimali li jkunu
baqghu hajjin jingatlu u ssirilhom awtopsja.

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Ghazla ta’ speci tal-annimali

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar primarjament ikopri l-valutazzjoni u l-evalwazzjoni ta’ tossicita kronika u karcino-
genicita frodituri (il-paragrafu 2). L-uzu ta’ specijiet ta’ annimali mhux rodituri jista' jitqies meta dejta dispo-
nibbli tissuggerixxi li jkunu aktar rilevanti ghat-tbassir ta’ effetti ta’ sahha fil-bnedmin. L-ghazla ta’ speci ghandha
tkun iggustifikata. L-ispeci ppreferuta ta’ rodituri huwa I-far, ghalkemm jistghu jintuzaw specijiet ohra ta’
roditur, ez. il-gurdien. Ghalkemm l-uzu tal-gurdien fittestjar tal-kar¢inogenicita jista’ jkollu utilita limitata
(24) (25) (26), skont xi programmi regolatorji prezenti l-ittestjar tal-karcinogenicita fil-gurdien ghadu mehtieg
sakemm ma jkunx deciz li studju bhal dan ma jkunx mehtieg xjentifikament. Firien u grieden kienu l-mudelli
ppreferuti ghall-esperimenti minhabba 1-hajja relattivament qgasira taghhom, 1-uzu kbir li jsir minnhom fi studji
farmakologici u tossikologici, is-suxxettibbilta taghhom ghal induzzjoni ta’ tumur u li minnhom hemm razez
karatterizzati bizzejjed. Bhala konsegwenza ta’ dawn il-karatteristici, hemm ammont kbir ta’ informazzjoni dwar
il-fizjologija u l-patologija taghhom. It-tfassil u t-twettiq ta’ studji dwar tossicita kronika/karc¢inogenicita fi
specijiet ta’ annimali mhux rodituri, meta jkunu mehtiega, ghandhom ikunu bbazati fuq il-principji li I-profil
taghhom jinsab fdan il-Metodu ta’ Ttestjar flimkien ma’ dawk fil-Kapitolu B.27 ta’ dan l-Anness: Studju dwar
Tossicita Orali fAnnimali Mhux Rodituri ta’ Doza Ripetuta ghal 90 jum (6). Informazzjoni addizzjonali dwar
ghazla ta’ speci u razza hija pprovduta fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7).

Ghandhom jintuzaw annimali adulti zghazagh fsahhithom ta’ razez li komunement jintuzaw fil-laboratorju. L-
istudju kongunt tat-tossicita kronika/karc¢inogenicita ghandu jsir fannimali mill-istess razza u sors bhal dawk
uzati fi studjufi preliminari dwar tossicita li jdum(u) anqas, ghalkemm, jekk annimali minn din ir-razza u sors
ikunu maghrufa li jipprezentaw problemi biex jinkisbu I-kriterji normalment accettati ta’ sopravivenza ghal
studji fit-tul [ara d-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7)], ghandu jitqies l-uzu ta’ razza ta’ annimal li jkollha rata
accettabli ta’ sopravivenza ghall-istudju fit-tul. In-nisa m'ghandhomx ikunu welldu u m'ghandhomx ikunu tqal.

Kundizzjonijiet ta’ abitazzjoni u ghalf

L-annimali jistghu jitqiedu jabitaw individwalment, jew jitqieghdu fgageg fi gruppi zghar tal-istess sess; abitazz-
joni ghal kull annimal wahdu ghandha titqies biss jekk dan ikun gustifikat xjentifikament (27) (28) (29). Il-gageg
ghandhom ikunu rrangati b'mod li jkunu mminimizzati l-effetti li jista’ jkun hemm minhabba t-tqeghid ta’
gageg. It-temperatura fil-kamra tal-esperimenti tal-annimali ghandha tkun 22 °C (¢ 3 °C). Ghalkemm l-umdita
relattiva ghandha tkun mill-anqas 30 % u preferibbilment ma taqbizx 70 % minbarra matul il-hasil tal-kamra, il-
mira ghandha tkun ta’ 50-60 %. Id-dawl ghandu jkun artifi¢jali, bis-sekwenza tkun ta’ 12-il siegha dawl, 12-il
siegha dlam. Dwar l-ghalf, jistghu jintuzaw dieti konvenzjonali tal-laboratorju bi provvista bla limitu ta’ ilma tax-
xorb. Id-dieta ghandha tissodisfa l-htigijiet nutrizzjonali kollha tal-ispeci ttestjata u l-kontenut ta’ kontaminanti
tad-dieta, inkluzi izda mhux limitatament ghal residwi ta’ pesti¢idi, sustanzi organici niggiesa persistenti, fitoes-
trogeni, metalli tqal u mikotossini, li jistghu jinfluwenzaw ir-rizultat tat-test, ghandu jkun baxx kemm jista’ jkun.
Informazzjoni analitika dwar il-livelli ta’ kontaminanti tan-nutrijent u tad-dieta ghandha tkun iggenerata perjo-
dikament, mill-anqas fil-bidu tal-istudju u meta jkun hemm bidla fil-lott uzat, u ghandha tkun inkluza
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fir-rapport finali. Bl-istess mod ghandha tkun ipprovduta informazzjoni analitika dwar l-ilma tax-xorb uzat fl-
istudju. L-ghazla ta’ dieta tista’ tkun influwenzata mill-htiega li tkun Zgurata tahlita adattata ta’ kimika ghall-
ittestjar u biex ikunu sodisfatti l-htigijiet nutrizzjonli tal-annimali meta I-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata
permezz tar-rotta tad-dieta.

Preparazzjoni tal-annimali

Ghandhom jintuzaw annimali fsahhithom, li jkunu gew akklimatizzati ghal kundizzjonijiet tal-laboratorju ghal
mill-anqas 7 jjiem li ma kinux soggetti ghal proceduri sperimentali qabel. Fil-kaz ta’ rodituri, id-dozagg tal-
annimali ghandu jibda malajr kemm jista’ jkun wara ftim u akklimatazzjoni u preferibbilment gabel mal-
annimali jkun ghandhom 8 gimghat. L-annimali tat-test ghandhom ikunu kkaratterizzati fir-rigward ta’ speci,
razza, sors, sess, piz u etd. Malli jinbeda l-istudju, il-varjazzjoni fil-piz ghal kull sess tal-annimali uzati ghandha
tkun minimali u ma tagbizx * 20 % tal-piz medju tal-annimali kollha fl-istudju, separatament ghal kull sess. L-
annimali ghandhom ikunu assenjati b'mod kazwali lill-gruppi ta’ kontroll u trattament. Wara l-kazwalita,
m’ghandux ikun hemm differenzi sinifikanti fil-pizijiet medji tal-gisem bejn gruppi fkull sess. Jekk ikun
hemm differenzi sinifikanti ta’ statistika, fdak il-kaz il-procedura ta’ kazwalita ghandha tkun ripetuta, jekk
ikun possibbli. Kull annimal ghandu jkun assenjat numru ta’ identifikazzjoni uniku, u jkun immarkat b'mod
permanenti b'dan in-numru b’tatli, b'impjant ta’ mikrocipp jew b'metodu ichor adattat.

PROCEDURA
Ghadd u sess tal-annimali

Ghandhom jintuzaw iz-zewg sessi. Ghandu jintuza ghadd suffi¢jenti ta’ annimali biex evalwazzjoni bijologika u
ta’ statistika bir-reqqa tkun possibbli. Ghal rodituri, kull grupp ta’ doza (skont il-profil tieghu fil-paragrafu 22) u
grupp ta’ kontroll konkurrenti mahsub fil-fazi ta’ karcinogenicita tal-istudju ghandhom, ghalhekk, ikun fihom
mill-anqas 50 annimal taz-zewg sessi. Skont x’ikun l-ghan tal-istudju, jista’ jkun possibbli li tizdied il-qawwa ta’
statistika tal-istimi ewlenin billi annimali jkunu allokati b'mod differenzjali u mhux indaqs fil-gruppi varji ta’
doza, b'aktar minn 50 annimal fil-gruppi ta’ doza baxxa, ez. biex ikun stmat il-potenzjal kar¢inogeniku fdozi
baxxi. Izda ghandu jkun irrikonoxxut li zieda moderata fid-daqs ta’ grupp ghandha tipprovdi relattivament ftit
zieda fil-qawwa ta’ statistika tal-istudju. Kull grupp ta’ doza (skont il-profil tieghu fil-paragrafu 22) u grupp ta’
kontroll konkurrenti mahsub ghall-fazi ta’ tossicita kronika tal-istudju ghandu jkun fihom mill-anqas 10 anni-
mali taz-zewg sessi, fil-kaz ta’ rodituri. Ghandu jkun innotat li dan l-ghadd huwa aktar baxx minn dak fl-studju
dwar tossicita kronika (il-Kapitolu B.30 ta’ dan l-Anness). L-interpretazzjoni tad-dejta mill-ghadd imnaqqas ta’
annimali ghal kull grupp fil-fazi ta’ tossicita kronika ta’ dan l-istudju kongunt ikun, izda, sostnut mid-dejta mill-
ghadd akbar ta’ annimali fil-fazi ta’ kar¢inogenicita tal-istudju. Fi studji li jinvolvu grieden, jistghu jkunu
mehtiega annimali addizzjonali fkull grupp ta’ doza tal-fazi ta’ tossicita kronika, biex isiru d-determinazzjonijiet
ematologici mehtiega kollha. Aktar informazzjoni dwar tfassil ta’ statistika tal-istudju u ghazla ta’ livelli ta’ doza
biex jintlahaq il-massimu tal-qawwa ta’ statistika hija pprovduta fid-Dokument ta” Gwida Nru 116 (7).

Provvediment ghal qatliet interim, grupp satellitarju u annimali sentinelli

L-istudju jista’ jipprovdi ghal qatliet interim, ez. kull sitt xhur ghall-fazi ta’ tossicita kronika, biex jaghti infor-
mazzjoni dwar progressjoni ta’ bidliet mhux neoplasti¢i u informazzjoni mekkanistika, jekk dan ikun gustifikat
xjentifikament. Fejn diga jkun hemm informazzjoni bhal din mill-istudji precedenti ta’ tossicita ta’ doza ripetuta
dwar il-kimika ghall-ittestjar, qatliet interim jistghu ma jkunux xjentifikament gustifikati. L-annimali uzati fil-fazi
ta’ tossicita kronika tal-istudju, li normalment iddum 12-il xahar (paragrafu 34), jipprovdu dejta dwar qatla
interim fil-fazi ta’ kar¢inogenicita tal-istudju, biex b’hekk jinkiseb tnaqgis fl-ghadd ta’ annimali uzati globalment.
Gruppi satellitarji jistghu wkoll ikunu inkluzi fil-fazi ta’ tossicita kronika tal-istudju, biex ikun hemm monitoragg
tar-riversibbilta ta’ kull bidla tossikologika migjuba mil-kimika ghall-ittestjar li tkun investigata. Dawn jistghu
jkunu ristretti ghall-oghla livell ta’ doza tal-istudju flimkien ma’ kontroll. Jista” wkoll ikun inkluz grupp addizz-
jonali ta” annimali sentinelli (tipikament 5 annimali ghal kull sess) ghall-monitoragg tal-istatus ta’ mard, jekk
ikun mehtieg, matul l-istudju (30). Gwida ulterjuri dwar tifsila tal-istudju biex tinkludi gatliet interim, annimali
satellitarji u sentinelli, filwaqt li timminimizza l-ghadd ta’ annimali uzati globalment, hija pprovduta fid-Doku-
ment ta’ Gwida Nru 116 (7).

Jekk annimali satellitarji ufjew qatliet interim ikunu inkluzi fit-tifsila tal-istudju, 1-ghadd ta’ annimali fkull grupp
ta’ doza inkluzi ghal dan il-fini normalment ikun ta’ 10 annimali ghaz-zewg sessi, u I-ghadd totali ta” annimali
inkluzi fit-tifsila tal-istudju ghandu jizdied bl-ghadd skedat ta’ annimalii li jkollhom jinqatlu qabel ma jitlesta 1-
istudju. Qatla interim u annimali satellitarji ghandhom normalment isirulhom l-istess osservazzjonijiet, inkluz
piz tal-gisem, konsum ta’ ikel/ilma, kejlijiet ematologici u ta’ bijokimika klinika u investigazzjonijiet patologici
bhall-annimali fil-fazi ta’ tossicita kronika tal-istudju ewlieni, ghalkemm jista’ wkoll ikun hemm provvediment
(fil-gruppi ta’ qtil interim) biex kejlijiet ikunu ristretti ghal mizuri specifici ewlenin bhal newrotossicita jew
immunotossicita.

Gruppi ta’ dozi u dozagg

Gwida dwar l-aspetti kollha ta’ ghazla ta’ doza u spazjar ta’ livelli ta’ doza hija pprovduta fid-Dokument ta’
Gwida Nru 116 (7). Mill-anqas ghandhom jintuzaw tliet livelli ta’ doza u kontroll konkurrenti, kemm ghall-fazi
kronika kif ukoll ghall-fazi ta’ karcinogenicita. Il-livelli ta’ doza generalment ikunu bbazati fuq ir-rizultati ta’
studji agsar dwar doza ripetuta jew fuq tiftix ta’ firxa u ghandhom iqiesu kull dejta tossikologika u tossikoki-
netika ezistenti disponibbli ghall-kimika ghall-ittestjar jew ghal kimici relatati.
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Ghall-fazi ta’ tossicita kronika tal-istudju, studju shih bl-uzu ta’ tliet livelli ta’ doza jista’ ma jitqisx li jkun
mehtieg, jekk ikun jista’ jigi anticipat li test flivell ta’ doza wahda, ekwivalenti ghal mill-anqas 1 000 mg/kg tal-
piz tal-gisem/jum, aktarx ma jipproducix effetti hziena. Dan ghandu jkun abbazi ta’ informazzjoni minn studji
preliminari u konsiderazzjoni li tossi¢ita ma tkunx mistennija, abbazi ta’ dejta minn kimici relatati struttural-
ment. Jista’ jkun japplika limitu ta’ 1 000 mg/kg tal-piz tal-gisem/jum hlief meta espozizzjoni umana tindika I-
htiega li jkollu jintuza livell oghla ta’ doza.

Sakemm ma jkunx limitat min-natura jew mill-effetti bijologici tal-kimika ghall-ittestjar, ghandu jintghazel 1-
oghla livell ta’ doza biex ikunu identifikati l-organi principali u l-effetti tossici filwaqt li jkunu evitati tbatija,
tossicita severa, morbidita jew mewt. Ghandu normalment jintghazel I-oghla livell ta’ doza biex jislet evidenza ta’
tossicita, kif ikun jidher, perezempju, minn tnaqgis fiz-zieda fil-piz tal-gisem (madwar 10 %). Izda, skont x'ikunu
l-ghanijiet tal-istudju (ara l-paragrafu 6), tista’ tintghazel l-oghla doza anqas mid-doza li tipprovdi evidenza ta’
tossicita, ez. jekk doza tislet effett hazin ta’ thassib, li madankollu jkollha ftit impatt fuq il-hajja jew il-piz tal-
gisem.

Jistghu jintghazlu livelli ta’ doza u spazjar ta’ livelli ta’ doza biex ikunu stabbiliti doza-rispons u, skont il-
modalita ta’ azzjoni tal-kimika ghall-ittestjar, NOAEL jew rizultat mahsub iehor tal-istudju, ez. BMD (ara -
paragrafu 27). Fatturi li ghandhom jitgiesu fl-ghoti ta’ dozi aktar baxxi jinkludu l-angolu mistenni tal-kurva ta’
doza-rispons, id-dozi li fihom jistghu jsehhu bidliet importanti fil-metabolizmu jew il-modalita ta’ azzjoni
tossika, fejn ikun mistenni limitu, jew fejn ikun mistenni punt ta’ tluq ghal estrapolazzjoni ta’ doza baxxa.
Fit-tmexxija ta’ studju kongunt dwar karc¢inogenicita/tossicita kronika, l-ghan primarju ghandu jkun li tinkiseb
informazzjoni ghal finijiet ta’ valutazzjoni tar-riskju minn karc¢inogenicita, u informazzjoni dwar tossicita
kronika tkun normalment ghan sussidjarju. Wiched ghandu jiftakar dan meta tkun qed issir l-ghazla ta’ livelli
ta’ doza u spazjar ta’ livelli ta’ doza ghall-istudju.

L-ispazjar maghzul ta’ livelli ta’ doza jkun jiddependi mill-ghanijiet tal-istudju u mill-karatteristici tal-kimika
ghall-ittestjar, u ma jistax ikun preskritt fid-dettall fdan il-Metodu ta’ Ttestjar, izda intervalli ta’ darbtejn jew erba’
darbiet ta’ spiss jipprovdu prestazzjoni tajba ta’ test meta jintuzaw biex ikunu stabbiliti I-livelli minn fuq ghal
isfel ta’ dozi, u z-zieda tar-raba’ grupp ta’ test sikwit hija preferibbli mill-uzu ta’ intervalli twal hafna (ez. aktar
minn fattur ta’ madwar 6-10) bejn dozaggi. Bmod generali l-uzu ta’ fatturi akbar minn 10 ghandu jkun evitat, u
ghandu jkun iggustifikat jekk ikun applikat.

Skont il-profil ulterjuri taghhom li jinsab fid-Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7), punti li ghandhom jitqiesu fl-
ghazla ta’ doza jinkludu:

— Nonlinearitajiet maghrufin jew suspettati jew punti ta’ infezzjoni fid-doza-rispons;

— Tossikokinetika u firxa ta’ dozi fejn induzzjoni metabolika, saturazzjoni jew nonlinearita bejn dozi esterni u
interni jsehhu jew ma jsehhux;

— Lezjonijiet prekursuri, markaturi ta’ effett jew indikaturi tal-operazzjoni ta’ processi bijologici ewlenin
sottostanti;

— Aspetti ewlenin (jew suspettati) ta’ modalita ta’ azzjoni, bhal dozi li fihom tibda tfagga’ ¢-¢itotossicita, livelli
ta’ ormoni jithawdu, mekkanizmi omeostatici jintghelbu, ec¢;

— Regjuni tal-kurva ta’ doza-rispons fejn tkun mehtiega stima partikolarment robusta, ez. fil-firxa tal-BMD
anticipata jew limitu suspettat;

— Konsiderazzjonita' livelli anticipati ta’ espozizzjoni umana, spe¢jalmentfl-ghazla ta’ dozi medji u baxxi.

Il-grupp ta’ kontroll ghandu jkun grupp mhux ittrattat jew grupp ta’ kontroll ta’ vejjikoli jekk jintuza vejjikolu
biex tkun amministrata kimika ghall-ittestjar. Hlief ghal trattament bil-kimika ghall-ittestjar, annimali fil-grupp
ta’ kontroll ghandhom ikunu maniggati b’mod identiku bhal dawk fil-gruppi tat-test. Jekk jintuza vejjikolu, il-
grupp ta’ kontroll ghandu jircievi l-vejjikolu fl-oghla volum uzat fost il-gruppi ta’ doza. Jekk kimika ghall-ittestjar
tkun amministrata fid-dieta, u tikkawza li jittieched anqas ikel tad-dieta b’'mod sinifikanti minhabba dieta b’anqas
palat, grupp ta’ kontroll addizzjonali ta’ tmigh lil pari jista’ jkun utli biex iservi ta’ kontroll aktar adattat.

Preparazzjoni ta’ dozi u amministrazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar

Il-kimika ghall-ittestjar normalment tkun amministrata oralment, permezz tad-dieta jew ilma tax-xorb, jew
b'gavage. Informazzjoni addizzjonali dwar rotot u metodi ta’ amministrazzjoni hija pprovduta fid-Dokument
ta’ Gwida Nru 116 (7). Ir-rotta u l-metodu ta’ amministrazzjoni jkunu jiddependu mill-ghan tal-istudju, mill-
u mill-metodu ta’ espozizzjoni umana. Ghandu jkun ipprovdut motiv ghar-rotta maghzula u ghall-metodu ta’
amministrazzjoni. Fl-interessi ta’ trattament xieraq tal-annimali, gavage orali ghandu normalment jintghazel biss
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ghal dawk l-agenti li ghalihom din ir-rotta u I-metodu ta’ amministrazzjoni ragonevolment jirrapprezentaw
espozizzjoni potenzjali umana (ez. farmacewtici). Ghal kimici ta’ dieta jew ambjentali inkluzi pesticidi, l-ammi-
nistrazzjoni tipikament issir permezz tad-dieta jew b'ilma tax-xorb. Izda, ghal xi xenarji, ez. espozizzjoni
okkupazzjonali, amministrazzjoni permezz ta’ rotot ohra tista’ tkun aktar adattata.

Meta jkun mehtieg, il-kimika ghall-ittestjar tinhall jew tigi sospiza fvejjikolu adattat. Ghandhom jitgiesu I-
karatteristici 1i gejjin tal-vejjikolu u addittivi ohra, kif jixraq: effetti fuq l-assorbiment, id-distribuzzjoni, il-
metabolizmu, jew ir-ritenzjoni tal-kimika ghall-ittestjar; effetti fuq il-proprjetajiet kimici tal-kimika ghall-ittestjar
li jistghu jibdlu I-karatteristici tossi¢i taghha; u effetti fuq l-ikel jew fuq il-konsum tal-ilma jew fuq l-istat
nutrizzjonali tal-annimali. Huwa rrakkomandat li, kull meta jkun possibbli, l-ewwel jitgies l-uzu ta’ soluzzjoni
fl-ilma/sospensjoni, segwit minn konsiderazzjoni ta’ soluzzjonifemulsjoni fiz-zejt (ez. zejt tal-qamha) u mbaghad
possibbilment b'soluzzjoni f'vejjikoli ohra. Ghal vejjikoli ohra minbarra ilma, il-karatteristici tossici tal-vejjikolu
ghandhom ikunu maghrufa. Ghandha tkun disponibbli informazzjoni dwar l-istabbilta tal-kimika ghall-ittestjar u
l-omogeneita ta’ soluzzjonijiet ta’ dozagg jew dieti (kif jixraq) skont il-kundizzjonijiet ta’ amministrazzjoni (ez.
dieta).

Ghall-kimi¢i amministrati permezz tad-dieta jew l-ilma tax-xorb, huwa importanti jkun zgurat li l-kwantitajiet
tal-kimika ghall-ittestjar involuta ma jfixklux in-nutrizzjoni normali jew il-bilanc¢ tal-ilma. Fi studji fit-tul dwar
tossicita bl-uzu ta’ amministrazzjoni ta’ dieta, il-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fl-ghalf m’ghandhiex
tkun aktar ‘il fuq mil-limitu ta’ 5 % tad-dieta totali, biex ikunu evitati zbilanci nutrizzjonali. Meta I-kimika ghall-
ittestjar tkun amministrata fid-dieta, jistghu jintuzaw jew koncentrazzjoni kostanti ta’ dieta (mg/kg dieta jew
ppm), jew livell wiched kostanti ta’ doza skont il-piz tal-gisem tal-annimal (mg/kg tal-piz tal-gisem), ikkalkulat
kull gimgha. L-alternattiva uzata ghandha tkun specifikata.

Fil-kaz ta’ amministrazzjoni orali, l-annimali jinghataw doza bil-kimika ghall-ittestjar kuljum (sebat ijiem fil-
gimgha) ghal perjodu ta’ 12-il xahar (fazi kronika) jew 24 xahar (fazi ta’ karcinogenicita), ara wkoll il-paragrafi
33 u 34. Kwalunkwe regim ichor ta’ dozagg, ez. hamest ijiem fil-gimgha, jehtieglu jkun iggustifikat.. Fil-kaz ta’
amministrazzjoni dermali, annimali jkunu normalment ittrattati bil-kimika ghall-ittestjar ghal mill-angas 6 sighat
kuljum, 7 ijiem fil-gimgha, kif specifikat fil-Kapitolu B.9 ta’ dan l-Anness (11), ghal perjodu ta’ 12-il xahar (fazi
kronika) jew 24 xahar (fazi ta’ karcinogenicita). Espozizzjoni bir-rotta tal-inalazzjoni ssir ghal 6 sighat kuljum, 7
ijiem fil-gimgha, izda tista’ tintuza wkoll espozizzjoni ghal 5 ijiem fil-gimgha, jekk dan ikun gustifikat. I-perjodu
ta’ espozizzjoni jkun normalment ghal perjodu ta’ 12-il xahar (fazi kronika) jew 24 xahar (fazi ta’ karcinoge-
nicita). Jekk specijiet ta’ rodituri minbarra 1-firien ikunu esposti mill-imnieher biss, il-perjodi massimi ta’ espo-
zizzjoni jistghu jkunu aggustati biex titnaqqas id-diffikulta specifika ghal speci partikolari. Ghandu jkun
ipprovdut motiv meta tintuza espozizzjoni li ddum angas minn 6 sighat kuljum. Ara wkoll il-Kapitolu B.8
ta’ dan I-Anness (9).

Meta I-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata b’gavage lill-annimali dan ghandu jsir billi jintuza tubu tal-
istonku jew tubu rqiq ta’ intubazzjoni adattat, fhinijiet simili kull jum. Normalment tkun amministrata doza
wahda darba kuljum, meta perezempju kimika tkun irritant lokali, jista’ jkun possibbli li tinZamm ir-rata ta’
doza kuljum billi din tkun amministrata bhala doza maqsuma (darbtejn kuljum). ll-volum massimu ta’ likwidu li
jkun jista’ jigi amministrat fwaqt wiched ikun jiddependi mid-daqs tal-annimal tat-test. Il-volum ghandu
jinzamm baxx daqs kemm ikun prattikabbli, u normalment m'ghandux ikun aktar minn 1 ml/100 g tal-piz
tal-gisem ghal rodituri (31). 1l-varjabbilta fil-volum tat-test ghandha tkun imminimizzata billi I-koncentrazzjoni
tkun aggustata biex ikun Zgurat volum kostanti fil-livelli kollha tad-doza. Kimici li jistghu jkunu korruzivi jew
irritanti jkunu l-ec¢ezzjoni, u jkun jehtigilhom jigu dilwiti biex ikunu evitati effetti lokali severi. Ittestjar
fkoncentrazzjonijiet li xaktarx ikunu korruzivi jew irritanti ghas-sistema gastrointestinali ghandu jkun evitat.

Durata tal-istudju

I-perjodu ta’ dozagg u durata tal-fazi kronika ta’ dan l-istudju jkunu normalment ta’ 12-il xahar, ghalkemm it-
tifsila tal-istudju tippermetti wkoll u tista’ tkun applikata ghal studji li jdumu anqas (ez. 6 jew 9 xhur) jew aktar
(ez. 18 jew 24 xhur), skont ir-rekwiziti ta’ regimi regolatorji partikolari jew ghal ghanijiet mekkanistici specifici.
Devjazzjonijiet minn espozizzjoni li ddum 12-il xahar ghandhom ikunu ggustifikati, l-aktar fil-kaz ta’ dawk li
jdumu anqas. Il-gruppi kollha ta’ doza allokati lil din il-fazi ghandhom jintemmu fiz-Zmien indikat ghal
evalwazzjoni ta’ tossicita kronika u ghal patologija mhux neoplastika. Gruppi satellitarji inkluzi ghall-monitoragg
tar-riversibbilta ta’ kull bidla tossikologika migjuba mil-kimika ghall-ittestjar li tkun investigata ghandhom
jinzammu minghajr dozagg ghal perjodu ta’ mhux angas minn 4 gimghat u ta’ mhux aktar minn terz ta’
kemm idum l-istudju totali wara li tkun intemmet espozizzjoni.

Id-durata tal-fazi ta’ karcinogenicita ta’ dan l-istudju tkun normalment ta’ 24 xahar ghal rodituri, li jirrapprezenta
l-maggoranza tal-hajja kollha normali tal-annimali li ghandhom jintuzaw. Jistghu jintuzaw studji agsar jew itwal,
skont it-tul tal-hajja tar-razza tal-ispecijiet ta’ annimali fl-istudju, izda ghandhom ikunu ggustifikati. Ghal razez
specifici ta’ grieden, ez. AKR/], C3HJJ jew C57BL/6] durata ta’ 18-il xahar tista’ tkun aktar adattata. Dan li gej
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jipprovdi xi gwida dwar durata, tmiem tal-istudju u sopravivenza; gwida ulterjuri, inkluza konsiderazzjoni tal-
accettabbilta ta’ studju ta’ karcinogenicita negattiva relattiva ghal sopravivenza fl-istudju, hija pprovduta fid-
Dokument ta’ Gwida Nru 116 (7):

— It-tmiem tal-istudju ghandu jitgies meta l-ghadd ta’ superstiti fil-gruppi ta’ doza aktar baxxa jew fil-grupp ta’
kontroll jinzel taht il-25 fil-mija.

— Fil-kaz fejn il-grupp ta’ doza gholja biss imut hesrem minhabba tossicita, dan m’'ghandux jikkawza t-tmiem
tal-istudju.

— Is-sopravivenza ta’ kull sess ghandha titgies separatament.

— L-istudju m’ghandux ikun estiz lil hinn mill-punt meta d-dejta disponibbli mill-istudju ma tkunx aktar
sufficjenti biex tkun tista’ ssir evalwazzjoni valida statistikament.

OSSERVAZZJONIJIET (FAZI TA’ TOSSICITA KRONIKA)

L-annimali kollha ghandhom ikunu ezaminati ghall-morbidita jew ghall-mortalita, is-soltu fil-bidu u t-tmiem ta’
kull jum, inkluzi fi tmiem il-gimgha u l-btajjel. Osservazzjonijiet klinici generali ghandhom isiru mill-anqas
darba kuljum, preferibbilment fl-istess hin(jjiet) kull jum, filwaqt li jitgies il-perjodu massimu ta’ effetti anticipati
wara dozagg fil-kaz ta’” amministrazzjoni b’gavage.

Osservazzjonijiet klinici dettaljati ghandhom isiru fuq l-annimali kollha mill-anqgas darba gabel l-ewwel espozizz-
joni (biex jithallew isiru paraguni skont is-suggett), fi tmiem l-ewwel gimgha tal-istudju u kull xahar minn hemm
il quddiem. Il-protokoll ghal osservazzjonijiet ghandu jkun maghmul b'mod li varjazzjonijiet bejn osservaturi
individwali jkunu mminimizzati u indipendenti minn grupp ta’ test. Dawn l-osservazzjonijiet ghandhom isiru
barra mill-gagga ta’ abitazzjoni, preferibbilment farena standard u fhinijiet simili ghal kull jum fkull okkazjoni.
Huma ghandhom ikunu rregistrati sewwa, preferibbilment billi jintuzaw sistemi ta” punti, iddefiniti esplicitament
mil-laboratorju tal-ittestjar. Ghandhom isiru sforzi biex ikun zgurat li varjazzjonijiet fil-kundizzjonijiet ta’
osservazzjoni jkunu minimi. Sinjali nnotati ghandhom jinkludi, izda ma jkunux limitati ghal, bidliet fil-gilda,
pil, ghajnejn, membrani mukuzi, okkorrenza ta’ sekrezzjonijiet u eskrezzjonijiet u attivita awtonomika (ez.
tidmigh, erezzjoni tal-pil, dags tal-pupilli, xejra respiratorja mhux tas-soltu). Bidliet fil-mixja, qaghda u rispons
ghal immaniggar, kif ukoll il-prezenza ta’ movimenti klonici jew tonici, stereotipi (ez. tindif eccessiv, dawran
ripetittiv) jew imgiba bizarra (ez. awtomutilazzjoni, mixi b’lura) ghandhom ukoll ikunu rregistrati (32).

Ezami oftalmologiku, bl-uzu ta’ oftalmoskopju jew taghmir ichor adattat, ghandu jsir fuq l-annimali kollha qabel
l-ewwel amministrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar. Fit-tmiem tal-istudju, dan l-ezami ghandu preferibbilment isir
ghall-annimali kollha izda mill-anqgas fid-doza gholja u fil-gruppi ta” kontroll. Jekk fl-ghajnejn jinstabu bidliet
relatati ma’ trattament, l-annimali kollha ghandhom ikunu ezaminati. Jekk analizi strutturali jew informazzjoni
ohra jissuggerixxu tossicita okulari, fdak il-kaz il-frekwenza ta’ ezami okulari ghandha tizdied.

Ghal kimici fejn testijiet precedenti ta’ tossicita ghal doza ripetuta ghal 28 jum ufjew ghal 90 jum ikunu indikaw
il-potenzjal li jikkawzaw effetti newrotossici, reattivita sensorja ghal stimuli ta’ tipi differenti (32) (ez. stimuli tas-
smigh, vizivi u proprjocettivi) (33) (34) (35), ikunu jistghu jsiru b’mod fakultattiv valutazzjoni tal-qawwa ta’ qbid
(36) u valutazzjoni tal-attivita motorja (37) qabel il-bidu tal-istudju u fperjodi ta’ 3 xhur wara li jkun beda I-
istudju sa u inkluzi 12-il xahar, kif ukoll fit-tmiem tal-istudju (jekk ikun itwal minn 12-il xahar). Aktar dettalji
tal-proceduri i jistghu jkunu segwiti jinghataw fir-referenzi rispettivi. Izda jistghu jintuzaw proceduri alternattivi
minbarra dawk fir-referenzi.

Ghal kimici fejn testijiet precedenti ta’ tossicita ghal doza ripetuta ghal 28 jum ufjew ghal 90 jum ikunu indikaw
il-potenzjal li jikkawzaw effetti immunotossici, investigazzjonijiet ulterjuri ta’ dan il-punt ta’ tmiem ikunu jistghu
jsiru b'mod fakultattiv fit-tmiem.

Piz tal-gisem, konsum ta’ ikel/ilma u efficjenza fl-ikel

L-annimali kollha ghandhom jintiznu meta jibda t-trattament, mill-anqas darba fil-gimgha ghall-ewwel 13-il
gimgha u mill-angas kull xahar minn hemm ‘il quddiem. I-kejlijiet ta’ konsum ta’ ikel u ta’ effi¢jenza fl-ikel
ghandhom isiru mill-angas kull gimgha ghall-ewwel 13-il gimgha u mill-anqas kull xahar minn hemm il
quddiem. Il-konsum tal-ilma ghandu jitkejjel mill-anqas kull gimgha ghall-ewwel 13-il gimgha u mill-anqas
kull xahar minn hemm ‘il quddiem meta l-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata filma tax-xorb. Ghandhom
jitgies wkoll kejlijiet tal-konsum tal-ilma ghal studji li fihom l-attivita tax-xorb tinbidel.
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Ematologija u bijokimika klinika

42. Fi studji li jinvolvu rodituri, ghandhom isiru ezamijiet ematologici fuq l-annimali kollha tal-istudju (10 annimali
rgiel u 10 nisa ghal kull grupp) kull 3, 6, u 12-il xahar, kif ukoll fit-tmiem tal-istudju (jekk ikun itwal minn 12-il
xahar). Ghal grieden, jistghu jkunu mehtiega annimali satellitarji biex isiru d-determinazzjonijiet ematologici
mehtiega kollha (ara l-paragrafu 19). Fi studji ta’ annimali mhux rodituri, jittichdu kampjuni minn ghadd izghar
ta’ annimali (ez. 4 annimali ghal kull sess u ghal kull grupp fi studji dwar il-klieb), fhinijiet interim ta’ tehid ta’
kampjuni u fit-tmiem kif deskritt ghal rodituri. Il-kejlijiet kull 3 xhur, ghal rodituri jew ghal annimali mhux
jum maghmul flivelli komparabbli ta’ doza. Ghandhom jittiechdu kampjuni tad-demm minn sit imsemmi,
perezempju b'titqib kardijaku jew minn sinus retroorbitali, b’anestesija.

43, Ilista ta’ parametri li gejja ghandha tkun investigata (38): Ghadd total u differenzjali ta’ lewkociti, ghadd ta’
eritrociti, ghadd ta’ pjastrini, koncentrazzjoni ta’ emoglobina, ematokrit (volum ta’ celluli ppakkjati), volum
korpuskulari medju (MCV), emoglobina korpuskulari medja (MCH), koncentrazzjoni ta’ emoglobina korpuskulari
medja (MCHC), hin protrombin u hin tromboplastin parzjali attivat. Parametri ematologici ohra bhal korpi ta’
Heinz jew morfologija atipika ohra ta’ eritrociti jew metemoglobina jistghu jitkejlu kif jixraq skont it-tossicita
tal-kimika ghall-ittestjar. B'mod generali, ghandu jkun adottat approcc flessibbli, skont l-effett osservat ufjew
mistenni minn kimika partikolari ghall-ittestjar. Jekk il-kimika ghall-ittestjar ikollha effett fuq is-sistema emato-
pojetika, jistghu jkunu indikati wkoll ghedud ta’ retikolociti u c¢itologija tal-mudullun tal-ghadam, ghalkemm
dawn ghandhom isiru b'rutina.

44. Determinazzjonijiet ta’ bijokimika ghall-investigazzjoni ta’ effetti tossi¢i magguri ftessuti u, specifikatament, ta’
effetti fuq il-kliewi u l-fwied, ghandhom isiru fuq kampjuni tad-demm miksubin mill-annimali kollha tal-istudju
(10 annimali rgiel u 10 nisa ghal kull grupp), fl-istess intervalli ta’ hin kif specifikat ghall-investigazzjonijiet
ematologici. Ghal grieden, jistghu jkunu mehtiega annimali satellitarji biex isiru d-determinazzjonijiet ta’ bijo-
kimika klinika kollha mehtiega. Fi studji ta’ annimali mhux rodituri, jittiehdu kampjuni minn ghadd izghar ta’
annimali (ez. 4 annimali ghal kull sess u ghal kull grupp fi studji dwar il-klieb), fhinijiet interim ta’ tehid ta’
kampjuni u fit-tmiem kif deskritt ghal rodituri. Jistghu ma jsirux kejlijiet kull 3 xhur ghal rodituri jew ghal
annimali mhux rodituri jekk ma jkun deher ebda effett fuq parametri ta’ bijokimika klinika fi studju precedenti
ta’ 90 jum maghmul flivelli komparabbli ta’ doza. Huwa rrakkomandat sawm tul il-lejl ghall-annimali (bl-
eccezzjoni tal-grieden) gabel ma jittichdu kampjuni tad-demm ('). Il-lista ta’ parametri li gejja ghandha tkun
investigata (38): glukozju, urea (nitrogenu tal-urea), kreatinina, proteina totali, albumina, kal¢ju, sodju, potassju,
kolesterol totali, mill-anqas zewg testijiet adatti ghal evalwazzjoni epatocellulari (aminotransferazi tal-alanina,
aspartate aminotransferazi, glutamat ta’ deidrogenazi, acidi totali tal-bili) (39), u mill-anqas zewg testijiet adatti
ghal evalwazzjoni epatobiljari (fosfatazi alkalina, gamma glutamil trasferimentazi, 5-nukleotidazi, bilirubina
totali, acidi totali tal-bili) (39). Parametri ohra ta’ bijokimika klinika bhal trigliceridi sajmin, ormoni specifici
u kolinesterazi jistghu jitkejlu kif jixraq, skont it-tossicita tal-kimika ghall-ittestjar. B'mod generali, hemm htiega
ta’ approce flessibbli, skont l-effett osservat ufjew mistenni minn kimika partikolari ghall-ittestjar.

45. Determinazzjonijiet ta’ analizi tal-awrina ghandhom isiru fuq l-annimali kollha tal-istudju (10 annimali rgiel u
10 nisa ghal kull grupp), fuq kampjuni migburin fl-istess intervalli bhal dawk ghall-ematologija u l-kimika
klinika. Ma jkunx mehtieg isiru kejlijiet kull 3 xhur jekk ma jkun deher ebda effett fuq analizi tal-awrina fi studju
precedenti ta’ 90 jum maghmul flivelli komparabbli ta’ doza. Il-lista ta’ parametri li gejja kienet inkluza
frakkomandazzjoni esperta dwar studji ta’ patologija klinika (38): dehra, volum, ozmolalita jew gravita specifika,
pH, proteina totali u glukozju. Determinazzjonijiet ohra jinkludu keton, urobilinogenu, bilirubina u demm
mohbi. Jistghu jintuzaw aktar parametri meta jkun mehtieg biex tkun estiza l-investigazzjoni ta’ effett(i) osser-
vat(i).

46. Huwa meqjus b'mod generali li jehtiegu jkunu ddeterminati varjabbli bazi ematologici u ta’ bijokimika klinika
qabel trattament ghal studji dwar il-klieb, izda ma jehtigilhomx ikunu ddeterminati fi studji dwar rodituri (38).
Izda, jekk dejta bazi storika (ara l-paragrafu 58) ma tkunx adegwata, ghandu jitqies li tkun iggenerata dejta bhal
din.

PATOLOGIJA
Awtopsja makroskopika

47. L-annimali kollha fl-istudju ghandhom normalment ikunu ssoggettati ghal awtopsja makroskopika shiha u
dettaljata Ii tkun tinkludi ezami bir-reqqa tal-wic¢ estern tal-gisem, tal-fethiet kollha u tal-kavitajiet kranjali,
toraci¢i u abdominali u tal-kontenuti taghhom. Izda jista’ wkoll ikun hemm provvediment (fil-qatla interim jew
fi gruppi satellitarji) biex kejlijiet ikunu ristretti ghal mizuri specifi¢i ewlenin bhal newrotossicita jew immuno-
tossicita (ara l-paragrafu 21). Dawn l-annimali jistghu ma jkunux soggetti ghal awtopsja u ghall-proceduri
sussegwenti deskritti fil-paragrafi li gejjin. L-annimali sentinelli jista’ jkun jehtigilhom awtopsja abbazi ta’ kaz
kaz, fid-diskrezzjoni tad-direttur tal-istudju.

(") Ghal ghadd ta’ kejlijiet ta’ serum u plazma, notevolment l-aktar ghall-glukozju, sawm matul il-lejl huwa ppreferut. Ir-raguni ewlenija

ghal din il-preferenza hija li aktar varjabbilta li ghandha inevitabbilment tirrizulta minn nuqqas ta’ sawm, tittendi li tahbi effetti aktar
sottili u taghmel l-interpretazzjoni difficli. Izda ghandu jkun innotat li sawn tul il-lejl jista’ johloq interferenza fil-metabolizmu generali
tal-annimali u, b’mod partikolari fi studji dwar ghoti ta’ ikel, jista’ jiddisturba l-espozizzjoni ta’ kull jum ghall-kimika ghall-ittestjar. L-
annimali kollha ghandhom ikunu vvalutati fl-istess kondizzjoni fizjologika, u valutazzjonijiet dettaljati jew newrologi¢i ghandhom
preferibbilment ikunu, ghalhekk, skedati ghal jum differenti milli ghal tehid ta’ kampjuni ta’ bijokimika klinika.
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Pizijiet ta’ organi ghandhom jingabru mill-annimali kollha, minbarra dawk eskluzi bil-parti tal-ahhar tal-para-
grafu 47. L-adrenali, il-mohh, l-epididimi, il-qalb, il-kliewi, il-fwied, l-ovarji, il-milsa, it-testikoli, it-tirojde (jin-
tiznu wara fissazzjoni, ma’ paratirojdi), u l-utru tal-annimali kollha (minbarra ta’ dawk misjubin qed imutu ufjew
ged jingatlu fil-frattemp) ghandhom jintragmu minn kull tessut imwahhal maghhom, kif jixraq, u I-piz taghhom
fl-imxarrab ghandu jittiched malajr kemm jista’® jkun wara dissezzjoni biex ma jithalliex ikun hemm inxif.

It-tessuti li gejjin ghandhom ikunu ppreservati fil-midjum ta’ fissazzjoni l-aktar adattat kemm ghat-tip ta’ tessut,
kif ukoll ghall-ezami istopatologiku mahsub sussegwentement (40) (tessuti fparentezi kwadri huma fakultattivi):

il-lezjonijiet kbar kollha qalb frixa stonku (il-parti quddimija
tal-istonku, stonku
glandolari)

glandola adrenali ileu glandola tal-paratirojde | [snien]

aorta jejunum nerv periferali testikoli

mohh (inkluzi tagsimiet kliewi pitwitarja timu

tac-Cerebru, cervellett, u

medullajmezocefalu)

il-musrana 1-ghamja glandola tad-dmugh prostata tirojde

(straorbitali)
cervici fwied il-musrana d-dritta [Isien]
glandola tal-koagulazzjoni | pulmun glandola tal-bzieq trakea

il-musrana I-hoxna

nodi limfati¢i (kemm
superficjali kif ukoll
fondi)

buzzieqa seminali

buzzieqa tal-awrina

duwodenu glandola mammarja (bil- | muskolu skeletali utru (inkluz cervici)
fors ghan-nisa u, jekk
dissettabbli b'mod
vizibbli, ghall-irgiel)
epididymis [sistema respiratorja ta” | gilda [ureteru]
fuq, inkluzi mnieher,
turbinati u sinus parana-
zali]
ghajn (inkluza r-retina) esofagu nerv vertebrali (fi tlett [uretra]
livelli: ¢ervikali, midtora-
¢iku u lumbari)
[wirk bl-ghaksa] [basla tax-xamm] milsa vagina
buzzieqa tal-marrara (ghal | ovarju [sternu], tagsima tal-mudullun tal-

specijiet minbarra 1-far)

ghadam ufjew aspirat frisk

tal-mudullun tal-ghadam

Glandola ta’ Harder

Fil-kaz ta’ organi akkoppjati, ez. kliewi, adrenali, iz-zewg organi ghandhom ikunu ppreservati. Is-sejbiet klinici u
ohrajn jistghu jissuggerixxu l-htiega li jkunu ezaminati tessuti addizzjonali. Ghandu wkoll ikun ippreservat kull
organu li x'aktarx ikun megqjus bhala organu mmirat abbazi tal-proprjetajiet maghrufa tal-kimika ghall-ittestjar.
Fi studji li jinvolvu r-rotta dermali ta’ amministrazzjoni, il-lista ta’organi kif stabbilita ghar-rotta orali ghandha
Fi studji ta’ inalazzjoni, il-lista ta’ tessuti ppreservati u ezaminati mis-sistema respiratorja ghandha ssegwi r-
rakkomandazzjonijiet tal-Kapitolu B.8 ta’ dan l-Anness (9) u tal-Kapitolu B.29 ta’ dan l-Anness (10). Ghal
organi/tessuti ohra (u b’zieda mat-tessuti ppreservati specifikatament mis-sistema respiratorja) il-lista ta’ organi
kif stabbilita ghar-rotta orali ghandha tkun ezaminata.

Istopatologija
Hija disponibbli gwida dwar l-ahjar prattiki fit-tmexxija ta’ studji dwar patologija tossikologika (40). L-ezamijiet

istopatologi¢i minimi ghandhom ikunu:

— it-tessuti kollha mill-gruppi ta’ doza gholja u ta’ kontroll;
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— it-tessuti kollha minn annimali qed imutu jew li jkunu nqatlu matul l-istudju;
— it-tessuti kollha li juru anormalitajiet makroskopici;

— it-tessuti mmirati jew tessuti li wrew bidliet relatati ma’ trattament fil-grupp ta’ doza gholja, mill-annimali

kollha fil-gruppi l-ohra kollha ta’ doza;
— fil-kaz ta’ organi akkoppjati, ez. kliewi, adrenali, iz-zewg organi ghandhom ikunu ezaminati.

OSSERVAZZJONIJIET (FAZI TA” KARCINOGENICITA)

L-annimali kollha ghandhom ikunu ezaminati ghall-morbidita jew ghall-mortalita, is-soltu fil-bidu u fit-tmiem ta’
kull jum, inkluzi fi tmiem il-gimgha u l-btajjel. L-annimali ghandhom addizzjonalment ikunu ezaminati darba
kuljum ghal sinjali specifici ta’ rilevanza tossikologika. Fil-kaz ta’ studji dwar gavage, annimali ghandhom ikunu
ezaminati fil-perjodu li jigi minnufih wara dozagg. Ghandha tinghata attenzjoni partikulari lil zvilupp ta’ tumuri;
u ghandu jigi rregistrat iz-zmien meta jfaqqghu tumuri, post, dimensjonijiet, dehra u progressjoni ta’ kull tumur
li jkun jidher sewwa u jista’ jintmess.

L-annimali kollha ghandhom jintiznu meta jibda t-trattament, mill-anqas darba fil-gimgha ghall-ewwel 13-il
gimgha u mill-anqas kull xahar minn hemm ‘il quddiem. Il-kejlijiet ta’ konsum ta’ ikel u ta’ efficjenza fl-ikel
ghandhom isiru mill-anqas kull gimgha ghall-ewwel 13-il gimgha u mill-anqas kull xahar minn hemm il
quddiem. Il-konsum tal-ilma ghandu jitkejjel mill-anqas kull gimgha ghall-ewwel 13-il gimgha u mill-angas
kull xahar minn hemm ‘il quddiem meta l-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata filma tax-xorb. Ghandhom
jitgies wkoll kejlijiet tal-konsum tal-ilma ghal studji li fihom l-attivita tax-xorb tinbidel.

Ematologija, bijokimika klinika u kejlijiet ohra

Biex jintlahaq il-massimu tal-informazzjoni miksuba mill-istudju, spe¢jalment ghal konsiderazzjonijiet ta’ modalita
ta’ azzjoni, ikunu jistghu jittichdu kampjuni tad-demm ghal ematologija u bijokimika klinika, ghalkemm dan ikun
fid-diskrezzjoni tad-direttur tal-istudju. L-analizi tal-awrina tista” wkoll ikun adattata. Dejta dwar l-annimali uzati
fil-fazi ta’ tossicita kronika tal-istudju, li normalment iddum 12-il xahar (il-paragrafu 34) ghandha tipprovdi
informazzjoni dwar dawn il-parametri. Gwida ulterjuri dwar il-valur ta’ tehid ta’ kampjuni bhal dawn bhala
parti minn studju tal-karcinogenicita hija pprovduta fid-Dokument ta” Gwida Nru 116 (7). Jekk jittiehdu kampjuni
tad-demm, dawn ghandhom jingabru fit-tmiem tal-perjodu tat-test, ezatt qabel jew bhala parti mill-procedura
ghall-qtil tal-annimali. Huma ghandhom jittiched minn sit imsemmi, perezempju b'titqib kardijaku jew mis-sinus
retroorbitali, b'anestesija. Jistghu wkoll ikunu ppreparati ticpisiet ghal ezami, partikolarment jekk ikun jidher li I-
mudullun tal-ghadam ikun l-organu mmirat, ghalkemm il-valur ta’ ezami bhal dan ta’ ticpisiet tad-demm fil-fazi ta’
kar¢inogenicita ghall-valutazzjoni ta’ potenzjal karc¢inogeniku/onkogeniku huwa dubjuz (38).

PATOLOGIJA
Awtopsja makroskopika

L-annimali kollha fl-istudju hlief annimali sentinelli u annimali satellitarji ohra (ara l-paragrafu 20) ghandhom
ikunu ssoggettati ghal awtopsja makroskopika shiha u dettaljata Ii tkun tinkludi ezami bir-reqqa tal-wic¢ estern
tal-gisem, tal-fethiet kollha u tal-kavitajiet kranjali, toraci¢ci u abdominali u tal-kontenuti taghhom. L-annimali
sentinelli u annimali satellitarji ohra jista’ jkun jehtigilhom awtopsja abbazi ta’ kaz kaz, fid-diskrezzjoni tad-
direttur tal-istudju. Pizijiet ta’ organi ma jkunux normalment parti minn studju karcinogenesi, minhabba li
bidliet gerjatrici u, fi stadji ta’ wara, l-izvilupp ta’ tumuri thawwad l-utilita ta’ dejta dwar pizijiet ta’ organi.
Huma jistghu, izda, ikunu importanti biex jittiched piz ta’ valutazzjoni ta’ evidenza u spe¢jalment ghal konsi-
derazzjonijiet ta’ modalita ta’ azzjoni. Jekk ma jkunux parti minn studju satellitarju, huma ghandhom jingabru
mhux aktar tard minn sena wara l-bidu tal-istudju.

It-tessuti li gejjin ghandhom ikunu ppreservati fil-midjum ta’ fissazzjoni l-aktar adattat kemm ghat-tip ta’ tessut,
kif ukoll ghall-ezami istopatologiku mahsub sussegwentement (40) (tessuti f'parentezi kwadri huma fakultattivi):

il-lezjonijiet kbar kollha galb frixa stonku (il-parti quddimija
tal-istonku, stonku glan-
dolari)

glandola adrenali ileu glandola tal-paratirojde | [snien]

aorta jejunum nerv periferali testikoli

mohh (inkluzi tagsimiet kliewi pitwitarja timu

tac-cerebru, cervellett, u

medullajmezocefalu)

il-musrana 1-ghamja glandola tad-dmugh prostata tirojde

(straorbitali)
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56.

57.

cervici

fwied

il-musrana d-dritta

[Isien]

glandola tal-koagulazzjoni

pulmun

glandola tal-bzieq

trakea

il-musrana l-hoxna

nodi limfati¢ci (kemm
superfi¢jali kif ukoll
fondi)

buzzieqa seminali

buzzieqa tal-awrina

duwodenu glandola mammarja (bil- | muskolu skeletali utru (inkluz cervici)
fors ghan-nisa u, jekk
dissettabbli b'mod
vizibbli, ghall-irgiel)
epididymis [sistema respiratorja ta’ | gilda [ureteru]
fuq, inkluzi mnieher,
turbinati u sinus parana-
zali]
ghajn (inkluza r-retina) esofagu nerv vertebrali (fi tlett [uretra]
livelli: ¢ervikali, midtora-
¢iku u lumbari)
[wirk bl-ghaksa] [basla tax-xamm|] milsa vagina
buzzieqa tal-marrara (ghal | ovarju [sternu], tagsima tal-mudullun tal-

specijiet minbarra 1-far)

ghadam ufjew aspirat frisk

tal-mudullun tal-ghadam

Glandola ta’ Harder

Fil-kaz ta’ organi akkoppjati, ez. kliewi, adrenali, iz-zewg organi ghandhom ikunu ppreservati. Is-sejbiet klinici u
ohrajn jistghu jissuggerixxu I-htiega li jkunu ezaminati tessuti addizzjonali. Ghandu wkoll ikun ippreservat kull
organu li x'aktarx ikun meqjus bhala organu mmirat abbazi tal-proprjetajiet maghrufa tal-kimika ghall-ittestjar.
Fi studji li jinvolvu r-rotta dermali ta” amministrazzjoni, il-lista ta'organi kif stabbilita ghar-rotta orali ghandha
Fi studji ta’ inalazzjoni, il-lista ta’ tessuti ppreservati u ezaminati mis-sistema respiratorja ghandha ssegwi r-
rakkomandazzjonijiet tal-Kapitolu B.8 ta’ dan l-Anness (8) u tal-Kapitolu B.29 ta’ dan l-Anness (9). Ghal
organi/tessuti ohra (u b’zieda mat-tessuti ppreservati specifikatament mis-sistema respiratorja) il-lista ta’ organi
kif stabbilita ghar-rotta orali ghandha tkun ezaminata.

Istopatologija

Hija disponibbli gwida dwar l-ahjar prattiki fit-tmexxija ta’ studji dwar patologija tossikologika (40). Il-minimu
ta’ tessuti ezaminati ghandu jkun:

— It-tessuti kollha mill-gruppi ta’ doza gholja u ta’ kontroll;
— It-tessuti kollha ta’ annimali qed imutu jew li jkunu nqatlu matul l-istudju;
— It-tessuti kollha i juru anormalitajiet makroskopici inkluzi tumuri;

— Meta bidliet istopatologici relatati ma’ trattament ikunu osservati fil-grupp ta’ doza gholja, dawk l-istess
tessuti ghandhom ikunu ezaminati mill-annimali kollha fil-gruppi l-ohra kollha ta’ doza;

— Fil-kaz ta’ organi akkoppjati, ez. kliewi, adrenali, iz-Zewg organi ghandhom ikunu ppreservati.

DEJTA U RAPPURTAR (KARCINOGENICITA U TOSSICITA KRONIKA)
Dejta

Ghandha tkun ipprovduta dejta dwar annimali individwalment ghall-parametri kollha evalwati. Addizzjonal-
ment, id-dejta kollha ghandha tingabar fil-qosor fforma tabulari li turi ghal kull grupp tat-test 1-ghadd ta’
annimali fil-bidu tat-test, l-ghadd ta’ annimali li jkunu nstabu mejta matul it-test jew li jkunu nqatlu ghal
ragunijiet umani u I-hin ta’ kull mewta jew qatla b'mod uman, 1-ghadd ta’ annimali li juru sinjali ta’ tossicita,
deskrizzjoni tas-sinjali ta’ tossicita osservati, inkluz iz-zmien meta jibdew ifaqqghu, durata u severita ta’ kull
effett tossiku, I-ghadd ta’ annimali li juru lezjonijiet, it-tip ta’ leZjonijiet u l-percentwali tal-annimali li juru kull
tip ta’ lezjoni. Tabelli ta’ sommarji ta’ dejta ghandhom jipprovdu l-mezzi u d-devjazzjonijiet standard (ghal dejta
ta’ test kontinwu) ta’ annimali li juru effetti tossici jew lezjonijiet, minbarra 1-gradazzjoni tal-lezjonijiet.
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59.

60.

Dejta storika ta’ kontroll tista’ tkun siewja fl-interpretazzjoni tar-rizultati tal-istudju, ez., fil-kaz meta jkun hemm
indikazzjonijiet li d-dejta pprovduta mill-kontrolli konkurrenti tkun sostanzjalment diversa meta mqabbla ma’
dejta recenti minn annimali ta’ kontroll mill-istess facilita/kolonja tat-test. Dejta storika ta” kontroll, jekk tkun
evalwata, ghandha tkun sottomessa mill-istess laboratorju, tkun tirrelata ma’ annimali tal-istess etd u razza u
ggenerata matul il-hames snin li jkunu gew qabel l-istudju inkwistjoni.

Meta jkunu applikabbli, ir-rizultati numeri¢ci ghandhom ikunu evalwati b'metodu ta’ statistika generalment
accettabbli u adattat. Il-metodi ta’ statistika u d-dejta li jkollha tigi analizzata ghandhom jintghazlu matul it-
tfassil tal-istudju (il-paragrafu 9). L-ghazla ghandha tipprovdi ghal aggustamenti ta’ sopravivenza, jekk ikun
mehtieg.

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:

Kimika ghall-ittestjar:

— natura fizika, purezza u proprjetajiet fizikokimici;

— dejta ta’ identifikazzjoni;

— sors tal-kimika;

— numru tal-lott;

— certifikat tal-analizi tal-kimika.

Vejjikolu (fejn xieraq):

— gustifikazzjoni ghal ghazla ta’ vejjikolu (jekk ma jkunx ilma).

Annimali tat-test:

— specifrazza uzata u gustifikazzjoni ghall-ghazla maghmula;

— ghadd, eta u sess tal-annimali fil-bidu tat-test;

— sors, kundizzjonijiet ta’ abitazzjoni, dieta, ecc.;

— pizijiet individwali tal-annimali fil-bidu tat-test.

Kundizzjonijiet tat-test:

— motiv ghal rotta ta’ amministrazzjoni u ghazla ta’ doza;

— meta jkun applikabbli, il-metodi ta’ statistika uzati biex tkun analizzata d-dejta;
— dettalji ta’ formulazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar/preparazzjoni tad-dieta;

— dejta analitika dwar koncentrazzjoni miksuba, stabbilta u omogeneita tal-preparazzjoni;
— rotta ta’ amministrazzjoni u dettalji tal-amministrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar;
— ghal studji ta’ inalazzjoni, jekk hux l-imnieher jew il-gisem kollu;

— dozi attwali (mg/kg tal-piz tal-gisem/jum), u fattur ta’ konverzjoni minn koncentrazzjoni tal-kimika ghall-
ittestjar (mg/kg jew ppm) ta’ dietafilma tax-xorb ghad-doza attwali, jekk applikabbli;

— dettalji tal-kwalita tal-ikel u tal-ilma.
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Rizultati (ghandhom ikunu pprezentati sommarji tad-dejta tabulata u dejta dwar annimali individwali):
Generali

— Dejta dwar sopravivenza;

— Piz tal-gisem/bidliet fil-piz tal-gisem;

— Konsum ta’ ikel, kalkulazzjonijiet ta’ effi¢jenza fl-ikel, jekk ikunu saru, u konsum tal-ilma jekk applikabbli;
— Dejta tossikokinetika jekk disponibbli;

— Oftalmoskopija (jekk disponibbli)

— Ematologija (jekk disponibbli)

— Kimika klinika (jekk disponibbli)

Sejbiet klinici

— Sinjali ta’ tossicita;

— Incidenza (u, jekk bil-punti, severita) ta’ kull anormalita;

— Natura, severita, u durata ta’ osservazzjonijiet klini¢i (jekk hux tranzitorji jew permanenti);
Dejta dwar l-awtopsja

— Piz terminali tal-gisem;

— Pizijiet ta’ organi u l-proporzjonijiet taghhom, jekk applikabbli;

— Sejbiet minn awtopsji; inc¢idenza u severita ta’ anormalitajiet.

Istopatologija

— Sejbiet istopatologi¢i mhux neoplastici,

— Sejbiet istopatologici neoplastici,

— Korrelazzjoni bejn sejbiet makroskopici u mikroskopici;

— Deskrizzjoni dettaljata tas-sejbiet istopatologici kollha relatati ma’ trattament inkluzi gradazzjonijiet ta’
severita;

— Rapport ta’ kull evalwazzjoni bejn il-pari tas-slides
Trattament ta’ statistika ta’ rizultati, kif jixraq

Diskussjoni dwar rizultati inkluzi:

— Diskussjoni dwar kull appro¢¢ ta” mudellar

— Relazzjonijiet ta” doza-rispons

— Dejta storika ta’ kontroll
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— Konsiderazzjoni ta’ kwalunkwe informazzjoni dwar il-modalita tal-azzjoni
— Determinazzjoni ta” BMD, NOAEL jew LOAEL

— Rilevanza ghall-bnedmin
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Appendici 1

DEFINIZZJONI

Kimika ghall-ittestjar: Kull sustanza jew tahlita ttestjata bl-uzu ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar.”

(7) 1l-Kapitolu B.36 jinbidel b'dan i gej:

“B.36. TOSSIKOKINETICI

DAHLA

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghat-TG 417 (2010) tal-OECD. Studji li jezaminaw it-tossikokine-
tika (TK) ta’ kimika ghall-ittestjar isiru biex tinkiseb informazzjoni adegwata dwar l-assorbiment, id-distribuzz-
joni, il-trasformazzjoni bijologika (jigifieri l-metabolizmu) u l-eskrezzjoni taghha biex jghinu tkun relatata I-
koncentrazzjoni jew id-doza mat-tossicita osservata u bhala ghajnuna biex jinftiechem il-mekkanizmu taghha ta’
tossicita. TK tista’ tghin biex jinftiehmu l-istudji tas-tossikologija billi turi li l-annimali tat-test ikunu esposti
b'mod sistematiku ghall-kimika ghall-ittestjar u billi tizvela liema jkunu 1-gruppi li jiccirkolaw (kimika/metaboliti
principali). Parametri bazici ta’ TK iddeterminati minn dawn l-istudji ghandhom jipprovdu wkoll informazzjoni
dwar il-potenzjal ghal akkumulazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar ftessuti ufjew forgani u l-potenzjal ghal induzz-
joni ta’ trasformazzjoni bijologika bhala rizultat ta’ espozizzjoni ghall-kimika ghall-ittestjar.

Dejta ta’ TK tista’ tikkontribwixxi ghall-valutazzjoni tal-adegwatezza u r-rilevanza ta’ dejta ta’ tossicita tal-
annimali ghal estrapolazzjoni ta’ periklu ghall-bniedem ufjew ghal valutazzjoni tar-riskju. Addizzjonalment,
studji tossikokinetici jistghu jipprovdu informazzjoni utli biex ikunu ddeterminati I-livelli ta” doza ghal studji
dwar tossicita (kinetika lineari vs. mhux lineari), rotta ta’ effetti ta’ amministrazzjoni, disponibbilta bijologika u
kwistjonijiet relatati ma’ tifsila tal-istudju. Certu tip ta’ dejta TK tista’ tintuza fl-izvilupp ta’ mudell tossikokinetiku
bbazi fizjologika (PBTK).

Hemm uzijiet importanti ghal dejta dwar metaboliti/TK bhal dawk li jissuggerixxu tossicitajiet possibbli u
modalitajiet ta’ azzjoni u r-relazzjoni taghhom ghal livell ta’ doza u rotta ta’ espozizzjoni. Flimkien ma’ dan,
dejta dwar metabolizmu tista’ tipprovdi informazzjoni utli ghal valutazzjoni tas-sinifikat tossikologiku ta’
espozizzjonijiet ghal metabiliti prodotti esogenikament tal-kimika ghall-ittestjar.

Dejta tossikokinetika adegwata tkun utli biex issostni l-accettabbilta u l-applikabbilta ulterjuri ta’ relazzjonijiet
kwantitattivi ta’ attivita strutturata, approc¢i ta’ read-across jew raggruppament fl-evalwazzjoni tas-sikurezza ta’
kimici. Dejta kinetika tista’ tintuza wkoll ghall-evalwazzjoni tar-rilevanza tossikologika ta’ studji ohra (ez. in
vivo[in vitro).

Sakemm ma tissemmiex rotta ohra ta’ amministrazzjoni (ara b’mod partikolari I-paragrafi 74-78), dan il-Metodu
ta’ Ttestjar huwa applikabbli ghal amministrazzjoni orali tal-kimika ghall-ittestjar.

KONSIDERAZZJONIJIET INIZJALI

Sistemi regolatorji ghandhom rekwiziti u htigijiet differenti dwar il-kejl ta’ punti ta’ tmiem u parametri relatati
ma’ tossikokinetika ghal klassijiet differenti ta’ kimici (ez. pesticidi, bijocidi, kimici industrijali). Mhux bhal
Metodi ta’” Ttestjar kwazi kollha dan il-Metodu ta’ Ttestjar jiddeskrivi l-ittestjar ta’ tossikokinetika, li jinvolvi
kejlijiet u punti ta’ tmiem multipli. Fil-gejjieni jistghu jkunu zviluppati diversi Metodi ta’ Ttestjar godda ufjew
dokument(i) ta’ gwida biex jiddeskrivi/u kull punt ta’ tmiem separatament u faktar dettalji. Fil-kaz ta’ dan il-
Metodu ta’ Ttestjar, liema testijiet jew valutazzjonijiet isiru huwa specifikat mir-rekwiziti ufjew htigijiet ta’ kull
sistema regolatorja.

Hemm diversi studji li jistghu jsiru biex tkun ivvalutata l-imgiba ta’ TK ta’ kimika ghall-ittestjar ghal finijiet
regolatorji. 1zda, skont il-htigijiet jew is-sitwazzjonijiet regolatorji partikolari, mhux dawn l-istudji kollha li
jistghu jkunu mehtiega ghall-evalwazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar. Il-flessibbilta, meqjusin il-karatteristici tal-
kimika ghall-ittestjar li tkun ged tigi investigata, hija mehtiega fit-tfassil ta’ studji ta’ tossikokinetika. Fxi kazijiet,
certu sett biss ta’ mistogsijiet jista' jkun jehtieglu jigi esplorat biex ikun indirizzat thassib dwar perikli u riskji
assocjati ma’ kimika ghall-ittestjar. F'xi sitwazzjonijiet, dejta dwar TK tista’ tingabar bhala parti mill-evalwazzjoni
fi studji ohra ta’ tossikologija. Ghal sitwazzjonijiet ohra, jistghu jkunu mehtiega studji addizzjonali ufjew aktar
estensivi dwar TK, skont htigijiet regolatorji ufjew jekk jinqalghu mistogsijiet godda bhala parti minn evalwazz-
joni ta’ kimika ghall-ittestjar.

L-informazzjoni kollha disponibbli dwar il-kimika ghall-ittestjar u metaboliti u analogi rilevanti ghandhom
jitgiesu mil-laboratorju tal-ittestjar gabel ma jsir l-istudju biex tissahhah il-kwalita tal-istudju u jkun evitat
uzu mhux mehtieg ta’ annimali. Dan jista' jinkludi dejta minn Metodi ta’ Ttestjar rilevanti ohra (studji in
vivo, studji in vitro, ufjew evalwazzjonijiet in silico). Proprjetajiet fizikokimici, bhal koeffi¢jent tal-partizzjoni
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ottanol-ilma (espress bhala log Poy), pKa, solubilita fl-ilma, pressjoni ta’ fwar u piz molekulari ta’ kimika jistghu
jkunu utli ghall-ippjanar ta’ studji u interpretazzjoni ta’ rizultati. Dawn jistghu jkunu ddeterminati billi jintuzaw
metodi adatti kif deskritti fil-Metodi ta’ Ttestjar rilevanti.

LIMITAZZJONIJIET

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar mhux imfassal biex jindirizza ¢irkostanzi spe¢jali, bhall-annimal mara tqila jew tredda’
u wildha, jew biex jevalwa residwi potenzjali fannimali esposti li jipproducu ikel. Izda d-dejta miksuba minn
studju B.36 tista’ tipprovdi informazzjoni ta’ sfond biex tiggwida t-tifsila ta’ studji specifi¢i ghal dawn l-inves-
tigazzjonijiet. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar mhux mahsub ghall-ittestjar ta’ nanomaterjali. Rapport dwar ezami mill-
¢did preliminari ta’ Linji Gwida ta’ Testijiet tal-OECD ghall-applikabbilta taghhom ghal nanomaterjali jindika li t-
TG 417 (ckwivalenti ghal dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.36) tista’” ma tkunx tapplika ghal nanomaterjali (1).

DEFINIZZ]JONIJIET

Definizzjonijiet uzati ghall-fini ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar huma pprovduti fl-Appendici.

KONSIDERAZZJONIJIET TA” TRATTAMENT XIERAQ TAL-ANNIMALI

Gwida dwar trattament uman tal-annimali hija disponibbli fid-Dokument ta’ Gwida (GD) 19 (2) tal-OECD.
Huwa rrakkomandat li GD 19 tal-OECD ikun ikkonsultat ghall-istudji kollha in vivo jew in vitro deskritti fdan il-
Metodu ta’ Ttestjar.

DESKRIZZJONI tal-METODI
Studji pilota

L-uzu ta’ studji pilota bhal dawn huwa rrakkomandat u inkuraggit ghall-ghazla ta’ parametri sperimentali ghall-
istudji ta’ tossikokinetika (ez. metabolizmu, bilan¢ ta’ piz, proceduri analitici, tiftix ta’ doza, ezalazzjoni ta’CO,,
ecc.). Karatterizzazzjoni ta’ xi whud minn dawn il-parametri tista’ ma ggibx il-htiega tal-uzu ta’ kimici b'tikketta
radjologika.

Ghazla ta’ annimali

Specijiet

L-ispeci ta’ annimali (u razza) uzata ghal ittestjar ta’ TK ghandha preferibbilment tkun l-istess bhal dik uzata fi
studji tossikologi¢i ohra maghmulin bil-kimika ghall-ittestjar ta’ interess. Normalment ghandu jintuza I-far
minhabba li kien uzat b'mod estensiv ghal studji tossikologi¢i. L-uzu ta’ speci ohra jew addizzjonali jista’
jkun awtorizzat jekk studji tossikologi¢i kriti¢i juru evidenza ta’ tossicita sinifikanti fdawn l-ispecijiet jew
jekk jintwera li t-tossicita/tossikokinetika taghhom tkun aktar rilevanti ghall-bnedmin. Ghandha tinghata gusti-
fikazzjoni ghall-ghazla tal-ispeci ta’ annimal u razztu.

Sakemm ma jinghadx mod ichor, dan il-Metodu ta’ Ttestjar jirreferi ghall-far bhala l-ispeci tat-test. Certi aspetti
tal-metodu jistghu jkollhom jigu mmodifikati biex jintuzaw specijiet ohra ghal test.

Eta u Razza

Ghandhom jintuzaw annimali adulti zghazagh fsahhithom (normalment minn 6-12-il gimgha meta jsir id-
dozagg) (ara wkoll il-paragrafi 13 u 14). Ghandha tinghata gustifikazzjoni ghall-uzu ta’ annimali li ma jkunux
adulti zghazagh. L-annimali kollha ghandhom ikunu tal-istess eta mal-bidu tal-istudju. Il-varjazzjoni fil-piz tal-
annimali individwalment m’ghandhiex tkun aktar minn * 20 % tal-piz medju tal-grupp tat-test. Idealment ir-
razza uzata ghandha tkun l-istess bhal dik uzata biex tkun idderivata d-database tossikologika ghall-kimika
ghall-ittestjar.

Ghadd u sess tal-annimali

M'ghandhomx jintuzaw anqas minn erba’ annimali ta’ sess wiehed ghal kull doza ttestjata. Ghandha tinghata
gustifikazzjoni ghas-sess tal-annimali uzat. Ghandu jitqies l-uzu taz-zewg sessi (erba’ rgiel u erba’ nisa) jekk ikun
hemm evidenza li ssostni differenzi sustanzjali fit-tossicita brabta mas-sessi.

Kundizzjonijiet tal-abitazzjoni u I-ghalf

L-annimali generalment ghandhom jitqieghdu jghixu individwalment matul il-perjodu tal-ittestjar. Abitazzjoni fi
gruppi tista’ tkun iggustifikata f¢irkostanzi spegjali. 1d-dawl ghandu jkun artifigjali, bis-sekwenza tkun ta’ 12-il
siegha dawl[12-il siegha dlam. It-temperatura tal-kamra tal-esperimenti tal-annimali ghandha tkun 22 °C (£ 3 °C)
u l-umdita relattiva 30-70 %. Dwar ghalf, jistghu jintuzaw dieti konvenzjonali tal-laboratorju bi provvista bla
limitu ta’ ilma tax-xorb.
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Kimika ghall-ittestjar

Kimika ghall-ittestjar b'tikketta radjologika bl-uzu ta’ 1*C ghandha tintuza ghall-bilanéi kollha ta’ massa u ghall-
aspetti ta’ identifikazzjoni ta’ metaboliti tal-istudju; izda, jekk ikun jista’ jintwera li:

— l-identifikazzjoni ta’ bilan¢ ta’ massa u ta’ metaboliti tkun tista’ tigi evalwata b'mod adegwat billi tintuza l-
kimika ghall-ittestjar minghajr tikketta,

— l-ispecificita u s-sensittivita analitici tal-metodu uzat ma’ kimika ghall-ittestjar mhux radjuattiva jkunu dags
jew akbar minn dawk li jkunu jistghu jinkisbu bil-kimika ghall-ittestjar b'tikketta radjologika,

fdak il-kaz ma jkunx hemm htiega li tintuza kimika ghall-ittestjar b'tikketta radjologika. Barra dan, jistghu
jintuzaw izotopi ohra radjuattivi u stabbli, partikolarment jekk I-element ikun responsabbli ghal jew ikun parti
mill-porzjon tossiku tal-kimika ghall-ittestjar. Jekk ikun possibbli, it-tikketta radjologika ghandha titgieghed
fporzjon centrali tal-molekula li tkun metabolikament stabbli (ma tkunx tista’ tinbidel, ma titnehhiex metabo-
likament bhala CO,, u ma ssirx parti mill-gemgha ta’ karbonju biss tal-organizmuy). Tikkettar ta’ siti multipli jew
regjuni specifici tal-molekula jistghu jkunu mehtiega biex ikun segwit xjigri mil-kimika ghall-ittestjar.

Il-kimic¢i ghall-ittestjar b'tikketta radjologika jew mhux b'tikketta radjologika ghandhom ikunu analizzati billi
jintuzaw metodi adatti biex ikunu stabbiliti l-purezza u l-identita. Il-purezza radju tal-kimika ghall-ittestjar
radjuattiva ghandha tkun l-oghla li tista’ tinkiseb ghal kimika partikolari ghall-ittestjar (idealment hija ghandha
tkun aktar minn 95 %) u ghandu jsir sforz ragonevoli biex ikunu identifikati impuritajiet li jkun hemm ta’ 2 %
jew aktar. Il-purezza, flimkien mal-identita u l-porzjon ta’ kull impurezza li tkun giet identifikata, ghandhom
ikunu rrappurtati. Programmi regolatorji individwalment jistghu jaghzlu li jipprovdu gwida addizzjonali bhala
ghajnuna ghad-definizzjoni u l-ispecifikazzjonijiet ta” kimici ghall-ittestjar maghmulin minn tahlitiet u metodi
ghad-determinazzjoni tal-purezza.

Ghazla ta’ doza
Studju Pilota

Is-soltu doza orali wahda tkun suffi¢jenti ghall-istudju pilota. Id-doza m’ghandhiex tkun tossika, izda tkun gholja
bizzejjed biex tithalla ssir identifikazzjoni ta’ metaboliti fl-eskreta (u plazma, skont il-kaz), kif ukoll biex jithares
l-ghan dikjarat tal-studju pilota kif innotat fil-paragrafu 12 ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar.

Studji Ewlenin

Ghall-istudji ewlenin, ikun ippreferut minimu ta’ zewg dozi minhabba li informazzjoni migbura minn mill-
anqgas zewg gruppi ta’ doza tista’ tghin biex tkun stabbilita doza fi studji ohra dwar tossicita, u tghin fil-
valutazzjoni ta’ doza-rispons ta’ testijiet ta’ tossicita diga disponibbli.

Meta jkunu amministrati zewg dozi, iz-zewg dozi ghandhom ikunu gholjin bizzejjed biex tithalla ssir identi-
fikazzjoni ta’ metaboliti fl-eskreta (u fil-plazma, skont il-kaz). Ghandha titqies informazzjoni minn dejta dispo-
nibbli dwar tossicita ghal ghazla ta’ doza. Jekk ma jkunx hemm informazzjoni (ez. minn studji ta’ tossicita orali
akuta li jirregistraw sinjali klinici ta’ tossicita, jew minn studji dwar tossicita ta’ doza ripetuta) ikun jista’ jitqies
valur ghall-oghla doza li tkun taht l-istima ta’ LD (rotot orali u dermali) jew LCs, (rotta tal-inalazzjoni) jew
taht il-valur aktar baxx tal-stima tal-firxa ta’ tossicita akuta. Id-doza aktar baxxa ghandha tkun xi frazzjoni tad-

doza oghla.

Jekk ikun investigat livell wiched ta’ doza, idealment id-doza ghandha tkun gholja bizzejjed biex tithalla ssir
identifikazzjoni ta’ metaboliti fl-eskreta (u fil-plazma, skont il-kaz), filwaqt li ma tkunx prodotta tossicita li tkun
tidher. Ghandu jkun ipprovdut motiv ghala ma jkunx gie inkluz it-tieni livell ta’ doza.

Jekk l-effett ta’ doza fuq processi kinetici jkun jehtieglu jigi stabbilit, zewg dozi jistghu ma jkunux suffi¢jenti u
mill-anqas doza wahda ghandha tkun gholja bizzejjed biex tissatura dawk il-processi. Jekk l-erja taht il-kurva tal-
plazma ta’ koncentrazzjoni-hin (AUC) ma tkunx lineari bejn zewg livelli ta’ doza uzati fl-istudju ewlieni, din
tkun indikazzjoni qawwija li tkun qed issehh saturazzjoni ta’ process kinetiku wiehed jew aktar xi mkien bejn
iz-zewg livelli ta’ doza.

Ghal kimici ghall-ittestjar ta’ tossicita baxxa, ghandha tintuza doza massima ta’ 1 000 mg/kg tal-piz tal-gisem
(rotot orali u dermali) (jekk l-amministrazzjoni tkun bir-rotta tal-inalazzjoni, irreferi ghall-Kapitolu B.2 ta’ dan 1-
Anness ghal gwida; tipikament din id-doza ma tkunx tagbez 2 mg/l). Konsiderazzjonijiet specifici ghal kimika
jistghu joholqu I-htiega ta’ doza oghla skont htigijiet regolatorji. Ghazla ta’ doza ghandha dejjem tkun iggus-
tifikata.
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Dejta dwar doza wahda tossikokinetika u ta’ distribuzzjoni ta’ tessuti tista’ tkun adegwati biex ikun iddeterminat
il-potenzjal ghal akkumulazzjoni ufjew persistenza. Izda fxi ¢irkostanzi tista’ tkun mehtiega amministrazzjoni ta’
doza ripetuta i) biex ikun indirizzat b'mod aktar shih il-potenzjal ghal akkumulazzjoni ufjew persistenza jew
bidliet fTK (jigifieri, perezempju, induzzjoni u inibizzjoni ta’ enzimi) jew ii) kif ikun mitlub mis-sistema
regolatorja applikabbli. Fi studji li jinvolvu dozagg, filwaqt li amministrazzjoni ta’ doza baxxa ripetuta s-soltu
tkun suffi¢jenti, fcerti ¢irkostanzi tista’” wkoll tkun mehtiega amministrazzjoni ta’ doza gholja ripetuta (ara wkoll
il-paragrafu 57).

Amministrazzjoni ta’ Kimika ghall-Ittestjar

Il-kimika ghall-ittestjar ghandha tinhall jew tigi sospiza b'mod omogenju fl-istess vejjikolu uzat ghall-istudji 1-
ohra dwar tossicita ta’ gavage orali maghmulin bil-kimika ghall-ittestjar, jekk tkun disponibbli informazzjoni
dwar vejjikolu bhal dan. Ghandu jkun ipprovdut motiv ghall-ghazla tal-vejjikolu. L-ghazla tal-vejjikolu u l-volum
ta’ dozagg ghandhom jitgiesu fit-tfassil tal-istudju. Il-metodu tas-soltu ta’ amministrazzjoni huwa b’gavage; izda
(fiz-zewg kazijiet ghandha tinghata gustifikazzjoni). Ghandha tkun ipprovduta verifika tad-doza attwali ammi-
nistrata lil kull annimal.

Il-volum massimu ta’ likwidu li ghandu jkun amministrat b'gavage orali fwaqt wiehed ikun jiddependi mid-dags
tal-annimali tat-test, mit-tip ta’ vejjikolu ta’ doza u minn jekk jinghatax ghalf jew le gabel ma tkun amministrata
l-kimika ghall-ittestjar. Ghandu jinghata l-motiv ghala jkun amministrat jew ristrett ikel qabel id-dozagg.
Normalment il-volum ghandu jinzamm baxx dags kemm ikun prattikabbli ghal vejjikoli jew tal-ilma jew
mhux tal-ilma. Volumi ta’ doza m'ghandhomx normalment ikunu aktar minn 10 ml/kg tal-piz tal-gisem ghal
rodituri. Volumi ta’ vejjikoli uzati ghal aktar kimici ghall-ittestjar lipofilici jistghu jibdew minn 4 ml/kg tal-piz
tal-gisem. Ghal dozagg ripetut, meta l-indikazzjoni tkun li m'ghandux ikun hemm sawm kuljum, ghandhom
jitgiesu volumi ta’ doza aktar baxxa (ez. 2-4 ml/kg tal-piz tal-gisem). Meta jkun possibbli, ghandu jitgies l-uzu ta’
volum ta’ doza konsistenti ma’ dak amministrat fi studji ohra dwar gavage orali ghal kimika ghall-ittestjar.

L-amministrazzjoni intravenuza (IV) tal-kimika ghall-ittestjar u l-kejl tal-kimika ghall-ittestjar fid-demm ufjew 1-
eskreta jistghu jintuzaw biex jistabbilixxu d-disponibbilita bijologika jew l-assorbiment orali relattiv. Ghall-
istudju IV, tkun amministrata doza wahda (is-soltu ekwivalenti ghad-doza orali baxxa izda li ma tagbizhiex —
ara ghazla ta’ doza) ta’ kimika ghall-ittestjar billi jintuza vejjikolu adattat. Dan il-materjal ghandu jkun amminis-
trat fvolum xieraq (ez. 1 ml/kg bw) fis-sit maghzul ta’ amministrazzjoni lil mill-anqas erba’ annimali tas-sess
adattat (jistghu jintuzaw iz-zewg sessi, jekk dan ikun permess, ara l-paragrafu 16). Tkun mehtiega preparazzjoni
ta’ doza mahlula kollha jew sospiza ghal amministrazzjoni IV tal-kimika ghall-ittestjar. Il-vejjikolu ghal ammi-
nistrazzjoni IV m'ghandux ifixkel l-integrita tad-demm jew il-fluss tad-demm. Jekk il-kimika ghall-ittestjar hija
infuza, ir-rata ta’ infuzjoni ghandha tkun irregistrata u standardizzata fost l-annimali, sakemm tintuza pompa
tal-infuzjoni. Ghandha tintuza l-anestesija jekk wiehed idahhal tubu rqiq fil-vina gugulari (ghal amministrazzjoni
ta’ kimika ghall-ittestjar ufjew ghal gbir ta” demm) jew jekk wiched juza l-arterja femorali ghal amministrazzjoni.
Ghandha titgies bir-reqqa t-tip ta’ anestesija minhabba li din tista’ jkollha effetti fuq it-tossikokinetika. L-annimali
ghandhom jithallew jirkupraw b'mod adegwat qabel amministrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar flimkien mal-
vejjikolu.

Jistghu japplikaw rotot ohra ta’ amministrazzjoni, bhal dawk dermali u ta’ inalazzjoni, (ara l-paragrafi 74-78)
ghal certi kimici ghall-ittestjar, meqjusin il-proprjetajiet fizikokimici taghhom u l-uzu jew espozizzjoni umana
mistennija taghhom.

Kejlijiet
Bilan¢ tal-massa

[I-bilan¢ tal-massa huwa ddeterminat bl-ghadd tal-percentwali tad-doza (radjuattiva) amministrata li tohrog fl-
awrina, fir-rawt u man-nifs, u bil-percentwali li jkun hemm ftessuti, karkassa residwali u hasil ta’ gageg (ara 1-
paragrafu 46). Generalment, irkupri totali ta’ kimika ghall-ittestjar (radjuattivitd) amministrata fl-ammont ta’ >
90 % jitgiesu bhala adegwati.

Assorbiment

Stima inizjali ta’ assorbiment tista’ tinkiseb billi jkun eskluz il-percentwali tad-doza fis-sistema gastrointestinali
(GI) ufjew fir-rawt mid-determinazzjoni tal-bilanc¢ tal-massa. Ghall-kalkulazzjoni tal-assorbiment ta’ percentwali,
ara l-paragrafu 33. Ghal investigazzjoni ta’ eskreta, ara l-paragrafi 44-49. Jekk l-ammont ezatt ta’ assorbiment
wara li tkun inghatat doza orali ma jkunx jista’ jigi stabbilit minn studji ta’ bilan¢ ta’ massa (ez. fejn aktar minn
20 % tad-doza amministrata tkun fir-rawt), jista’ jkun hemm htiega ta’ investigazzjonijiet ulterjuri. Dawn l-istudji
jistghu jikkomprendu jew 1) amministrazzjoni orali ta’ kimika ghall-ittestjar u kejl ta’ kimika ghall-ittestjar fil-bili
jew 2) amministrazzjoni orali u IV ta’ kimika ghall-ittestjar u kejl ta’ kimika ghall-ittestjar netta li tkun fl-awrina
maghduda l-arja ta’ tehid tan-nifs ‘il barra flimkien mal-karkassa minn kull wahda miz-zewg rotot. Fwahda miz-
zewg tifsiliet tal-istudju, il-kejl tar-radjuattivita jsir bhala metodu sostitut ghal analizi specifika ghal kimika ta’
kimika ghall-ittestjar flimkien ma’ metaboliti.

Jekk jinbeda studju dwar eskrezzjoni ta’ bili, tipikament tintuza r-rotta orali. Fdan istudju, il-kanali tal-bili ta’
mill-anqas erba’ annimali tas-sess adattat (jew taz-zewg sessi, jekk dan ikun permess) ghandu jiddahhlilhom tubu
rqiq u ghandha tkun amministrata doza wahda tal-kimika ghall-ittestjar. Wara li tkun saret l-amministrazzjoni
tal-kimika ghall-ittestjar, eskrezzjoni ta’ radjuattivita/kimika ghall-ittestjar fil-bili ghandha tkun immonitorjata
sakemm jehtieg biex issir stima tal-percentwali tad-doza amministrata li tkun harget bhala eskreta permezz ta’
din ir-rotta, li tista’ tintuza biex ikun ikkalkulat direttament kemm ikun sar assorbiment orali, kif gej:
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Assorbiment ta’ percentwali = (arja ta’ tehid tan-nifs + urine + ‘il barra + karkassa minghajr kontenuti tas-
sistema GI)/ammont amministrat x 100

Ghal xi klassijiet ta’ kimika ghall-ittestjar, sekrezzjoni diretta tad-doza assorbita tista” ssehh fmembrani intestinali
kollha. Fkazijiet bhal dawn il-kejl ta’ percentwali ta’ doza frawt wara doza orali lill-far b’tubu rqiq fil-kanal tal-
bili ma jitqisx li jkun rapprezentattiv tad-doza mhux assorbita. Huwa rrakkomandat li fejn ikun mahsub li
ssehhet sekrezzjoni intestinali, fdak il-kaz il-percentwali ta’ doza assorbita tkun ibbazata fuq l-assorbiment
ikkalkulat mill-paragun tal-eskrezzjoni, wara li tkun saret ir-rotta orali, mar-rotta IV (far intatt jew b'tubu
rqiq fil-kanal tal-bili) (ara l-paragrafu 35). Huwa rrakkomandat ukoll li meta jitqies li tkun mehtiega l-kwanti-
fikazzjoni tas-sekrezzjoni intestinali, jitkejjel il-far b'tubu rqiq fil-kanali tal-bili wara amministrazzjoni ta’
doza IV.

Disponibbilta bijologika

Id-disponibbilta bijologika tista” tkun iddeterminata mill-kinetika tal-plazma/tad-demm mill-gruppi orali u IV, kif
deskritti fil-paragrafi 50-52, b'analizi kimika specifika tal-kimika ghall-ittestjar ufjew ta’ metabolite/i rilevanti, li,
ghalhekk, ma tkunx tehtieg kimika ghall-ittestjar b'tikketta radjologika. Il-kalkulazzjoni tad-disponibbilta bijo-
logika (F) tal-kimika ghall-ittestjar jew ta’ metabolite/i rilevanti tista” mbaghad issir kif gej:

F = (AUC.p/AUCy) x (Dosejy/Dosecy,)

fejn ‘AUC’ tkun l-erja taht il-kurva tal-plazma ta’ koncentrazzjoni-hin, u ‘exp’ tkun ir-rotta sperimentali (orali,
dermali jew permezz ta’ inalazzjoni).

Ghal uzu fvalutazzjoni tar-riskju ta’ effetti sistemici, id-disponibbilta bijologika tal-komponent tossiku tkun
generalment ippreferuta flok l-assorbiment ta’ percentwali meta koncentrazzjonijiet sistemi¢i minn studji dwar
annimali jitqabblu ma’ dejta analoga ta’ monitoragg bijologiku minn studji dwar espozizzjoni ta’ haddiema. Is-
sitwazzjoni tista’ ssir aktar kumplessa jekk dozi jkunu fil-firxa mhux lineari; ghalhekk huwa importanti li
tgharbil tossikokinetiku jiddetermina dozi fil-firxa lineari.

Distribuzzjoni tat-Tessuti

Taghrif dwar id-distribuzzjoni ta’ tessuti ta’ kimika ghall-ittestjar ufjew il-metaboliti taghha huwa important
ghall-identifikazzjoni ta’ tessuti mmirati u biex wiehed jifhem il-mekkanizmi bazi¢i ta’ tossicita u tinkiseb
informazzjoni dwar il-potenzjal ghal akkumulazzjoni u persistenza ta’ kimika ghall-ittestjar u ta’ metaboliti.
Il-percentwali tad-doza totali (radjuattiva) ftessuti kif ukoll ta” karkassa residwali ghandhom mill-anqas jitkejlu
fit-tmiem tal-esperiment ta’ eskrezzjoni (ez. tipikament sa 7 ijiem wara doza jew angas skont x'taghmel
specifikatament kimika ghall-ittestjar). Meta ma tinstab ebda kimika ghall-ittestjar ftessuti fi tmiem ta’ studju
(ez. minhabba li I-kimika ghall-ittestjar setghet kienet eliminata gabel intemm l-istudju minhabba nofs hajja
qasira), ghandha tinghata attenzjoni biex ma jkunx hemm interpretazzjni hazina tad-dejta. Fdan it-tip ta’
sitwazzjoni, id-distribuzzjoni ta’ tessuti ghandha tkun investigata fil-mument tal-koncentrazzjoni massima tal-
plazma/tad-demm tal-kimika ghall-ittestjar (ufjew tal-metabolite) (T,,,,) jew tar-rata massima ta’ eskrezzjoni tal-
awrina, kif jixraq (ara l-paragrafu 38). Barra dan, il-gbir ta’ tessuti fpunti addizzjonali ta’ hin jista’ jkun mehtieg
biex jiddetermina d-distribuzzjoni ta’ tessuti tal-kimika ghall-ittestjar ufjew tal-metaboliti taghha, biex jevalwa d-
dipendenza fuq il-hin (fejn xieraq), biex jghin biex ikun stabbilit bilan¢ ta’ massa ufjew skont kif ikun mehtieg
minn awtorita kompetenti. It-tessuti li ghandhom jingabru jinkludu I-fwied, ix-xaham, is-sistema G, il-kilwa, il-
milsa, id-demm kollu, il-karkassa residwali, tessuti tal-organu mmirati u kwalunwke tessut iehod (ez. tirojde, 1-
eritrociti, l-organi ta’ riproduzzjoni, il-gidla, l-ghajn (partikolarment fannimali bix-xaghar) ta’ sinifikanza poten-
zjali fl-evalwazzjoni tossikologika tal-kimika ghall-ittestjar. L-analizi ta’ tessuti addizzjonali fl-istess punti ta’ hin
ghandha tigi kkunsidrata ghall-utilizzazzjoni massima tal-annimali u fil-kaz li t-tossicita tal-organu mmirat tigi
osservata fl-istudji tat-tossicita subkronaka u kronaka. Il-koncentrazzjoni residwali (raju attiva) u l-proporzjoni-
jiet ta’ tessut-ghal-plazma (demm) ghandhom jigu rregistrati wkoll.

L-evalwazzjoni tad-distribuzzjoni ta’ tessuti fpunti addizzjonali ta’ hin bhal fil-hin ta’ koncentrazzjoni massima ta’
plazma/demm (ez. T,,,) jew tar-rata massima ta’ eskrezzjoni tal-awrina, miksuba mill-esperimenti rispettivi
kinetic¢i tal-plazma/demm jew ta’ eskrezzjoni, tista’ wkoll tkun mehtiega jew mitluba minn awtorita kompetenti.
Din l-informazzjoni tista’ tkun utli biex wiehed jifthem it-tossicita u l-potenzjal ghal akkumulazzjoni u persistenza
ta’ kimika ghall-ittestjar u ta’ metaboliti. Ghandha tkun ipprovduta gustifikazzjoni ghal ghazla ta' tehid ta’
kampjuni; il-kampjuni ghal analizi generalment ghandhom ikunu l-istess bhal dawk ta’ hawn fuq (ara l-paragrafu
37).

Il-kwantifikazzjoni tar-radjuattivita ghal studji dwar distribuzzjoni ta’ tessuti tista’ ssir billi jintuzaw dissezzjoni
ta’ organi, omogenizzazzjoni, kombustjoni ufjew solubilizzazzjoni, segwiti bl-ghadd ta’ xintillazzjonijiet likwidi
(LSC) ta’ residwi maqbudin. Certi tekniki, li bhalissa jinsabu fdiversi stadji ta’ zvilupp, ez. awtoradjografija
kwantitattiva tal-gisem kollu u awtoradjografija recettrici mikroskopika jistghu jkunu utli biex tkun iddetermi-
nata d-distribuzzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar forgani ufjew ftessuti (3) (4).

Ghal rotot ta’ espozizzjoni minbarra orali, ghandhom jingabru tessuti specifi¢i u jkunu analizzati, bhal pulmuni
fi studji ta’ inalazzjoni u gilda fi studji dermali. Ara l-paragrafi 74-78.
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Metabolizmu

Eskreta (u plazma, kif jixraq) ghandhom jingabru ghal identifikazzjoni u kwantifikazzjoni ta’ kimika ghall-
ittestjar u ta’ metaboliti mhux mibdulin kif deskritt fil-paragrafi 44-49. 1l-gabra flimkien tal-eskreta biex tkun
iffacilitata l-identifikazzjoni ta” metaboliti fi grupp ta’ doza partikolari huwa accettabbli. It-tehid ta’ profil ta’
metaboliti minn kull perjodu ta’ zmien huwa rrakkomandat. Izda, jekk nuqgas ta’ kampjun ufjew radjuattivita
ma jhallux li jsir dan, il-gmigh ta’ awrina u rawt fdiversi punti ta’ hin ikun accettabbli izda 1-gmigh fir-rigward
tas-sessi jew tad-dozi kollha ma jkunx accettabbli. Ghandhom jintuzaw metodi kwalitattivi u kwantitattivi biex
ikunu analizzati awrina, rawt, radjuattivitd skaduta minn annimali ttrattati, u bili jekk ikun xieraq.

Ghandhom isiru sforzi ragonevoli biex ikunu identifikati l-metaboliti kollha li jkun hemm f£5 % jew aktar tad-
doza amministrata u biex tkun ipprovduta skema metabolika ghall-kimika ghall-ittestjar. Ghandhom ikunu
identifikati kimici ghall-ittestjar li kienu kkaratterizzati fl-eskreta bhala li jikkomprendu 5% jew aktar tad-
doza amministrata. Identifikazzjoni tirreferi ghad-determinazzjoni strutturali ezatta ta’ komponenti. B'mod
tipiku, identifikazzjoni tinkiseb jew b’kokromatografija tal-metabolite bi standards maghrufin billi jintuzaw
zewg sistemi mhux bhal xulxin jew b’tekniki bkapacita ghal identifikazzjoni strutturali pozittiva bhal spett-
rometrija tal-massa, rezonanza nukleari manjetika (NMR), ecc. Fil-kaz ta’ kokromatografija, tekniki kromato-
grafici li jutilizzaw l-istess fazi stazzjonarja b'zewg sistemi differenti ta’ solventi ma jitqisux li jkunu verifika
adegwata ta’ zewg metodi ta’ identita ta’ metaboliti, minhabba li I-metodi ma jkunux indipendenti. Identifikazz-
joni b'’kokromatografija ghandha tinkiseb billi jintuzaw zewg sistemi mhux bhal xulxin, analitikament indipen-
denti bhal kromatografija ta’ saff irqiq ta’ fazi kuntrarja u normali (TLC) u kromatografija likwida ta’ prestazzjoni
gholja (HPLC). Sakemm is-separazzjoni kromatografika tkun ta’ kwalita adattata, fdak il-kaz ma tkunx mehtiega
konferma addizzjonali b'mezzi spettroskopici. Alternattivament, identifikazzjoni mhux ambigwa tista’ tinkiseb
billi jintuzaw metodi li jipprovdu informazzjoni strutturali bhal: kromatografija likwida/spettrometrija tal-massa
(LC-MS), jew kromatografija likwida/spettrometrija tal-massa tandem (LC-MS/MS), kromatografija tal-gass/spett-
rometrija tal-massa (GC-MS), u spettrometrija NMR.

Jekk ma tkunx tista’ ssir identifikazzjoni ta’ metaboliti f'5 % jew aktar tad-doza amministrata, ghandha tinghata
gustifikazzjoni/spjegazzjoni fir-rapport finali. Jista’ jkun xieraq li jkunu identifikati metaboliti li jkunu jirrapp-
rezentaw anqgas minn 5 % tad-doza amministrata biex jinkiseb gharfien ahjar tal-passagg metaboliku ghall-
valutazzjoni tal-periklu ufjew tar-riskju tal-kimika ghall-ittestjar. Ghandha tinghata konferma strutturali kull
meta jkun possibbli. Din tista’ tinkludi tehid ta’ profili fil-plazma jew fid-demm jew ftessuti ohra.

Eskrezzjoni

Ir-rata u l-kwantita ta’ eskrezzjoni tad-doza amministrata ghandhom ikunu ddeterminati billi jitkejjel il-percen-
twali ta’ doza rkuprata (radjuattiva) mill-awrina, mir-rawt u mill-arja ta’ tehid tan-nifs ‘il barra. Din id-dejta tghin
ukoll biex ikun stabbilit bilan¢ ta’ massa. ll-kwantitajiet ta’ kimika ghall-ittestjar (radjuattivita) eliminati fl-awrina,
fir-rawt u fl-arja ta’ tehid tan-nifs il barra ghandhom ikunu ddeterminati fintervalli ta’ hin adatti (ara l-paragrafi
47-49). Esperimenti ta’ doza ripetuta ghandhom jitfasslu sewwa biex jithalla jkun hemm gbir ta’ dejta ta’
eskrezzjoni biex jitharsu l-ghanijiet deskritti fil-paragrafu 26. Dan jippermetti li jkun hemm paragun ma’
esperimenti ta’ doza wahda.

Jekk studju pilota jkun wera li ma jkun hareg bhala eskreta fl-arja ta’ tehid tan-nifs ‘il barra ebda ammont
sinifikanti ta’ kimika ghall-ittestjar (radjuattivitd) (skont il-paragrafu 49), fdak il-kaz l-arja ta’ tehid tan-nifs ‘il
barra ma jkunx jehtigilha tingabar fl-istudju definittiv.

Kull annimal ghandu jitqieghed funita metabolika separata ghall-gbir ta’ eskreta (awrina, rawt u arja ta’ tehid
tan-nifs ‘il barra). Fit-tmiem ta’ kull perjodu ta’ gbir (ara l-paragrafi 47-49), l-unitajiet metaboli¢i ghandhom
jitlahalhu bsolvent adattat (dan huwa maghruf bhala “hasil tal-gagga”) biex ikun Zzgurat irkupru massimu tal-
kimika ghall-ittestjar (radjuattivita). Il-gbir ta’ eskreta ghandu jintemm wara 7 ijiem, jew wara li mill-anqas 90 %
tad-doza amministrata tkun giet irkuprata, skont liema minnhom jigi l-ewwel.

Il-kwantitajiet totali ta’ kimika ghall-ittestjar (radjuattivita) fl-awrina ghandhom ikunu ddeterminati f'mill-anqas
zewg punti ta’ hin fl-ewwel jum tal-gbir, li wiehed minnhom ghandu jkun 24 siegha wara d-dozagg, u kuljum
minn hemm ‘il quddiem sakemm jintemm l-istudju. Ix-xewqa hija li l-ghazla tkun ta’ aktar minn zewg punti ta’
tehid ta’ kampjuni fl-ewwel jum (ez. fis-6, fit-12 u fl-24 siegha). Ir-rizultati ta’ studji pilota ghandhom ikunu
analizzati ghal informazzjoni dwar punti ta’ hin alternattivi jew addizzjonali biex isir il-gbir. Ghandu jkun
ipprovdut motiv ghal skedi ta’ gbir.

Il-kwantitajiet totali ta’ kimika ghall-ittestjar (radjuattivita) frawt ghandhom ikunu ddeterminati fuq bazi ta’ kull
jum li tibda fl-24 siegha wara d-dozagg sakemm jintemm I-istudju, jekk studji pilota ma jissuggerux punti ta’
hin alternattivi jew addizzjonali ghal gbir. Ghandu jkun ipprovdut motiv ghal skedi ta’ gbir alternattivi.

Il-gbir ta’ CO, skadut u ta’ materjali volatili ohra jista’ jitwaqqaf fesperiment ta’ studju partikolari meta angas
minn 1 % tad-doza amministrata tinstab fl-arja ta’ tehid tan-nifs ‘il barra matul perjodu ta’ gbir ta’ 24 siegha.
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Studji ta’ Perkors ta’ Zmien
Kinetika ta’ Plazma/Demm

Il-fini ta” dawn Listudji huwa i jinkisbu stimi ta’ parametri bazici ta’ TK [e2. nofs hajja Cpap Tinay, (t1)2), AUC]
ghall-kimika ghall-ittestjar. Dawn l-istudji jistghu jsiru b’doza wahda jew, x'aktarx, b’zewg dozi jew aktar. Id-dozi
ghandhom ikunu stabbiliti skont kif ikunu ddeterminati min-natura tal-esperiment ufjew skont il-kwistjoni li
tkun qed tigi indirizzata. Tista’ tkun mehtiega dejta kinetika biex ikunu solvuti kwistjonijiet bhad-disponibbilta
bijologika tal-kimika ghall-ittestjar ufjew biex ikun iccarat l-effett ta’ doza fuq ikklirjar (ez. biex ikun ic¢carat jekk
ikklirjar ikunx issaturat b'mod li jkun jiddependi minn doza).

Ghal dawn l-istudji ghandu jintuza mhux anqas minn erba’ annimali ta’ sess wiched ghal kull grupp ta’ doza.
Ghandha tinghata gustifikazzjoni ghas-sess tal-annimali uzat. Ghandu jitqies l-uzu taz-zewg sessi (erba’ rgiel u
erba’ nisa) jekk ikun hemm evidenza li ssostni differenzi sustanzjali fit-tossicita brabta mas-sessi.

Wara li tkun amministrata l-kimika ghall-ittestjar (b’tikketta radjologika), ghandhom jinkisbu kampjuni tad-
demm minn kull annimal fpunti adatti ta’ hin bl-uzu ta’ metodologija xierqa ta’ tehid ta’ kampjuni. Il-volum u I-
ghadd ta’ kampjuni tad-demm li jistghu jinkisbu minn kull annimal jistghu jkunu llimitati minn effetti potenzjali
ta’ tehid ripetut ta’ kampjuni fuq is-sahha/il-fizjologija ufjew fuq is-sensittivita tal-metodu analitiku. Kampjuni
ghandhom ikunu analizzati ghal kull annimal ghalih wahdu. Fxi cirkostanzi (ez. karatterizzazzjoni ta’ metabo-
liti), jista” jkun mehtieg li jingemghu kampjuni minn aktar minn annimal wiehed. Kampjuni migmughin ghan-
dhom ikunu identifikati b'mod car u ghandha tinghata spjegazzjoni ghall-gabra flimkien. Jekk tintuza kimika
ghall-ittestjar b'tikketta radjologika, analizi tar-radjuattivita totali li jkun hemm tista’ tkun adegwata. Jekk ikun
hekk, radjuattivita totali ghandha tkun analizzata fid-demm u fil-plazma kollha jew fil-plazma u fic-celluli
homor tad-demm biex tithalla ssir kalkulazzjoni tal-proporzjon ta’ demm/plazma. Fcirkostanzi ohra jistghu
jkunu mehtiega investigazzjonijiet aktar specifici li jkunu jehtiegu l-identifikazzjoni ta’ kompost ufjew ta’
metaboliti principali, jew ikun mehtieg li jkun ivvalutat it-tghaqqid ta’ proteini.

Tessuti Kinetici Ohra

L-ghan ta’ dawn l-istudji huwa li tinkiseb informazzjoni dwar il-perkors ta’ Zmien biex ikunu indirizzati affarijiet
relatati ma’ kwistjonijiet bhal modalita tossika ta’ azzjoni, akkumulazzjoni bijologika u persistenza bijologika
permezz ta’ determinazzjoni ta’ livelli ta’ kimika ghall-ittestjar fdiversi tessuti. L-ghazla ta’ tessuti u l-ghadd ta’
punti ta’ hin evalwati jkunu jiddependu mill-kwistjoni li jkollha tkun indirizzata u mid-database tossikologika
ghall-kimika ghall-ittestjar. It-tifsila ta’ dawn l-istudji addizzjonali ta’ tessuti kinetici ghandha tqis informazzjoni
migbura kif deskritt fil-paragrafi 37-40. Dawn l-istudji jistghu jinvolvu dozagg wiehed jew ripetut. Ghandu jkun
ipprovdut motiv dettaljat ghall-approcc uzat.

Ragunijiet biex isiru studji ohra dwar tessuti kinetici jistghu jinkludu:

— Evidenza ta’ nofs hajja tad-demm estiza, li tindika li jista’ jkun hemm akkumulazzjoni tal-kimika ghall-
ittestjar fdiversi tessuti jew

— interess li wiehed jara jekk ikunx inkiseb livell ta’ stat regolari ftessuti specifici (ez. fi studji dwar dozagg
ripetut; ukoll jekk ikun jidher li nkiseb livell ta’ demm fi stat regolari ta’ kimika ghall-ittestjar, jista’ jkun
hemm interess li jkun accertat li jkun intlahaq livell ta’ stat regolari ftessuti mmirati).

Ghal dawn it-tipi ta’ studji dwar perkors ta’ zmien, ghandha tkun amministrata doza orali xierqa ta’ kimika
ghall-ittestjar lil mhux anqas minn erba’ annimali ghal kull doza ghal kull punt ta’ hin, u I-perkors ta’ Zmien ta’
distribuzzjoni jkun immonitorjat ftessuti maghzulin. Jista’ jintuza sess wiched biss, sakemm ma tkunx osservata
tossicita specifika ghall-generu. Jekk ikunux analizzati radjuattivita totali jew kimika ufjew metaboliti principali
jkun jiddependi wkoll mit-tessut li jkun qed jigi ezaminat. Ghandha ssir valutazzjoni ta’ distribuzzjoni ta’ tessuti
bl-uzu ta’ tekniki adatti.

Induzzjoni/Inibizzjoni ta’ Enzimi

Studji li jindirizzaw l-effetti li jista’ jkun hemm ta’ induzzjonifinibizzjoni ta’ enzimi jew ta’ trasformazzjoni
bijologika ta” kimika ghall-ittestjar li tkun qed tigi studjata jistghu jkunu mehtiega fkaz wiched jew aktar li
gejjin:

1. L-evidenza li jkun hemm tkun tindika relazzjoni bejn trasformazzjoni bijologika ta’ kimika ghall-ittestjar u
tossicita msahha;

2. Id-dejta li jkun hemm dwar tossicita tkun tindika relazzjoni mhux lineari bejn doza u metabolizmu;

3. Ir-rizultati ta’ studji dwar identifikazzjoni ta’ metaboliti juru identifikazzjoni ta’ metabolite li tista’ tkun
tossika li setghet kienet prodotta minn passagg ta’ enzima migjuba mill-kimika ghall-ittestjar;

4. Fi spjegazzjoni ta’ effetti li jkun ippostulat li jkollhom rabta ma’ fenomini ta’ induzzjoni ta’ enzimi;
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5. Jekk ikunu osservati tibdiliet tossikologici sinifikanti fil-profil metaboliku tal-kimika ghall-ittestjar permezz ta’
esperimenti in vitro jew in vivo fi specijiet jew fkundizzjonijiet differenti, tista’ tkun mehtiega karatterizzazz-
joni tal-enzimafi involutafi (ez. enzimi tal-Fazi I bhal isoenzimi tas-sistema ta’ ossigenazi mono li jkunu
jiddependu minn Citokromju P450, enzimi tal-Fazi II bhal isoenzimi ta’ sulfotransferazi jew glucuronosyl
trasferimentazi ta’ difosfat tal-uridina jew kull enzima rilevanti ohra). Din l-informazzjoni tista’ tintuza biex
tkun evalwata l-pertinenza ta’ estrapolazzjonijiet minn speci ghal speci.

57. Ghandhom jintuzaw protokolli xierqa ta’ studji biex tkun evalwata kimika ghall-ittestjar relatata ma’ bidliet fTK,
ivvalidati u ggustifikati bhala tajbin. Ezempji ta’ tifsiliet ta’ studji jikkonsistu fdozagg ripetut b’kimika ghall-
ittestjar minghajr tikketta, segwiti b'doza wahda b'tikketta radjologika fl-14-il jum, jew b’dozagg ripetut b’kimika
ghall-ittestjar b'tikketta radjologika u b'tehid ta’ kampjuni fl-1, fis-7 u fl-14-il jum ghal determinazzjoni ta’ profili
ta’ metaboliti. Dozagg ripetut b’kimika ghall-ittestjar b'tikketta radjologika jista’ wkoll jipprovdi informazzjoni
dwar akkumulazzjoni bijologika (ara I-paragrafu 26).

APPROCCI SUPPLIMENTARI

58. Approcci supplimentari lil hinn mill-esperimenti in vivo deskritti fdan il-Metodu ta’ Ttestjar jistghu jipprovdu
informazzjoni utli dwar l-assorbiment, id-distribuzzjoni, il-metabolizmu jew l-eliminazzjoni ta’ kimika ghall-
ittestjar fcerti specijiet.

Uzu ta’ informazzjoni in vitro

59. Jistghu jkunu indirizzati diversi mistogsijiet dwar il-metabolizmu tal-kimika ghall-ittestjar fi studji in vitro billi
jintuzaw sistemi ta’ ttestjar adatti. Jistghu jintuzaw epatociti li jkunu ghadhom kif gew izolati jew li kienu
fkultura u frazzjonijiet subcellulari (ez. mikrozomi u ¢itosoli jew frazzjoni S9) mill-fwied biex ikunu studjati
metaboliti li jista’ jkun hemm. Metabolizmu lokali fl-organu mmirat, ez. il-pulmun, jista’ jkun ta’ interess ghall-
valutazzjoni tar-riskju. Ghal dawn l-ghanijiet, frazzjonijiet mikrosomali ta’ tessuti mmirati jistghu jkunu utli.
Studji dwar mikrozomi jistghu jkunu utli biex ikunu indirizzati differenzi potenzjali dwar generu u stadji tal-
hajja u biex ikunu kkaratterizzati parametri ta’ enzimi (K, u Vpn,,) li jistghu jkunu ta’ ghajnuna fil-valutazzjoni
ta’ dipendenza fuq doza ta’ metabolizmu brabta ma’ livell ta” koncentrazzjoni. Flimkien ma’ dan, mikrozomi
jistghu jkunu utli biex ikunu identifikati l-enzimi mikrosomali specifici involuti fil-metabolizmu tal-kimika ghall-
ittestjar li jistghu jkunu rilevanti festrapolazzjoni ta’ specijiet (ara wkoll il-paragrafu 56). ll-potenzjal ghal
induzzjoni ta’ trasformazzjoni bijologika jista® wkoll ikun ezaminat billi jintuzaw frazzjonijiet subcellulari tal-
fwied (ez. mikrozomi u ¢itosoli) tal-annimali ttrattati minn qabel bil-kimika ghall-ittestjar ta’ interess, in vitro
permezz ta’ studji dwar induzzjoni ta’ epatocite jew minn linji specifici ta’ celluli li jkunu jesprimu enzimi
rilevanti. Feerti ¢irkostanzi u fkundizzjonijiet xierqa, frazzjonijiet subcellulari li jkunu gejjin minn tessuti tal-
bniedem jistghu jitqiesu biex jintuzaw biex ikunu ddeterminati differenzi li jista’ jkun hemm ta’ specijiet fi
trasformazzjoni bijologika. Ir-rizultati minn investigazzjonijiet in vitro jistghu wkoll ikunu utli fl-izvilupp ta’
mudelli PBTK (5).

60. Studji ta’ assorbiment dermali in vitro jistghu jipprovdu informazzjoni supplimentari biex ikun ikkaratterizzat
assorbiment (6).

61. Kulturi ta’ ¢elluli primarji minn celluli tal-fwied u ftieti friski ta’ tessuti jistghu jintuzaw biex ikunu indirizzati
billi jintuzaw linji ta’ celluli b’espressjoni definita tal-enzima rilevanti jew blinji ta’ celluli mahdumin. Fcerti
kazijiet, jista’ jkun utli Ii jkunu studjati l-inibizzjoni u l-induzzjoni ta’ isozimi specifici ta’ ¢itokromju P450 (ez.
CYP1A1, 2E1, 1A2 u ohrajn) ufjew enzimi tal-Fazi 1l mill-kompost principali billi jintuzaw studji in vitro.
Informazzjoni miksuba tista’ tkun utli ghal komposti strutturati bl-istess mod.

Uzu ta’ Dejta Tossikokinetika minn Studji dwar Tossic¢ita bhala Informazzjoni Komplimentari

62. Analizi ta’ kampjuni ta’ demm, tessuti ufjew eskreta miksubin meta jkun ged isir kull studju ichor dwar tossicita
tista’ tipprovdi dejta dwar disponibbilta bijologika, bidliet fkoncentrazzjoni ta’ plazma fwagqtha (AUC, Cp,,),
potenzjal ghal akkumulazzjoni bijologika, rati ta’ kklirjar u tibdiliet fil-generu jew fi stadji tal-hajja fil-metabo-
lizmu u fil-kinetika.

63. Konsiderazzjoni tat-tifsila tal-istudju tista’ tintuza biex jitwiegbu mistogsijiet relatati ma’: saturazzjoni ta’ assor-
biment, trasformazzjoni bijologika jew passaggi ta’ eskrezzjoni flivelli ta’ dozi oghla; it-thaddim ta’ passaggi
metaboli¢i godda fdozi oghla u l-limitazzjoni ta’ metaboliti tossici ghal dozi oghla.

64. Konsiderazzjonijiet ohra dwar valutazzjoni tal-periklu jistghu jinkludu kwistjonijiet bhal:

— Sensittivita relatata mal-eta minhabba differenzi fl-istatus tal-limitu bejn demm u mohh, kilwa ufjew kapa-
citajiet ta” dizintossifikazzjoni;

— Sensittivita ta’ subpopolazzjoni minhabba differenzi fkapacitajiet ta’ trasformazzjoni bijologika jew differenzi
ohra ta’ TK;

— Kemm tkun l-espozizzjoni tal-fetu minn trasferiment ta’ kimic¢i mill-placenta jew tal-wild gdid mill-irdigh.
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65.

66.

67.

68.

69.

70.

Uzu ta’ Mudellar Tossikokinetiku

Mudelli tossikokinetici jistghu jkunu utli ghal diversi aspetti ta’ valutazzjoni tal-periklu u tar-riskju bhal, pere-
zempju fit-tbassir ta’ espozizzjoni sistemika u ta’ doza ghal tessuti interni. Barra dan, jistghu jkunu indirizzati
mistogsijiet dwar modalitd ta’ azzjoni, u dawk il-mudelli jistghu jipprovdu bazi ghal estrapolazzjoni ma’
specijiet, rotot ta’ espozizzjoni, xejriet ta’ dozagg, u ghal valutazzjoni tar-riskju ghal bniedem. Dejta utli biex
ikunu zviluppati mudelli ta’ PBTK ghal kimika ghall-ittestjar fkull speci partikolari jinkludu 1) koeffi¢jenti ta’
partizzjoni, 2) kostanti ta’ kimika bijologika u parametri fizjologici, 3) parametri ta’ assorbiment specifici ghal
rotta u 4) dejta kineta in vivo ghal evalwazzjoni ta’ mudelli [ez. parametri ta’ kklirjar ghal passaggi ta’ eskrezzjoni
(> 10 %), Ky, u Vi, ghal metabolizmu]. Id-dejta ta’ esperimenti uzata fi zvilupp ta’ mudelli ghandha tkun
iggenerata b'metodi xjentifikament tajbin, u r-rizultati tal-mudelli ghandhom ikunu vvalidati. Parametri specifici
ghal kimici u ghal specijiet bhal rati ta’ assorbiment, partizzjoni ta’ tessuti tad-demm u kostanti ta’ rati
metabolici sikwit ikunu ddeterminati biex jiffacilitaw Zzvilupp ta’ mudelli mhux kompartimentali jew mudelli

DEJTA U RAPPURTAR

Huwa rrakkomandat li r-rapport tal-istudju jkun jinkludi werrej.

Korp tar-Rapport

Il-korp tar-rapport ghandu jinkludi informazzjoni koperta minn dan il-Metodu ta’ Ttestjar organizzata ftagsimiet
u paragrafi kif gej:

Sommarju

Din it-tagsima tar-rapport tal-istudju ghandha tinkludi sommarju tat-tifsila tal-istudju u deskrizzjoni ta’ metodi
uzati. Ghandha taghti wkoll prominenza lis-sejbiet ewlenin dwar bilan¢ ta’ massa, in-natura u l-kobor tal-
metaboliti, residwu ta’ tessuti, rata ta’ kklirjar, potenzjal ghal akkumulazzjoni bijologika, differenzi sesswali,
ec¢. Is-sommarju ghandu jkun ipprezentat b'dettalji suffi¢jenti biex tithalla ssir evalwazzjoni tas-sejbiet.

Dahla

Din it-tagsima tar-rapport ghandha tinkludi I-ghanijiet tal-istudju, il-motiv u t-tifsila, kif ukoll referenzi adatti u
informazzjoni storika bhala sfond.

Materjali u Metodi

Din it-tagsima tar-rapport ghandha tinkludi deskrizzjonijiet dettaljati tal-informazzjoni kollha pertinenti, inkluzi:
(a) Kimika ghall-Ittestjar

Din is-subtagsima ghandha tinkludi identifikazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar: l-isem tal-kimika, l-istruttura
molekulari, id-determinazzjoni kwalitattiva u kwantitattiva tal-kompozizzjoni kimika taghha, il-purezza
kimika u kull meta jkun possibbli, it-tip u l-kwantitajiet ta’ kull impurezza. Ghandha tinkludi wkoll
tal-partizzjoni, stabbilta, u fejn xieraq, korruzivita. Jekk tkun applikabbli, ghandha tinghata informazzjoni
dwar isomeri. Jekk il-kimika ghall-ittestjar tkun b'tikketta radjologika, fdin is-subtagsima ghandha tkun
inkluza informazzjoni dwar dan li gej: it-tip ta’ radjonuklid, il-pozizzjoni tat-tikketta, attivita specifika u
purezza radjukimika.

Ghandhom ikunu ddikjarati t-tip jew id-deskrizzjoni ta’ kull vejjikolu, dilwent, agent ta’ sospensjoni u
emulsifikatur jew materjal iehor uzati biex tkun amministrata l-kimika ghall-ittestjar.

(b) Annimali tat-Test

Din is-subtagsima ghandha tinkludi informazzjoni dwar l-annimali tat-test, inkluzi ghazla u gustifikazzjoni
ghal speci, razza u etd meta jibda l-istudju, sess, kif ukoll piz tal-gisem, stat ta’ sahha u trobbija tal-annimali.

(c) Metodi

Din is-subtagsima ghandha tinkludi dettalji tat-tifsila tal-istudju u l-metodologija uzata. Ghandha tinkludi
deskrizzjoni ta”:

(1) Gustifikazzjoni ghal kull modifika ta’ rotta ta’ espozizzjoni u kundizzjonijiet ta’ espozizzjoni, jekk
applikabbli;
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(2) Gustifikazzjoni ghal ghazla ta’ livelli ta’ doza;

(3) Deskrizzjoni ta’ studji pilota uzati fit-tifsila sperimentali tal-istudji ta’ segwitu, jekk applikabbli.
Ghandha tkun sottomessa dejta ta’ sostenn tal-istudju pilota;

(4) Kif tkun thejjiet is-soluzzjoni tad-dozagg u t-tip ta’ solvent jew vejjikolu uzat, jekk ikun hemm;
(5) Ghadd ta’ gruppi ta’ trattament u ghadd ta’ annimali ghal kull grupp;
(6) Livelli ta’ dozagg u volum (u attivita specifika tad-doza meta tintuza r-radjuattivita);
(7) Rottafrotot u metodi ta” amministrazzjoni;
(8) Frekwenza ta’ dozagg;
(9) Perjodu ta’ sawm (jekk uzat);
(10) Radjuattivita totali ghal kull annimal;
(11) Maniggar tal-annimali;
(12) Gbir u maniggar ta’ kampjuni;
(13) Metodi analitici uzati ghal separazzjoni, kwantifikazzjoni u identifikazzjoni ta’ metaboliti;
(14) Limitu ta’ detezzjoni ghall-metodi uzati;

(15) I-kejlijiet u proceduri sperimentali ohra uzati (inkluza validazzjoni ta’ metodi ghal analizi ta’ metabo-
liti).

Analizi ta’ Statistika

—
=

Jekk tintuza analizi ta’ statistika biex ikunu analizzati s-sejbiet tal-istudju, fdak il-kaz ghandha tkun inkluza
informazzjoni suffi¢jenti dwar il-metodu ta’ analizi u l-programm tal-kompjuter uzat, biex revizur/statistiku
indipendenti jkun jista’ jevalwa mill-gdid u jibni mill-gdid l-analizi.

Fil-kaz ta’ studji ta’ mudellar ta’ sistemi bhal PBTK, il-prezentazzjoni ta’ mudelli ghandha tinkludi deskrizz-
joni shiha tal-mudell biex jithallew isiru rikostruzzjoni u validazzjoni indipendenti tal-mudell (ara l-paragrafu
65 u l-Appendici: Definizzjonijiet).

Rizultati

Id-dejta kollha ghandha tingabar fil-qosor u tigi ttabulata b’evalwazzjoni xierqa ta’ statistika u deskritta fit-test ta’
din it-tagsima. Dejta ta’ radjuattivita maghduda ghandha tingabar fil-qosor u tkun ipprezentata kif jixraq ghall-
istudju, tipikament bhala ekwivalenti ta’ mikrogrammi jew milligrammi ghal kull massa ta’ kampjun, ghalkemm
ikunu jistghu jintuzaw unitajict ohra. Din it-taqsima ghandha tinkludi illustrazzjonijiet grafici tas-sejbiet, ripro-
duzzjoni ta’ dejta kromatografika u spettrometrika rapprezentattiva, identifikazzjoni ta’ metaboliti/kwantifikazz-
joni u passaggi metabolici proposti, inkluza struttura molekulari ta’ metaboliti. Flimkien ma’ dan, fdin it-tagsima
ghandha tkun inkluza l-informazzjoni li gejja, jekk tkun tapplika:

(1) Kwantita u percentwali ta’ rkupru ta’ radjuattivita fl-awrina, rawt, arja ta’ tehid tan-nifs ‘il barra, u hasil tal-
gageg mill-awrina u r-rawt.

— Ghal studji dermali, inkludi wkoll dejta dwar irkupru ta’ kimika ghall-ittestjar minn gilda ttrattata, minn
hasil ta’ glud u minn radjuattivita residwali fl-apparat li jghatti I-gilda u mill-unitd metabolika, u inkludi
wkoll rizultati tal-istudju dwar hasil dermali. Ghal aktar diskussjoni, ara l-paragrafi 74-77.

— Ghal studji ta’ inalazzjoni, inkludi wkoll dejta dwar irkupru ta” kimika ghall-ittestjar minn pulmuni u
tessuti nazali (8). Ghal aktar diskussjoni, ara l-paragrafu 78.
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2) Id-distribuzzjoni ta’ tessuti tkun irrappurtata bhala percentwali tad-doza amministrata u tal-koncentrazzjoni
ekwivalenti ta’ mikrogrammi ghal kull gramma ta’ tessuti , U proporzjonijiet ta’ tessut ma’ demm u ta’ tessut
ma’ plaima;

(3) Bilan¢ ta’ materjali Zviluppat minn kull studju li jinvolvi l-analizi ta’ tessuti tal-gisem u eskreta;

(4) Koncentrazzjonijiet ta’ plazma u parametri tossikokineti¢i (disponibbilta bijologika, AUC, Cmax, Tmax,
ikklirjar, nofs hajja) wara amministrazzjoni mir-rotta/rotot rilevanti ta’ espozizzjoni;

(5) Rata u ammont ta’ assorbiment tal-kimika ghall-ittestjar wara amministrazzjoni mir-rotta/rotot ta’ espozizz-
joni;

(6) Kwantitajiet tal-kimika ghall-ittestjar u ta’ metaboliti (irrapportati bhala percentwali tad-doza amministrata)
migburin fl-eskreta;

(7) Referenza ghal dejta fl-appendici li jkun fiha dejta dwar annimali individwalment ghall-punti kollha ta’
tmiem ta’ kejlijiet (ez. amministrazzjoni ta’ doza, rkupru ta’ percentwali, koncentrazzjonijiet, parametri ta’
TK, ecc);

(8) Figura bil-passaggi metaboli¢i proposti u l-istrutturi molekulari tal-metaboliti.

Diskussjoni u Konluzjonijiet

. Fdin it-tagsima l-awtur ghandu:

(1) Jipprovdi passagg metaboliku propost ibbazat fuq ir-rizultati tal-metabolizmu u fuq id-dispozizzjoni tal-
kimika ghall-ittestjar;

(2) Jiddiskuti kull speci u differenzi sesswali potenzjali dwar id-dispozizzjoni ufjew trasformazzjoni bijologika
tal-kimika ghall-ittestjar;

(3) Jittabula u jiddiskuti l-identifikazzjoni u I-kobor tal-metaboliti, ir-rati ta’ kklirjar, il-potenzjal ghal akkumu-
lazzjoni bijologika u I-livell ta’ residwi ta’ tessuti ta’ genitur u/jew metabolitefi), kif ukoll bidliet, jekk ikun
hemm, dipendenti minn doza fparametri ta’ TK, kif ikun jixraq;

(4) Jintegra fdin it-tagsima kull dejta ta’ TK rilevanti miksuba wagqt li kienu qed isiru studji dwar tossicita;
(5) Jipprovdi konkluzjoni qasira li s-sejbiet tal-istudju jkunu jistghu jsostnuha;
(6) 1zid it-Tagsimiet (skont il-htiega jew kif ikun jixraq).

Taqgsimiet addizzjonali ghandhom jintuzaw biex tiddahhal informazzjoni bibliografika ta’ sostenn, tabelli, figuri,
appendicijiet, ecc.

ROTOT ALTERNATTIVI TA’ ESPOZIZZJONI

Dermali

Trattament Dermali

74. Din it-tagsima tipprovdi informazzjoni specifika dwar investigazzjoni tas-tossikokinetika tal-kimika ghall-ittestjar

bir-rotta dermali. Ghall-assorbiment dermal, ghandu jigi kkonsutat I-kapitolu B.44 ta’ dan l-Anness [Assorbi-
ment tal-gilda: il-metodu in vivo (9)]. Ghal punti ta’ tmiem ohra bhal distribuzzjoni u metabolizmu, jista’ jintuza
dan il-Metodu ta’ Ttestjar B.36. Ghandu jintuza livell wiehed jew aktar ta’ doza ghall-kimika ghall-ittestjar fit-
trattament dermali. Il-kimika ghall-ittestjar (ez. pura, dilwita jew materjal ifformulat li jkun fih il-kimika ghall-
ittestjar li tkun applikata fuq il-gilda) ghandha tkun l-istess (jew sostitut realistiku) bhal dik li ghaliha I-bnedmin
jew speci potenzjali ohra mmirata jistghu jkunu esposti. [l-livell ta’ doza ghandu jintghazel skont il-paragrafi 20-
26 ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar. Fatturi li jistghu jitqiesu ghal ghazla ta’ doza dermali jinkludu espozizzjoni
mistennija mill-bniedem ufjew dozi li fihom tkun giet osservata tossicita fi studji ohra dermali dwar tossicita. Id-
doza dermali ghandha tinhall, jekk ikun mehtieg, fvejjikolu adattat u tkun applikata fvolum adegwat biex
iwassal id-dozi. Ftit qabel l-ittestjar, il-pil ghandu jitqasqas mill-erja dorsali tat-tronk tal-annimali tat-test. Jista’
jintuza t-tagxir, izda dan ghandu jsir madwar 24 siegha qabel it-test. Meta I-pil ikun qed jitqasqas jew jitqaxxar,
wiehed ghandu joqghod attent biex jevita li jisloh il-gilda, haga li tista’ tibdel l-permeabbilta taghha. Madwar
10 % tal-wicc tal-gisem ghandu jitnehhielu kollox minn fuqu biex tkun applikata l-kimika ghall-ittestjar. Ghal
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kimici tossici hafna, l-erja tal-wic¢ koperta tista’ tkun anqas minn madwar 10 %, izda kemm jista’ jkun hafna
mill-erja ghandha tkun koperta b'rita rqiqa u uniformi. L-istess erja tal-wic¢ tat-trattament ghandha tintuza ghall-
gruppi tat-testijiet dermali kollha. L-erjas li tkun inghatathilhom doza ghandhom jitharsu b’kopertura adattata li
tinzamm ferma fpostha. L-annimali ghandhom jitgieghdu fposthom individwalment.

75. Ghandu jsir studju dwar hasil dermali biex ikun ivvalutat l-ammont tad-doza applikata tal-kimika ghall-ittestjar li
jkun jista’ jitnehha mill-gilda billi l-erja tal-gilda ttrattata tinhasel b’sapun hafif u ilma. Dan l-istudju jista’ jghin
ukoll biex ikun stabbilit bilan¢ ta’ massa meta l-kimika ghall-ittestjar tkun amministrata bir-rotta dermali. Ghal
dan l-istudju ta’ hasil dermali ghandha tkun applikata doza wahda tal-kimika ghall-ittestjar lil Zewg annimali. L-
ghazla tal-livell tad-doza jkun skont il-paragrafu 23 ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar (ara wkoll il-paragrafu 76 ghal
diskussjoni dwar hin ta’ kuntatt mal-gilda). L-ammonti ta’ kimika ghall-ittestjar irkuprati waqt il-hasil ghandhom
ikunu ddeterminati biex tkun ivvalutata l-effikacja tat-tnehhija tal-kimika ghall-ittestjar bil-procedura tal-hasil.

76. Sakemm ma tkunx tista’ ssir minhabba Il-possibbilta ta’ korruzjoni, il-kimika ghall-ittestjar ghandha tkun
applikata u tinzamm fuq il-gilda ghal minimu ta’ 6 sighat. Meta tkun ser titnehha l-kopertura, l-erja ttrattata
ghandha tinhasel skont il-procedura li l-profil taghha jinsab fl-istudju dwar il-hasil dermali (ara l-paragrafu 75).
Kemm il-kopertura kif ukoll il-hasil ghandhom ikunu analizzati ghall-kimika ghall-ittestjar residwali. Meta
jintemmu l-istudji, kull annimal ghandu jinqatel b’mod uman skont (2), u l-gilda ttrattata titnehha. Parti adattata
mill-gilda ttrattata ghandha tkun analizzata biex tkun iddeterminata I-kimika ghall-ittestjar residwali (radjuatti-
vita).

77. Ghall-valutazzjoni tossikokinetika ta’ farmacewtici jistghu jkunu mehtiega proceduri different, skont is-sistema
regolatorja xierga.

Inalazzjoni

78. Ghandha tintuza koncentrazzjoni wahda (jew aktar jekk ikun mehtieg) ta’ kimika ghall-ittestjar. Il-koncentrazz-
joni ghandha tintghazel skont il-paragrafi 20-26 ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar. Trattamenti ta’ inalazzjoni
ghandhom isiru billi jintuza apparat ghal “kon tal-imnicher” jew ghal “ras biss” biex ma jithalliex ikun hemm
assorbiment minn rotot ta’ espozizzjoni alternati (8). Jekk jintuzaw kundizzjonijiet ohra ta’ espozizzjoni ta’
inalazzjoni, il-gustifikazzjoni ghall-modifika ghandha tkun iddokumentata. Id-durata ta’ espozizzjoni b'inalazz-
joni ghandha tkun iddefinita; espozizzjoni tipika ddum bejn 4 u 6 sighat.
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Appendici

DEFINIZZJONIJIET

Assorbiment: Process(i) ta’ uzu ta’ kimi¢i fi u madwar it-tessuti. Assorbiment jirreferi ghall-kompost principali u I-
metaboliti kollha tieghu. Ma ghandux ikun konfuz ma’ “disponibbilta bijologika”.

Akkumulazzjoni (Akkumulazzjoni bijologika): Zieda fl-ammont ta’ kimika ghall-ittestjar tul iz-zmien ftessuti (is-soltu
tessuti xahmin, wara espozizzjoni ripetuta); jekk it-tehid ta’ kimika ghall-ittestjar fil-gisem ikun akbar mir-rata li biha
titnehha, l-organizmu jakkumula 1-kimika ghall-ittestjar u jistghu jsehhu koncentrazzjonijiet ta’ kimika ghall-ittestjar.
Akkumulazzjoni bijologika:

ADME: Akronimu ghal ‘Assorbiment, Distribuzzjoni, Metabolizmu, u Eskreta’.

AUC: (Erja taht il-kurva tal-plazma ta’ koncentrazzjoni-hin): Erja taht il-kurva fparti ta’ koncentrazzjoni ta’ kimika ghall-
ittestjar fil-plazma tul iz-zmien. Tirrapprezenta l-ammont totali ta’ kimika ghall-ittestjar assorbit mill-gisem fperjodu
predeterminat ta’ zmien. Fkundizzjonijiet lineari, I-AUC (minn hin zero sal-infinita) tkun proporzjonali ghall-ammont
totali ta’ kimika ghall-ittestjar assorbita mill-gisem, irrispettivament mir-rata ta’ assorbiment.

Awtoradjografija: (Awtoradjografija tal-gisem kollu): Uzata biex ikun iddeterminat b’'mod kwalitattiv ufjew kwantitattiv
fejn ikunu jinsabu tessuti ta’ kimika ghall-ittestjar radjuattiva, din it-teknika tuza film ta’ raggi-X jew aktar recenti
immagnijiet fosforizzati digitali biex taghmel jidhru molekuli jew bcejjec ta” molekuli b'tikketta radjuattiva billi tirregistra
r-radjazzjoni mahruga fl-oggett studjat. Awtoradjografija kwantitattiva tal-gisem kollu, mqabbla ma’ dissezzjoni ta’ organi,
jista’ jkollha xi vantaggi ghall-evalwazzjoni tad-distribuzzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar u ghall-valutazzjoni ta’ rkupru
globali u r-rizoluzzjoni ta’ materjali radjuattivi ftessuti. Vantagg wiehed sinifikanti, perezempju, huwa li tista’ tintuza
fmudell ta’ annimal bix-xaghar biex ikun ivvalutat jekk jistax ikun hemm asso¢jazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar ma’
melanin, i jista’ jghaqqad certi molekuli. Izda, filwaqt li tista’ tipprovdi b’mod konvenjenti prospetti tal-gisem kollu tas-siti
ta’ tghaqqid ta’ kapacita gholja u affinita baxxa, din it-teknika tista’ tkun limitata biex jintgharrfu siti mmirati specifi¢i bhal
siti Ii jghaqqdu recetturi fejn ikunu mehtiega relattivament rizoluzzjoni gholja u sensittivita gholja ghal detezzjoni. Meta
tintuza awtoradjografija, esperimenti mahsubin biex jiddeterminaw bilan¢ ta’ massa ta’ kompost amministrat ghandhom
isiru bhala grupp separat jew fi studju separat mill-esperiment ta’ distribuzzjoni ta’ tessuti, fejn l-eskreta kollha (li tista’
tinkludi wkoll arja mehuda 1 barra man-nifs) u karkassi shah ikunu omogenizzati u analizzati billi jinghaddu b’xintillazz-
joni likwida.

Eskrazzjoni ta’ bili: Eskrezzjoni mill-kanal tal-bili
Akkumulazzjoni bijologika: Ara “Akkumulazzjoni”.

Disponibbilta bijologika: Frazzjoni ta’ doza amministrata li tilhaq i¢c-cirkolazzjoni sistemika jew li tkun disponibbli fis-sit
ta’ attivita fizjologika. Normalment, disponibbilta bijologika ta’ kimika ghall-ittestjar tirreferi ghall-kompost principali, izda
tista’ tirreferi ghall-metabolite taghha. Tqis biss forma wahda ta’ kimika. Nota Bene: disponibbilta bijologika u assorbiment
mhumiex Il-istess. Jista’ jkun hemm differenza bejn ez. assorbiment orali (jigifieri prezenza fil-hajt tal-musrana u fi¢-
¢irkolazzjoni portali) u disponibbilta bijologika (jigifieri prezenza fdemm sistemiku u ftessuti) minn degradazzjoni kimika
minhabba metabolizmu fil-hajt tal-musrana jew trasport ta’ effluss lura ghal-lumen intestinali jew metabolizmu presiste-
miku fil-fwied, fost fatturi ohra (10). Disponibbilta bijologika tal-komponent tossiku (kompost principali jew metabolite)
hija parametru kritiku fil-valutazzjoni tar-rikju ghall-bniedem (estrapolazzjoni ta’ doza minn gholi ghal baxx, estrapolazz-
joni minn rotta ghal rotta) ghal derivazzjoni ta’ valur intern minn NOAEL jew BDM esterni (doza applikata). Ghal effetti
tal-fwied fuq amministrazzjoni orali, huwa l-assorbiment orali li jkun bizzejjed. 1zda ghal kull effett minbarra fil-portal ta’
dhul, hija d-disponibbilta bijologika li b'mod generali tkun parametru aktar affidabbli ghal uzu ulterjuri fil-valutazzjoni
tar-riskju, mhux l-assorbiment.

Bijopersistenza: Ara “Persistenza”.

Bijotrasformazzjoni: Konverzjoni kimika (Normalment enzematika) ta’ kimika ghall-ittestjar ta’ interess fkimika diffe-
renti fil-gisem. Sinonima ma’ “metabolizmu”.

Cpax: Koncentrazzjoni massima (quécata) ta’ demm (plazma/serum) wara l-amminsitrazzjoni jew eskreta massima (qué-
cata) (furina jew rawt) wara l-amministrazzjoni.

Rata ta” kklirjar: Mizura kwantitattiva tar-rata li fiha kimika ghall-ittestjar titnehha mid-demm, plazma jew certa tessut
fkull unita ta’ hin.

Kompartament: Parti strutturali jew bijokemikali (jew unitd) ta’ gisem, tessut jew cellola, li hija separata mill-bgija.

Moghdiji ta’ dissotifikazzjoni: Serje ta’ passi li jwasslu ghall-eliminazzjoni ta’ kimici tossi¢i mill-gisem, permezz ta’ bidla
metabolika jew eskrezzjoni.



19.3.2014 1I-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea L 81/121

Distribuzzjoni: Tixrid ta’ kimika ghall-ittestjar u d-derivattivi taghha fl-organizmu kollu.

Enzimi/lsozimi: Proteini li jikkatalizzaw ir-reazzjonijiet kimici. Isozimi huma enzimi li jikkatalizzaw reazzjonijiet kimici
simili izda huma differenti fis-sekwenza tal-acidi amino taghhom.

Parametri enzimatici: K : Kostant ta’ Michaelis u V,,.: velocita massima.

Eskrezzjoni: Process(i) li permezz taghhom titnehha kimika ghall-ittestjar jew il-metaboliti taghha mill-gisem.
B’'mod esogenu: Introdotti minn jew prodotti barra mill-organizmu jew mis-sistema.
Estrapolazzjoni: Inferenza ta’ valur wiched jew iktar mhux maghrufin abbazi ta’ dak li huwa maghruf jew gie osservat.

Nofs hajja (t;),): [l-hin necessarju ghall-koncentrazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar biex tonqos bin-nofs fkompartament.
Din tipikament tirreferi ghall-kon¢entrazzjoni tal-plazma jew l-ammont ta’ kimika ghall-ittestjar fil-gisem kollu.

Induzzjoni/Induzzjoni ta’ enzimi: Sintezi tal-enzimi bhala rispons ghal stimulu ambjentali jew molekula li tinduci.

Linearita/kineti¢i lineari: Process huwa lineari fit-termini tal-kineti¢i meta r-rati kollha ta’ trasferiment bejn il-kompar-
tamenti huma proporzjonati ghall-ammonti jew il-koncentrazzjonijiet prezenti, jigifieri l-ewwel ordni. Konsekwentement,
il-volumi tal-ikklirjar u d-distribuzzjoni huma kostanti, kif ukoll in-nofs hajjiet. Il-koncentrazzjonijiet miksuba huma
proporzjonati ghar-rata ta’ dozagg (espozizzjoni), u l-akkumulazzjoni hija titbassar izjed facilment. Il-linearita/non linearita
tista’ tigi vvalutata billi jigu mqabbla 1-paramteri rilevanti, ez. AUC, wara dozi differenti jew wara espozizzjoni unika u
ripetuta. Nuqqas ta’ dipendenza fuq id-doza jista’ jkun indikattiv ta’ saturazzjoni tal-enzimi involuti fil-metabolizmu tal-
kompost, zieda fl-AUC wara espozizzjoni ripetuta meta mqgabbla ma ’ espozizzjoni unika tista’ tkun indikattiva ghall-
inibizzjoni tal-metabolizmu u nuqgas fl-AUC jista’ jkun indikattiv li ged jinduci l-metabolizmu [ara wkoll (11)].

Bilan¢ tal-massa: Kontabbilta tal-kimika ghall-ittestjar li tkun diehla u hierga mis-sistema.
Bilan¢ tal-materjal: Ara “bilanc tal-massa”.

Mekkanizmu (Mod) ta’ tossicita/Mekkanizmu (Mod) ta’ azzjoni: Mekkanizmu ta’ azzjoni jirreferi ghal interazzjonijiet
bijokimici specifici li fihom kimika ghall-ittestjar tipproduci l-effetti taghha. Mod ta’ azzjoni jirreferi ghal moghdiji iktar
generali li jwasslu ghat-tossicita ta’ kimika ghall-ittestjar.

»

Metabolizmu: Sinonima ma’ “bijotrasformazzjoni”.

Metaboliti: Prodotti ta’ metabolizmu jew processi metabolici.

Assorbiment Orali: [l-percentwal tad-doza tal-kimika ghall-ittestjar assorbita mis-sit tal-amminsitrazzjoni (jigifieri sistema
tal-GI). Dan il-paramteru kritiku jista’ jintuza biex wiehed jithem il-frazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar amministrata li tasal
sal-vina portali, u sussegwentament il-fwied.

Koeffi¢jent tal-parti: Maghruf ukoll bhala I-koeffi¢jent tad-distribuzzjoni, huwa kejl tas-solubilita differenzjali ta’ kimika
fzewg solventi.

Livelli tal-quécata tad-demm (plazma/serum): Koncentrazzjoni massima (quécata) tad-demm (plazma/serum)wara 1-

amminstrazzjoni (ara wkoll “Cp,.").

Persistenza (persistenza bijologika): Prezenza fit-tul ta’ kimika (fsistema bijologika) minhabba rezistenza ghal degra-
dazzjoni/eliminazzjoni.

Aqra min-naha ghall-ohra: L-informazzjoni dwar il-punt tat-tmiem ghal kimika wahda jew aktar tintuza biex isir tbassir
tal-punt tat-tmiem ghall-kimika mmirata.

Awtoradjografija Mikroskopika tar-Ricevitur (jew Mikroawtoradjografija tar-Ricevitur): Din it-teknika tista’ tintuza biex
tiskopri l-interazzjoni zenobijotika ma’ siti tat-tessut specifici jew popolazzjonijiet ta’ celloli bhal perezempju fl-irbit tar-
ricevituri jew mod specifiku ta’ studji ta’ azzjoni li jistghu jirrikjedu rizoluzzjoni gholja u sensittivita gholja li tista’ ma
tkunx fattibbli ma’ tekniki ohra bhall-awtoradjografija tal-gisem kollu.

Rotta ta’ amministrazzjoni (orali, IV, dermali, inalazzjoni, ec¢.): Tirreferi ghall-mezzi li bihom kimi¢i jkunu amministrati
lill-gisem (ez. mill-halq b'gavage, mill-halq b'dieta, mill-gilda, man-nifs ‘i gewwa, mill-vina, ecc).
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Saturazzjoni: Stat li bih wiched jew aktar mill-processi kinetici (ez. assorbiment, metabolizmu jew ikklirjar) ikunu
fmassimu (jigifieri ‘saturati).

Sensittivita: Kapacita ta’ metodu jew ta’ strument li jiddistingwi bejn risponsi ta’ kejl li jirrapprezentaw livelli differenti ta’
interess varjabbli.

Livelli ta’ stat stabbli tad-demm (plazma): L-istat mhux ekwilibrat ta’ sistema miftuha li fiha I-forzi kollha li jagixxu fuq
is-sistema huma ezattament kontrobilan¢jati minn forzi ta’ oppozizzjoni, ftali manjiera li l-komponenti kollha taghha
huma stazzjonarji fil-koncentrazzjoni ghalkemm fis-sistema hemm fluss ta’ materjal.

Mudellar ta’ Sistemi (Tossikokinetici bbazati fuq il-Fizjologija, ibbazati fuq il-Farmakokinetika, Farmakokinetici bbazati fuq
il-Fizjologija, ibbazati fuq il-Bijologija, ec¢.): Mudell astratt li juza lingwa matematika biex jiddeskrivi l-agir tas-sistema.

Tessut immirat: Tessut li fih ikun jidher effett principali avvers ta’ sustanza tossika.
Kimika ghall-ittestjar: Kwalunkwe kimika jew tahlita ttestjati bl-uzu ta’ dan il-Metodu ghall-Ittestjar.

Distribuzzjoni tat-Tessuti: Caqliq riversibbli ta’ kimika ghall-ittestajr minn post fil-gisem ghall-post iehor. 1d-distribuzz-
joni tat-tessut tista’ tigi studjata mid-dissezzjoni ta’ organu, l-omogenizzazzjoni, il-kombustjoni u l-ghadd ta’ xintillazz-
jonijiet likwidi jew permezz ta’ awtoradjografija kwalitattiva ufjew kwantitattiva tal-gisem kollu. Tal-ewwel hija utli biex
jinkisbu l-koncentrazzjoni u l-percentwali ta’ rkupru minn tessuti u mill-karakss li jifdal tal-istess annimali, izda tista’ ma
jkolliex rizoluzzjoni ghat-tessuti kollha u tista’ jkollha rkupru kumplessiv li huwa inqas mill-ideal (< 90 %). Ara d-
definizzjoni ghal tal-ahhar hawn fug.

Tax Hin biex jintlahaq C ;..

Tossikokineti¢i (Farmakokinetici): Studju tal-assorbiment, distribuzzjoni, metabolizmu, eskrezzjoni ta’ kimici tul iz-
Zmien.

Validazzjoni tal-mudelli: Process ta’ valutazzjoni tal-adegwatezza ta’ mudell biex jiddeskrivi b'mod konsistenti d-dejta
disponibbli dwar it-tossikokinetika. Mudelli jistghu jkunu vvalutati permezz ta’ paragun ta’ statistika u viziv ta’ tbasssir ta’
mudelli b'valuri sperimentali ma’ varjabbli komuni indipendenti (ez. hin). Kemm tkun l-evalwazzjoni ghandu jkun
iggustifikat b'rabta mal-uzu mahsub tal-mudell.”

(8) Jizdied il-Kapitolu B.52:

“B.52. TOSSICITA TA’ INALAZZJONI AKUTA - METODU TA’ KLASSI AKUTA TOSSIKA

DAHLA

1. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghal-Linja Gwida tat-Test (TG) 436 (2009) tal-OECD. L-ewwel TG
403 dwar inalazzjoni akuta kienet adottata fl-1981, u minn dak iz-zmien ‘1 hawn kienet irrriveduta (ara 1-
kapitolu B.2 ta’ dan l-Anness (1)). Zvilupp ta’ metodu ta’ Klassi ta’ Inalazzjoni Akuta Tossika (ATC) (2) (3) (4)
tgies li kien xieraq wara l-adozzjoni tal-metodu ta” ATC orali rivedut (il-kapitolu B.1 tris ta’ dan l-Anness) (5).
Valutazzjoni retrospettiva tal-prestazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar ta’” ATC ghal tossicita ta’ inalazzjoni akuta wera
li I-metodu kien tajjeb biex jintuza ghal finijiet ta’ Klassifikazzjoni u Tikkettar (6). II-Metodu ta’ Ttestjar ta’ ATC
ta’ inalazzjoni jippermetti l-uzu ta’ stadji wiehed wara ichor ta’ koncentrazzjonijiet immirati fissi biex tkun
ipprovduta gradazzjoni ta’ tossicita tal-kimika ghall-ittestjar. [l-letalita tintuza bhala punt ta’ tmiem ewlieni, izda
annimali fugigh sever jew fdiffikulta, fi tbatija jew fmewta imminenti ghandhom jingatlu b'mod uman biex
titnaqqas it-tbatija. Gwida dwar il-Punti tat-Tmiem b'Mod Uman huwa disponibbli fid-Dokument ta’ Gwida
Nru 19 tal-OECD (7).

2. Gwida dwar kif isir dan il-Metodu ta’ Ttestjar jew l-interpretazzjoni tieghu tinsab fid-Dokument ta’ Gwida
Nru 39 dwar Ittestjar tat-Tossicita ta’ Inalazzjoni Akuta (GD 39) (8).

3. Definizzjonijiet uzati fil-kuntest ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar huma pprovduti fl-Appendi¢i 1 u fGD 39 (8).

4. Il-Metodu ta’ Ttestjar jipprovdi informazzjoni dwar il-proprjetajiet perikoluzi u jippermetti li I-kimika ghall-
ittestjar tigi ggradata u kklassifikata skont ir-Regolament (KE) Nru 1272/2008 dwar il-klassifikazzjoni, ta’ kimici
li jikkawzaw tossicita akuta (9). Fkaz li jkunu mehtiega stimi ta’ punti ta’ valuri LCs jew analizi ta’ koncentrazz-
joni-rispons, il-kapitolu B.2 ta’ dan l-Anness (1) huwa -Metodu ta’ Ttestjar adattat li ghandu jintuza. Gwida
ulterjuri dwar ghazla ta’ Metodu ta’ Ttestjar tinsab fGD 39 (8). Dan il-Metodu ta’ Ttestjar mhux mahsub l-aktar
ghall-ittestjar ta’ materjali spe¢jalizzati, bhal materjali izometri¢i jew fibruzi li ftit jinhallu jew nanomaterjali
manifatturati.
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KONSIDERAZZJONIJIET INIZJALI

Qabel ma jitqies l-ittestjar skont dan il-Metodu ta’ Ttestjar, l-informazzjoni kollha disponibbli dwar il-kimika
ghall-ittestjar, inkluzi studji ezistenti li d-dejta taghhom issostni li ma jsirx ittestjar addizzjonali, ghandhom
jitgiesu mil-laboratorju tal-ittestjar biex l-uzu tal-annimali jkun mill-angas. L-informazzjoni li tista’ tassisti fl-
ghazla tal-ispeci, razza, sess, mod ta’ espozizzjoni u koncentrazzjonijiet ta’ testijiet l-aktar adatti tinkludi 1-
identita, l-istruttura tal-kimika u I-proprjetajiet fizikokimici tal-kimika ghall-ittestjar; ir-rizultati ta’ kwalunkwe
test ta’ tossicitd in vitro jew in vivo; uzufijiet anticipat(i) u potenzjal ghal espozizzjoni umana; dejta (Q)SAR
disponibbli u dejta tossikologika dwar kimici relatati strutturalment. Koncentrazzjonijiet li jkunu mistennija
jikkawzaw ugigh u diffikulta severi, minhabba azzjonijiet korruzivi () jew irritanti b'mod sever, m’'ghandhomx
ikunu ttestjati b’dan il-Metodu ta’ Ttestjar [ara GD 39 (8)].

PRINCIPJU TAT-TEST

Huwa I-principju tat-test li abbazi ta’ procedura pass pass, tinkiseb informazzjoni suffi¢jenti dwar it-tossicita ta’
inalazzjoni akuta tal-kimika ghall-ittestjar matul perjodu ta’ espozizzzjoni ta’ 4 sighat biex tkun tista’ ssir
klassifikazzjoni. Jistghu japplikaw durati ohra ta’ espozizzjoni biex jaqdu ghanijiet regolatorji specifici. Fkull
wiehed mill-istadji definiti ta’ koncentrazzjoni, ikunu ttestjati 3 annimali taz-zewg sessi. Skont il-mortalita ufjew
l-istat moribond tal-annimali, 2 stadji jistghu jkunu suffi¢jenti biex jithalla jsir gudizzju dwar it-tossicita akuta
tal-kimika ghall-ittestjar. Jekk tkun ipprovduta evidenza li sess wiched ikun aktar suxxettibbli mill-iehor, fil-kaz
it-test jista’ jitkompla mas-sess l-aktar suxxettibbli biss. Ir-rizultat tal-istadju ta’ qabel ghandu jiddetermina I-
istadju li jkun imiss b'dan li:

(a) Ma jkunx mehtieg ittestjar aktar,
(b) Ittestjar ta’ tliet annimali ghal kull sess, jew

(c) Ittestjar b’6 annimali tas-sess aktar suxxettibbli biss, jigifieri l-istimi tal-limiti aktar baxxi tal-klassi tossika
ghandhom ikunu bbazati fuq 6 annimali ghal kull grupp ta’ test ta’ koncentrazzjoni, irrispettivament mis-
sess.

L-annimali moribondi jew annimali li jkunu jidhru li jkunu mugugha jew li juru sinjali ta’ diffikulta severa u li
ttul ghandhom jinqatlu b'mod uman, u jitgiesu fl-interpretazzjoni tar-rizultati tat-test bl-istess mod bhall-anni-
mali li jkunu mietu fit-test. Kriterji ghat-tehid tad-decizjoni li jinqatlu annimali moribondi jew li jkunu qed ibatu
hafna, u gwida biex ikun maghruf meta I-mewt tkun tista’ titbassar jew tkun waslet qrib hafna, huma s-suggett
tad-Dokument ta’ Gwida Nru 19 dwar Punti ta’ Tmiem b'Mod Uman (7).

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Ghazla ta’ speci tal-annimali

Ghandhom jintuzaw annimali adulti zghazagh fsahhithom ta’ razez li komunement jintuzaw fil-laboratorju. L-
ispeci ppreferuta hija I-far u ghandhom ikunu pprovduti gustifikazzjonijiet jekk jintuzaw specijiet ohra.

Preparazzjoni tal-annimali

Nisa m'ghandhomx ikunu welldu u m'ghandhomx ikunu tqal. Filjum ta’ espozizzjoni, annimali ghandhom
ikunu adulti zghazagh ta’ 8 sa 12-il gimgha fl-et, u l-pizijiet tal-gisem ghandhom ikunu ta’ 20 % tal-piz medju
ghal kull sess ta’ kull annimal espost qabel tal-istess eta. L-annimali jintghazlu b'mod kazwali, jigu mmarkati
ghal identifikazzjoni individwali. L-annimali jinzammu fil-gageg taghhom ghal mill-anqas 5 ijiem qabel ma jibda
t-test biex jidraw il-kundizzjonijiet tal-laboratorju. L-annimali ghandhom ukoll ikunu akklimatizzati ghall-
apparat tat-test ghal perjodu gasir qabel l-ittestjar, minhabba li dan inaqqas it-tensjoni kkawzata bl-introduzzjoni
ghall-ambjent il-gdid.

Trobbija tal-annimali

It-temperatura tal-kamra taz-zamma tal-annimali tal-esperimeti ghandha tkun 22 + 3 °C. L-umdita relattiva
ghandha idealment tinzamm fil-firxa ta’ 30 % sa 70 %, ghalkemm dan jista’ ma jkunx possibbli meta jintuza
l-ilma bhala vejjikolu. Qabel u wara espozizzjonijiet, l-annimali generalment ghandhom jitqieghdu fgagga fi
gruppi skont is-sess u I-koncentrazzjoni, izda l-ghadd ta’ annimali ghal kull gagga m’'ghandux ifixkel l-osservazz-
joni ¢ara ta’ kull annimal u ghandu jimminimizza t-telf minhabba kannibalizmu u glied. Meta annimali jkollhom
ikunu esposti mill-imnieher biss, jista’ jkun jehtigilhom jidraw it-tubi ta’ trazzin. It-tubi ta’ trazzin m'ghandhomx
jimponu tensjoni fizika, termali u ta’ immobilizzazzjoni bla bzonn fuq l-annimali. It-trazzin jista’ jaffettwa punti
ta’ tmiem fizjologi¢i bhat-temperatura tal-gisem (ipertermja) ufjew volum respiratorju minusklu. Jekk dejta
generika tkun disponibbli Ii turi li ebda bidliet bhal dawn ma jsehhu sa certu limitu konsiderevoli, fdak il-
kaz ma jkunx mehtieg adattament minn qabel ghat-tubi ta’ trazzin. L-annimali esposti mill-gisem kollu ghal
aerosol ghandhom jinghalqu individwalment matul l-espozizzjoni biex ma jithallewx jiffiltraw l-aerosol tat-test

(") L-evalwazzjoni tal-korruzivita tista’ tkun ibbazata fuq gudizzju espert billi tintuza evidenza bhal: esperjenza tal-bnedmin u tal-annimali,
dejta ezistenti (in vitro), ez. il-kapitolu B.40 (10), B.40 bis (11) ta’ dan l-anness jew TG 435 tal-OECD (12), valuri ta’ pH, informazzjoni
minn kimic¢i simili jew dejta pertinenti ohra.
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13.

14.

15.

16.
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mal-pil ta’ shabhom fil-gagga. Jistghu jintuzaw dieti konvenzjonali u ccertifikati mil-laboratorju, hlief matul
espozizzjoni, flimkien ma’ provvista bla limitu ta’ ilma tax-xorb municipali. Id-dawl ghandu jkun artifi¢jali, bis-
sekwenza tkun ta’ 12-il siegha dawl/12-il siegha dlam.

Kmamar tal-inalazzjoni

In-natura tal-kimika ghall-ittestjar u l-ghan tat-test ghandhom jitgiesu fl-ghazla tal-kamra tal-inalazzjoni. Il-mod
preferut ta’ espozizzjoni huwa mill-imnieher biss (liema frazi tinkludi r-ras biss, l-imnieher biss jew il-geddum
biss). Espozizzjoni mill-imnicher biss hija generalment ippreferuta ghal studji ta’ aerosols likwidi jew solidi u
ghal fwar li jista’ jikkondensa biex jifforma l-aerosols. Ghanijiet specjali tal-istudju jistghu jinkisbu ahjar billi
tintuza modalita ta’ espozizzjoni mill-gisem kollu, izda dan ghandu jkun iggustifikat fir-rapport tal-istudju. Biex
tkun zgurata stabbiltd tal-atmosfera meta tintuza kamra ghall-gisem kollu, il-volum totali tal-annimali tat-test
m’ghandux ikun aktar minn 5 % tal-volum tal-kamra. Principji ta’ tekniki ta’ espozizzjoni mill-imnicher biss u
mill-gisem kollu u tal-vantaggi u l-izvantaggi partikolari taghhom huma deskritti fGD 39 (8).

KONDIZZJONJJIET TA’ ESPOZIZZJONI
Amministrazzjonijiet ta’ koncentrazzjonijiet

Huwa rrakkomandat li espozizzjoni ddum erba’ sighat fissi, eskluz hin ta’ ekwilibrazzjoni. Jistghu jkunu
mehtiega espozizzjonijiet li jdumu aktar biex jitharsu rekwiziti specifici, izda, ghandha tinghata gustifikazzjoni
fir-rapport ta’ studju [ara GD 39 (8)]. L-annimali esposti fi kmamar ghall-gisem kollu ghandhom jinghalqu
individwalment biex ma jithallewx jibilghu kimika ghall-ittestjar minhabba tindif ta’ shabhom fil-gagga.
M'ghandux jinghata ghalf matul il-perjodu ta’ espozizzzjoni. Jista’ jinghata ilma matul espozizzjoni kollha
mill-gisem kollu.

L-annimali jkunu esposti ghall-kimika ghall-ittestjar bhala gass, fwar, aerosol, jew tahlita taghhom. L-istat fiziku
li jkollu jigi ttestjat jiddependi mill-proprjetajiet fizikokimici tal-kimika ghall-ittestjar, il-koncentrazzjoni magh-
zula, ufjew il-forma fizika li x’aktarx tkun prezenti matul l-immaniggar u l-uzu tal-kimika ghall-ittestjar. Il-kimici
ghall-ittestjar igroskopiku u reattivi kimikament ghandhom ikunu ttestjati fkundizzjonijiet ta’ arja xotta.
Ghandha tinghata attenzjoni biex ikun evitat li jkunu ggenerati koncentrazzjonijiet esplussivi.

Distribuzzjoni tad-dags tal-particelli

It-tehid tad-daqs tal-particelli ghandu jsir ghall-aerosols kollha u ghall-fwar li jista’ jikkondensa biex jifforma I-
aerosols. Biex jithalla jkun hemm espozizzjoni tar-regjuni kollha rilevanti tas-sistema respiratorja, huma rrak-
komandati aerosols b'dijametri ajrudinamici ta’ medja massa (MMAD) ffirxa minn 1 sa 4 pm b'devjazzjoni
geometrika standard (o) fil-firxa ta’ 1,5 sa 3,0 (8) (13) (14). Ghalkemm ghandu jsir sforz ragonevoli biex dan 1-
istandard jintlahaq, ghandu jinghata gudizzju espert jekk ma jkunx jista’ jintlahaq. Perezempju, dhahen tal-metall
jistghu jkunu angas minn dan l-istandard, u particelli, fibri u materjali igroskopic¢i mimlijin (li jikbru fid-daqgs fl-
ambjent niedi tas-sistema respiratorja) jistghu jagbzu dan l-istandard.

Preparazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar fvejjikolu

Jista’ jintuza vejjikolu biex jiggenera koncentrazzjoni u dags ta’ particelli xierqa tal-kimika ghall-ittestjar fl-
atmosfera. Bhala regola, l-ilma ghandu jinghata preferenza. Materjal ta’ particelli jista’ jkun soggett ghal processi
mekkanici biex tinkiseb id-distribuzzjoni ta’ daqs mehtieg ta’ particelli, izda ghandha tinghata attenzjoni li ma
tithassarx jew tinbidel il-kimika ghall-ittestjar. Fkazijiet fejn processi mekkanici jitqiesu li jkunu bidlu -kompo-
zizzjoni tal-kimika ghall-ittestjar (ez. temperatura estrema minn thin eccessiv minhabba frizzjoni), il-kompozizz-
joni tal-kimika ghall-ittestjar ghandha tkun ivverifikata b'mod analitiku. Ghandha tinghata attenzjoni adegwata
biex il-kimika ghall-ittestjar ma tkunx ikkontaminata. Ma jkunx mehtieg li jkunu ttestjati materjali mrammla
mhux nutrittivi li jkunu fformulati apposta biex ma jkunux jistghu jittichdu man-nifs. Ghandu jintuza test ta’
attrizzjoni biex jintwera li particelli li jistghu jittiehdu man-nifs ma jkunux prodotti meta jkun itrattat materjal
granulari. Jekk test ta’ attrizzjoni jipproduci particelli li jkunu jistghu jittiechdu man-nifs, ghandu jsir test ghat-
tossicita i tittiehed man-nifs.

Annimali tal-kontroll

Ma jkunx mehtieg grupp ta’ kontroll konkurrenti negattiv (arja). Meta vejjikolu, minbarra ilma, jintuza biex
jassisti biex tkun iggenerata l-atmosfera tat-test, grupp ta’ kontroll ta’ vejjikoli ghandu jintuza biss meta dejta
storika ta’ tehid ta’ tossi¢ita man-nifs ma tkunx disponibbli. Jekk studju dwar tossicita ta” kimika ghall-ittestjar
ifformulata fvejjikolu ma juri ebda tossicita, isegwi li I-vejjikolu ma jkunx tossiku fil-koncentrazzjoni ttestjata;
ghalhekk ma jkunx mehtieg kontroll ta’ vejjikolu.

MONITORAGG TAL-KONDIZZJONJJIET TA’ ESPOZIZZJONI
Fluss tal-arja fil-kamra

[I-fluss ta’ arja mal-kamra ghandu jkun ikkontrollat sewwa, immonitorjat kontinwament u rregistrat mill-anqas
kull siegha matul kull espozizzjoni. Il-monitoragg ta’ koncentrazzjoni atmosferika tat-test (jew stabbilta) huwa
kejl integrali tal-parametri dinamici kollha u jipprovdi mezzi indiretti ghall-kontroll tal-parametri dinamici
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rilevanti kollha ta’ generazzjoni ta’ atmosfera. Ghandha tinghata konsiderazzjoni specjali biex tkun evitata
inalazzjoni mill-gdid fi kmamar ghall-imnieher biss fkazijiet fejn fluss tal-arja mis-sistema ta’ espozizzjoni
ma jkunx adegwat biex jipprovdi fluss dinamiku ta’ atmosfera tal-kimika ghall-ittestjar. Hemm metodologiji
preskritti li jistghu jintuzaw biex jintwera li inalazzjoni mill-gdid ma ssirx skont il-kundizzjonijiet operattivi
maghzula (8) (15). Koncentrazzjoni ta’ ossigenu ghandha tkun mill-anqas ta’ 19 % u koncentrazzjoni ta’
dijossidu tal-karbonju m’ghandhiex tkun aktar minn 1 %. Jekk ikun hemm raguni biex wiehed jemmen li
dawn l-istandards ma jkunux jistghu jintlahqu, koncentrazzjonijiet ta’ ossigenu u ta’ dijossidu tal-karbonju

ghandhom jitkejlu.

Temperatura tal-kamra u umdita relattiva

It-temperatura tal-kamra ghandha tinzamm ghall-22 + 3 °C. L-umdita relattiva fiz-zona fejn l-annimali jiechdu n-
nifs, ghal espozizzjonijiet kemm mill-imnicher biss, kif ukoll mill-gisem kollu, ghandha tkun immonitorjata u
rregistrata mill-anqas tliet darbiet ghal perjodi ta’ sa 4 sighat, u kull siegha ghal perjodi aqsar. L-umdita relattiva
ghandha idealment tinzamm fil-firxa ta’ 30 % sa 70 %, izda din jew ma tkunx tista’ tintlahaq (ez. meta jkunu
ttestjati tahlitiet ibbazati fl-ilma) jew ma tkunx tista’ titkejjel minhabba interferenza minn kimika ghall-ittestjar
mal-metodu tal-ittestjar.

Kimika ghall-ittestjar: kon¢entrazzjoni nominali

Kull meta jkun fattibbli, il-koncentrazzjoni nominal tal-kamra ta’ espozizzjoni ghandha tkun ikkalkulata u
rregistrata. Il-koncentrazzjoni nominali hija l-massa ggenerata ta’ kimika ghall-ittestjar diviza bil-volum totali
ta’ arja li tkun ghaddiet mis-sistema tal-kamra. Il-koncentrazzjoni nominali ma tintuzax biex tikkaratterizza 1-
espozizzjoni tal-annimali, izda tintuza bhala paragun tal-koncentrazzjoni nominali, u l-koncentrazzjoni attwali
taghti indikazzjoni tal-efficjenza ta’ generazzjoni tas-sistema tal-ittestjar, u, ghalhekk, tista’ tintuza biex jinkixfu
problemi ta’ generazzjoni.

Kimika ghall-ittestjar: koncentrazzjoni attwali

Il-koncentrazzjoni attwali hija I-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fiz-zona fejn l-annimali jiehdu n-nifs
kampjuni, metodi ta” assorbiment jew kimici reattivi u karatterizzazzjoni analitika sussegwenti) jew b'metodi
mhux specifici bhal analizi gravimetrika bfiltru. L-uzu ta’ analizi gravimetrika huwa accettabbli biss ghal
aerosols tat-trab b’komponent wiched jew ghal aerosols ta’ likwidi ta’ volatilita baxxa u ghandu jkun appoggat
minn karatterizzazzjonijiet adattati ta’ qabel l-istudju specifici ghall-kimika ghall-ittestjar. Il-koncentrazzjoni ta’
aerosols tat-trab b’hafna komponenti tista’ wkoll tkun iddeterminata b'analizi gravimetrika. Izda din tehtieg dejta
analitika 1i turi li 1-kompozizzjoni ta’ materjal tal-ajru tkun simili ghall-materjal tal-bidu. Jekk din l-informazz-
joni ma tkunx disponibbli, tista’ tkun mehtiega analizi mill-gdid tal-kimika ghall-ittestjar (idealment fl-istat
taghha fl-arja) fintervalli regolari waqt li jkun ghaddej l-istudju. Ghal agenti aerosolizzati li jistghu jevaporaw
jew jissubblimaw, ghandu jintwera li 1-fazijiet kollha kienu ngabru bil-metodu maghzul. ll-koncentrazzjonijiet
immirati, nominali u attwali ghandhom ikunu pprovduti fir-rapport tal-istudju, izda koncentrazzjonijiet attwali
biss jintuzaw fl-analizi ta’ statistika biex ikunu kkalkulati valuri ta” koncentrazzjonijiet letali.

Ghandu jintuza lott wiehed tal-kimika ghall-ittestjar, jekk ikun possibbli, u I-kampjun tat-test ghandu jinhazen
fkundizzjonijiet li jzommu l-purezza, l-omogeneita u l-istabbilta tieghu. Qabel ma jinbeda l-istudju, ghandu
jkun hemm karatterizzazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar, inkluza l-purezza taghha, u jekk teknikament fattibbli, I-
identita u l-kwantitajiet ta’ kontaminanti u impuritajiet identifikati. Dan jista’ jintwera bid-dejta li gejja, izda ma
jkunx limitat ghaliha: hin ta’ ritenzjoni u erja relattiva fl-oghla livell, piz molekulari minn spettrometrija tal-
massa jew minn analizi kromatografika ta’ gass, jew minn stimi ohra. Ghalkemm l-identita tal-kampjun tat-test
mhix ir-responsabbilta tal-laboratorju tat-test, ikun prudenti ghal-laboratorju tat-test li jikkonferma I-karatteriz-
zazzjoni tal-isponser mill-anqas b'mod limitat (ez. lewn, natura fizika, ecc.).

L-atmosfera ta’ espozizzjoni ghandha tinzamm kemm prattikabbilment kostanti u tkun immonitorjata kontinwa-
ment ufjew kull tant skont il-metodu ta’ analizi. Meta jintuza t-tehid ta’ kampjuni kull tant, ghandhom jittichdu
kampjuni tal-atmosfera tal-kamra mill-anqas darbtejn ghal studju ta” erba’ sighat. Jekk dan ma jkunx jista’ jsir
minhabba rati limitati ta’ fluss ta’ arja jew koncentrazzjonijiet baxxi, ikun jista’ jingabar kampjun wiched tul il-
perjodu kollu ta’ espozizzzjoni. Jekk isehh caqliq minn kampjun ghal kampjun, il-koncentrazzjonijiet ittestjati li
jkun imiss ghandhom juzaw erba’ kampjuni ghal kull espozizzjoni. Kampjuni individwali tal-koncentrazzjoni tal-
kamra m'ghandhomx jiddevjaw mill-koncentrazzjoni medja tal-kamra b’aktar minn + 10 % ghal gassijiet u fwar, u
b'mhux aktar minn + 20 % ghal aerosols likwidi jew solidi. L-ekwilibrazzjoni ta’ hin ma’ kamra (tys) ghandha tkun
ikkalkulata u rregistrata. Id-durata ta’ espozizzjoni tkopri I-hin i fih il-kimika ghall-ittestjar tkun iggenerata u din
tqis il-hinijiet mehtiega biex jinkiseb tqs. Gwida ghal stima ta’ tys tinsab fGD 39 (8).

Ghal kull tahlita kumplessa hafna maghmula minn fwar/gassijiet u aerosols (ez. atmosferi ta’ kombustjoni u
kimici ghall-ittestjar imhaddmin minn prodotti/mezzi ta’ uzu finali b'ghan specifiku), kull fazi tista’ tagixxi
b'mod differenti fkamra tal-inalazzjoni, ghalhekk ghandha tintghazel mill-anqas sustanza (analita) wahda
bhala indikatur, normalment is-sustanza attiva principali fit-tahlita, ta’ kull fazi (fwar/gass u aerosol). Meta 1-
kimika ghall-ittestjar tkun tahlita, il-koncentrazzjoni analitika ghandha tkun irrappurtata ghat-tahlita totali u
mhux biss ghall-ingredjent attiv jew ghall-komponent (analita). Informazzjoni addizzjonali dwar koncentrazz-
jonijiet attwali tinsab fGD 39 (8).
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Kimika ghall-ittestjar: distribuzzjoni tad-daqs ta’ particelli

Id-distribuzzjoni tad-daqs tal-particelli tal-aerosols ghandha tkun iddeterminata mill-anqas darbtejn matul kull
espozizzjoni ta’ 4 sighat billi jintuza impattur kaskata jew strument alternattiv bhall-ghodda ajrudinamika li
taghti d-dags tal-particelli. Jekk tkun tista’ tintwera ekwivalenza tar-rizultati miksubin minn impattur kaskata jew
strument alternattiv, fdak il-kaz l-istrument alternattiv ikun jista’ jintuza tul l-istudju kollu. It-tieni mezz, bhal
filtru gravimetriku jew impinger/gas bubbler, ghandu jintuza flimkien mal-istrument primarju biex jikkonferma
l-effi¢jenza tal-istrument primarju fil-gbir. Il-koncentrazzjoni tal-massa miksuba b'analizi tad-dags ta’ particelli
ghandha tkun fil-limiti ragjonevoli tal-koncentrazzjoni tal-massa miksuba banalizi b'filtru [ara GD 39 (8)]. Jekk
tkun tista’ tintwera ekwivalenza fil-fazi bikrija tal-istudju, fdak il-kaz kejlijiet ta’ konferma ulterjuri jistghu
jithallew barra. Ghal ragunijiet ta’ trattament xieraq tal-annimali, ghandhom jittichdu mizuri li jimminimizzaw
dejta inkonklussiva li tista’ twassal ghal htiega ta’ ripetizzjoni ta’ espozizzjoni. Tehid tad-dags ta’ particelli
ghandu jsir ghal fwar jekk ikun hemm xi possibbilta i tista” tirrizulta kondensazzjoni ta’ fwar fil-formazzjoni
ta’ aerosol, jew jekk jinstabu particelli fatmosfera ta’ fwar b’potenzjal ghal fazijiet imhallta (ara l-paragrafu 14).

PROCEDURA
Test ewlieni

Ghal kull stadju jintuzaw tliet annimali ghal kull sess, jew sitt annimali tas-sess aktar suxxettibbli. Jekk specijiet
ta’ rodituri minbarra firien ikunu esposti mill-imnieher biss, perjodi massimi ta’ espozizzjoni jistghu jkunu
aggustati biex titnaqqas diffikulta specifika ghal speci partikolari. Il-livell ta’ koncentrazzjoni li ghandu jintuza
bhala d-doza tal-bidu jintghazel minn wiehed minn erba’ livelli fissi u l-livell ta’ koncentrazzjoni tal-bidu ghandu
jkun dak li l-aktar probabbli jipproduci tossicita fxi annimali dozati. L-iskemi ta’ ttestjar ghal gassijiet, fwar u
aerosols (inkluzi fl-Appendicijiet 2-4) jirrapprezentaw l-ittestjar b'valuri ta’ limitu tal-kategoriji ta’ CLP 1-4 (9)
ghal gassijiet (100, 500, 2 500, 20 000 ppm/4h) (Appendici 2), ghal fwar (0,5, 2, 10, 20 mg/l/4h) (Appendici 3)
u ghal aerosols (0,05, 0,5, 1, 5 mg/l/4h) (Appendici 4). 1l-Kategorija 5, li mhix implimentata fir-Regolament (KE)
Nru 1272/2008 (9) hija relatata ma’ koncentrazzjonijiet ‘il fuq mill-koncentrazzjonijiet rispettivi ta’ limitu. Ghal
kull koncentrazzjoni tal-bidu tapplika l-iskema ta’ ttestjar rispettiva. Skont l-ghadd ta’ annimali maqtula b’mod
uman jew mejta, il-procedura tat-test issegwi l-vlegeg indikati sakemm tkun tista’ ssir kategorizzazzjoni.

L-intervall ta” Zmien bejn gruppi ta’ espozizzjoni jkun iddeterminat malli jfaqgqghu sinjali tossici, kemm idumu u
s-severita taghhom. Espozizzjoni ta’ annimali fil-livell ta’ koncentrazzjoni li jkun imiss ghandha tittawwal
sakemm ikun hemm kunfidenza ragonevoli fis-sopravivenza tal-annimali li jkunu gew ittestjati qabel. Perjodu
ta’ tlieta jew erbat ijiem bejn l-espozizzjonijiet fkull livell ta’ koncentrazzjoni huwa rrakkomandat biex tithalla
ssir l-osservazzjoni ta’ tossi¢ita mdewma. L-intervall ta’ zmien jista’ jkun aggustati skont il-kaz, ez. fkaz ta’
risponsi inkonklusivi.

Test ta’ limitu

It-test ta’ limitu jintuza meta l-kimika ghall-ittestjar tkun maghrufa jew mistennija li tkun kwazi mhux tossika,
jigifieri i tislet rispons tossiku ‘1 fuq biss mill-koncentrazzjoni regolatorja ta’ limitu. Informazzjoni dwar it-
tossicita tal-kimika ghall-ittestjar tista’ tinkiseb minn taghrif dwar sustanzi ttestjati simili jew minn tahlitiet
simili, billi titgies I-identita u l-percentwali ta’” komponenti maghrufin li jkunu ta’ sinifikat tossikologiku. Fdawk
is-sitwazzjonijiet fejn ikun hemm ftit jew ebda informazzjoni dwar it-tossicita taghha, jew fejn il-kimika ghall-
ittestjar tkun mistennija li tkun tossika, ghandu jsir it-test ewlieni [gwida ulterjuri tinsab fGD 39 (8)].

Bl-uzu tal-procedura normali, tliet annimali ghal kull sess, jew sitt annimali tas-sess aktar suxxettibbli, ikunu
esposti fkoncentrazzjonijiet ta’ 20 000 ppm ghal gassijiet, 20 mg/l ghal fwar u 5 mg/l ghal trabijiet/raxxijiet,
rispettivament (jekk ikunu jistghu jinkisbu), Ii jservu bhala t-test ta’ limitu ghal dan il-Metodu ta’ Ttestjar. Meta
jkunu ttestjati aerosols, l-ghan primarju ghandu jkun Ii jinkiseb daqs ta’ particelli li jkun jista’ jittiched man-nifs
(jigifieri MMAD ta’ 1-4 pm). Dan ikun possibbli ghal kwazi I-kimici kollha ghall-ittestjar fkoncentrazzjoni ta’
2 mg/l. Ittestjar ta’ aerosols faktar minn 2 mg/l ghandu jkun ittentat biss jekk ikun jista’ jinkiseb dags ta’
particelli li jkun jista’ jittiched man-nifs [ara GD 39 (8)]. Skont GHS (16), ittestjar li jkun jeccedi koncentrazzjoni
limitata huwa skuraggit ghal ragunijiet ta’ trattament xieraq tal-annimali. Ittestjar fil-Kategorija 5 GHS (16), li
mhux implimentat fir-Regolament (KE) Nru 1272/2008 (9), ghandu jitgies biss meta jkun hemm probabbilta
kbira li rizultati ta’ test bhal dan ikun se jkollhom rilevanza diretta ghall-protezzjoni tas-sahha tal-bniedem, u
tinghata gustifikazzjoni fir-rapport ta’ studju. Fil-kaz ta’ kimici ghall-ittestjar potenzjalment esplozivi, ghandha
tinghata attenzjoni biex ikunu evitati kundizzjonijiet favorevoli ghal spluzjoni. Biex ikun evitat l-uzu mhux
mehtieg tal-annimali, ghandu jsir test ta’ prova minghajr l-annimali qabel it-test ta’ limitu sabiex ikun zgurat i I-
kundizzjonijiet tal-kamra ghat-test ta’ limitu jkunu jistghu jinkisbu.

OSSERVAZZJONIJIET

L-annimali ghandhom ikunu osservati klinikament sikwit matul il-perjodu ta’ espozizzzjoni. Wara espozizzjoni,
osservazzjonijiet klini¢i ghandhom isiru mill-anqas darbtejn fil-jum ta’ espozizzjoni jew aktar sikwit meta indikat
mir-rispons tal-annimali ghal trattament, u mill-angas darba kuljum minn hemm ‘il quddiem ghal total ta’ 14-il
jum. It-tul tal-perjodu ta’ osservazzjoni ma jkunx iffissat, izda ghandu jkun iddeterminat min-natura u miz-
zmien meta jfaqqghu sinjali klini¢i u mit-tul tal-perjodu ta’ rkupru. Id-drabi li fihom sinjali ta’ tossicita jidhru u
jghibu huma importanti, l-aktar jekk ikun hemm tendenza li sinjali ta’ tossicita jdumu ma jidhru. L-osservazz-
jonijiet kollha jigu rregistrati sistematikament b'registri individwalment mizmumin ghal kull annimal. L-annimali
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li jinstabu li jkunu fkondizzjoni moribonda u annimali li juru ugigh sever ufjew sinjali li jdumu ta’ diffikulta
ghandhom jinqatlu b’mod uman ghal ragunijiet ta’ trattament xieraq tal-annimali. Ghandha tinghata attenzjoni
meta jsiru ezamijiet ghal sinjali klini¢i ta’ tossic¢ita biex meta jidhru ftit ghall-bidu u jkun hemm bidliet
respiratorji li jghaddu malajr, li jigu minn procedura ta’ espozizzjoni, wiehed ma jihux zball u jahsibhom effetti
relatati ma’ trattament. Ghandhom jitqiesu I-principji u l-kriterji migburin fil-qosor fid-Dokument ta’ Gwida
dwar il-Punti tat-Tmiem b'Mod Uman (7). Meta annimali jinqatlu ghal ragunijiet umani jew jinstabu mejta, il-hin
tal-mewt ghandu jigi rregistrat b’'mod preciz kemm jista’ jkun.

Osservazzjonijiet mal-genb tal-gagga ghandhom jinkludu bidliet fil-gilda u I-pil, l-ghajnejn u l-membrani
mukuzi, u wkoll fis-sistema respiratorja, ¢irkulatorja, awtonomika u nervuza centrali, u fattivita somatomotorja
u xejriet ta’ mgiba. Meta jkun possibbli, kull differenzjar bejn effetti lokali u sistemici ghandu jkun innotat.
Attenzjoni ghandha tkun diretta ghal osservazzjonijiet ta’ treghid, konvulzjonijiet, tibziq, dijarea, letargija, rqad u
koma. Il-kejl ta” temparaturi tar-rektum jista’ jipprovdi evidenza li ssostni bradipnea riflessa jew ta’ ipofipertermja
relatati ma’ trattament jew ghelug.

Pizijiet tal-gisem

[-pizijiet individwali ta’ kull annimal ghandhom jigu rregistrat darba matul l-perjodu ta’ akklimatazzjoni, fil-jum
ta’ espozizzjoni qabel espozizzjoni (jum 0) u mill-anqgas filjiem 1, 3 u 7 (u kull gimgha minn hemm Al
quddiem), u fil-hin tal-mewt jew ewtanasja jekk jinqabez jum 1. Il-piz tal-gisem huwa rikonoxxut bhala
indikatur kritiku ta’ tossicitd, u annimali li juru tnaqqis sostnut ta’ > 20 %, mqabbel ma’ valuri ta’ qabel I-
istudju, ghandhom ikunu mmonitorjati mill-qrib. L-annimali li jibqghu hajjin jintiznu u jinqatlu b'mod uman fi
tmiem il-perjodu ta’ wara l-espozizzjoni.

Patologija

L-annimali kollha tat-test, inkluzi dawk li jmutu matul it-test jew li jinqatlu bl-ewtanasja u jitnehhew mill-istudju
ghal ragunijiet ta’ trattament xieraq tal-annimali, ghandhom ikunu soggetti ghal awtopsja makroskopika. Jekk
ma tkunx tista’ ssir awtopsja minnufih wara li jkun instab annimal mejjet, l-annimal ghandu jitkessah (mhux
iffrizat) ftemperaturi baxxi bizzejjed biex tkun imminimizzata awtolizi. Awtopsji ghandhom isiru malajr kemm
jista’ jkun, normalment fjum jew tnejn. Il-bidliet patologic¢i makroskopici kollha ghandhom jigi rregistrati ghal
kull annimal b’attenzjoni partikolari ghal kull bidla fis-sistema respiratorja.

Ezamijiet addizzjonali inkluzi a priori dawk imfasslin apposta jistghu jitqiesu li jestendu l-valur interpretattiv tal-
istudju, bhall-kejl tal-piz tal-pulmun ta’ firien li jkunu baqghu hajjin ufjew li jipprovdu evidenza ta’ irritazzjoni
b'ezami mikroskopiku tas-sistema respiratorja. Organi ezaminati jistghu jinkludu dawk li juru evidenza ta’
patologija makroskopika fannimali li jibqghu jghixu ghal 24 siegha jew aktar, u organi maghrufin jew misten-
nija li jkunu affettwati. L-ezami mikroskopiku tas-sistema respiratorja kollha jista’ jipprovdi informazzjoni utli
dwar kimici ghall-ittestjar li huma reattivi mal-ilma, bhal acidi u kimici igroskopici ghall-ittestjar.

DEJTA U RAPPURTAR

Dejta

Ghandha tkun ipprovduta dejta dwar annimali individwali fir-rigward tal-pizijiet tal-gisem u s-sejbiet mill-
awtopsji. Dejta dwar osservazzjonijiet klini¢ci ghandha tingabar fil-qosor fforma tabulari, li turi ghal kull
grupp tat-test l-ghadd ta’ annimali uzati, l-ghadd ta’ annimali li jkunu wrew sinjali specifici ta’ tossicita, 1-
ghadd ta’ annimali li jkunu nstabu mejta matul it-test jew li jkunu nqatlu ghal ragunijiet umani, il-hin tal-mewt
ta’ kull annimal, deskrizzjoni u kemm jiehdu Zmien effetti tossici u riversibbilta, u sejbiet minn awtopsji.

Rapport tat-test

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja, skont il-kaz:
Annimali tat-test u trobbija

— Deskrizzjoni tal-kundizzjonijiet tal-gagga, inkluz: ghadd (jew bidla fl-ghadd) tal-annimali ghal kull gagga,
materjal ghall-irqad, temperatura ambjentali u umdita relattiva, fotoperjodu u identifikazzjoni tad-dieta;

— Specijrazza uzata u gustifikazzjoni ghall-uzu ta’ speci minbarra I-far;

— Ghadd, eta u sess tal-annimali;

— Metodu ta’ kazwalita;

— Dettalji tal-kwalita tal-ikel u tal-ilma (inkluz tip ta’ dieta/sors, sors tal-ilma);

— Deskrizzjoni ta’ kull kondizzjonament qabel it-test, inkluzi dieta, kwarantina u trattament ghall-mard;
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— Natura fizika, purezza, u, fejn ikun rilevanti, proprjetajiet fizikokimici (inkluza isomerizzazzjoni).

— Dejta ta’ identifikazzjoni u n-Numru tar-Registru tal-Chemical Abstract Services (CAS), jekk ikunu maghrufa;
Vejjikolu

— Gustifikazzjoni ghal uzu ta’ vejjikolu u gustifikazzjoni ghal ghazla ta’ vejjikolu (jekk ma jkunx ilma);

— Dejta storika jew konkurrenti li turi li l-vejjikolu ma jfixkilx ir-rizultat tal-istudju;

Kamra tal-inalazzjoni

— Deskrizzjoni tal-kamra tal-inalazzjoni inkluzi d-dimensjonijiet u I-volum;

— Sors u deskrizzjoni tat-taghmir uzat ghall-espozizzjoni tal-annimali kif ukoll ghall-generazzjoni tal-atmos-
fera;

— Taghmir ghall-kejl tat-temperatura, umdita, dags tal-particelli u koncentrazzjoni attwali;

— Sors ta’ arja, trattament ta’ arja pprovduta/estratta u sistema uzata ghal kondizzjonament;

— Metodi uzati ghall-kalibrazzjoni tat-taghmir biex tkun zgurata atmosfera omogenea tat-test;

— Differenza ta’ pressjoni (pozittiva jew negattiva);

— Portijiet ta’ espozizzjoni ghal kull kamra (imnicher biss); tqeghid tal-annimali fis-sistema (gisem kollu);
— Omogenita/stabbilta temporali tal-atmosfera tat-test;

— Post tas-sensuri tat-temperatura u tal-umdita u tehid ta’ kampjuni tal-atmosfera tat-test fil-kamra;

— Rati tal-fluss tal-arja, rata tal-fluss tal-arja/port ta’ espozizzjoni (imnieher biss), jew toqol tal-annimali/kamra
(il-gisem kollu);

— Informazzjoni dwar it-taghmir uzat ghall-kejl tal-ossigenu u tad-dijossidu tal-karbonju, jekk applikabbli;
— Hin mehtieg biex jintlahaq ekwilibriju tal-kamra tal-inalazzjoni (tos);

— Ghadd ta’ bidliet fil-volum kull siegha;

— Apparati ta’ metragg (jekk applikabbli);

Dejta ta’ espozizzjoni

— Motiv ghal ghazla ta’ koncentrazzjoni mmirata fl-istudju ewlieni;

— Koncentrazzjonijiet nominali (massa totali tal-kimika ghall-ittestjar iggenerata ghal gol-kamra tal-inalazzjoni
diviza bil-volum ta’ arja li tkun ghaddiet mill-kamra);

— Koncentrazzjonijiet attwali tal-kimika ghall-ittestjar migbura miz-zona tal-inalazzjoni tal-annimali; ghal

zata separatament;

— Tl-koncentrazzjonijiet kollha tal-arja ghandhom ikunu rrappurtati Punitajiet ta’ massa (ez. mg/l, mg/m>, ecc.);
unitajiet ta’ volum (ez. ppm, ppb) jistghu wkoll ikunu rrappurtati fparentezi;

— Distribuzzjoni tad-daqs tal-particelli, dijametru ajrudinamiku ta’ medjan tal-massa (MMAD), u devjazzjoni
geometrika standard (o), inkluz il-metodi ta’ kalkulazzjoni taghhom. Ghandha tkun irrappurtata analizi
wahda ghal kull dags ta’ particelli.
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Kundizzjonijiet tat-test

— Dettalji tal-preparazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar, inkluzi dettalji ta’ kull procedura uzata biex jitnaqqas id-
dags ta’ particelli ta’ sustanzi jew biex ikunu ppreparati soluzzjonijiet tal-kimika ghall-ittestjar. Fkazijiet fejn
il-processi mekkanici jkunu setghu biddlu 1-kompozizzjoni tal-kimika ghall-ittestjar, inkludi r-rizultati tal-
analizi li tivverifika I-kompozizzjoni tal-kimika ghall-ittestjar;

— Deskrizzjoni (preferibbilment inkluza dijagramma) tat-taghmir uzat biex tkun iggenerata l-atmosfera tat-test
u biex l-annimali jkunu esposti ghall-atmosfera tat-test;

— Dettalji tal-metodu analitiku kimiku uzat u l-validazzjoni tal-metodu (inkluza l-efficjenza fl-irkupru tal-
kimika ghall-ittestjar mill-midjum tat-tehid tal-kampjuni);

— Il-motiv ghall-ghazla ta’ koncentrazzjonijiet tat-test;

Rizultati

— Tabulazzjoni tat-temperatura tal-kamra, l-umdita u I-fluss tal-arja;

— Tabulazzjoni tad-dejta ta’ koncentrazzjoni nominali u attwali tal-kamra;

— Tabulazzjoni ta’ dejta dwar id-dags ta’ particelli, inkluzi dejta ta’ gbir ta’ kampjuni analitici, distribuzzjoni
tad-dags ta’ particelli u kalkulazzjonijiet tal-MMAD u o,;

— Tabulazzjoni ta’ dejta dwar rispons u ta’ livell ta” koncentrazzjoni ghal kull annimal (jigifieri annimali li juru
sinjali ta’ tossicitd, inkluzi mortalitd, natura, severita, u durata tal-effetti);

— Pizijiet individwali ta’ kull gisem ta’ annimali migburin fjiem ta’ studju, data u hin tal-mewt jekk qabel 1-
ewtanasja skedata; kemm ikun ghadda Zmien meta jfagqghu sinjali ta’ tossicita, u jekk dawn kinitx riversibbli
ghal kull annimal;

— Sejbiet minn awtopsji u sejbiet istopatologici ghal kull annimal, jekk disponibbli;
— Il-klassifikazzjoni tal-kategorija CLP u l-valur ta’ limitu LCsq;
Diskussjoni u interpretazzjoni tar-rizultati

— Ghandha ssir enfazi partikolari ghad-deskrizzjoni ta’ metodi uzati biex jissodisfaw il-kriterji ta’ dan il-Metodu
ta’ Ttestjar, ez. il-koncentrazzjoni limitata jew id-dags tal-particelli;

— Ghandu jkun indirizzat jekk jistax ikun hemm respirazzjoni tal-particelli fid-dawl tas-sejbiet globali, spec-
jalment jekk il-kriterji tad-daqs tal-particelli ma setghux jitharsu;

— Il-konsistenza tal-metodi uzati biex ikunu ddeterminati I-koncentrazzjonijiet nominali u attwali, u r-relazz-
joni tal-koncentrazzjoni attwali mal-koncentrazzjoni nominali ghandhom ikunu inkluzi fil-valutazzjoni
globali tal-istudju;

— Il-kawza probbbali tal-mewt u I-modalitd predominanti ta’ azzjoni (sistemika versus lokali) ghandhom ikunu
indirizzati;

— Ghandha tinghata spjegazzjoni jekk kienx hemm htiega li b'mod uman jingatlu annimali mugugha jew li
jkunu wrew sinjali ta’ diffikulta u li jdumu, abbazi tal-kriterji fid-Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar il-Punti
ta’ Tmiem b'Mod Uman (7).
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Appendici 1

DEFINIZZJONI

Kimika ghall-ittestjar: Kull sustanza jew tahlita ttestjata bl-uzu ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar.
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Appendici 2

Procedura li ghandha tkun segwita minn kull wahda mill-koncentrazzjonijiet tal-bidu ghall-gassijiet (ppm/4h)

Rimarki generali (')

Ghal kull koncentrazzjoni tal-bidu, l-iskemi rispettivi ta’ ttestjar kif inkluzi fdin l-Appendici jaghtu profil tal-procedura li
ghandha tkun segwita.

Appendici 2a: Il-koncentrazzjoni tal-bidu tkun ta’ 100 ppm
Appendici 2b: 1l-koncentrazzjoni tal-bidu tkun ta’ 500 ppm
Appendici 2c: Il-koncentrazzjoni tal-bidu tkun ta’ 2 500 ppm
Appendici 2d: Il-koncentrazzjoni tal-bidu tkun ta’ 20 000 ppm

Skont kemm ikun l-ghadd ta’ annimali maqtulin b’mod uman jew mejta, il-procedura tat-test issegwi l-vlegeg indikati.

(") Fit-tabelli i gejjin qed issir referenza ghall-GHS (Sistema Globali Armonizata ta’ Klassifikazzjoni u Tikkettar ta’ Kimi¢ci GHS). L-
ekwivalenti tal-UE huwa r-Regolament (KE) Nru1272/2008. Fil-kaz ta' Inalazzjoni Akuta ta’ Tossicita, ir-Regolament (KE)
Nru 1272/2008 (9) ma jimplimentax il-Kategorija 5.
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Appendici 2a

Tossicita ta’ Inalazzjoni Akuta

Procedura testwali b’koncentrazzjoni tal-bidu ta’ 100 ppm/4h ghall-gassijiet

100 ppm —p{ 500 ppm —p] 2500 ppm —p] 20000ppm
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 1 sess 1 sess 1 sess 1
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 2 sess 2 sess 2 sess 2

w

-6 |1 o-2 ||| 3-6 ||] 0-2 |

i ) e (R

y

| | -

h

A

2235,-. Kat.1 Kat. 2 Kategorija 3 Kategorija 4 Kategorija 5
jiet £100 > 100-500 > 50_0-2500 » 2500-20000 |> 20000-50000 )
(ppm)
(i 2500)

r r h
LC 50
limitu 100 500 1500 2500 20000 50000 L]
ppm

— oo mhux ikklassifikat

— SAG: Sistema Armonizzata Globalment

— 3 J + 3 @, jew 6 annimali tas-sess aktar suxxettibbli jintuzaw ghal kull stadju

— 0-6: Ghadd ta’ annimali moribondi jew mejtin/konéentrazzjoni ttestjata

— lttestjat fi = 20000 ppm/4h: Ara d-Dokument ta’ Gwida 39 (8)
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Procedura testwali b’konc¢entrazzjoni tal-bidu ta’ 500 ppm/4h ghall-gassijiet

Appendici 2b

Tossicita ta’ Inalazzjoni Akuta

100 ppm e 500 ppm 2500 ppm mpd 20000 ppm
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 1 sess 1 sess 1 sess 1
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 2 sess 2 sess 2 sess 2
| 3-6 || o-2 ||| 3-6 |] o-2 |}| 3-6 || o-2 E-El|3-4||1-2|| 0-0 |
- | —_— | -
A 2 y y A 4 y v
SAG " o m
Gassi- | Kat.1 Kat.1 Kategorija 3 Kategorija 4 Kategorija 5
jiet =100 »>100-500 > 500-2500 » 2500-20000 »20000-50000
(ppm) I
(i E2500) iehor
11 ]
:;';:“ 100 500 1500 2500 20000 50000

— 3 J + 3 @, jew 6 annimali tas-sess aktar suxxettibbli jintuzaw ghal kull stadju

— 0-6: Ghadd ta’ annimali moribondi jew mejtin/konéentrazzjoni ttestjata

— SAG: Sistema Armonizzata Globalment

— oo: mhux ikklassifikat

— lttestjat fi = 20000 ppm/4h: Ara d-Dokument ta’ Gwida 39 (8)
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Appendici 2c

Tossicita ta’ Inalazzjoni Akuta

Procedura testwali b’koncentrazzjoni tal-bidu ta’ 2 500 ppm/4h ghall-gassijiet

100 ppm l— 500 ppm L_ 2500 ppm 20000 ppm
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 1 sess 1 sess 1 sess 1
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 2 sess 2 sess 2 sess 2

Ed | EdEd | G| EEIEL

SAG
Gassi-
Jjiet
(ppm)

LC 50
limitu
ppm

L 4 ¥ y ¥ y +

kat. 1 kat. 2 Kategorija 3 Kategorija 4 Kategorija 5
<100 |>100-500 =>500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000

iehor
(fi 2500)

oL
|_' 100 500 1500 2500 20000 50000

— 3 d + 3 @, jew 6 annimali tas-sess aktar suxxettibbli jintuzaw ghal kull stadju
— 0-6: Ghadd ta’ annimali moribondi jew mejtin/konéentrazzjoni ttestjata

— SAG: Sistema Armonizzata Globalment

— oo: mhux ikklassifikat

— lttestjat fi = 20000 ppm/4h: Ara d-Dokument ta’ Gwida 39 (8)
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Appendici 2d
Tossicita ta’ Inalazzjoni Akuta
Procedura testwali b’koncentrazzjoni tal-bidu ta’ 20 000 ppm/4h ghall-gassijiet
100 ppm 500 ppm 2500 ppm 20000 ppm
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 1 sess 1 sess 1 sess 1
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 2 sess 2 sess 2 sess 2
X || CEE | | R | T | | e | e | e | e Y
1 L | ]
5-6 3-4
(fi 2500) fi (5000)
o = L2 l L = 3t
cassiiet | Kat. 1 Kat. 2 Kategorija 3 Kategorija 4 Kategorija 5
(ppm) <100 > 100-500 > 500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000 o«
6 .
(fi 2;500) iehor

LC 50 w * l w w w w
g’;’r:“ 100 500 1500 2500 20000 50000 0

— 3 J + 3 Q, jew 6 annimali tas-sess aktar suxxettibbli jintuzaw ghal kull stadju

0-6: Ghadd ta’ annimali moribondi jew mejtin/koncentrazzjoni ttestjata

SAG: Sistema Armonizzata Globalment

o0: mhux ikklassifikat

lttestjat fi = 20000 ppm/4h: Ara d-Dokument ta’ Gwida 39 (8)
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Appendici 3

Procedura li ghandha tkun segwita minn kull wahda mill-koncentrazzjonijiet tal-bidu ghall-fwar (mg/l/4h)
Rimarki generali (')

Ghal kull koncentrazzjoni tal-bidu, l-iskemi rispettivi ta’ ttestjar kif inkluzi fdan 1-Appendici jaghtu profil tal-procedura li
ghandha tkun segwita.

Appendici 3a: Il-koncentrazzjoni tal-bidu tkun ta’ 0,5 mg/l
Appendici 3b: Il-koncentrazzjoni tal-bidu tkun ta’ 2,0 mg/l
Appendici 3c: 1l-koncentrazzjoni tal-bidu tkun ta’ 10 mg/l

Appendici 3d: Il-koncentrazzjoni tal-bidu tkun ta’ 20 mg/l

Skont kemm ikun l-ghadd ta’ annimali maqtulin b’'mod uman jew mejta, il-procedura tat-test issegwi l-vlegeg indikati.

(") Fit-tabelli i gejjin qed issir referenza ghall-GHS (Sistema Globali Armonizata ta’ Klassifikazzjoni u Tikkettar ta’ Kimici GHS). L-
ekwivalenti tal-UE huwa r-Regolament (KE) Nru 1272/2008. Fil-kaz ta’ Inalazzjoni Akuta ta’ Tossicita, ir-Regolament (KE)
Nru 1272/2008 (9) ma jimplimentax il-Kategorija 5.
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Appendici 3a
Tossicita ta’ Inalazzjoni Akuta
Procedura testwali b’koncentrazzjoni tal-bidu ta’ 0,5 mg/L/4h ghall-fwar
0.5 mo/L — 2 mogil —p 10 mgil > 20 mgil
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annlmall
sess 1 sess 1 sess 1 Sess 1
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 2 sess 2 sess 2 sess 2
Ls-s Jlo-2 || Ls-sdlo-2]|_3:8]|0c-2 | s-s] 1-2 0-0
| I
w w w w w v
SAG .. m m
Gassi- Kategorija 1 Kategorija 2 Kategorija 3 Kat. 4 Kat. 5
jiet <05 >05-2 >2-10 >10 - 20 B> 20 - 50 £
(ppm) |_I_I —T
6 (fi ‘(?ﬁg)’ 6 (i 10) (fi4-150) 3 (fi 10)
h 4 1 1 l 1 w y L 4 -
LC 50
limitu | 0,05 0.5 1.5 2 2.5 5 |10 20 50 0
ppm

-3 d + 3 9, jew 6 annimali tas-sess aktar suxxettibbli jintuzaw ghal kull stadju

- 0-6: Ghadd ta’ annimali moribondi jew mejtin/konéentrazzjoni ttestjata

- oo: mhux ikklassifikat

SAG: Sistema Armonizzata Globalment

- lttestjat fi = 20000 ppm/4h: Ara d-Dokument ta’ Gwida 39 (8)
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Appendici 3b

Tossicita ta’ Inalazzjoni Akuta

Procedura testwali b’koncentrazzjoni tal-bidu ta’ 2 mg/L/4h ghall-fwar

0.5 mgiL 2 mogil - 10 mgil — 20 mgfl
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 1 sess 1 sess 1 sess 1
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 2 sess 2 sess 2 sess 2
L3-s 1leo-2 |l z-s 1lo-2 |35 Jle-2 |15-s l3-2]|1-2]|c-0
] |
v w A 4 v w A 4 A 4
Al "
E—WS, Kategorija 1 Kategorija 2 Kategorija 3 Kat. 4 Kat. 5
(mg/l) =0.5 >0.5-2 >2-10 >10 -20|>20 - 50 0
3 (f' 10)
w A 4 v v v
o
r:‘;',f 0.05 0.5 5 |10 20 50 @

— 3 d + 8 @, jew 6 annimali tas-sess aktar suxxettibbli jintuzaw ghal kull stadju
— 0-6: Ghadd ta’ annimali moribondi jew mejtin/koncentrazzjoni ttestjata

— SAG: Sistema Armonizzata Globalment

— oo: mhux ikklassifikat

— lttestjat fi = 20000 ppm/4h: Ara d-Dokument ta’ Gwida 39 (8)
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Appendici 3¢

Tossicita ta’ Inalazzjoni Akuta

Procedura testwali b’konc¢entrazzjoni tal-bidu ta’ 10 mg/L/4h ghall-fwar

0.5 Mg/l e 2 mgil i 10 mgil —r 20 mg/L
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali

sess 1 sess 1 sess 1 sess 1
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali

sess 2 sess 2 sess 2 sess 2

36 ||o-2 el ] m [5-6 [s-a]]t-2] [o-0

q ¥

ZAG | Kategorija 1 Kategorija 2 Kategorija 3 kat. 4 | kat. 5
jiot =058 >06 -2 »2-10 »10 -20]>20 -50| o

(ppm) l_l_l
|

Ie(ﬁ 2) " i?ihg' | 5 (fi 10) (ﬁ4'150) 3 (fi 10)
: r L r r
LC 50
il &

cut-off
mg/L 0.05 05

2 25 5 |10 20 50 L]

— 3 J + 3 @, jew 6 annimali tas-sess aktar suxxettibbli jintuzaw ghal kull stadju
— 0-6: Ghadd ta’ annimali moribondi jew mejtin/fkoncentrazzjoni ttestjata
— SAG: Sistema Armonizzata Globalment

— oo mhux ikklassifikat

— lttestjat fi = 20000 ppm/4h: Ara d-Dokument ta’ Gwida 39 (8)
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Appendici 3d

Tossicita ta’ Inalazzjoni Akuta

Procedura testwali b’koncentrazzjoni tal-bidu ta’ 20 mg/L/4h ghall-fwar

0.5mgil e 2 mog/l - 10mgil g 20 mgiL
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali

sess 1 sess 1 sess 1 sess 1
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali

sess 2 sess 2 sess 2 sess 2

L3-s Jlo-2 J|l3-s Q] o-2 |36 Q] o-2]|[l3-6]]1-2]]0c-

I
5-6 3-4
fi 20 fi 20
w w w L 4 L 3
SAG, Kategorija 1 Kategorija 2 Kategorija 3 Kat. 4 | Kat. 5
. < 0.5 >0.5-2 >2-10 =10 - 20> 20 - 50 o0
(mg/l)
(14-1
w w r L 4 L 4
LC 50
limitu 0.05 0.5 1.5 2 2,5 5 (10 20 50 0
mg/L

— 8 J + 3 @, jew 6 annimali tas-sess aktar suxxettibbli jintuzaw ghal kull stadju
— 0-6: Ghadd ta’ annimali moribondi jew mejtin/koncentrazzjoni ttestjata

— SAG: Sistema Armonizzata Globalment

— oo mhux ikklassifikat

— lttestjat fi = 50 mg/L/4h: Ara d-Dokument ta’ Gwida 39 (8)
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Appendici 4

Procedura li ghandha tkun segwita minn kull wahda mill-koncentrazzjonijiet tal-bidu ghal aerosols (mg/l/4h)
Rimarki generali (')
Ghal kull koncentrazzjoni tal-bidu, l-iskemi rispettivi ta’ ttestjar kif inkluzi fdan 1-Appendici jaghtu profil tal-procedura li
ghandha tkun segwita.
Appendici 4a: Il-koncentrazzjoni tal-bidu tkun ta’ 0,05 mg/l
Appendici 4b: Il-koncentrazzjoni tal-bidu tkun ta’ 0,5 mg|l
Appendici 4c: ll-koncentrazzjoni tal-bidu tkun ta’ 1 mg/l

Appendici 4d: Il-koncentrazzjoni tal-bidu tkun ta’ 5 mg/l

Skont kemm ikun l-ghadd ta’ annimali maqtulin b’mod uman jew mejta, il-procedura tat-test issegwi l-vlegeg indikati.

(") Fit-tabelli i gejjin qed issir referenza ghall-GHS (Sistema Globali Armonizata ta’ Klassifikazzjoni u Tikkettar ta’ Kimi¢ci GHS). L-
ekwivalenti tal-UE huwa r-Regolament (KE) Nru1272/2008. Fil-kaz ta' Inalazzjoni Akuta ta’ Tossicita, ir-Regolament (KE)
Nru 1272/2008 (9) ma jimplimentax il-Kategorija 5.
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SAG
trabijiet
u épar

LC 50
limitu
mg/L

Procedura testwali b’koncentrazzjoni tal-bidu ta’ 0,05 mg/L/4h ghall-fwar

Appendici 4a

Tossicita ta’ inalazzjoni akuta

0.05 mg/L = osmol | ™ 1 mgil = 5mgiL
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 1 sess 1 sess 1 sess 1
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 2 sess 2 sess 2 sess 2

C 1
e |
—

h

4

| | | | | | —
I a6 [Jo-2 || 3-8 }{o-2 |36 ff1-2]f0c-o0l]
| -

= |

|
h

Kat.

<0.05

1 Kategorija 2
>0.05- 05

Kat. 3 Kategorija 4 Kategorija 5
»05 -1 >1-5 »>5-125

11

[s dio.5) |45 05)] i 0s) |

3

F

| I

I o.osl o.125| 025 | o.5|

1|22.5| 5 I 12.5|

o]

— oo: mhux ikklassifikat

3 0 + 3 @, jew 6 annimali tas-sess aktar suxxettibbli jintuzaw ghal kull stadju
0-6: Ghadd ta’ annimali moribondi jew mejtin/kon¢entrazzjoni ttestjata

SAG: Sistema Armonizzata Globalment

lttestjat fi 12.5 mg/L/4h: Ara d-Dokument ta’ Gwida 39 (8)
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Appendici 4b

Tossicita ta’ inalazzjoni akuta

Procedura testwalib’konc¢entrazzjonital-bidu ta’ 0,5 mg/L/4h ghall- aerosoli

0.05 mo/L 0.5 mg/L 1 mg/l 5 mg/l
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 1 sess 1 sess 1 sess 1

3 annimali

“

3 ann

SAG

| ] | /
Pae Qo2 ) |fs-s Jfo-2 036 fo-2f[36lf -2]]oo0]
|

|

r

trabijiet |Kat. 1|

Kategorija 2

Kat. 3| Kategorija 4

Kategorija 5

u épar | <0.05 »>0.05- 0.5 > 0.5 -1 »>1-5 »5-12.5
- —
LC 50
bk | 005 o125f 025 05| 1] 2f2s] 5 | 125 ol

— 335 + 39, jew 6 annimali tas-sess aktar suxxettibbli jintuzaw ghal kull stadju
— 0-6: Ghadd ta’ annimali moribondi jew mejtin/koncentrazzjoni ttestjata
— SAG: Sistema Armonizzata Globalment
— oo mhux ikklassifikat
— lttestjat fi 12.5 mg/L/4h: Ara d-Dokument ta’ Gwida 39 (8)
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Appendici 4c

Tossicita ta’ inalazzjoni akuta

Procedura testwalib’koné¢entrazzjonital-bidu ta’ 1 mg/L/4h ghall- aerosoli

SAG

trabijiet JKat. 1

u épar

LC 50
limitu
mg/L

0.05 g/l 0.5 mofl o= 1 mgfl 5 mg/l
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 1 sess 1 sess 1 sess 1
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 2 sess 2 sess 2 sess 2

] ]
[ 36 Qo-2]|fz56]]0o-2

—

]  —
|| | NEECH | RN ISIfEII 2] oo

l

Kategorija 2 Kat. 3 Kategorija 4

Kategorija 5

<005  >0.05- 05 > 0.5 -1 >1-5 >5-12.5 @
- —
| 00s]0425) 025 | 05| 1] 2]2s] s | 125 ol

— 3 35 + 3 @, jew 6 annimali tas-sess aktar suxxettibbli jintuzaw ghal kull stadju
— 0-6: Ghadd ta’ annimali moribondi jew mejtin/koncentrazzjoni ttestjata

— SAG: Sistema Armonizzata Globalment

— oo mhux ikklassifikat

— lttestjat fi 12.5 mg/L/4h: Ara d-Dokument ta’ Gwida 39 (8)
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Appendici 4d

Tossicita ta’ inalazzjoni akuta

Procedura testwali b’koncentrazzjoni tal-bidu ta’ 5 mg/L/4h g hall- aerosoli

0.05 mg/L 0.5myl  fegem 1 mgil 5 mg/L
|3 annimalil |3 annimali I | 3 annimaIiI |3 annimali
sess 1 sess 1 sess 1 sess 1
3 annimali 3 annimali 3 annimali 3 annimali
sess 2 sess 2 sess 2 sess 2

| ] ] ] ] ]
a6 | fo-2 ) W36 o2 fz-8fo-2)fze]fri-2]]o-o]
]

SAG - : = -
travijiet |Kat. 1 Kategorija 2 Kat. 3 Kategorija 4 Kategorija 5

u épar | <0.05 >0.05- 05 >05-1 >1-5 >5-125 0
LC 50 4 3
Iimilttl I 0.05| 0.125| 0.25 I 0.5| 1 I 225 I 5 I 12.5 I col
mg

— 3 J + 3@, jew 6 annimali tas-sess aktar suxxettibbli jintuzaw ghal kull stadju
— 0-6: Ghadd ta’ annimali moribondi jew mejtin/koncentrazzjoni ttestjata

— SAG: Sistema Armonizzata Globalment

— oo mhux ikklassifikat

— lttestjat fi 12.5 mg/L/4h: Ara d-Dokument ta’ Gwida 39 (8)”

(9) 1-Kapitolu C.10 huwa sostitwit b’dan 1i gej:

“C.10. TRATTAMENT TA’ SIMULAZZJONI TESTAEROBIKA TAD-DRANAGG: C.10-A: UNITAJIET TA’
HAMA ATTIVAT - C.10-B: BIJORITI

C.10-A: Unitajiet ta’ Hama Attivat

DAHLA

1. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghall-Linja Gwida tat-Test (TG) 303 (2001) tal-OECD. Fil-hamsi-
nijiet (1950s) kien irrealizzat li tensjoattivi li kienu ghadhom kif gew introdotti kienu jikkawzaw raghwa
eccessiva fimpjanti tat-trattament ta’ ilma mormi u fix-xmajjar. Ma kinux tnehhew ghalkollox fit-trattament
aerobiku u fxi kazijiet kienu llimitaw it-tnehhija ta’ materja organika ohra. Dan gieghel li jsiru hafna investigazz-
jonijet dwar kif setghu jitnehhew tensjoattivi minn ilmijiet mormija u jekk kimici godda prodotti mill-industrija
setghux ikunu ttrattati b'ilma mormi. Biex dan isir, intuzaw unitajiet mudelli li kienu jirrapprezentaw iz-zewg
tipi ewlenin ta’ trattament aerobiku u bijologiku ta’ ilma mormi (hama attivat u jnixxi, jew iqattar, jiffiltra). Ma
kienx ikun prattikabbli u kien jiswa hafna li kull kimika gdida titqassam u li jsir monitoragg ta’ impjanti tat-
trattament ta’ skala kbira, anki fuq bazi lokali.

KONSIDERAZZJONIJIET TAL-BIDU
Unitajiet ta’ hama attivat

2. Unitajiet mudell ta’ hama attivat gew deskritti li jvarjaw fid-daqs minn 300 ml sa madwar 2 000 ml. Uhud
imitaw hafna l-impjanti ta’ skala reali, li jkollhom tankijiet li filhom toqghod il-hama fejn il-hama li jkun gaghad
jigi ppumpjat lura fit-tank tal-arja, filwaqt li ohrajn ma pprovdewx facilitajiet tat-tqeghid, ez. Swisher (1). 1d-daqs
tal-apparat huwa kompromess: minn naha wahda ghandu jkun kbir bizzejjed biex l-operazzjoni mekkanika
tirnexxi u biex ikun ipprovdut volum suffi¢jenti ta’ kampjuni minghajr ma tintlaqat l-operazzjoni; filwaqt li
minn naha ohra l-apparat m'ghandux ikun dagshekk kbir li jkun jehtieglu spazju u materjali eccessivi.
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10.

Zew§ ghamliet ta’ apparat li ntuzaw b'mod estensiv u sodisfacenti huma l-unitajiet Husmann (2) u l-unitajiet ta’
Borma Poruza (3)(4), tal-ewwel uzati fl-istudju ta’ tensjoattivi; dawn huma deskritti fdan il-Metodu ta’ Ttestjar.
Ohrajn intuzaw ukoll b'mod sodisfacenti, ez. Eckenfelder (5). Minhabb li kienu jiswew relattivament hafna u
minhabba l-isforz li kien mehtieg biex ikun applikat dan it-test ta’ simulazzjoni, kienu mistharrga fl-istess zmien
testijiet ta’ tgharbil aktar semplici u orhos, li issa jinsabu inkorporati fil-kapitolu C.4 A-F ta’ dan I-Anness (6). L-
esperjenza minn hafna tensjoattivi u kimici ohra wriet li dawk li ghaddew mit-testijiet tat-tgharbil (bijodegra-
dabbli facilment) iddegradaw ukoll fit-test ta’ simulazzjoni. Xi whud minn dawk li m'ghaddewx mit-testijiet tat-
tgharbil ghaddew mit-testijiet tal-bijjodegradabbilta inerenti (il-Kapitoli C.12 (7) u C.19 (8) ta’ dan l-Anness), izda
ftit biss minn dan il-grupp tal-ahhar kienu ddegradati fit-test ta’ simulazzjoni, filwaqt li dawk il-kimici li
m’'ghaddewx minn testijiet ghall-bijodegradabbiltd inerenti ma ddegradawx fit-testijiet ta’ simulazzjoni

9)(10)(11).

Ghal xi ghanijiet, testijiet ta’ simulazzjoni mwettqin skont sett wiched ta’ kondizzjonijiet operazzjonali jkunu
suffigjenti; ir-rizultati jkunu espressi bhala percentwali ta’ tnehhija tal-kimika ghall-ittestjar jew tal-karbonju
organiku mahlul (DOC). Deskrizzjoni ta’ test bhal dan tinghata fdan il-Metodu ta’ Ttestjar. [zda, mhux bhal
verzjoni ta’ qabel ta’ dan il-Kapitolu, li ddeskriviet tip wiehed biss ta’ apparat li jittratta dranagg sintetiku fil-
modalita akkoppjata bl-uzu ta’ metodu relattivament primittiv ta’ rimi ta’ hama, dan it-test joffri ghadd ta’
varjazzjonijiet. Huma deskritti alternattivi ghat-tip ta’ apparat, modalita ta’ thaddim, dranagg u tnehhija ta’ rimi
ta’ hama. Dan it-test isegwi mill-qrib dak ta’ ISO 11733 (12), li kien ezaminat bir-reqqa matul it-thejjija tieghu,
ghalkemm il-metodu ma tqieghedx ghal ringtest.

Ghal ghanijiet ohra, il-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fl-effluwent jehtigilha tkun maghrufa baktar
akkuratezza u ghal dan jehtieg metodu aktar estensiv. Perezempju, ir-rata ta’ rimi ta’ hama ghandha tkun
ikkontrollata b'mod aktar preciz tul kull gurnata u tul il-perjodu tat-test, u unitajiet ghandhom jithaddmu
fghadd ta’ rati ta’ rimi. Ghal metodu ghal kollox komprensiv, testijiet ghandhom isiru wkoll fzewg jew fi
tliet temperaturi differenti: metodu bhal dan huwa deskritt minn Birch (13)(14) u huwa migbur fil-qosor fl-
Appendici 6. Izda t-taghrif li ghandna prezentament mhux suffi¢jenti biex ikun deciz liema mill-mudelli kinetici
huma applikabbli ghall-bijjodegradazzjoni ta’ kimici fi trattament ta’ ilma mormi u generalment fl-ambjent
akwatiku. L-applikazzjoni tal-kinetika Monod, moghtija fl-Appendici 6 bhala ezempju, hija limitata ghal kimici
li jkun hemm f1 mg/l u msemmija hawn fuq, izda l-opinjoni ta’ xi whud hija li anki din fadlilha tkun
issustanzjata. Testijiet fkoncentrazzjonijiet li jirriflettu aktar tassew dawk misjubin filmijiet mormija huma
indikati fl-Appendici 7, izda testijiet bhal dawn, u dawk fl-Appendici 6, huma inkluzi fAppendicijiet minflok
ma jinhargu bhala Metodi ta’ Ttestjar separati.

Filtri

Inghatat anqas attenzjoni lil filtri mudelli li jnixxu, forsi minhabba li huma aktar skomdi u anqas kompatti minn
mudelli ta’ impjanti ta’ hama attivat. Gerike et al Zviluppaw unitajiet tal-filtri jnixxu (trickling) u operawhom fil-
mod akkoppjat ((15). Dawn il-filtri kienu relattivament kbar (gholi ta’ 2 m; volum ta’ 60 1) u kull wiehed kien
jirrikjedi sa 2 1/h ta’ dranagg. Baumann et al (16) issimulaw il-filtri li jnixxu billi dahhlu strixxi tal-polyester
“fleece” ftubi ta’ 1 m (dijametru intern ta’ 14 mm) wara li l-istrixxi ddahhlu fil-hama attivata koncentrata ghal
30 minuta. Il-kimika ghall-ittestjar bhala sors uniku ta’ C fsoluzzjoni ta’ mluha minerali tferrat minn tubu
vertikali u I-bjjodegredazzjoni giet ivvalutata minn kejlijiet ta’ DOC fl-effluwent u d-CO, fil-gass li hareg.

Biofiltri kienu ssimulati mod iehor (15); l-ucuh ta’ gewwa ta’ tubi li jduru, inklinati fangolu zghir mal-oriz-
zontali, tqeghdilhom dranagg (madwar 250 ml/h) bi u minghajr il-kimika ghall-ittestjar, u l-effluwenti migbura
kienu analizzati ghal DOC ufjew ghall-kimika specifika tat-test.

PRINCIPJU TA’ TTESTJAR

Dan il-metodu huwa mfassal biex ikunu ddeterminati l-eliminazzjoni u I-bijodegradazzjoni primarja ufjew finali
ta’ kimici organici li jinhallu fl-ilma b'mikroorganizmi aerobici fsistema ta’ ttestjar imhaddma kontinwament li
tissimula l-process ta’ hama attivat. Midjum organiku fac¢ilment bijodegradabbli u l-kimika organika tat-test
huma s-sorsi ta” karbonju u energija ghall-mikroorganizmi.

Zewg unitajiet ta’ ttestjar imhaddmin kontinwament (impjanti ta’ hama attivat jew borom poruzi) jintuzaw fl-
istess waqt fkondizzjonijiet identici li jintghazlu biex ikunu adatti ghall-fini tat-test. Normalment il-hin medju ta’
retenzjoni idrawlika jkun ta’ 6 sighat u I-hama jkollu zmien medju (zmien ta’ retenzjoni ta’ hama) ta’ minn 6 sa
10 ijiem. Il-hama jintrema b'wiehed minn zewg metodi, il-kimika ghall-ittestjar normalment tizdied fkoncen-
trazzjoni ta’ bejn 10 mg/l ta’ karbonju organiku mahlul (DOC) u 20 mg/l DOC, mal-influwent (midjum orga-
niku) ta” wahda biss mill-unitajiet. It-tieni unitd tintuza bhala unitd ta’ kontroll biex tkun iddeterminata 1-
bijodegradazzjoni tal-midjum organiku.

Fkampjuni mehudin sikwit tal-effluwenti, ikun iddeterminat id-DOC, preferibbilment, jew id-domanda kimika
ta’ ossignu (COD), flimkien mal-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar (jekk ikun mehtieg) b'analizi specifika,
fl-effluwent mill-unita li tircievi l-kimika ghall-ittestjar. 1d-differenza bejn il-koncentrazzjonijiet ta’ effluwenti ta’
DOC jew ta’ COD fl-unitajiet ta’ ttestjar u ta’ kontroll hija prezunta li tkun dovuta minhabba l-kimika ghall-
ittesjar jew il-metaboliti organic¢i taghha. Din id-differenza titqabbel mal-koncentrazzjoni ta’ influwenti ta’ DOC
jew ta® COD minhabba kimika ghall-ittestjar mizjuda biex tkun iddeterminata l-eliminazzjoni tal-kimika ghall-
ittestjar.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Il-bijjodegradazzjoni tista’ normalment tingharaf minn bijosorbiment b'ezami sewwa tal-kurva ta’ eliminazzjoni-
zmienfhin u tista’ s-soltu tkun ikkonfermata bl-applikazzjoni ta’ test ghal bijodegradazzjoni facli billi tintuza
tilgima akklimatizzata mill-unita li tircievi I-kimika ghall-ittestjar.

INFORMAZZJONI DWAR IL-KIMIKA GHALL-ITTESTJAR

Il-purezza, is-solubilita fl-ilma, il-volatilita u l-karatteristi¢i ta’ sorbiment tal-kimika ghall-ittestjar ghandhom
ikunu maghrufin biex tkun tista’ ssir interpretazzjoni korretta ta’ rizultati. Normalment kimici volatili u li ma
jinhallux ma jistghux ikunu ttestjati sakemm ma jittehdux prekawzjonijiet spe¢jali (ara l-Appendici 5). L-istrut-
tura kimika, jew tal-anqas il-formula empirika, ukoll ghandhom ikunu maghrufin biex ikunu kkalkulati valuri
teoreti¢i ufjew biex ikunu vverifikati valuri mkejla ta’ parametri, ez. domanda teoretika ta’ ossignu (ThOD),
karbonju organiku mahlul (DOC) u domanda kimika ta’ ossignu (COD).

Informazzjoni dwar it-tossicita tal-kimika ghall-ittestjar ghal mikroorganizmi (ara l-Appendici 4) tista’ tkun utli
biex jintghazlu koncentrazzjonijiet tat-test adatti u tista’ tkun essenzjali ghall-interpretazzjoni korretta ta’ valuri
baxxi ta’ bijodegradazzjoni.

LIVELLI TA’ PASS

Fl-applikazzjoni originali ta’ dan it-test ta’ simulazzjoni (konfermatorju) ghall-bijodegradazzjoni primarja ta’
tensjoattivi, tkun mehtiega tnehhija ta’ aktar minn 80 % tal-kimika specifika gabel ma t-tensjoattiv jitgieghed
fis-suq. Jekk il-valur ta’ 80 % ma jintlahagx, jista’ jkun applikat dan it-test ta’ simulazzjoni (konfermatorju) u t-
tensjoattiv ikun jista' jitqieghed fis-suq biss jekk titnehha aktar minn 90 % tal-kimika specifika. Ghal kimici
ingenerali mhix kwistjoni ta’ jekk ikunx hemm pass/falliment u l-valur ta’ percentwali ta’ tnehhija miksub jista’
jintuza fkalkulazzjonijiet prossimi tal-koncentrazzjoni ambjentali probabbli biex jintuza fi stimi tal-perikli li
jgibu kimici. Rizultati aktarx isegwu xejra ta’ kollox jew xejn. Fghadd ta’ studji tal-kimici puri l-percentwali ta’
tnehhija ta’ DOC instab li kien > 90 % faktar minn tliet kwarti u > 80 % faktar minn 90 % tal-kimici li wrew xi
grad sinifikanti ta’ bijodegradabbilta.

Relattivament ftit kimici (ez. tensjoattivi) jinsabu fid-dranagg fil-koncentrazzjonijiet (madwar 10 mg C/l) uzati
fdan it-test. Xi kimici jistghu jkunu inibitorji fdawn il-koncentrazzjonijiet, filwaqt li l-kinetika ta’ tnehhija ta’
ohrajn tista’ tkun differenti fkoncentrazzjonijiet baxxi. Tista’ ssir valutazzjoni aktar akkurata tad-degradazzjoni
billi jintuzaw metodi modifikati, bl-uzu ta’ koncentrazzjonijiet realistikament baxxi tal-kimika ghall-ittestjar, u d-
dejta migbura tkun tista’ tintuza biex ikunu kkalkulati kostanti kinetici. Izda t-tekniki sperimentali mehtiega
ghadhom ma gewx ivvalidati ghalkollox u lanqas ma ghadhom gew stabbiliti I-mudelli kinetici li jiddeskrivu r-
reazzjonijiet ta’ bijodegradazzjoni (ara I-Appendici 7).

KIMICI TA’ REFERENZA

Biex ikun zgurat li l-procedura sperimentali tkun ged titwettaq b'mod korrett, ikun utli kull tant zmien li jkunu
ttestjati 1-kimici li l-imgiba taghhom tkun maghrufa fl-istess waqt meta jkunu mistharga l-kimici ghall-ittestjar.
Kimi¢i bhal dawn jinkludu acidu adipiku, 2-fenil fenol, 1-naftol, acidu difeniku, 1-acidu naftoiku, ecc.

(9)(10)(11).

RIZULTATI RIPRODUCIBBLI TA’ TESTIJIET

Kien hemm bil-wisq anqas rapporti ta’ studji ta’ testijiet ta’ simulazzjoni milli ta’ testijiet ghal bijodegradabbilta
facli. Riproducibbilta bejn replikati (simultanji) hija tajba (f10-15 %) ghall-kimici ghall-ittestjar iddegradati bi
80 % jew aktar, izda ghall-kimici anqas iddegradati sewwa l-varjabbilta hija akbar. Ukoll ghal xi kimici dubjuzi
kienu rregistrati rizultati differenti ghalkollox minn xulxin (ez. 10 %, 90 %) fokkazjonijiet differenti fi Zmien 9
gimghat permessi fit-test.

Ftit instabet differenza frizultati miksubin biz-zewg tipi ta’ apparat, izda xi kimici kienu aktar iddegradati b’'mod
estensiv u konsistenti meta kien hemm dranagg domestiku milli minn dranagg sintetiku tal-OECD.

DESKRIZZJONI TAL-METODU TA’ TTESTJAR
Apparat
Sistema ta’ ttestjar

Is-sistema ta’ ttestjar ghal kimika wahda ta’ ttestjar tikkonsisti minn unita ta’ ttestjar u minn unita ta’ kontroll;
izda meta ssir analizi specifika wahda (bijodegradazzjoni primarja), tkun mehtiega biss unita ta’ ttestjar. Tista’
tintuza unitd wahda ta’ kontroll ghal diversi unitajiet ta’ ttestjar li jircievu I-kimici ghall-ittestjar li jkunu l-istess
jew differenti. Fil-kaz ta’ akkoppjar (Appendici 3) kull unita ta’ ttestjar ghandu jkollha unita ta’ kontroll taghha
stess. Is-sistema ta’ ttestjar tista’ tkun jew ta’ mudell ta’ impjant ta’ hama attivat, unitd Husmann (Appendici 1,
Figura 1) jew borma poruza (Appendici 1, Figura 2). Fiz-zewg kazijiet ikunu mehtiega recipjenti ta’ hzin ta’ dags
suffigjenti ghall-influwenti u l-effluwenti, kif ukoll pompi biex jiddozaw l-influwent, mhallat ma’ soluzzjoni tal-
kimika ghall-ittestjar jew b'mod separat.
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Kull unita ta’ impjant ta’ hama attivat tikkonsisti minn recipjent ta’ tirwih b’kapacitd maghrufa ta’ madwar 3 litri
ta’ hama attivat u li jkollu separatur (kjarifikatur sekondarju) li jkun jesa madwar 1,5 litri; il-volumi jistghu, sa
certu punt, jinbidlu billi jkun aggustat 1-gholi tas-separatur. Recipjenti ta’ daqs differenti jkunu permissibbli jekk
jithaddmu b’pizijiet idrawli¢i komparabbli. Jekk ma jkunx possibbli li t-temperatura fil-kamra tat-test tinzamm
fil-firxa mixtieqa, huwa rrakkomandat li jintuzaw recipjenti mdawrin bl-ilma b’temperatura kontrollata. Tintuza
pompa ta’ estrazzjoni bl-arja jew pompa tad-dozar biex tirricikla l-hama attivat mis-separatur ghar-recipjent ta’
tirwih, kontinwament jew kull tant fintervalli regolari.

Is-sistema ta’ borma poruza tikkonsisti minn c¢ilindru fuq gewwa, poruz b’qiegh koniku mizmum frecipjent ftit
akbar tal-istess forma, izda li jkun maghmul minn materjal tal-plastik li minnu ma jghaddix l-ilma. Materjal
adatt ghar-recipjent poruz huwa l-polietilen poruz b’pori ta’ daqs massimu ta’ 90 pm u hoxnin 2 mm. Is-
separazzjoni tal-hama mill-midjum organiku ttrattat issir b’'passagg differenzjali minn naha ghal ohra tal-hajt
poruz. Effluwenti jingabru fl-Ispazju annulari minn fejn ifuru ghal gor-recipjent tal-gbir. Ma jkun hemm ebda
hama gieghed u, ghalhekk, ma jigix hama lura. Is-sistema kollha tista’ titrikkeb fbanjumarija kkontrollat
termostatikament. Borom poruzi jisfaw mizdudin u jistghu jfuru fl-istadji tal-bidu. Fkaz bhal dan, ibdel l-inforra
poruza b'wahda nadifa billi l-ewwel tghaddi minn go sifun il-hama mill-borma ghal go barmil nadif u tnehhi I-
inforra mizduda. Wara li timsah sewwa ¢-cilindru estern li minnu ma jghaddix I-ilma, dahhal inforra nadifa u
erga’ qieghed il-hama fil-borma. Xi hama li jehel mal-gnub tal-inforra mizduda jitqaxxar bil-galbu u jittiched
band’ohra. L-ewwel naddaf il-borom mizduda billi tuza gett irqiq ta’ ilma biex tnehhi I-hama li jkun fadal u billi
tghaddashom fsoluzzjoni dilwita ta’ ipoklorit tas-sodju, mbaghad fl-ilma, u wara lahlah sewwa bl-ilma.

Ghal tirwih tal-hama fir-recipjenti ta’ tirwih taz-zewg sistemi, jehtiegu tekniki adatti, perezempju kubi sinteriz-
zati (gebel diffuz) u arja kkompressata. L-arja ghandha titnaddaf, jekk ikun mehtieg, billi tghaddi minn filtru
adatt u tinhasel. Mis-sistema ghandha tghaddi arja suffi¢jenti biex jinZammu kondizzjonijiet aerobic¢i u biex
particelli ta’ hama jinzammu fsospensjoni 1-hin kollu.

Apparat ta’ filtrazzjoni jew centrifugu

Tkun hemm apparat ghall-filtrazzjoni ta’ kampjuni bfiltri ta’ membrani ta’ porozita adatta (dijametru ta’ apertura
nominali ta’ 0,45 pm) li jassorbixxu l-kimici organici li jinhallu u jerhu karbonju organiku fi grad minimu. Jekk
jintuzaw filtri li jerhu karbonju organiku, ahsel il-filtri sewwa b’ilma shun biex tnehhi karbonju organiku i jlissi.
Alternattivament jista’ jintuza centrifugu li jkun kapaci jipproduci 40 000 m/s>.

Taghmir analitiku

Apparat mehtieg biex ikun iddeterminat:

— DOC (karbonju organiku mahlul) u TOC (karbonju organiku totali) jew COD (domanda kimika ta’ ossignu);
— kimika specifika, jekk tkun mehtiega;

— solidi sospizi, pH, koncentrazzjoni tal-ossignu fl-ilma;

— temperatura, acidita u alkalinit;

— ammonju, nitrit u nitrat, jekk it-test isir fkondizzjonijiet ta’ nitrifikazzjoni.

Iima

IIma tal-vit, li jkun fih angas minn 3 mg/l DOC. Iddetermina l-alkalinitd jekk mhix6maghrufa diga.
Ilma dejonizzat, li jkun fih anqas minn 2 mg/l ta” DOC.

Midjum organiku

Dranagg sintetiku, dranagg domestiku jew tahlita tat-tnejn huma permissibbli bhala -midjum organiku. Intwera
(11)(14) li l-uzu ta’ dranagg domestiku wahdu sikwit jaghti percentwali mizjud ta’ tnehhija ta DOC u anki
jippermetti t-tnehhija u I-bijodegradazzjoni ta’ xi kimici li ma jkunux iddegradati bijologikament meta jintuza
dranagg sintetiku tal-OECD. Barra dan, il-kostant jew iz-zieda kull tant ta’ dranagg domestiku sikwit jaghmlu
stabbli l-hama attivat, inkluza l-kapacita krugjali li joqghod sewwa. Ghalhekk huwa rrakkomandat l-uzu ta’
dranagg domestiku. Kejjel il-koncentrazzjoni ta’ DOC jew ta’ COD fkull lott gdid ta’ midjum organiku. L-acidita
jew l-alkalinita tal-midjum organiku ghandha tkun maghrufa. Il-midjum organiku jista’ jkun jehtieglu li jizdiedlu
lqugh xieraq (idrogenu karbonat tas-sodju jew fosfat tal-potassju tad-diidrogenu) jekk ikun ta’ acidita jew
alkalinita baxxa, biex jinzamm pH ta’ madwar 7,5 % 0,5 fir-recipjent ta’ tirwih matul it-test. Kemm ikollu jizdied
ilqugh, u meta jkollu jizdied, ghandu jkun deciz ghal kull kaz ghalih wahdu. Meta jintuzaw tahlitiet kontin-
wament jew kull tant, DOC (jew COD) tat-tahlita ghandu jinZamm bejn wiched u iehor fvalur kostanti, ez.
b'dilwizzjoni bl-ilma.
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Dranagg sintetiku

Holl fkull litru ta’ ilma tal-vit: peptun, 160 mg; estratt tal-laham, 110 mg; urea, 30 mg; fosfat anidru tal-
idrogenu tad-dipotassju (K,HPO,4), 28 mg; klorur tas-sodju (NaCl), 7 mg; diidrat tal-klorur tal-kal¢ju
(CaCl,.2H,0), 4 mg; ettaidrat tas-sulfat tal-manjezju ((Mg,SO4.7H,0), 2 mg. Dan id-dranagg sintetiku tal-
OECD huwa ezempju u jaghti koncentrazzjoni medja tad-DOC fl-influwent ta’ madwar 100 mg/l. Alternatti-
vament, uza kompozizzjonijiet ohrajn, b’'madwar l-istess koncentrazzjoni tad-DOC, li huma eqreb ghall-hama
reali. Jekk ikun mehtieg influwent inqas koncentrat, iddilwixxi d-dranagg sintentiku, perezempju 1:1 bl-ilma tal-
vit biex tikseb koncentrazzjoni ta’ maddwar 50 mg/l. Influwent iktar dghajjef bhal dan se jippermetti tkabbir
ahjar tal-organizmi li jinnitrifikaw u din il-modifika ghandha tintuza jekk is-simulazzjoni tal-impjanti tal-ilma
mormi li jinnitrifikaw ghadnha tigi investigata. Dan id-dranagg sintetiku jista’ jsir filma distillat fforma koncen-
trata u jinhazen fmadwar 1°C sa mhux aktar minn gimgha. Meta jkun hemm bzonnu, ragqu bl-ilma tal-vit.
(Dan il-midjum mhux sodisfacenti, ez. il-koncentrazzjoni ta’ nitrogenu hija gholja hafna, relattivament b’kon-
tenut ta’ karbonju baxx, izda ma kien issuggerit xejn ahjar, hlief li jizdied aktar fosfat bhala Iqugh u peptun
zejjed).

Dranagg domestiku

Uza dranagg qgieghed frisk migbur kuljum minn xoghlijiet ta’ trattament li jircievu b'mod predominanti dranagg
domestiku. Dan ghandu jingabar, gabel sedimentazzjoni primarja, mill-kanal tat-tifwir tat-tank ta’ sedimentazz-
joni primarja, jew mill-ghalf ghall-impjant tal-hama attivat, u jkun kwazi kollu hieles minn particelli raffi. Id-
dranagg ikun jista’ jintuza wara l-hzin ghal diversi jiem (izda generalment m'ghandhomx jingabzu sebghat ijiem)
fmadwar 4 °C, jekk ikun ippruvat li DOC (jew COD) ma jkunux naqsu b'mod sinifikanti (jigifieri b’anqas minn
20 %) matul il-hzin. Biex ikun illimitat taglib fis-sistema, DOC (jew COD) ta’ kull lott gdid ghandhom ikunu
aggustati gabel ma jintuzaw ghal valur kostanti xieraq, ez. b'dilwizzjoni bl-ilma tal-vit.

Hama attivat

Igbor hama attivat ghal tilqgim mit-tank ta’ tirwih ta’ impjant imhaddem tajjeb ta’ trattament ta’ ilma mormi jew
mil-laboratorju unita ta’ skala ta’ hama attivat, li tittratta l-aktar dranagg domestiku.

Soluzzjonijiet ta’ stokkijiet tal-kimika ghall-ittestjar

Ghall-kimici li jinhallu b'mod adegwat, hejji soluzzjonijiet ta’ stokkijiet fkoncentrazzjonijiet xierqa (ez. 1 sa
5 g[l) filma dejonizzat, jew fil-porzjon minerali tad-dranagg sintetiku. (ghall-kimici li ma jinhallux u li jkunu
volatili, ara I-Appendici 5). Iddetermina d-DOC u karbonju organiku totali (TOC) tas-soluzzjoni ta’ stokkijiet u
tenni l-kejlijiet ghal kull lott gdid. Jekk id-differenza bejn DOC u TOC tkun aktar minn 20 %, ivverifika jekk il-
kimika ghall-ittestjar tinhallx fl-ilma. Qabbel id-DOC jew il-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar imkejla
banalizi specifika tas-soluzzjoni ta’ stokkijiet mal-valur nominali, biex taccerta jekk l-irkupru jkunx tajjeb
bizzejjed (normalment jista’ jkun mistenni li jkun > 90 %). Accerta, l-aktar ghal tixrid, jekk jistax jintuza
DOC jew le bhala parametru analitiku jew jekk tistax tintuza biss teknika analitika b'mod specifiku ghall-kimika
ghall-ittestjar. Centrifugazzjoni tal-kampjuni tkun mehtiega ghal tixrid. Ghal kull lott gdid, kejjel DOC, COD jew
il-kimika ghall-ittestjar ma’ analizi specifika.

Iddetermina pH tas-soluzzjoni ta’ stokkijiet. Valuri estremi jindikaw li z-zieda tal-kimika jista’ jkollha influwenza
fuq pH tal-hama attivat fis-sistema ta’ ttestjar. Fdan il-kaz innewtralizza s-soluzzjoni ta’ stokkijiet biex tikseb pH

PROCEDURA

Il-procedura hija deskritta ghall-unitajiet ta’ impjanti ta’ hama attivat; ghandha tkun adattata xi ftit ghas-sistema
tal-borma poruza.

Thejjija tat-tilgima

Lagqam is-sistema ta’ ttestjar fil-bidu tat-test bil-hama attivat jew b’tilgima li jkun fiha koncentrazzjoni baxxa ta’
mikroorganizmi. Zomm it-tilgima mrewha ftemperatura ambjentali sakemm tintuza u uzaha fhin ta’ 24 siegha.
Fl-ewwel kaz, hu kampjun ta’ hama attivat mit-tank ta’ tirwih ta’ impjant bijologiku mhaddem b'mod effi¢jenti
ta’ trattament ta’ ilma mormi, jew ta’ impjant laboratorju ta’ trattament, li jircievi b'mod predominanti dranagg
domestiku. Jekk kondizzjonijiet ta’ nitrifikazzjoni jkollhom ikunu ssimulati, hu hama minn impjant ta’ nitrifi-
kazzjoni ta’ trattament ta’ ilma mormi. Iddetermina l-koncentrazzjoni ta’ solidi sospizi u, jekk ikun mehtieg,
ikkoncentra I-hama billi thallich joqghod biex il-volum mizjud mas-sistema ta’ ttestjar ikun minimu. Zgura li
koncentrazzjoni tal-bidu ta’ materja niexfa tkun madwar 2,5 g/l

Fit-tieni kaz, uza 2 ml/l sa 10 ml/l ta’ effluwent minn impjant bijologiku domestiku ta' trattament ta’ ilma
mormi bhala tilgima. Biex tichu kemm jista’ jkun hafna specijiet differenti ta’ batterja, jista’ jkun ta’ ghajnuna
jekk izzid tilqimiet minn diversi sorsi ohra, perezempju ilma tal-wic¢c. Fdan il-kaz, il-hama attivat ghandu
jizviluppa u jikber fis-sistema ta’ ttestjar.
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Dozagg ta’ midjum organiku

Zgura li kontenituri ta’ influwenti u effluwenti u tubi minn recipjenti ta’ influwenti u ghal recipjenti ta’
effluwenti jitnaddfu sewwa biex tnehhi tkabbir mikrobiku fil-bidu u matul it-test kollu. Igbor flimkien is-sistemi
ta’ ttestjar fkamra fejn it-temperatura tkun ikkontrollata (normalment fil-firxa ta’ 20-25 C) jew uza unitajiet ta’
ttestjar imdawrin bl-ilma. Hejji volum suffi¢jenti tal-midjum organiku mehtieg (paragrafi 27-29). Fil-bidu imla r-
recipjent ta’ tirwih u s-separatur bil-midjum organiku u zid it-tilgima (paragrafi 34, 35). Ibda t-tirwih b’'mod li I-
hama jinzamm fsospensjoni u fi stat aerobiku u ibda ddoza l-influwent u rricikla 1-hama gieghed. Iddoza 1-
midjum organiku barra mir-recipjenti ta’ hzin ghal gor-recipjenti ta’ tirwih (paragrafi 20, 21) tat-test u kkon-
trolla unitajiet u igbor l-effluwenti rispettivi frecipjenti simili ta” hzin. Biex iggib il-hin normali ta’ ritenzjoni
idrawlika ta’ 6h, il-midjum organiku jigi ppumpjat £0,5 1/h. Biex tikkonferma din ir-rata, kejjel l-ammont ta’
kuljum tal-midjum organiku ddozat billi tichu nota tat-tnaqqis fil-volumi tal-midjum fil-kontenituri tal-hzin.
Modalitajiet ohra ta’ dozar ikunu mehtiega biex ikunu ddeterminati l-effetti ta’ meta jkun hemm rehi kull tant u
taghbija “hasda” tal-kimici.

Jekk il-midjum organiku jithejja biex jintuza ghal perjodu itwal minn jum wiehed (1), ikunu mehtiega tkessih
fmadwar 4 °C jew metodi ohra adatti ta’ konservazzjoni biex ma jithalliex ikun hemm tkabbir mikrobiku u
bijodegradazzjoni 1 barra mill-unitajiet ta’ ttestjar (paragrafu 29). Jekk jintuza dranagg sintetiku, ikun possibbli
tithejja, u tinhazen fmadwar 4 °C, soluzzjoni koncentrata ta’ stokkijiet (ez. 10 darbiet il-koncentrazzjoni
normali, paragrafu 28). Din is-soluzzjoni ta’ stokkijiet tista’ tithallat sewwa mal-volum adatt ta’ ilma tal-vit
gabel ma tintuza; alternattivament, tista’ tkun ippumpjata direttament wagqt li l-ammont adatt ta’ ilma tal-vit
ikun ippumpjat separatament.

Dozagg tal-kimika ghall-ittestjar

Zid volum adatt tas-soluzzjoni ta’ stokkijiet tal-kimika ghall-ittestjar (paragrafu 31) fir-recipjent ta’ hzin tal-
influwent jew iddozah direttament b’pompa separata ghal gor-recipjent ta’ tirwih. Il-koncentrazzjoni medja
normali tal-ittestjar fl-influwent ghandha tkun bejn10 mg/l u 20 mg/l DOC, bil-koncentrazzjoni ta’ fuq ta’
mhux iktar minn 50 mg/l. Jekk is-solubilita fl-ilma tal-kimika ghall-ittestjar tkun baxxa jew jekk aktarx isehhu
effetti tossici, nagqas il-koncentrazzjoni ghal 5 mg/l DOC jew anki anqas, izda biss jekk ikun hemm u jitwettaq
metodu analitiku specifiku adatt (jistghu jizdiedu I-kimici ghall-ittestjar imxerrdin li ftit jinhallu fl-ilma billi
jintuzaw tekniki specjali ta’ dozar, ara 1-Appendici 5).

Ibda zid il-kimika ghall-ittestjar wara perjodu li fih is-sistema tkun saret stabbli u tkun qed tnehhi DOC tal-
midjum organiku b'mod effi¢jenti (madwar 80 %). Huwa importanti li tara li l-unitajiet kollha jkunu ged jahdmu
l-istess b'mod effi¢jenti qabel ma tizdied kimika ghall-ittestjar; jekk ma jkunux, is-soltu jkun ta’ ghajnuna li hama
jithallat ma’ iehor u li jergghu jitqassmu volumi ndags lil unitajiet individwali. Meta tintuza tilqima ta’ (madwar)
2,5 g/l (piz fin-niexef) ta’ hama attivat, il-kimika ghall-ittestjar tista’ tizdied mill-bidu tat-test minhabba li Zieda
diretta ta’ aktar ammonti mill-bidu ghandha I-vantagg li I-hama attivat ikun jista’ jadatta ahjar ghall-kimika ghall-
ittestjar. Ikun xikun il-mod li bih il-kimika ghall-ittestjar tizdied, huwa rrakkomandat li r-rata rilevanti ta’ fluss
ufjew il-volumi fir-recipjent(i) ta’ hzin jitkejlu fintervalli regolari.

Maniggar ta’ hama attivat

Il-koncentrazzjoni ta’ solidi ta’ hama attivat normalment issir stabbli bejn limiti matul it-test, b’'mod indipendenti
mit-tilgima uzata, fil-firxa ta’ 1 sa 3 g/l (piz fin-niexef) skont il-kwalita u l-koncentrazzjoni tal-midjum organiku,
kondizzjonijiet operazzjonali, in-natura tal-mikroorganizmi li jkun hemm u l-influwenza tal-kimika ghall-ittes-
tjar.

Iddetermina s-solidi sospizi fir-recipjenti ta’ tirwih ghall-anqas darba fil-gimgha u warrab hama Zejjed biex
izzomm il-koncentrazzjoni f1 g/l sa 3 g/l (piz fin-niexef), jew ikkontrolla kemm, bhala medja, ikollha zmien
il-hama, fvalur kostanti, is-soltu fil-firxa ta’ 6 ijiem sa 10 ijiem. Jekk, perezempju, jinghazel zmien ta’ retenzjoni
ta’ hama ta’ 8 ijiem, nehhi kuljum 1/8 tal-volum tal-hama attivat fir-recipjent ta’ tirwih u warrbu. Aghmel dan
kuljum jew, ahjar, permezz ta’ pompa tahdem awtomatikament minn hin ghal ichor. Iz-zamma tal-koncentrazz-
joni ta’ solidi sospizi b'mod kostanti, jew flimiti stretti, ma Zzommx Zmien kostanti ta’ retenzjoni ta’ hama
(SRT), li huwa l-varjabbli operazzjonali li jiddetermina l-valur tal-koncentrazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar fl-
effluwent.

Matul it-test kollu, nehhi, mill-anqas kuljum, kull hama li jehel mal-hitan tar-recipjent ta’ tirwih u mas-separatur
biex jerga’ jkun sospiz. Ikkontrolla u naddaf regolarment it-tubi kollha u s-sistema tat-tubi biex ma thallix tikber
bijorita. Irri¢ikla 1-hama li jkun qaghad mis-separatur ghal gor-recipjent ta’ tirwih, preferibbilment bippumpjar
kull tant hin. Ebda riciklar ma jsir fis-sistema ta’ borma poruza izda zgura li borom ta’ gewwa jiddahhlu nodfa
gabel ma l-volum fir-recipjent joghla b'mod sinifikanti (paragrafu 21).

Jista’ jkun hemm hama li ma joqghodx tajjeb u telf ta’ hama fl-unitajiet ta’ impjanti Husmann. Dan jista’
jissewwa billi ssir azzjoni wahda jew aktar, elenkati hawn taht, fl-istess waqt tat-test u tal-unitajiet ta’ kontroll:
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— hama friska jew flocculi (perezempju 2 ml/recipjent ta’ 50 g/l FeCls) jistghu jizdiedu fintervalli regolari, ez.
kull gimgha, izda accerta li ma jsehhu ebda reazzjoni jew precipitazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar ma’ FeCls;

— il-pompa ta’ estrazzjoni bl-arja tista’ tigi sostitwita b’pompa peristaltika, biex b’hekk ikun jista’ jkun hemm
fluss ta’ c¢irkulazzjoni mill-gdid ta’ hama li jkun kwazi dags il-fluss tal-influwent li jkollu jintuza u li
jippermetti zvilupp ta’ zona anaerobika fil-hama gieghed (il-geometrija tal-pompa ta’ estrazzjoni bl-arja
tillimita r-rata minima ta’ fluss ta’ hama li jkun mar lura ghal madwar 12-il darba ta’ dik tal-influwent);

— hama jista’ jigi ppumpjat minn hin ghal ichor mis-separatur ghal gor-recipjent ta’ tirwih (ez. kull 5 min.
kull 2,5 h biex ikun irriciklat 1 1/h to 1,5 1/h;

— jista’ jintuza agent mhux tossiku, kontra r-raghwa fkoncentrazzjoni minima biex ma jithalliex ikun
hemm telf minhabba r-raghwa (ez. zejt tas-silikon);

— l-arja tista’ tigi mghoddija mill-hama fis-separatur bi skossi qosra, mfaqqa’ (ez. 10 sek. kull siegha);

— il-midjum organiku jista’ jigi ddocat fintervalli fir-recipjent ta’ tirwih (ez. 3 minuti sa 10 minuti kull
siegha).

Tehid ta’ kampjuni u analizi

Fintervalli regolari kejjel il-koncentrazzjoni tal-ossignu mahlul, it-temperatura u l-valur pH tal-hama attivat fir-
recipjenti ta’ tirwih. Zgura li dejjem ikun hemm ossignu bizzejied (> 2 mgfl) u li t-temperatura tinzamm fil-firxa
mehtiega (normalment 20 °C sa 25 °C). Zomm il-pH 7,5 £ 0,5 billi tiddoza ammonti zghar ta’ bazi inorganiku
jew acidu fir-recipjent ta’ tirwih jew fl-influwent, jew billi zzid il-kapacita ta’ lqugh tal-midjum organiku (ara 1-
paragrafu 27). Meta jkun hemm nitrifikazzjoni jkun prodott l-acidu, bl-ossidazzjoni ta’ 1 mg N tipproduci I-
ekwivalenti ta’ madwar 7 mg CO5. Kemm il-kejlijiet ikun ta’ spiss jiddependi mill-parametru li jkollu jitkejjel u
mill-istabbilta tas-sistema, u jista' jvarja bejn kejl kuljum u kejl kull gimgha.

Kejjel DOC jew COD fl-influwenti ghar-recipjenti ta’ kontroll u ttestjar. Kejjel il-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-
ittestjar fl-influwent tat-test b’analizi specifika jew stmaha mill-koncentrazzjoni fis-soluzzjoni ta’ stokkijiet (para-
grafu 31), mill-volum uzat u mill-ammont ta’ dranagg iddozat ghal gol-unita ta’ ttestjar. Huwa rrakkomandat li
l-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar tkun ikkalkulata biex titnaqqas il-varjabbilta tad-dejta tal-koncentrazz-
joni.

Hu kampjuni adatti mill-effluwent migbur (ez. komposti ta’ 24 h) u ffiltra minn go membrana b’pori ta’ dags ta’
0,45 um jew aghmel centrifugu minnhom fmadwar 40,000 m/s® ghal madwar 15-il min. Centrifugu ghandu
jsir jekk il-filtrazzjoni tkun difficli. Iddetermina DOC jew COD mill-angas b'mod duplikat biex tkejjel il-bijo-
degradazzjoni finali u, jekk tkun mehtiega, il-bijodegradazzjoni primarja b’analizi b'mod specifiku ghall-kimika
ghall-ittestjar.

L-uzu ta’ COD jista’ jgib mieghu problemi analitici fkoncentrazzjonijiet baxxi u, ghalhekk, huwa rrakkomandat
biss jekk tintuza koncentrazzjoni tat-test li tkun gholja bizzejjed (madwar 30 mg/l). Barra dan, ghall-kimici li
jassorbu hafna, huwa rrakkomandat li l-ammont ta’ kimika assorbita fil-hama titkejjel billi tintuza teknika
analitika b'mod specifiku ghall-kimika ghall-ittestjar.

Il-frekwenza ta’ tehid ta’ kampjuni tiddependi minn kemm ikun mistenni jdum it-test. Frekwenza rakkomandata
tkun ta’ tliet darbiet fil-gimgha. Malli l-unitajiet ikunu qed jahdmu b'mod effi¢jenti, halli minn gimgha sa mhux
aktar minn 6 gimghat wara li I-kimika ghall-ittestjar tkun iddahhlet, biex din tadatta u tilhaq stat regolari.
Preferibbilment ikseb mill-anqas 15-il valur validu fil-fazi ta’ livell kostanti (paragrafu 59), li normalment iddum
3 gimghat, ghall-evalwazzjoni tar-rizultat tat-test. It-test jista’ jitlesta jekk jintlahaq grad suffi¢jenti ta’ eliminazz-
joni (ez. > 90 %) u jkunu disponibbli dawn il-15-il valur, li jirrapprezentaw analizi maghmula kull jum tal-
gimgha tul 3 gimghat. Normalment taqbizx durata ta’ test ta’ aktar minn 12-il gimgha wara li tkun zdiedet il-
kimika ghall-ittestjar.

Jekk il-hama jinbidel fnitrat jew fnitritu u jekk l-effetti tal-kimika ghall-ittestjar fuq in-nitrifikazzjoni jkollhom
ikunu studjati, analizza kampjuni mill-effluwent tat-unitajiet ta’ ttestjar u ta’ kontroll mill-anqgas darba fil-gimgha
ghall-ammonju ufjew nitrit flimkien ma’ nitrat.

L-analizi kollha ghandha ssir malajr kemm jista’ jkun, l-aktar id-determinazzjonijiet tan-nitrogenu. Jekk analizi
jkollha tigi posposta, ahzen il-kampjuni fmadwar 4 °C fid-dlam fi fliexken mimlijin u maghlugin issikkati. Jekk
kampjuni jkollhom jinhaznu ghal aktar minn 48 siegha, ippreservahom fil-friza, b'acidifikazzjoni (ez. 10 ml/l ta’
soluzzjoni ta’ 400 g/l ta’ acidu sulfuriku) jew biz-zieda ta’ kimika tossika adatta (ez. 20 ml/l ta’ soluzzjoni ta’
10 g/l ta’ klorur tal-merkurju (I)). Zgura li t-teknika ta’ preservazzjoni ma tinfluwenzax rizultati ta’ analizi.
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Akkoppjar ta’ unitajiet ta’ ttestjar

Jekk ikollu jintuza akkoppjar (Appendici 3), ibdel kuljum l-istess ammont ta’ hama attivat (150 ml sa 1 500 ml
ghal recipjenti ta’ tirwih li jkun fihom 3 litri ta’ likwidu) bejn ir-recipjenti ta’ tirwih tal-unita ta’ ttestjar u l-unita
ta’ kontroll taghha. Jekk il-kimika ghall-ittestjar tassorbixxi hafna mill-hama, ibdel biss is-supernatant tas-sepa-
raturi. Fiz-zewg kazijiet uza fattur ta’ korrezzjoni biex tikkalkula r-rizultat tat-test (paragrafu 55).

DEJTA U RAPPURTAR
Trattament ta’ rizultati

Ikkalkula l-perc¢entwali ta’ eliminazzjoni ta’ DOC jew COD tal-kimika ghall-ittestjar ghal kull valutazzjoni li jkun
ittehdilha l-hin, billi tuza l-ekwazzjoni:

G- (E—E,)

D, = G x 100

D, = % ta’ eliminazzjoni ta’ DOC jew COD fhin t

C, = DOC jew COD fl-influwent minhabba I-kimika ghall-ittestjar, preferibbilment stmat mis-soluzzjoni ta’
stokkijiet (mg/l)

E = valur imkejjel ta” DOC jew COD fl-effluwent tat-test fhin t (mg/l)
E, = valur imkejjel ta” DOC jew COD fl-effluwent tal-kontroll fhin t (mgl)

Il-grad ta’ eliminazzjoni ta’ DOC jew COD tal-midjum organiku fl-unita ta’ kontroll ikun ta’ informazzjoni utli
biex tkun ivvalutata l-attivita bijodegradattiva tal-hama attivat matul it-test. Ikkalkula l-percentwali ta’ eliminazz-
joni bl-ekwazzjoni:

—E
Dy = Si=E 100
M
fejn
Dy = % ta’ eliminazzjoni ta’ DOC jew COD tal-midjum organiku fl-unita ta’ kontroll fhin t
Cy = DOC jew COD tal-midjum organiku fl-influwent tal-kontroll (mg/l)

B'mod fakultattiv, ikkalkula I-percentwali ta’ eliminazzjoni DOC jew COD minhabba l-midjum organiku flim-
kien ma’ kimika ghall-ittestjar fl-unita ta’ ttestjar bl-ekwazzjoni:

Cr—E
Dy = 100
T
fejn
Dr = % ta’ eliminazzjoni ta’ influwent totali tat-test DOC jew COD
Cr = DOC jew COD ta’ influwent totali tat-test jew ikkalkulat mis-soluzzjonijiet ta’ stokkijiet (mg/l)

Ikkalkula t-tnehhija tal-kimika ghall-ittestjar jekk din titkejjel b’'metodu analitiku specifiku fvalutazzjoni ta’ kull
darba bl-ekwazzjoni:

i_Se

DST = x 100

fejn

Dgr = % ta’ eliminazzjoni primarja ta’ kimika ghall-ittestjar fhin t

wn
1l

koncentrazzjoni mkejla jew stmata tal-kimika ghall-ittestjar fl-influwent tat-test (mg/l)

w1
1l

. koncentrazzjoni mkejla tal-kimika ghall-ittestjar feffluwent ta’ test fhin t (mg/l)
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Jekk tkun ntuzat il-modalita ta’ akkoppjar, ikkumpensa d-dilwizzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fir-recipjent ta’
tirwih bl-iskambju ta’ hama billi tuza fattur ta’ korrezzjoni (ara 1-Appendici 3). Jekk ikunu gew uzati hin medju
ta’ retenzjoni idrawlika ta’ 6 sighat u skambju ta’ nofs il-volum tal-hama attivat fir-rec¢ipjent ta’ tirwih, il-valuri
determinati ta’ eliminazzjoni kuljum (D,, paragrafu 52) ikollhom ikunu kkoreguti biex jinkiseb il-grad veru ta’
eliminazzjoni, Dtc, tal-kimika ghall-ittestjar bl-ekwazzjoni:

4D — 100

Dy = 3

Espressjoni ta’ rizultati tat-testijiet

Immarka l-percentwali ta’ eliminazzjoni D, (jew D,) u Dy, jekk ikunu disponibbli, kontra l-hin (ara I-Appendici
2). Mill-forma tal-kurva ta’ eliminazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar (per se jew bhala DOC) jistghu jinstiltu xi
konkluzjonijiet dwar il-process ta’ tnehhija.

Sorbiment

Jekk tkun osservata eliminazzjoni gholja ta’ DOC tal-kimika ghall-ittestjar mill-bidu tat-test, il-kimika ghall-
ittestjar tkun probabbilment eliminata b’sorbiment fis-solidi ta’ hama attivat. Ikun possibbli li dan ikun ippruvat
billi tkun iddeterminata I-kimika ghall-ittestjar assorbita b’analizi specifika. Mhux is-soltu li l-eliminazzjoni ta’
DOC tal-kimici li jistghu jkunu assorbiti tibqa’ gholja matul it-test kollu; normalment ikun hemm grad gholi ta’
tnehhija fil-bidu li bil-mod il-mod jinzel ghal valur ta’ ekwilibriju. Jekk, izda, il-kimika ghall-ittestjar li tista’ tkun
assorbita, setghet ikkawzat akklimatazzjoni tal-massa mikrobika b’xi mod jew iehor, l-eliminazzjoni ta’ DOC tal-
kimika ghall-ittestjar wara tizdied u tilhaq valur livell kostanti gholi.

Fazi ta’ intervalli

Bhal ftestijiet statici, ta’ tgharbil, hafna kimici ghall-ittestjar jehtiegu fazi ta’ intervalli qabel ma ssehh bijodeg-
radazzjoni shiha. Fil-fazi ta’ intervalli, isschh akklimatazzjoni jew adattament tal-batterja li tkun ged tiddegrada
minghajr ma kwazi titnehha 1-kimika ghall-ittestjar; mbaghad isehh it-tkabbir tal-bidu ta’ dawn il-batterji. Din il-
fazi tintemm u I-fazi ta’ degradazzjoni titqies li tkun bdiet meta jitnehha madwar 10 % tal-ammont tal-bidu ta’
kimika ghall-ittestjar (wara li jkun tqies is-sorbiment, jekk isehh). Il-fazi ta’ intervalli sikwit tkun varjabbli hafna u
bilkemm riproducibbli.

Fazi ta’ livell kostanti

[-fazi ta’ livell kostanti ta’ kurva ta’ eliminazzjoni ftest kontinwu hija ddefinita bhala dik il-fazi li fiha ssehh id-
degradazzjoni massima. [-fazi ta’ livell kostanti ghandha tkun mill-anqas ta’ 3 gimghat u jkollha madwar 15-il
valur validu mkejjel.

Grad medju ta’ eliminazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar

Ikkalkula l-valur medju mill-valuri ta’ eliminazzjoni (D,) tal-kimika ghall-ittestjar fil-fazi ta’ livell kostanti. Migjub
ghad-dritt sal-eqreb numru shih (1 %), dan ikun il-grad ta’ eliminazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar. Huwa wkoll
irrakkomandat li jkun ikkalkulat l-intervall ta’ kunfidenza ta’ 95 % tal-valur medju.

Eliminazzjoni ta’ midjum organiku

Immarka l-percentwali ta’ eliminazzjoni ta’ DOC jew ta’ COD tal-midjum organiku fl-unita ta’ kontroll (Dy)
kontra I-hin. Indika l-grad medju ta’ eliminazzjoni bl-istess mod bhal tal-kimika ghall-ittestjar (paragrafu 60).

Indikazzjoni ta” bijodegradazzjoni

Jekk il-kimika ghall-ittestjar ma tassorbix b’'mod sinifikanti l-hama attivat, u I-kurva ta’ eliminazzjoni jkollha
forma tipika ta’ kurva ta’ bijodegradazzjoni b'intervall, fazijiet ta’ degradazzjoni u livell kostanti (paragrafi 58,
59), l-eliminazzjoni mkejla tista’ kwazi fic-cert tkun attribwita lill-bijjodegradazzjoni. Jekk tkun sehhet tnehhija
inizjali gholja, it-test ta’ simulazzjoni ma jkunx jista’ jiddivrenzja bejn processi ta’ eliminazzjoni bijologi¢i u
abijotici. Fkazijiet bhal dawn, u fkazijiet ohra meta jkun hemm xi dubju dwar il-bijodegradazzjoni (ez. jekk isir
stripagg), analizza 1-kimici ghall-ittestjar assorbiti jew aghmel testijiet stati¢ci addizzjonali ta’ bijodegradazzjoni
ibbazati fuq parametri li jindikaw b’'mod car processi bijologici. Testijiet bhal dawn huma l-metodi ta’ konsum
ta’ ossignu (il-Kapitolu C.4 D, E u F ta’ dan 1-Anness (6)) jew test b'kejl ta’ produzzjoni ta’ diossidu tal-karbonju
(il-Kapitolu C.4 C ta’ dan l-Anness (6)) jew il-metodu ta’ Spazju Fuq ta’ ISO (18), billi tintuza tilgima esposta
minn qabel mit-test ta’ simulazzjoni. Jekk kemm it-tnehhija ta’ DOC, kif ukoll it-tnehhija ta’ kimika specifika
jkunu tkejlu, differenzi sinifikanti (tal-ewwel ikunu anqas minn tal-ahhar) bejn il-percentwali mnehhija jindikaw
li kien hemm fl-effluwenti prodotti organici intermedji li jistghu jkunu aktar difficli li jiddegradaw milli I-kimika
principali.
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Validita ta’ rizultati tat-testijiet

Informazzjoni dwar imgiba normali ta’ bijodegradazzjoni tat-tilgima tinkiseb jekk ikun iddeterminat il-grad ta’
eliminazzjoni tal-midjum organiku (paragrafu 53) fl-unita ta’ kontroll. Qis it-test bhala validu jekk il-grad ta’
eliminazzjoni ta DOC jew ta’ COD fl-unita/unitajiet ta’ kontroll ikun > 80 % wara gimaghtejn u ma tkun saret
ebda osservazzjoni mhux tas-soltu.

Jekk tkun intuzat kimika (ta’ referenza) bijodegradabbli facilment, il-grad ta’ bijodegradazzjoni (D,, paragrafu 52)
ghandu jkun > 90 %.

Jekk it-test isir fkondizzjonijiet ta’ nitrifikazzjoni, il-koncentrazzjoni medja fl-effluwenti ghandha tkun < 1 mg/l
ammonja-N u < 2 mg/l nitrit-N.

Jekk dawn il-kriterji (paragrafi 63-65) ma jitharsux, tenni t-test billi tuza tilgima minn sors differenti, ittestja
kimika ta’ referenza, u ezamina mill-gdid il-proceduri kollha sperimentali.

Rapport tat-test

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi dan li gej:

Kimika ghall-ittestjar:

— dejta ta’ identifikazzjoni;

— natura fizika u, fejn ikun rilevanti, proprjetajiet fizikokimici.

Kondizzjonijiet tat-test:

— tip ta sistema ta’ ttestjar; kull modifika ghall-ittestjar tal-kimici li ma jinhallux u jkunu volatili;
— tip ta’ midjum organiku;

— proporzjon u natura ta’ ilmijiet industrijali mormija fid-dranagg, jekk ikunu maghrufa;

— tilgima, natura u sit(i) ta’ tehid ta’ kampjuni, koncentrazzjoni u kull trattament minn qgabel;

— soluzzjoni ta’ stokkijiet tal-kimici ghall-ittestjar: kontenut ta’ DOC u ta’ TOG; kif tithejja, jekk ta’ sospensjoni;
koncentrazzjoni tat-test uzata; ragunijiet jekk ikunu 1 barra mill-firxa ta’ 10 - 20 mg/l DOC; metodu ta’
zieda; data tal-ewwel zieda; kull bidla;

— kemm, bhala medja, ikollha Zmien il-hama u hin medju ta’ retenzjoni idrawlika; metodu ta’ rimi ta’ hama;
metodi li jeghlbu l-kwantitajiet, telf ta’ hama, ecc.;

— teknic¢i analiti¢i uzati;

— temperatura tat-test;

— kwalitajiet tal-kwantitajiet ta’ hama, indici ta’ volumi ta’ hama (SVI), solidi sospizi ta’ likwidu mhallat (MLSS);
— kull devjazzjoni minn proceduri standard u kull ¢irkostanza li setghet affettwat rizultati.

Rizultati tat-testijiet:

— dejta mkejla kollha (DOC, COD, analizi specifika, pH, temperatura, koncentrazzjoni tal-ossignu, solidi
sospizi, I-kimi¢i N, jekk rilevanti;

— il-valuri kollha kkalkolati ta” D, (jew D,), D, Dg, miksuba fforma tabulari u I-kurvi ta’ eliminazzjoni;

— informazzjoni dwar fazijiet ta’ intervalli u ta’ livelli kostanti, durata ta’ testijict, il-grad ta’ eliminazzjoni tal-
kimika ghall-ittestjar u dak tal-midjum organiku fl-unita ta’ kontroll, flimkien ma’ informazzjoni dwar
statistika u dikjarazzjonijiet dwar il-bjjodegradabbilta u l-validita tat-test;

— diskussjoni dwar ir-rizultati.
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Appendici 1

Figura 1
Taghmir uzat ghall-valutazzjoni tal-bijodegradabbilta

Unita Husmann
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Figura 2
Taghmir uzat ghall-valutazzjoni tal-bijodegradabbilta
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Figura 3

Dettalji ta’ recipjent ta’ tirwih ta’ borma poruza ta’ 3 litri

Dijametru intern ta’ borma poruza
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Ezempju ta’ kurva ta’ eliminazzjoni

DOC eliminazzjoni (%)
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[INFORMATTIV]

AKKOPPJAR TAL-UNITAJIET TA’ TTESTJAR

Ghall-tentattiv biex il-mases mikrobi¢i jkunu ndags fhama funita ta’ ttestjar, li tircievi dranagg flimkien ma’ kimika ghall-
ittestjar, u funita ta’ kontroll, li tir¢ievi dranagg biss, kien introdott skambju ta’ hama kuljum (1). ll-procedura ssejhet
akkoppjar u l-metodu huwa maghruf bhala unitajiet akkoppjati. L-akkoppjar ghall-bidu kien isir billi kienu jintuzaw
unitajiet Husmann ta’ hama attivat, izda kien isir ukoll bunitajiet ta’ Borma Poruza (2)(3). Ma kienu nstabu ebda differenzi
sinifikanti frizultati ta’ bejn unitajiet mhux akkoppjati u akkoppjati, kemm jekk ta’ Husmann jew ta’ Borma Poruza,
ghalhekk m’hemm ebda vantagg fhela’ ta’ Zmien u energija mehtiega biex unitajiet ikunu akkoppjati.

Skambju ta’ hama jista’ jaghti dehra ta’ tnehhija tassew konsiderevoli, minhabba li xi ftit mil-kimika ghall-ittestjar tigi
ttrasferita u I-koncentrazzjonijiet ta’ kimika ghall-ittestjar fl-effluwenti ta’ test u kontroll isiru aktar kwazi ndaqs. Ghalhekk
ikollhom jintuzaw fatturi korrettivi, li jkunu jiddependu mill-frazzjoni skambjata u mill-hin medju ta’ retenzjoni idrawlika.
Kienu ppubblikati aktar dettalji tal-kalkulazzjoni (1).

Ikkalkula l-grad ta’ eliminazzjoni kkoreguta ta” DOC jew COD billi tuza l-formula generali:

D = (D, — 100 - a - r/12)/(1 — a - 1/12) %

fejn

i« = % ta’ eliminazzjoni ta’ DOC jew COD ikkoregut

D, = % ta’ eliminazzjoni ta DOC jew COD determinat
a = frazzjoni ta’ skambju tal-volum tal-unitajiet ta’ hama attivat
r = hin medju ta’ retenzjoni idrawlika (h)

Jekk, perezempju, nofs il-volum tat-tank ta’ tirwih ikun skambjat (a = 0,5) u l-hin medju ta’ retenzjoni idrawlika jkun 6 h,
il-formula ta’ korrezzjoni tkuna:

4D, — 100

Dtc = %

LETTERATURA:

(1) Fischer W, Gerike P, Holtmann W (1975). Biodegradability Determinations via Unspecific Analyses (Chemical Oxygen
Demand, DOC) in Coupled Units of the OECD Confirmatory Test. I The test. Wat. Res. 9: 1131-1135.

(2) Painter HA, Bealing DJ (1989). Experience and Data from the OECD Activated Sludge Simulation Test. pp. 113-138.
In: Laboratory Tests for Simulation of Water Treatment Processes CEC Water Pollution Report 18. Eds. Jacobsen BN,
Muntau H, Angeletti G.

(3) Painter HA, King EF (1978). Water Research Centre Porous Pot Method for Assessing Biodegradability. Technical
Report TR70, Water Research Centre, Stevenage, UK.
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EVALWAZZJONI TA" INIBIZZJONI TAL-HAMA ATTIVAT
Process b’kimici ghall-ittestjar

1. Kimika (jew ilma mormi) tista’ ma tkunx iddegradata jew imnehhija fit-test ta’ simulazzjoni u jista’ wkoll ikollha effett

inibitorju fuq il-mikroorganizmi tal-hama. Kimici ohra jkunu ddegradati bijologikament fkoncentrazzjonijiet baxxi izda
jkunu inibitorji fkoncentrazzjoni oghla (ormesi). Effetti inibitorji setghu kienu gew zvelati fi stadju aktar bikri jew
jistghu jkunu ddeterminati bl-applikazzjoni ta’ test tat-tossicita, bl-uzu ta’ tilgima simili jew identika ghal dik uzata fit-
test ta’ simulazzjoni (1). Metodi bhal dawn jinibixxu konsum ta’ ossignu (il-Kapitolu C.11 ta’ dan l-Anness (2) u
ISO 8192(3)) jew inibizzjoni ghal tkabbir ta’ organizmi tal-hama (ISO 15522 (4)).

2. Fit-test ta’ simulazzjoni kull inibizzjoni tkun tidher mid-differenza ta’ karbonju organiku mahlul (DOC) jew mid-

domanda kimika ta’ ossignu (COD) bejn l-effluwent mir-recipjent tat-test u dak mill-kontroll li jkun akbar minn DOC
mizjud bhala kimika ghall-ittestjar. Espress mod ichor, il-percentwali ta’ tnehhija ta’ DOC (u domanda biokimika ta’
ossignu (BOD), domanda kimika ta' ossignu (COD), ufjew NH",) tal-midjum organiku dwar trattament ghandu
jitnaggas meta jkun hemm il-kimika ghall-ittestjar. Jekk dan isehh, it-test ghandu jittenna billi titnaqqas il-koncentrazz-
joni tal-kimika ghall-ittestjar sakemm jintlahaq livell li fih ma ssehh ebda inibizzjoni u forsi titnaqqas aktar il-koncen-
trazzjoni sakemm il-kimika ghall-ittestjar tkun iddegradata bijologikament. Izda jekk il-kimika ghall-ittestjar (jew ilma
mormi) ikollhom effetti hziena fuq il-process fil-koncentrazzjonijiet kollha ttestjati, l-indikazzjonijiet ikunu li I-kimika
tkun difficli, jekk mhux impossibbli, li tkun ttrattata bijologikment, izda jista’ jkun siewi li t-test jittenna b’hama attivat
minn sors differenti ufjew il-hama jkun soggett ghal akklimatazzjoni gradwali.

. Bil-maglub, jekk il-kimika ghall-ittestjar tkun eliminata bijologikament mal-ewwel attentat fit-test ta’ simulazzjoni, il-

koncentrazzjoni taghha ghandha tizdied jekk ikun mehtieg li jkun maghruf jekk il-kimika jkollhiex tkun inibitorja.

. Wiched ghandu jiftakar meta jipprova jiddetermina l-gradi ta’ inibizzjoni li l-massa ta’ hama attivat tista’ tinbidel, biex

maz-zmien il-mikroorganizmi jkunu jistghu jizviluppaw tolleranza ghal kimika inibitorja.

. Kalkulazzjoni ta’ grad ta’ inibizzjoni:

[l-percentwali globali ta’ tnehhija ta’ R, ta’ BOD, DOC, COD, ec¢., ghall-unitajiet ta’ test u kontroll jista’ jkun ikkalkulat
minn:

R, = 100 (I — B)1 %

fejn:
I = koncentrazzjoni ta’ influwenti ta’ BOD, DOC, COD, ec¢, ghal recipjenti ta’ ittestjar u kontroll (mg/l)
E = koncentrazzjonijiet ta’ effluwenti rispettivi (mg/l).

I u E ghandhom ikunu kkoreguti ghal DOC minhabba I-kimika ghall-ittestjar fl-unitajiet ta’ test; mod iehor il-
kalkulazzjonijiet ta’ percentwali ta’ inibizzjoni ma jkunux korretti.

ll-grad ta’ inibizzjoni kkawzat meta jkun hemm il-kimika ghall-ittestjar jista’ jigi kkalkulat minn:

% inibizzjoni = 100 (R, — Ry)[R.

R. = percentwali ta’ tnehhija fir-recipjenti ta’ kontroll
R, = percentwali ta’ tnehhija fir-recipjenti tal-ittestjar

LETTERATURA:

(1) Reynolds L et al. (1987). Evaluation of the toxicity of substances to be assessed for biodegradability. Chemosphere 16:

2259.

(2) I-Kapitolu C.11 ta’ dan I-Anness, Bijodegradazzjoni - Test ta’ Inibizzjoni ta’ Respirazzjoni ta’ Hama Attivat.

(3) ISO 8192 (2007) Water quality - Test for inhibition of oxygen consumption by activated sludge for carbonaceous

and ammonium oxidation.

(4) 1SO 15522 (1999) Water Quality - Determination of the inhibitory effect of water constituents on activated sludge

microorganisms.
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Kimici li ftit jinhallu fl-ilma - kimi¢i volatili

Kimici 1i ftit jinhallu fl-ilma

Ftit rapporti jidher li kienu ppubblikati dwar kimici li ftit jinhallu fl-ilma jew li ma jinhallux biex jitqieghdu ghal testijiet li
jissimulaw trattament ta’ ilma mormi (1)(2)(3).

Mhemmx metodu wiched ta’ tixrid tal-kimika ghall-ittestjar i huwa applikabbli ghas-kimici kollha li ma jinhallux. Tnejn
mill-erba’ tipi ta’ metodu deskritti fISO 10634 (4) jidhru li huma adatti biex isir attentat ghal tixrid ta’ kimici ghal ittestjar
ta’ simulazzjoni; huma l-uzu ta’ agenti emulsjonanti ufjew ta’ energija ultrasonika. Ghandha tkun iffissata l-istabbilta tul
mill-anqas perjodi ta’ 24 siegha tat-tixrid li jirrizulta. Tixridiet stabbilizzati kif jixraq, mqieghda frizerva li tithawwad
b'mod kostanti (paragrafu 38), ikunu mbaghad iddozati mat-tank ta’ tirwih b'mod separat mid-dranagg domestiku (jew
sintetiku).

Jekk it-tixrid ikun stabbli, stharreg kif il-kimika ghall-ittestjar tista’ tkun iddeterminata fil-forma mxerrda. Aktarx li DOC
ma jkunx adatt, ghalhekk ikollu jkun stabbilit metodu analitiku specifiku ghall-kimika ghall-ittestjar li jkun jista" jigi
applikat ghal effluwenti, ghal solidi ta’ effluwenti u ghal hama attivat. X’jigri mil-kimika ghall-ittestjar fis-simulazzjoni tal-
process ta’ hama attivat imbaghad ikun iddeterminat ffazijiet likwidi u solidi. B’hekk ikun stabbilit “bilan¢ ta’ massa” biex
ikun deciz jekk il-kimika ghall-ittestjar kinitx iddegradata bijologikament. Izda dan jindika biss bijodegradazzjoni primarja.
Il-wiri ta’ bijodegradazzjoni finali ghandu jkun attentat bl-applikazzjoni ta’ test respirometriku ghall-bijodegradabbilta facli
(il-Kapitolu C.4 ta’ dan I-Anness (5) C, F jew D) billi jintuza hama ta’ tilqima espost ghall-kimika ghall-ittestjar fit-test ta’
simulazzjoni.

Kimici volatili

L-applikazzjoni ta’ simulazzjonijiet ta’ trattament ta’ ilma mormi ghal kimici volatili hija kemm dibattibbli kif ukoll
problematika. Bhal fkimici li ftit jinhallu fl-ilma, jidher li kienu ftit hafna r-rapporti li kienu ppubblikati li jiddeskrivu
testijiet ta” simulazzjoni bl-uzu ta’ kimici volatili. Ikun adattat tip konvenzjonali ta’ apparat li jhallat kollox billi jissigilla t-
tankijiet ta’ tirwih u sediment, li jkejjel u jikkontrolla 1-fluss ta’ arja billi jintuzaw miters ta’ flussi u billi l-gass li johrog
jghaddi minn sifuni biex tingabar materja organika volatili. Fxi kazijiet tintuza pompa li tohloq vakwu biex tigbed il-gass

li johrog minn sifun “kiesah”, jew sifun ta’ tindif li jkun fih Tenax u gell tas-silika ghal analizi kromatografika bil-gass. Il-
kimika ghall-ittestjar li jkun hemm fis-sifun tista’ tkun iddeterminata b’mod analitiku.

It-test isir fzewg partijiet. L-unitajiet l-ewwel jithaddmu minghajr hama izda bl-ilma sintetiku mormi flimkien ma’ kimika
ghall-ittestjar li tkun ippumpjata ghal got-tank ta’ tirwih. Jingabru u jkunu analizzati kampjuni ta’ influwent, effluwent u
gass rilaxxjat ghall-kimika ghall-ittestjar ghal ftit jiem. Mid-dejta migbura jista’ jkun ikkalkulat il-percentwali (R, tal-
kimika ghall-ittestjar imnezza’ mis-sistema.

Mbaghad it-test bijologiku normali (bil-hama) isir fkondizzjonijiet operazzjonali identici ghal dawk fl-istudju ta’ stripagg.
Jitkejlu wkoll DOC u COD biex ikun ivverifikat li l-unitajiet ikunu qed jahdmu b'mod efficjenti. Kull tant zmien issir
analizi biex tkun iddeterminata l-kimika ghall-ittestjar fl-influwent, effluwent u gass li johrog fl-ewwel parti tat-test; wara
akklimatazzjoni ssir analizi aktar ta’ spiss. Barra dan, mid-dejta fl-istat regolari, jistghu jkunu kkalkulati l-percentwali ta’

mnezza' mis-sistema.
Kalkulazzjoni:

(a) Fit-test mhux bijologiku, il-percentwali (Ryp) tal-materjal tat-test imnezza’ mis-sistema jista’ jkun ikkalkulat minn:

S
Ryp = - - 100
Sip

fejn

Ryp = tnehhija ta’ kimika ghall-ittestjar bil-volatilizzazzjoni (%),
Syp = kimika ghall-ittestjar migbura fsifun expressa bhala koncentrazzjoni ekwivalenti ffazi likwida (mg/l),

Spp = koncentrazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar finfluwent (mg/l).

(b) Fit-test bijologiku, il-percentwali (Ry) tal-materjal tat-test mnezza’ mis-sistema jista’ jkun ikkalkulat minn:
Sy
Ry =— -100
V=,
fejn
Ry = tnehhija ta” kimika ghall-ittestjar bil-volatilizzazzjoni ftest bijologiku (%),
Sy = kimika ghall-ittestjar migbura fsifun ftest bijologiku, espressa bhala koncentrazzjoni ekwivalenti finfluwent

likwidu (mg/l),

S; = koncentrazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar finfluwent (mg/l).
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(c) Fit-test bijologiku, il-percentwali (Ry) tal-kimika ghall-ittestjar imnehhija bil-processi kollha jinghata bi:
Sk
Rr=1-——-100
T 5,
fejn

Sg = koncentrazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar fl-effluwent (likwidu) (mg]l).

=
&

Ghalhekk il-percentwali (Rp,) mnehhija b'bijodegradazzjoni flimkien ma’ sorbiment jista’ jkun ikkalkulat minn:

Rga = Ry — Ry)

Ghandhom isiru testijiet separati biex ikun iddeterminat iddeterminat jekk il-kimika ghall-ittestjar tkunx sorbita; jekk
tkun, tista’ mbaghad issir korrezzjoni ulterjuri.

() Tqabbil bejn il-proporzjon ta’ kimika ghall-ittestjar imnezza’ mis-sistemi tat-test bijologiku (R,) u mhux bijologiku
(Ryp) jindika l-effett globali li trattament bijologiku jkun halla fuq l-emissjoni tal-kimika ghall-ittestjar fl-atmosfera.

Ezempju: Benzen
Zmien ta’ ritenzjoni ta' hama = 4 ijiem

Dranagg sintetiku; zmien ta’ ritenzjoni = 8 sighat

Sp = S =150 mg|l

Syp = 150 mg/l (Sgp = 0)
Sy = 22,5mg/l

Sg = 50 g/l

Ghalhekk,

Ryp = 100 %, Ry = 15%
Ry = 100% u Rgs = 85 %

Ma kienx suppost li I-benzen jigi sorbit fil-hama.
LETTERATURA:

(1) Horn JA, Moyer JE, Hale JH (1970). Biological degradation of tertiary butyl alcohol. Proc. 25th Ind. Wastes Confe-
rence Purdue Univ.: 939-854.

(2) Pitter P, Chudoba ] (1990). Biodegradability of organic substances in the aquatic environment. CRC Press. Boston,
USA.

(3) Stover EL, Kincannon DF (1983). Biological treatability of specific organic compounds found in chemical industry
waste waters. J. Wat. J. Wat. Pollut. Control Fed. 55: 97.

(4) 1SO 10634 (1995) Water Quality - Guidance for the preparation and treatment of poorly water-soluble organic
compounds for the subsequent evaluation of their biodegradability in an aqueous medium.

(5) I-Kapitolu C.4 ta’ dan l-Anness: Determinazzjoni ta" Bijodegradabbilta ‘Facli.
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Effetti taz-zmien ta’ ritenzjoni ta’ hama (SRT) fuq it-trattabbilta ta’ kimici

DAHLA

. Il-metodu deskritt fit-test principali tfassal biex ikun accertat jekk ikimici ttestjati (is-soltu dawk maghrufin li huma

bijodegradabbli b’'mod inerenti, izda mhux malajr) jistghux ikunu ddegradati bijologikament fil-limiti imposti fim-
pjanti tat-trattament ta’ ilma mormi. Ir-rizultati huma espressi skont percentwali ta’ tnehhija u percentwali ta’
bijodegradazzjoni. Il-kondizzjonijiet ta’ thaddim tal-unitajiet ta’ hama attivat u ta’ ghazla ta’ influwent jippermettu
x'aktarx varjazzjonijiet wiesgha fkoncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fl-effluwent. Testijiet isiru fkoncentrazzjoni
nominali wahda biss ta’ solidi ta’ hama jew fhin nominali wiched ta’ retenzjoni ta’ hama (SRT) u regimi ta’ rimi ta’
hama deskritti jistghu jikkawzaw li l-valur ta’ SRT ivarja mhux hazin matul it-test, kemm minn jum ghal iehor kif
ukoll matul jum.

. Fdan il-varjant (1)(2) I-SRT huwa kkontrollat flimiti hafna aktar dojoq matul kull perjodu ta’ 24 siegha (kif sewwasew

jigri fuq l-iskala 1-kbira) li jirrizulta fkoncentrazzjoni aktar kostanti fl-effluwenti. Huwa rrakkomandat dranagg
domestiku minhabba li jaghti percentwali ta’ tnehhija aktar konsistenti u oghla. L-effetti wkoll ta’ ghadd ta’ valuri
ta’ SRT ikunu mistharga u fi studju aktar dettaljat ikunu jistghu jigu ddeterminati l-effetti ta’ firxa ta’ temperaturi fuq
koncentrazzjoni ta’ effluwenti.

. Mhemmx gbil generali s'issa dwar liema mudelli kinetici joperaw meta kimici jiddegradaw bijologikament taht

kondizzjonijiet fi trattament ta’ ilma mormi. Gew maghzula l-mudell Monod tat-tkabbir tal-batterji u l-uzu tas-
substrat (1)(2) biex jigu applikati ghad-dejta migbura, ghaliex il-metodu kien intenzjonat li jigi applikat biss ghall-
kimici prodotti ftunnellati kbar, li jirrizultaw fkoncentraazzjoni ta’ dranagg ta’ iktar minn 1 mg/l. Il-validita tal-
mudell simplifikat u l-assunzjonaijiet li saru gew stabbiliti permezz tal-uzu ta’ serje ta’ ossilati tal-alkohol li jkollhom
gradi varji ta’ bijodegradabbilita primarja (2)(3).

Nota. Dan il-metodu ta’ varjant isegwi mill-qrib hafna t-test ta’ dan il-metodu C.10-A ta’ ttestjar u dawk id-dettalji li
huma biss differenti jinghataw hawnhekk aktar 1 isfel.

PRINCIPJU TAT-TEST

. Unitajiet ta’ borom poruzi ta’ hama attivat, mfasslin biex jiffacilitaw ir-rimi (kwazi) kontinwu ta’ likwidu mhallat li

jippermettu kontroll preciz hafna tal-zmien ta’ retenzjoni ta’ hama (SRT, jew 9), jithaddmu fil-modalita mhux
akkoppjata tul firxa ta’ SRTs u, fakultattivament, tul firxa ta’ temperaturi. ll-hin ta’ ritenzjoni huwa normalment 2
sa 10 ijiem u t-temperatura bejn 5 u 20 °C. Dranagg, preferibbilment domestiku, u soluzzjoni tal-kimika ghall-
ittestjar jithalltu b’mod separat mal-unitajiet frati li jaghtu z-Zzmien mehtieg ta’ retenzjoni ta’ dranagg (3 sa 6 sighat) u
l-koncentrazzjoni mehtiega ta’ kimika ghall-ittestjar fl-influwent. Unitajiet ta’ kontroll li ma jirc¢ievi ebda kimika ghall-
ittestjar jithaddmu b'mod parallel ghal finijiet komparattivi.

. Tipi ohra ta’ apparat jistghu jintuzaw izda ghandha tkun ezercitata attenzjoni kbira biex ikun Zgurat li jintlahaq

kontroll tajjeb ta” SRT. Perezempju, meta jintuzaw impjanti, li jinkorporaw apparat ta’ sediment, jista’ jkun mehtieg li
jsir tnaqqis ghal telf ta’ solidi mill-effluwenti tal-impjant. Barra dan, ghandhom jittiehdu wkoll prekawzjonijiet specjali
biex ikunu evitati zbalji minhabba varjazzjoni fil-kwantita ta’ hama fl-apparat ta’ sediment.

. L-unitajiet jithaddmu skont is-sett ta” kondizzjonijiet maghzul ghal kull wahda minnhom u, wara li jintlahaq ekwi-

libriju, il-koncentrazzjonijiet medji ta’ stat regolari fl-effluwenti ta’ kimika ghall-ittestjar u, fakultattivament fDOC,
jinkisbu tul perjodu ta’ madwar tliet gimghat. Minbarra li jkun ivvalutat il-percentwali ta’ tnehhija ta’ kimika ghall-
ittestjar u, fakultattivament DOC, ir-relazzjoni bejn kondizzjonijiet ta’ thaddim ta’ impjant u l-koncentrazzjoni fl-
effluwent tkun espressa fforma grafika. Minn dan ikunu jistghu jigu kkalkulati I-kostanti kinetici tentattivi u jkunu
jistghu jigu previsti l-kondizzjonijiet li fihom il-kimika ghall-ittestjar tkun tista’ tigi ttrattata.

INFORMAZZJONI DWAR IL-KIMIKA GHALL-ITTESTJAR

. Japplikaw il-paragrafi 12 u 13 tal-Kapitolu C.10 A.

LIVELLI TA’ PASS

. Japplikaw il-paragrafi 14 u 15 tal-Kapitolu C.10 A.

KIMIKA GHALL-ITTESTJAR TA’ REFERENZA

9. Japplika l-paragrafi 16 tal-Kapitolu C.10 A.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

RIZULTATI RIPRODUCIBBLI TA’ TESTIJIET

Japplikaw il-paragrafi 17 u 18 tal-Kapitolu C.10 A.

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Apparat

Unita adatta hija s-sistema modifikata ta’ borom poruzi (Appendici 6.1). Tikkonsisti frecipjent intern (jew inforra)
maghmula minn polipropilin poruz ta’ 3.2 mm hxuna u pori dags bejn wiehed u iehor 90 pm, bil-mincott issaldjat
mal-maqgbad. (Dan jaghmel unita aktar robusta minn dik deskritta fil-paragrafu 21 ta’ dan il-kapitolu, C.10 A). L-
inforra titqieghed frecipjent estern tal-polietilen li minnu ma jghaddix ilma, li jkun maghmul minn Zewg partijiet:
bazi tonda li fiha jittaggbu toqob biex fihom jitpoggew zewg linji tal-arja u linja ghar-rimi tal-hama, u ¢ilindru fin-
naha ta’ fuq imwahhal bil-viti fil-bazi u li jkollu fetha mqieghda b'mod li taghti volum maghruf (3 1) fir-recipjent tal-
borma poruza. Wahda mil-linji tal-arja titwahhlilha gebla diffuza u l-ohra tkun miftuha fit-tarf u mqieghda fangolu
kwadru mal-gebla fil-borma. Din is-sistema tipproduci t-turbulenza mehtiega biex ikun zgurat li I-kontenut tal-borma
jkun thallat ghalkollox, kif ukoll tipprovdi koncentrazzjonijiet ta’ ossignu mahlul ta’ aktar minn 2 mg/L.

L-ghadd adatt ta’ unitajiet jinzamm ftemperaturi kontrollati li jvarjaw minn 5 sa 20 °C (¢ 1 °C), fbanjijiet bl-ilma fi
kmamar b’'temperatura kostanti. Ikunu jenhtiegu zewg pompi biex jiddozaw ghal gor-recipjenti ta’ tirwih is-soluzzjoni
tal-kimika ghall-ittestjar u dranagg gieghed fir-rati mehtiega (0-1.0 ml/min u 0-25 ml/min, rispettivament) u t-tielet
pompa biex tnehhi hama mormi mir-recipjenti ta’ tirwih. Ir-rata ta’ fluss ta’ hama mormi tintlahaq billi tintuza
pompa ssettjata frata oghla u mhaddma minn hin ghal ichor bl-uzu ta’ swic¢ tal-hin, ez. li jahdem ghal 10 sekondi
kull minuta, b’pompa b'rata ta’ hrug ta’ 3 ml/min i tirrendi rata ta’ rimi ta’ 0,5 ml/min.

Apparat ta’ filtrazzjoni jew centrifugu

Japplika l-paragrafu 23 tal-Kapitolu C.10 A.

Apparat analitiku

Japplika l-paragrafu 24 tal-Kapitolu C.10 A.

Iima

Japplikaw il-paragrafi 25 u 26 tal-Kapitolu C.10 A.

Midjum organiku
Japplika l-paragrafu 27 tal-Kapitolu C.10 A.

Dranagg sintetiku

Japplika l-paragrafu 28 tal-Kapitolu C.10 A.

Dranagg domestiku

Japplika l-paragrafu 29 tal-Kapitolu C.10 A.

Hama attivat

Japplika l-paragrafu 30 tal-Kapitolu C.10 A.

Soluzzjonijiet ta’ stokkijiet tal-kimika ghall-ittestjar

Japplikaw il-paragrafi 31 u 32 tal-Kapitolu C.10 A.

PROCEDURA
Thejjija tat-tilgima

Japplika biss il-paragrafu 34 tal-Kapitolu C.10 A — uza hama attivat (dwar 2,5 gf]).

Ghadd ta’ unitajiet ta’ ttestjar

Ghal test semplici, jigifieri ghall-kejl ta’ percentwali ta’ tnehhija, ikun jehtieg SRT wiched biss, izda biex tinkiseb dejta
mehtiega biex jitkejlu kostanti kinetici tentattivi jkunu jehtiegu 4 jew 5 valuri ta’ SRT. Is-soltu jintghazlu valuri bejn 2
u 10 ijiem. Prattikament, ikun konvenjenti li jsir test 4 jew 5 SRTs fl-istess waqt ftemperatura wahda; fi studji estizi
jintuzaw l-istess valuri ta’ SRT, jew forsi firxa differenti ta’ valuri, ftemperaturi ohra li jvarjaw minn 5 sa 20 °C. Ghal
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23.

24.

25.

26.

27

28.

29.

30.

bijodegradazzjoni primarja (l-uzu ewlieni), normalment tkun mehtiega unita wahda ghal kull sett ta’ kondizzjonijiet.
Izda ghal bijodegradabbilta finali tkun mehtiega unita ta’ kontroll, ghal kull sett ta’ kondizzjonijiet, li tirc¢ievi dranagg
izda mhux kimika ghall-ittestjar. Jekk il-kimika ghall-ittestjar titqies li tkun fid-dranagg uzat, ikun mehtieg li jintuzaw
unitajiet ta’ kontroll meta tkun qed tigi vvalutata bijodegradazzjoni primarja, u li ssir il-korrezzjoni mehtiega fil-
kalkulazzjonijiet.

Dozagg ta’ midjum organiku u kimika ghall-ittestjar

Japplikaw il-paragrafi 36 sa 39 tal-Kapitolu C.10 A, izda nnota li s-soluzzjoni tal-kimika ghall-ittestjar tkun iddozata
separatament u li jintuzaw diversi rati ta’ rimi ta’ hama. Immonitorja u aggusta wkoll sikwit, jekk ikun mehtieg, sa
+ 10 %, ir-rata ta’ fluss ta” influwenti, effluwenti u rimi ta’ hama, ez. darbtejn kuljum. Jekk jinqalghu diffikultajiet fil-
metodi analitici meta jintuza dranagg domestiku, aghmel it-test bi dranagg sintetiku, izda ghandu jkun Zzgurat li midja
differenti jaghtu dejta kinetika komparabbli.

Maniggar ta’ unitajiet ta’ hama attivat

Japplikaw il-paragrafi 40 sa 43 tal-Kapitolu C.10 A, izda kkontrolla I-SRT permezz tal-hela “kostanti” tal-hama biss.

Tehid ta’ kampjuni u analizi

Japplikaw il-paragrafi 44 sa 50 tal-Kapitolu C.10 A, hlief li l-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar ghandha tkun
iddeterminata u DOC ikun iddeterminat fakultattivament; m’'ghandux jintuza COD.

DEJTA U RAPPURTAR
Trattament ta’ rizultati

Japplikaw il-paragrafi 52 sa 54 tal-Kapitolu C.10 A.

Espressjoni ta’ rizultati tat-testijiet

. Japplikaw il-paragrafi 56 sa 62 tal-Kapitolu C.10 A.

Kalkolu ta’ kostanti kineti¢i

Huwa aktar realistiku li tkun ikkwotata I-koncentrazzjoni medja tal-istat regolari tal-kimika ghall-ittestjar fl-effluwent
u li jkun deskritt kif dan ivarja ma’ kondizzjonijiet ta’ thaddim ta’ impjant milli li jkun ikkwotat il-percentwali ta’
bijodegradazzjoni primarja. Dan jista’ jsir billi titgies l-ckwazzjoni (6) fl-Appendici 6.2, 1i tista’ tirrendi valuri ghal K,
P U Dgciz-zmien kritiku ta’ retenzjoni ta’ hama.

(Alternattivament, valuri approssimattivi ta’ K¢ u pum jistghu jinksibu permezz ta’ programm semplici tal-kompjuter
mfassal ghall-kurva teoretika kkalkulata mill-ekwazzjoni 2 (Appendici 6.2) ghall-valuri esperimentali miksuba. Ghal-
kemm kwalunkwe soluzzjoni moghtija mhux se tkun unika, tista’ tinkiseb appromissazzjoni ragonevoli ta’ Kg u p,;.)

Varjabbilta ta’ rizultati

Hija esperjenza komuni li jinkisbu valuri varjabbli ta” parametri kinetici ghal kimici individwali. Huwa mahsub li 1-
kondizzjonijiet Ii fihom il-hama jkun tkabbar, kif ukoll il-kondizzjonijiet li jkun hemm fit-test uzat (bhal fil-paragrafu
5 u ftestijiet ohra), ghandhom effett kbir fuq il-valuri li jirrizultaw. Aspett wiehed ta’ din il-varjabbilta kien diskuss
minn Grady et al (4), li ssuggerew li t-termini “eZistenti” u “intrinsiku” ghandhom ikunu applikati ghal zewg kondizz-
jonijiet estremi li jirrapprezentaw il-limiti ta’ stat li kultura tista’ tilhaq matul esperiment kinetiku. Jekk l-istat ma
jithalliex jinbidel matul it-test, il-valuri tal-parametru kinetiku jirriflettu I-kondizzjonijiet fl-ambjent li minnu I-mikro-
organizmi jkunu ttichdu; dawn il-valuri jissejhu “ezistenti” jew ezistenti bhalissa. Fl-estrem l-ichor, jekk kondizzjonijiet
fit-test ikunu tali li jippermettu l-izvilupp shih tas-sistema li tissintetizza l-proteina billi tippermetti rata ta’ tkabbir
kemm jista’ jkun massima, il-parametri kineti¢i miksubin jinghad li jkunu “intrinsici”, u jkunu dipendenti biss minn
natura tas-substrat u mit-tipi ta’ batterja fil-kultura. Bhala gwida, valuri ezistenti jinkisbu billi I-proporzjon ta’
koncentrazzjoni ta’ substrat ghal mikroorganizmi kompetenti (S,/X,) jinzamm baxx, ez. 0.025, u jkun hemm valuri
intrinsici meta I-proporzjon ikun gholi ez. mill-anqas 20. Fiz-zewg kazijiet, S, ghandu jkun ugwali ghal jew jagbez il-
valur rilevanti ta’ Ks, il-kostant ta’ nofs saturazzjoni.

[l-varjabbilta u aspetti ohra ta’ bijodegradazzjoni kinetika kienu diskussi fworkshop ricenti ta’ SETAC (5). Minn studji
bhal dawn, rapportati u progettati, ghandha tohrog ma ddumx stampa aktar cara ta’ kinetika li topera fimpjanti tat-
trattament ta’ ilma mormi biex tghin ikun hemm interpretazzjoni ahjar ta’ dejta ezistenti, kif ukoll biex tissuggerixxi
disinji aktar rilevanti ghal Metodi ta’ Ttestjar fil-gejjieni.



19.3.2014 1I-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea L 81/167

LETTERATURA:
(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 u 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, Verstracte W. 4-6th Sept. 1996. SETAC- Ewropa, Brussell.



L 81/168

1-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea

19.3.2014

Appendiéi 6.1
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Appendici 6.2

Kalkolu ta’ Kostanti kineti¢i

1. Jekk wiched jassumi li l-kinetika Monod tapplika u meta jitqies bilan¢ ta’ massa ta’ solidi u substrat attivi fis-sistema
kollha ta’ hama attivat (1), jistghu jinkisbu dawn l-espressjonijiet ta’ stat regolari li gejjin:

jew

1 pm-Sl
—_=_rm = K
8& Ks+sl ¢ [1]

K- (1+K-9)

S i —Ky) — 1

koncentrazzjoni ta’ substrat fl-effluwent, (mg/l)

kostant ta’ nofs saturazzjoni, il-koncentrazzjoni li fiha p = p,[/2 (mg/l)
= rata specifika ta’ tkabbir (d1)

valur massimu ta’ p,,,(d1)

rata specifika ta’ dizintegrazzjoni ta’ solidi attivi (d7%)

zmien medju ta’ retenzjoni ta’ hama, SRT (d)

Ezami ta’ din l-ekwazzjoni jwassal ghall-konkluzjonijiet li gejjin:

(i) l-koncentrazzjoni tal-effluwenti hija indipendenti minn dik fl-influwent (S); ghalhekk, il-percentwali ta’ bijodeg-
radazzjoni tvarja mal-koncentrazzjoni tal-influwenti, S,.

(ii) L-uniku parametru ta’ kontroll ta’ impjanti li jaffettwa S; huwa z-Zmien ta’ retenzjoni ta’ hama, 9.

(iii) Ghal koncentrazzjoni partikolari fl-influwent, Sy, ikun hemm Zmien kritiku ta’ retenzjoni ta’ hama, b'mod li:

1 - Us * So
¢ Ko+ So ¢ B3]

Fejn:

Ogc = zmien kritiku ta’ retenzjoni ta’ hama, li tahtu l-mikroorganizmi kompetenti jintefghu 1 barra mal-hasil tal-

impjant.

(iv) Minhabba li l-parametri l-ohra fl-ekwazzjoni (2) huma asso¢jati ma’ kinetika ta’ tkabbir, it-temperatura aktarx
taffettwa I-livell tas-substrat tal-effluwent u z-zmien kritiku li jkollu l-hama, jigifieri z-Zmien ta’ ritenzjoni ta’ hama
mehtieg biex jinkiseb certu grad ta’ trattament jizdied mat-tnaqgqis fit-temperatura.

2. Minn bilan¢ ta’ massa ta’ solidi fis-sistema ta’ borma poruza, u jekk wiehed jassumi li -koncentrazzjoni ta’ solidi fl-
effluwent tal-impjant, X,, tkun baxxa mqabbla ma’ dik fir-recipjent ta’ tirwih, X;, il-zmien ta’ ritenzjoni ta’ hama

fejn

V‘X]
(Qo—Q1) X2 +Q1 "X

0, = [4]

VX,V
QX1 Qi

volum tar-recipjent ta’ tirwih (I)

koncentrazzjoni ta’ solidi fir-recipjent ta’ tirwih (mg])
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X, = koncentrazzjoni ta’ solidi fl-effluwent (mg]l)
Qo = rata ta’ fluss tal-influwent (I/d)

Q; = rata ta’ fluss ta’” hama mormi (I/d)

Ghalhekk ikun possibbli li jkun ikkontrollat iz-zmien ta’ ritenzjoni ta’ hama fkull valur maghzul minn gabel bil-
kontroll tar-rata ta’ fluss ta’ hama mormi, Q.

Konkluzjonijiet:

3. L-ghan ewlieni tat-test huwa, ghalhekk, li jhalli jkun hemm il-koncentrazzjoni tal-effluwenti, u b’hekk ikunu previsti I-
livelli ta” kimika ghall-ittestjar fl-ilmijiet li jircevuhom.

4. Bl-immarkar ta’ Sy, vs. 3, il-hin kritiku ta’ retenzjoni ta’ hama, U, jista’ minn xi daqgiet ikun evalwat malajr, ez. il-
kurva 3 fil-Figura 1. Meta dan mhux possibbli, 9 jista’ jigi kkalkulat, flimkien ma’ valuri approssimattivi p, u Kg, bl-
immarkar ta’ Sy, vs. S;eds.

Arrangament mill-gdid tal-ekwazzjoni (1) jaghti
S] : 85 _ K
140, K Bl
Jekk Ky jkun zghir, allura 1 + 9, * K4 ~ 1 u [5] isir:
N 8& = & + 51

Hm V_m (6]

Ghalhekk, il-grafika ghandha tkun linja dritta (ara 1-Figura 2) tal-anglu 1/p,, u l-inter¢ezzjoni Kgfp,,; ukoll dg ~1/p,,.

Figura 1

Tliet temperaturi; hames SRTs

KURVA3: 5°C

KURVA2: 10°C

(1/8wr) nuasmnpye 1 MofzZeNUIUOY

4 KURVAL: 15°C
2—

x‘ X
0 il
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Figura 2
Linja ta’ Rigressjoni SRT S; vs S; fuq T = 5°C
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Appendici 7

TEST FFIRXA TA’ (ug/l) KONCENTRAZZJONI BAXXA

. Hafna kimici normalment ikunu jinsabu fl-ambjent akwatiku, filmijiet mormija wkoll, fkoncentrazzjonijiet baxxi hafna

(ng/l). Fkoncentrazzjonijiet bhal dawn probabbli li dawn ma jservux bhala substrati primarji li jirrizultaw fi tkabbir,
izda x'aktarx li jiddegradaw fsubstrati sekondarji, minghajr tkabbir, fl-istess Zzmien ma’ varjeta ta’ kimici tal-karbonju li
jsehhu b'mod naturali. Ghaldaqgstant id-degradazzjonijiet ta’ kimici bhal dawn ma jkunux jagblu mal-mudell deskritt fI-
Appendici 6. Hemm hafna mudelli li jistghu jkunu applikati u, skont il-kondizzjonijiet li jkun hemm fsistemi ta’
trattament ta’ ilma mormi, aktar minn wiehed jista’ jkun simultanjament operattiv. Tkun mehtiega hafna aktar ricerka
biex titfa’ dawl fuq din il-problema.

. Sadattant tista’ tkun segwita l-procedura moghtija fit-test principali (il-Kapitolu C.10 A), izda ghall-bijodegradabbilta

primarja biss, billi jintuzaw koncentrazzjonijiet baxxi adatti (< 100 pgfl) u procedura analitika vvalidata. Il-percentwali
ta’ bijodegradazzjoni jista’ jkun ikkalkulat (ara para. 54 tal-Metodu ta’ Ttestjar) izda ghandhom jitgiesu processi abijotici
(sorbiment, volatilita, ecc.). Ezempju huwa l-istudju ta” Nyholm u shabu (1)(2) li uzaw ¢iklu ta’ 4 sighat fsistema ta’
kuntatt. Irrapportaw kostanti psewdo tal-ewwel ordni ghal 5 kimi¢i mizjuda fdranagg sintetiku £5 sa 100pg/l. (Ghall-
ahhar bijodegredabbilta 1-kimici ghall-ittestajr bit-tikketta 14C jistghu jintuzaw. Deskrizzjoni ta’ dan tmur lil hinn mill-
kamp ta’ applikazzjoni ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar minhabba li s'issa ghad mhemmx Froéeduri magbula, ghalkemm
metodu propost ghal ISO 14592 (3) ghandu gwida dwar l-uzu ta’ kimici bit-tikketta '*C

Test SCAS

. Wara kien propost test aktar semplici fzewg stadji (4)(5)(6); il-metodu ta’ hama attivat nofsu kontinwu (SCAS) ikun

segwit minn testijiet kinetici ghal Zmien qasir fuq kampjuni mehudin minn unitajiet ta’ SCAS. Is-sistema SCAS
tithaddem b'rati ta’ rimi ta’ hama maghrufin (mhux bhal metodu originali tat-test C.12) u jiddahhlilha dranagg sintetiku
tal-OECD modifikat jew dranagg domestiku. Id-dranagg sintetiku kien immodifikat (minhabba bdil fil-valur tal-pH u
hama bi ftit sedimentazzjoni) biz-zieda ta’ fosfat bhala lqugh, estratt ta’ hmira, klorur tal-hadid (Il) u tracca ta’ element
ta’ melh u COD tieghu mizjud ghal madwar 750 mg/l billi Zdiedet il-koncentrazzjoni ta’ peptun u estratt tal-laham. L-
unitajiet thaddmu fciklu ta’ 24 siegha: tirwih ghal 23 siegha, rimi ta’ hama, sedimentazzjoni, rtirar ta’ supernatant
(effluwent) u kien segwit b'zieda ta’ dranagg sintetiku flimkien ma’ kimika ghall-ittestjar, sa 100 pg/l, (jigifieri fmadwar
l-istess koncentrazzjoni uzata fit-test ghal Zmien qasir). Darba fil-gimgha 10 % tat-total ta’ hama nbidel b’hama frisk
biex tinzamm massa mikrobika bilan¢jata.

. Il-koncentrazzjonijiet ta’ kimika ghall-ittestjar jitkejlu fil-bidu u fi tmiem tirwih u t-test jitkompla sakemm tinkiseb

tnehhija kostanti ta’ kimika ghall-ittestjar; dan jichu minn gimgha sa diversi xhur.

Test ghal zmien qasir

. Tkun applikat test qasir (ez. 8 sighat) biex ikun iddeterminat il-kostant ta’ rata kinetika tal-ewwel grad (psewdo) ghad-

dizintegrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fhama attivat ta’ originijiet u stejjer maghrufin izda differenti. Bmod parti-
kolari, jittiehdu kampjuni ta’ hama mir-reatturi ta’ SCAS fit-tmiem ta’ perjodu ta’ tirwih meta l-koncentrazzjoni ta’
substrat organiku tkun baxxa - matul il-perkors ta’ esperiment ta’ akklimatazzjoni (paragrafi 3, 4). Hama jista’ jittiched
ukoll minn unita parallela ta” SCAS li ma tkunx esposta ghall-kimika ghall-ittestjar, biex jitqabbel. Tahlitiet ta’ hama u
l-kimika ghall-ittestjar mizjuda fzewg koncentrazzjonijiet jew aktar fil-firxa 1-50 pg/l jitrewhu, minghajr ma jizdied
dranagg sintetiku jew substrat organiku iehor. il-kimika ghall-ittestjar li tifdal fsoluzzjoni tkun iddeterminata fintervalli
regolari, ez. kull siegha skont kemm tkun degradabbli I-kimika, ghal perjodu mhux itwal minn 24 siegha. Kampjuni
jkunu ssoggettati ghal azzjoni centrifuga qabel analizi xierqa.

Kalkulazzjonijiet

. Dejta mill-unitajiet ta” SCAS tintuza biex ikun ikkalkulat il-percentwali ta’ tnehhija ta’ kimika ghall-ittestjar (paragrafu

54). Kostant ta’ rata medja, K;, (innormalizzat ghal koncentrazzjoni ta’ solidi sospizi) jista’ wkoll ikun ikkalkulat minn:
C
Ki=1/t- lnE ~1/88(1/g h)
i

fejn:

-
1}

hin ta’ tirwih (23h)

C. = koncentrazzjoni fi tmiem ta’ perjodu ta’ tirwih (ug/l)

= koncentrazzjoni fil-bidu ta’ tirwih (pg/l)

i

SS = koncentrazzjoni ta’ solidi ta’ hama attivat (g/])

. Fit-test ghal zmien qasir il-koncentrazzjoni log % li jifdal tkun immarkata skont il-hin, u l-anglu tal-parti tal-bidu (10-

50 % degradazzjoni) tal-grafika jkun ekwivalenti ghal K;, il-kostant tal-ewwel grad (psewdo). Il-kostant ikun innor-
malizzat fir-rigward tal-koncentrazzjoni ta’ solidi ta’ hama billi l-anglu jkun diviz bil-koncentrazzjoni ta’ solidi ta’
hama. Ir-rizultat irrapportat ghandu jinkludi wkoll dettalji ta’ koncentrazzjonijiet tal-bidu tal-kimika ghall-ittestjar u
solidi sospizi, zmien ta’ ritenzjoni ta’ hama, taghbija u sors ta’ hama, u dettalji ta’ espozizzjoni minn gabel (jekk ikun
hemm) ghall-kimika ghall-ittestjar.
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Varjabbilta ta’ rizultati

8. Il-varjabbilta u aspetti ohra ta’ bijodegradazzjoni kinetika kienu diskussi fworkshop ricenti ta” SETAC (7). Minn studji
bhal dawn, rapportati u progettati, ghandha tohrog ma ddumx stampa aktar cara ta’ kinetika li topera fimpjanti tat-
trattament ta’ ilma mormi biex tghin ikun hemm interpretazzjoni ahjar ta’ dejta ezistenti, kif ukoll biex tissuggerixxi
disinji aktar rilevanti ghal Metodi ta’ Ttestjar fil-gejjieni.
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C.10-B: Bijoriti

DAHLA

1. Testijiet ta’ simulazzjoni normalment ikunu applikati ghal kimici li ma jkunux ghaddew minn test ta’ tgharbil
ghal bijodegradabbilta facli (il-Kapitolu C.4 A sa F ta’ dan l-Anness (9)), izda li jkunu ghaddew minn test ghal
bijodegradabbilta inerenti. B'mod eccezzjonali t-testijiet ta’ simulazzjoni jigu applikati wkoll ghal kwalunkwe
kimika li dwarha tkun mehtiega iktar informazzjoni, spe¢jalment kimici ta’ hafna tunnellati, u normalment jigi
applikat it-test tal-hama attivat (C.10 A). Fxi cirkostanzi, madankollu, tkun mehtiega informazzjoni specifika
marbuta mal-agir ta’ kimika mal-metodi tat-trattament tal-ilma mormi inkluz bijoriti, l-katar filtri li jnixxu jew li
jqattru, kontatturi bijologici li jduru, sodod fluwidizzati. Biex din il-htiega tintlaga’ kienu zviluppati diversi
apparati.

2. Gerike et al. (1) uzaw filtri li jqattru kbar fuq skala pilota li gew utitlizzati fil-mudell akkoppjat. Dawn il-filtri hadu
hafna spazju u kienu jehtiegu volumi relattivament kbar ta’ dranagg jew dranagg sintetiku. Truesdale et al. (2)
iddeskrivew filtri izghar (6 piedi x 6 pulzieri dijametru) li ghaddewlhom dranagg naturali minghajr tensjoattivi
izda li x'aktarx kienu ghadhom jehtiegu volumi kbar. Kienu mehtiega mhux anqas minn 14-il gimgha biex kienet
zviluppata bijorita “matura” u kienu jehtiegu minn 4 sa 8 gimghat ohra wara li ddahhal ghall-ewwel darba t-
tensjoattiv tat-test gabel ma saret akklimatazzjoni.

3. Baumann et al. (3) zviluppaw filtru hafna aktar izghar li uza “suf vergni” tal-poliester li qabel kien mghaddas
fhama attivat bhala l-midjum inerti li kien izomm il-bijorita. il-kimika ghall-ittestjar intuzat bhala l-uniku sors ta’
karbonju, u l-bijodegradabbilta kienet ivvalutata minn kejlijiet ta’ karbonju organiku mahlul (DOC) fl-influwent u
fl-effluwent, u mill-ammont ta’ CO, fil-gass li johrog.

4. Approce pjuttost differenti ittihed minn Gloyna et al. (4) li vvintaw ir-reattur tubulari li jdur. Fuq il-wic¢ ta’
gewwa tat-tubu li jdur kienet tkabbret bijorita fuq l-erja maghrufa tal-wic¢ bil-passagg ta’ influwent imdahhal fit-
tarf ta’ fuq tat-tubu, inklinat fangolu zghir lejn l-orizzontali. Ir-reattur intuza biex tkun studjata 1-bijodegradab-
bilta ta’ tensjoattivi (5), kif ukoll biex tkun mistharrga l-ahjar hxuna ta’ bijorita u tixrid mir-rita (6). Dawn l-awturi
tal-ahhar Zviluppaw ulterjorment ir-reattur, inkluz li mmoddifikawh biex ikun jista’ jiddetermina CO, fil-gass li
johrog.
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5. Ir-reattur tubulari li jdur kien adottat mill-Kumitat Permanenti ta’ Analisti (UK) bhala metodu standard ghall-
valutazzjoni kemm tal-bijodegradabbilta ta’ kimici (7) kif ukoll tat-trattabbilta u tat-tossicita ta’ ilmijiet mormija
(8). Il-metodu deskritt hawnhekk ghandu l-vantaggi tas-semplicita, il-kumpattezza, ir-riproducibbilta u l-htiega
ghal volumi relattivament Zghar ta’ midjum organiku.

PRINCIPJU TAT-TEST

6. Dranagg sintetiku jew domestiku, u I-kimika ghall-ittestjar, ftahlita jew wahedhom, ikunu applikati fuq il-wicc ta’
gewwa ta’ tubu inklinat li jdur bil-mod. Saff ta’ mikroorganizmi, jixbhu lil dawk li jkun hemm fuq midja ta’
bijofiltri, jinbena fuq il-wic¢ ta’ gewwa. Il-kondizzjonijiet ta’ thaddim tar-reattur jintghazlu biex jeliminaw b'mod
adegwata materja organika u, jekk ikun mehtieg, ossidazzjoni tal-ammonju.

7. Effluwent mit-tubu jingabar u jew joqghod ufjew jigi ffiltrat qabel analizi ghal karbonju organiku mahlul (DOC)
ufjew ghall-kimika ghall-ittestjar b'metodu specifiku. Unitajiet ta’ kontroll li ma jir¢ievu ebda kimika ghall-ittestjar
jithaddmu b'mod parallel bl-istess kondizzjonijiet ghal ghanijiet komparattivi. Id-differenza bejn il-koncentrazz-
jonijiet ta’ DOC fl-effluwent u l-unitajiet ta’ test u kontroll hija prezunta li tkun dovuta minhabba I-kimika ghall-
ittestjar u l-metaboliti organici taghha. Din id-differenza titqabbel mal-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar
mizjuda (bhala DOC) biex tkun ikkalkulata I-eliminazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar.

oo

Il-bijjodegradazzjoni tista’ normalment tingharaf minn bijosorbiment b'ezami sewwa tal-kurva ta’ eliminazzjoni-
zmien/hin. Konferma s-soltu tkun tista’ tinkiseb billi jkun applikat test ghal bijodegradazzjoni facli (konsum ta’
ossignu jew produzzjoni ta’ diossidu tal-karbonju) billi tintuza tilqima akklimatizzata mehuda fit-tmiem tat-test
mir-reatturi li jirc¢ievu l-kimika ghall-ittestjar.

INFORMAZZJONI DWAR IL-KIMIKA GHALL-ITTESTJAR

9. Il-purezza, is-solubilita fl-ilma, u l-karatteristici volatili u ta’ sorbiment tal-kimika ghall-ittestjar ghandhom ikunu
maghrufa biex jista’ jkun hemm interpretazzjoni korretta tar-rizultati li jkollhom isiru.

10. Normalment, kimici volatili u li ftit jinhallu ma jistghux ikunu t-testjati sakemm ma jittehdux prekawzjonijiet
spedjali (ara -Appendici 5 tal-Kapitolu C.10 A). L-istruttura kimika, jew ghall-anqas il-formula empirika, ghan-
dhom wkoll ikunu maghrufa biex ikunu kkalkulati valuri teoreti¢i ufjew biex ikunu vverifikati valuri mkejla ta’
parametri, ez. domanda teoretika ta’ ossignu (ThOD), DOC.

11. Informazzjoni dwar it-tossicita tal-kimika ghall-ittestjar ghal mikroorganizmi (ara 1-Appendici 4 tal-kapitolu C.10
A) jistghu jkunu utli biex jintghazlu koncentrazzjonijiet xierqa ta’ testijiet u jistghu jkunu essenzjali ghall-inter-
pretazzjoni korretta ta’ valuri baxxi ta’ bijodegradazzjoni.

LIVELLI TA” PASS

12. Originarjament, il-bijodegradazzjoni primarja ta’ agenti tensjoattivi kien jehtigilha tilhaq 80 % jew aktar qabel ma
l-kimika setghet titqieghed fis-suq. Jekk il-valur ta’ 80 % ma jintlahagx, jista’ jkun applikat dan it-test ta’ simulazz-
joni (konfermatorju) u t-tensjoattiv ikun jista’ jitqieghed fis-suq biss jekk titnehha aktar minn 90 % tal-kimika
specifika. Ghal kimic¢i ingenerali mhix kwistjoni ta’ livell ta’ jekk ikunx hemm pass/falliment u l-valur ta’ percen-
twali ta’ tnehhija jista’ jintuza fkalkulazzjonijiet prossimi tal-konc¢entrazzjoni ambjentali probabbli biex jintuza fi
stimi tal-perikli li jgibu kimici. Fghadd ta’ studji ta’ kimici puri I-percentwali ta’ tnehhija ta” DOC instab li kien >
90 % faktar minn tliet kwarti, u > 80 % faktar minn 90 %, ta’ kimici li wrew xi grad sinifikanti ta’ bijodegra-
dabbilta.

KIMICI TA” REFERENZA

13. Biex ikun zgurat li I-procedura sperimentali tkun qed titwettaq b'mod korrett, ikun utli kull tant Zmien li jkunu
ttestjati kimici ta’ referenza li mgibthom tkun maghrufa. Kimici bhal dawn jinkludu acidu adipiku, 2-fenil fenol,
1-naftol, a¢idu ‘difeniku’ u ac¢idu 1-naftoiku.

RIZULTATI RIPRODUCIBBLI TAT-TESTIJIET

14. Id-devjazzjoni standard relattiva ftestijiet instabet mil-laboratorju fir-Renju Unit li kienet ta’ 3,5% u li bejn
testijiet kienet ta’ 5 % (7).

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Apparat
Reatturi tubi li jduru

15. L-apparat (ara I-figuri 1 u 2 fl-Appendici 8) jikkonsisti minn sodda ta’ tubi tal-akrilik kull wiched 30,5 cm twil u
5 cm dijametru intern, appoggat fuq roti tal-lasktu li jkunu go qafas ta appogg tal-metall. Kull tubu ghandu xoffa,
madwar 0,5 cm fonda, biex izzommu fuq ir-roti, il-wi¢¢ intern huwa maghmul ahrax bil-wire wool raff, u
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hemm xoffa interna fond 0,5 cm fit-tarf ta’ fuq (ghalf) biex izzomm il-likwidu. It-tubi huma inklinati fangolu ta’
madwar grad wiched lejn l-orrizont biex jiksbu l-hin tal-kuntatt mehtieg meta il-midjum tat-test jigi applikat ghal
tubu nadif. Ir-roti bil-lakstu jiddawru b’'mutur ta’ velocita varjabbli, bil-mod. It-temperatura tat-tubi tigi kkon-
trollata b'installazzjoni fkamra li ghandha temperatura kostanti.

16. Billi kull reattur tubu jinghalaq gewwa tubu ftit akbar, bil-ghatu u jkun zgurat li ma jkunx jista’ johrog gass mill-
konnessjonijiet, gass CO, li johrog ikun jista’ jingabar f'soluzzjoni ta’ alkalina ghal kejl sussegwenti (6).

17. Provvista ta’ 24 siegha, ghal kull tubu, ta’ midjum organiku bkimika ghall-ittestjar mizjuda jekk applikabbli,
titgieghed frecipjent ta’ hzin (A) ta’ 201 (A) (ara I-Figura 2). Jekk ikun mehtieg, is-soluzzjoni tal-kimika ghall-
ittestjar tista’ tigi ddozata separatament. Qrib il-qiegh ta’ kull recipjent ta’ hzin ikun hemm fetha li tkun
ikkunnettjata b’sistema adatta ta’ tubi, ez. lastku tas-silikon, permezz ta’ pompa peristaltika (B), ma’ tubu ta’
hrug maghmul mill-hgieg jew silikon li jidhol minn 2 sa 4 cm fit-tarf ta’ fuq (ghalf) tat-tubu inklinat (C). L-
effluwent jithalla jqattar mit-tarf ta’ isfel tat-tubu inklinat biex jingabar frecipjent iehor ta’ hzin (D). L-effluwent
ghandu joqghod jew ikun iffiltrat qabel analizi.

Apparat centrifugu ta’ filtrazzjoni

18. Tkun hemm apparat ghal filtrazzjoni ta’ kampjuni b'filtru ta’ membrani ta’ porozita adatta (dijametru ta’ apertura
nominali ta’ 0,45 pm) i jassorbi kimici organici jew li jerhi karbonju organiku ghal grad minimu. Jekk jintuzaw
filtri 1i jerhu karbonju organiku, ahsilhom sewwa bilma shun biex tnehhi karbonju organiku li jlissi. Alternat-

tivament jista’ jintuza centrifugu li jkun kapaci jaghmel 40 000 m/sec?.

19. Taghmir analitiku biex ikun iddeterminat:

— DOC/karbonju organiku totali (TOC) jew domanda kimika ta’ ossignu (COD);

— kimika specifika (HPLC, GC, ecc.) jekk tkun mehtiega;

— pH, temperatura, acidita, alkalinita;

— ammonju, nitrit, nitrat, jekk it-testijiet isiru fkondizzjonijiet ta’ nitrifikazzjoni.

Ilma

20. Ima tal-vit, li jkun fih anqas minn 3 mg/l DOC.

21. Ilma distillat jew dejonizzat, li jkun fih anqas minn 2 mg/l DOC.

Midjum organiku

22. Jista’ jintuza dranagg sintetiku, dranagg domestiku jew tahlita tat-tnejn bhala I-midjum organiku. Intwera li l-uzu
ta’ dranagg domestiku wahdu sikwit jaghti percentwali oghla ta’ tnehhija ta’ DOC (funitajiet ta’ hama attivat) u
jhalli wkoll Ii jkun hemm bijodegradazzjoni ta’ xi kimici, li ma jigux iddegradati bijologikament meta jintuza
dranagg sintetiku tal-OECD. Ghalhekk huwa rrakkomandat l-uzu ta’ dranagg domestiku. Kejjel il-koncentrazzjoni
ta’ DOC (jew COD) fkull lott gdid ta” midjum organiku. L-acidita jew l-alkalinitd tal-midjum organiku ghandha
tkun maghrufa. II-midjum jista’ jehtieg li jizdiedlu lqugh xieraq (idrogenu karbonat tas-sodju jew fosfat tal-
idrogenu tal-potassju), jekk ikun ta’ acidita jew alkalinita baxxi, biex jinZamm pH ta’ dwar 7,5 + 0,5 fir-reattur
matul it-test. L-ammont ta’ lqugh, u meta ghandu jizdied, ghandhom ikunu decizi kaz kaz.

Dranagg sintetiku

23. Holl fkull litru ilma tal-vit: peptun, 160 mg; estratt tal-laham, 110 mg; urea, 30 mg; fosfat anidru tal-idrogenu
tad-dipotassju (K,HPO,), 28 mg; klorur tas-sodju, (NaCl), 7 mg; klorur tal-kal¢ju diidrat (CaCl,.2H,0), 4 mg;
sulfat tal-magnizju eptaidrat ((Mg,SO,.7H20), 2 mg. Dan id-dranagg sintetiku tal-OECD huwa ezempju u jaghti
koncentrazzjoni medja tad-DOC fl-influwent ta’ madwar 100 mg[l. Alternattivament, uza kompozizzjonijiet
ohrajn, b'madwar l-istess koncentrazzjoni tad-DOC, li huma eqreb ghad-dranagg reali. Dan id-dranagg sintetiku
jista’ jsir filma ddistillat fforma kkoncentrata u jinhazen fmadwar 1 °C sa mhux aktar minn gimgha. Meta jkun
hemm bzonnu, raqqu bl-ilma tal-vit. (Dan il-midjum mhux sodisfacenti, ez. il-koncentrazzjoni ta’ nitrogenu hija
gholja hafna, relattivament b’kontenut ta’ karbonju baxx, izda ma kien issuggerit xejn ahjar, hlief Ii jizdied aktar
fosfat bhala Iqugh u peptun zejjed).
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Dranagg domestiku

. Uza dranagg qieghed frisk migbur kuljum minn xoghlijiet ta’ trattament li jircievu b'mod predominanti dranagg
domestiku. Dan ghandu jingabar mill-kanal tat-tifwir tat-tank ta’ sedimentazzjoni primarja, jew mill-ghalf ghall-
impjant tal-hama attivat, u jkun kwazi kollu hieles minn particelli raffi. Id-dranagg ikun jista’ jintuza wara l-hzin
ghal diversi jiem fmadwar 4 °C, jekk ikun ippruvat li DOC (jew COD) ma jkunux naqsu b’'mod sinifikanti (jigifieri
b'anqas minn 20 %) matul hzin. Biex ikun illimitat taqlib fis-sistema, DOC (jew COD) ta’ kull lott gdid ghandhom
ikunu aggustati qabel ma jintuzaw ghal valur kostanti xieraq, ez. b'dilwizzjoni bl-ilma tal-vit.

Lubrikant

. Jistghu jintuzaw glicerol jew zejt taz-zebbuga ghal-lubrikazzjoni tar-rombli tal-pompa peristaltika: it-tnejn huma
tajbin biex jintuzaw fuq tubi tal-lastku tas-silikon.

Soluzzjonijiet ta’ stokkijiet ta’ kimika ghall-ittestjar

. Ghal kimici li jinhallu b’'mod adegwat hejji soluzzjonijiet ta’ stokkijiet fkoncentrazzjonijiet xierqa (ez. 1 sa 5 gfl)
filma dejonizzat jew fil-porzjon minerali tad-dranagg sintetiku. Ghall-kimici li ma jinhallux, ara I-Appendici 5 fil-
kapitolu C.10-A. Dan il-metodu mhux tajjeb ghal kimici volatili minghajr modifiki ghar-reatturi tubu (paragrafu
16). Iddetermina DOC u TOC tas-soluzzjoni ta’ stokkijiet u tenni l-kejlijiet ghal kull lott gdid. Jekk id-differenza
bejn DOC u TOC tkun aktar minn 20 %, ivverifika jekk il-kimika ghall-ittestjar tinhallx fl-ilma. Qabbel DOC jew
il-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar imkejla b’analizi specifika tas-soluzzjoni ta’ stokkijiet mal-valur nomi-
nali biex taccerta jekk l-irkupru jkunx tajjeb bizzejjed (normalment jista” jkun mistenni > 90 %). Accerta, l-aktar
ghal tixrid, jekk jistax jintuza DOC jew le bhala parametru analitiku jew jekk tistax tintuza biss teknika analitika
b'mod specifiku ghall-kimika ghall-ittestjar. Centrifugazzjoni tal-kampjuni tkun mehtiega ghal tixrid. Ghal kull lott
¢did, kejjel DOC, COD jew il-kimika ghall-ittestjar ma’ analizi specifika.

. Iddetermina pH tas-soluzzjoni ta’ stokkijiet. Valuri estremi jindikaw li z-zieda tal-kimika jista’ jkollha influwenza
fuq pH tal-hama attivat fis-sistema ta’ ttestjar. Fdan il-kaz innewtralizza s-soluzzjoni ta’ stokkijiet biex tikseb pH

PROCEDURA
Thejjija ta’ midjum organiku ghal dozar

. Zgura li kontenituri ta’ influwenti u effluwenti u tubi minn recipjenti ta’ influwenti u ghal recipjenti ta’ effluwenti
jitnaddfu sewwa biex tnehhi tkabbir mikrobiku, fil-bidu u matul it-test kollu.

. Hejji d-dranagg sintetiku (paragrafu 23) frisk kuljum mis-solidi jew mis-soluzzjoni koncentrata ta’ stokkijiet
bdilwizzjoni adatta b'ilma tal-vit. Kejjel l-ammont mehtieg f¢ilindru u zid frecipjent nadif ta’ influenti. Jekk
ikun mehtieg, zid ukoll l-ammont mehtieg tas-soluzzjoni ta’ stokkijiet tal-kimika ghall-ittestjar jew tal-kimika ta’
referenza mad-dranagg sintetiku qabel id-dilwizzjoni. Jekk ikun aktar konvenjenti jew ta’ htiega biex ikun evitat
telf tal-kimika ghall-ittestjar, hejji soluzzjoni separata dilwita tal-kimika ghall-ittestjar frizerva separata u ghaddi
din fit-tubi inklinati permezz ta’ pompa differenti tad-dozagg.

. Alternattivament (u preferibbilment), uza dranagg gieghed domestiku (paragrafu 24) migbur frisk kuljum jekk
ikun possibbli.

Thaddim ta’ reatturi tubi li jduru

. Tkunu mehtiega zewg reatturi tubi identici ghall-valutazzjoni ta’ kimika wahda ta’ ttestjar, u jitghaqqdu fkamra
b'temperatura kostanti normalment ta’ 22 + 2 °C.

. Aggusta I-pompi peristaltici biex iwasslu 250 + 25 ml/h tal-midjum organiku (minghajr kimika ghall-ittestjar) fit-
tubi inklinati, li jiddawru bi 18 £ 2 rpm. Applika l-lubrikant (paragrafu 25) lit-tubi tal-pompa fil-bidu u perjo-
dikament permezz tat-test biex tizgura funzjonament sewwa u biex ittawwal il-hajja tas-sistema tat-tubi.

. Aggusta l-angolu tax-xaqliba tat-tubi mal-orizzontali biex tipproduci Zzmien ta’ residenza ta’ 125 £ 12,5 kull
sekonda ghall-ghalf ftubu nadif. Aghmel stima taz-zmien ta’ ritenzjoni billi zzid marka mhux bijologika (ez.
Nadl, kulurant inerti) lill-ghalf: iz-zmien li I-koncentrazzjoni tichu biex tilhaq l-aqwa taghha fl-effluwent jitgies li
jkun il-zmien medju ta’ retenzjoni (meta jkun hemm rita massima, iz-Zmien ta’ ritenzjoni jista’ jizdied sa madwar
30 minuta).

. Dawn ir-rati, velocitajiet u hinijiet instabu li jnehhu b'mod adegwat (> 80 %) ta’ DOC (jew ta’ COD) u li
jipproducu effluwenti nitrifikati. Ir-rata ta’ fluss ghandha tinbidel jekk tnehhija ma tkunx suffi¢jenti jew jekk il-
prestazzjoni ta’ impjant partikolari ta’ trattament ikollha tkun issimulata. Fdan il-kaz tal-ahhar, aggusta r-rata ta’
dozar tal-midjum organiku sakemm il-prestazzjoni tar-reattur tkun tagbel ma’ dik tal-impjant ta’ trattament.
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Tilgim

. Tilgim li jingarr mal-arja jista’ jkun suffi¢jenti biex jinbeda t-tkabbir ta’ mikroorganizmi meta jintuza dranagg
sintetiku, izda minbarra dak zid 1 mlfl ta’ dranagg qieghed mal-ghalf ghal 3 ijiem.

Kejl

. Fintervalli regolari ara li r-rati ta’ doza u l-volocitajiet ta’ tidwir ikunu fil-limiti mehtiega. Kejjel ukoll il-pH tal-
effluwent, l-aktar jekk tkun mistennija nitrifikazzjoni.

Tehid ta’ kampjuni u analizi

. II-metodu, xejra u frekwenza ta’ tehid ta’ kampjuni jintghazlu biex ikunu adatti ghall-fini tat-test. Perezempju, hu
kampjuni kazwali (jew fdaqqa) kampjuni ta’ influwent u effluwent, jew igbor kampjuni tul perjodu itwal, ez. 3-6
sighat. Fl-ewwel perjodu, minghajr kimika ghall-ittestjar, hu kampjuni darbtejn fil-gimgha. Iffiltra I-kampjuni minn
membrani jew ¢entrifugu Pmadwar 40 000 m/sec? ghal madwar 15-il minuta (paragrafu 18). Jista’ jkun hemm il-
htiega li I-kampjuni joqoghdu ufjew li jkunu ffiltrati b’'mod raff qabel il-filtrazzjoni b’'membrani. Iddetermina DOC
(jew COD) mill-angas b'mod duplikat u, jekk ikun mehtieg, BOD, ammonju u nitrit/nitrat.

. Kull analizi ghandha ssir malajr kemm jista’ jkun wara l-gbir u t-thejjija tal-kampjuni. Jekk analizi jkollha tigi
posposta, ahzen il-kampjuni fmadwar 4 °C fid-dlam fi fliexken mimlijin u maghlugin issikkati. Jekk kampjuni
jkollhom jinhaznu ghal aktar minn 48 siegha, ippreservahom fil-friza, b'acidifikazzjoni jew biz-zieda ta’ kimika

tossika adatta (ez. 20 ml/l ta’ soluzzjoni ta’ 10 g/l ta’ klorur tal-merkurju (II)). Zgura i t-teknika ta’ preservazzjoni

ma tinfluwenzax ir-rizultati ta’ analizi.

Perjodu. tal-bidu (running-in)

. Fdan il-perjodu, il-bijorita tal-wic¢ tikber biex tilhaq l-ahjar hxuna, li s-soltu tiehu madwar gimaghtejn u m’ghan-
dhiex tichu aktar minn 6 gimghat. It-tnehhija (paragrafu 44) ta’ DOC (jew ta’ COD) tizdied u tilhaq valur ta’ livell
kostanti. Meta I-fazi ta’ livell kostanti tintlahaq fvalur simili fiz-zewg tubi, jintghazel wiched biex ikun ta’ kontroll
fil-bgija tat-test, li matulu l-prestazzjoni taghhom ghandha tibga’ konsistenti.

Dhul ta’ kimika ghall-ittestjar

. Fdan listadju zied il-kimika ghall-ittestjar mar-reattur l-iehor fil-koncentrazzjoni mehtiega, normalment 10-
20 mg C/L. T-kontroll ikompli jircievi I-midjum organiku wahdu.

Perjodu ta’ akklimatazzjoni

. Kompli bl-analizi darbtejn fil-gimgha ghal DOC (jew COD) u, jekk ikollha tkun ivvalutata 1-bijodegradabbilta
primarja, kejjel ukoll il-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar b'analizi specifika. Halli minn gimgha sa sitt
gimghat (jew aktar fkondizzjonijiet specjali) wara li I-kimika ghall-ittestjar tkun iddahhlet ghall-ewwel darba biex
issehh akklimatazzjoni. Meta l-percentwali ta’ tnehhija (paragrafi 43-45) jilhaq valur massimu, ikseb valuri validi
minn 12-15 fil-fazi ta’ livell kostanti tul madwar 3 gimghat ghal evalwazzjoni tal-percentwali medja ta’ tnehhija.
It-test jitqies lest jekk jintlahaq grad gholi bizzejjed ta’ eliminazzjoni. Normalment, tagbizx zmien ta’ 12-il gimgha
ta’ kemm idum test wara l-ewwel zieda tal-kimika ghall-ittestjar.

Hrif tar-rita

42. It-tnehhija fdaqqa ta’ kwantitajiet kbar ta’ rita Zejda mit-tubi, jew hrif, issehh relattivament fintervalli regolari.
Biex tizgura li ma tkunx affettwata l-komparabbilta ta’ rizultati, halli t-testijiet ikopru mill-anqas zewg ¢ikli kbar
ta’ tkabbir u hrif.

DEJTA U RAPPURTAR

Trattament ta’ rizultati

43. Ikkalkula l-percentwali ta’ eliminazzjoni ta’ DOC (jew ta’ COD) tal-kimika ghall-ittestjar ghal kull valutazzjoni li
jkun ittehdilha 1-hin billi tuza l-ekwazzjoni:

fejn

Cs

D, = 100 [C, — (E — E/C, %

percentwali ta’ eliminazzjoni ta’ DOC (jew ta’ COD) fhin ¢

koncentrazzjoni ta© DOC (jew ta’ COD) fl-influwent minhabba I-kimika ghall-ittestjar, preferibbilment
stmata mill-konc¢entrazzjoni fi, u mill-volum mizjud, tas-soluzzjoni ta’ stokkijiet (mg/l);
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DOC (jew COD) mkejla fl-effluwent tat-test fhin t (mg/l);

Eo

DOC (jew COD) mkejla fl-effluwent tal-kontroll fhin t (mg/l).
Tenni I-kalkulazzjoni ghall-kimika ta’ referenza, jekk ittestjata.

Prestazzjoni tar-reattur ta’ kontroll

44. Il-grad ta’ eliminazzjoni (D) ta’ DOC (jew ta’ COD) tal-midjum organiku fir-reattur ta’ kontrolli huwa informazz-
joni utli biex tkun ivvalutata l-attivitd bijodegradattiva tal-bijorita matul it-test. Ikkalkula I-percentwali ta’ elimi-
nazzjoni bl-ekwazzjoni:

Dy = 100 (1 — EJC,) %
fejn
Cm = DOC (jew COD) tal-midjum organiku fl-influwent tal-kontroll (mg|l).

45. Ikkalkula t-tnehhija (Dgy) tal-kimika ghall-ittestjar, jekk titkejjel, b'metodu analitiku specifiku fvalutazzjoni ta’ kull
darba bl-ekwazzjoni:

DST = 100 (1 — Se[Si) %

fejn
Si = koncentrazzjoni mkejla jew, preferibbilment, stmata ta’ kimika ghall-ittestjar fl-influwent tat-test (mg/l)
Se = koncentrazzjoni mkejla tal-kimika ghall-ittestjar fl-effluwent tat-test fhin t (mg/l)

Jekk il-metodu analitiku jaghti valur pozittiv fekwivalenti ta’ dranagg mhux mibdul ghal S. mg/l, ikkalkula I-
percentwali ta’ tnehhija (Dgc) minn:

DSC = 100 (Si — Se + SA)/(Si + Sc) %

Espressjoni ta’ rizultati tat-testijiet

46. Immarka l-percentwali ta’ eliminazzjoni D; u Dgy (jew Dgc), jekk ikunu disponibbli, kontra I-hin (ara I-Appendici
2 fil-Kapitolu C.10- A). Hu I-medja (espressa sal-eqreb numru shih) u l-istandard ta’ devvjazzjoni tal-valuri 12-15
ghal Dy (u ghal Dgr, jekk ikunu disponibbli) miksubin fil-fazi ta’ livell kostanti bhala I-percentwali ta’ tnehhija tal-
kimika ghall-ittestjar. Mill-forma tal-kurva ta’ eliminazzjoni, jistghu jinstiltu xi konkluzjonijiet dwar il-processi ta’
tnehhija.

Sorbiment

47. Jekk tkun osservata eliminazzjoni gholja ta’ DOC tal-kimika ghall-ittestjar fil-bidu tat-test, il-kimika ghall-ittestjar
aktarx tkun eliminata b’sorbiment ghal fuq il-bijorita. Jista’ jkun possibbli li dan jigi ppruvat permezz ta’
diterminazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar assorbita fuq solidi hrif mir-riti. Mhux normali ghall-eliminazzjoni
tad-DOC ta’ kimici assorbiti li jibqghu gholjin matul it-test kollu; normalment, ikun hemm fil-bidu grad gholi
ta’ tnehhija li bil-mod il-mod jinzel ghal valur ta’ ekwilibriju. Izda jekk il-kimika ghall-ittestjar assorbita setghet
ikkawzat akklimatazzjoni tal-massa mikrobika, l-eliminazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar DOC sussegwentement
ghandha tizdied u tilhaq livell kostanti gholi.

Fazi ta’ intervalli

48. Bhal fdawk statici, ftestijiet ta’ tgharbil hafna kimici ghall-ittestjar jehtiegu fazi ta’ intervalli qabel ma ssehh
bijodegradazzjoni shiha. Fil-fazi ta’ intervalli, akklimatazzjoni (jew adattament) tal-batterja kompetenti ssehh
minghajr ma kwazi titnehha I-kimika ghall-ittestjar; mbaghad isehh it-tkabbir tal-bidu ta’ dawn il-batterji. Din
il-fazi tintemm u 1-fazi ta’ degradazzjoni titgies arbitrarjament li tkun bdiet meta jitnehha madwar 10 % tal-
ammont tal-bidu ta’ kimika ghall-ittestjar (wara li jkun tqies is-sorbiment, jekk isehh). Il-fazi ta’ intervalli sikwit
tkun varjabbli hafna u bilkemm riproducibbli.

Fazi ta’ livell kostanti

49. 1l-fazi ta’ livell kostanti ta’ kurva ta’ eliminazzjoni ftest kontinwu hija ddefinita bhala dik il-fazi Ii fiha ssehh id-
degradazzjoni massima. Din il-fazi ghandha ddum mill-anqas 3 gimghat u jkollha madwar 12-15-il valur validu
mkejjel.
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Grad medju ta’ eliminazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar

50. Ikkalkula l-valur medju mill-valuri ta’ eliminazzjoni D, (u Dy, jekk ikunu disponibbli) tal-kimika ghall-ittestjar fil-
fazi ta’ livell kostanti. Migjub ghad-dritt sal-eqreb numru shih (1 %), dan ikun il-grad ta’ eliminazzjoni tal-kimika
ghall-ittestjar. Huwa wkoll irrakkomandat li jkun ikkalkulat l-intervall ta’ kunfidenza ta’ 95 % tal-valur medju.
B'mod simili kkalkula I-grad medju (D) ta’ eliminazzjoni tal-midjum organiku fir-recipjent ta’ kontroll.

Indikazzjoni ta’ bijodegradazzjoni

51. Jekk il-kimika ghall-ittestjar ma tassorbix b'mod sinifikanti mill-bijorita u I-kurva ta’ eliminazzjoni jkollha forma
tipika ta’ kurva ta’ bijodegradazzjoni b'intervall, ta’ fazijiet ta’ degradazzjoni u ta’ livell kostanti (paragrafi 48, 49),
l-eliminazzjoni mkejla tista’ kwazi fic-cert tkun attribwita lill-bijodegradazzjoni. Jekk tkun sehhet tnehhija inizjali
gholja, it-test ta’ simulazzjoni ma jkunx jista’ jiddivrenzja bejn processi ta’ eliminazzjoni bijologici u abijotici.
Fkazijiet bhal dawn, u fkazijiet ohra fejn ikun hemm xi dubju dwar il-bijodegradazzjoni (ez. jekk isir stripagg),
analizza kimika ghall-ittestjar assorbita fuq kampjuni tar-rita jew aghmel testijiet stati¢i addizzjonali (tgharbil)
ghall-bijodegradabbilta ibbazati fuq parametri li jindikaw b'mod car processi bijologici. Testijiet bhal dawn huma
l-metodi ta’ konsum ta’ ossignu (Kapitolu C.4 ta’ dan l-Anness D, E u F) (9) jew test li jkejjel il-produzzjoni ta’
CO, (Kapitolu C.4-C ta’ dan l-Anness) jew il-metodu Spazju Fuq) (10); uza bhala tilgima esposta minn gabel
bijorita mir-reattur adatt.

52. Jekk kemm it-tnehhija ta’ DOC, kif ukoll it-tnehhija ta’ kimika specifika jkunu tkejlu, differenzi sinifikanti (tal-
ewwel ikunu angas minn tal-ahhar) bejn il-percentwali mnehhija jindikaw li kien hemm fl-effluwenti prodotti
organici intermedji, li jistghu jkunu aktar difficli li jiddegradaw; dawn ghandhom ikun mistharga.

Validita ta’ rizultati tat-testijiet
53. Qis it-test bhala validu jekk il-grad ta’ eliminazzjoni (DB) ta’ DOC (jew ta’ COD) fl-unitajiet ta’ kontroll ikun >

80 % wara gimaghtejn ta’ thaddim u ma tkun saret ebda osservazzjoni mhux tas-soltu.

54. Jekk kimika (ta’ referenza) bijodegradabbli facilment tkun giet ittestjata, il-grad ta’ bijodegradazzjoni ghandu jkun
> 90 % u d-differenza bejn valuri duplikati m’'ghandhiex tkun akbar minn 5 %. Jekk dawn iz-zewg kriterji ma
jitharsux, ezamina mill-gdid il-proceduri sperimentali ufjew ikseb dranagg domestiku minn sors ichor.

55. Bl-istess mod, differenzi bejn valuri ta” degradazzjoni minn unitajiet duplikati (jekk jintuzaw) li jittrattaw kimika
ghall-ittestjar m'ghandhomx ikunu differenti b'aktar minn 5 %. Jekk dan il-kriterju ma jitharisx izda t-tnehhija
tkun gholja, kompli bl-analizi ghal tliet gimghat ohra. Jekk it-tnehhija tkun baxxa, stharreg l-effetti inibitorji tal-
kimika ghall-ittestjar jekk ma jkunux maghrufin u tenni t-test fkoncentrazzjoni aktar baxxa ta’ kimika ghall-
ittestjar, jekk dak ikun fattibbli.

Rapport tat-test

56. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi dan li gej:

Kimika ghall-ittestjar:

— dejta ta’ identifikazzjoni;

— natura fizika u, fejn ikun rilevanti, proprjetajiet fizikokimici.

Kondizzjonijiet tat-test:

— kull modifika ghas-sistema ta’ ttestjar, l-aktar jekk ikunu ttestjati kimici li ma jinhallux jew ikunu volatili;

— tip ta’ midjum organiku;

— proporzjon u natura ta’ skart industrijali fid-dranagg, jekk jintuzaw u jekk ikunu maghrufa;

— metodu ta’ tilqim;

— soluzzjoni ta’ stokkijiet ta” kimi¢i ghall-ittestjar — kontenut ta” DOC (karbonju organiku mahlul) u TOC
(karbonju organiku totali); kif tithejja, jekk ta’ sospensjoni; koncentrazzjoni(jiet) uzatai tat-test, ragunijiet
jekk ikunu 1 barra mill-firxa 10-20 mg/l DOC; metodu ta’ Zieda; data tal-ewwel zieda; kull bidla fil-koncen-
trazzjoni;
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— hin medju ta’ retenzjoni idrawlika (b’ebda tkabbir); velocita ta’ rotazzjoni tat-tubu; angolu approssimattiv tax-

xagqliba, jekk ikun possibbli;
— dettalji ta’ hrif; hin u intensita;
— temperatura tat-test u firxa;
— teknici analitici uzati.
Rizultati tat-testijiet:
— dejta mkejla kollha ta” DOC, COD, analizi specifika, pH, temperatura, kimici N, jekk rilevanti;
— id-dejta kollha kkalkolata ta’ D, (jew D), Dy, Dy, miksuba fforma tabulari u l-kurvi ta’ eliminazzjoni;

— informazzjoni dwar fazijiet ta’ intervalli u ta’ livelli kostanti, durata ta’ testijiet, il-grad ta’ eliminazzjoni tal-
kimika ghall-ittestjar, tal-kimika ta’ referenza (jekk ittestjata) u tal-midjum organiku (fl-unita ta’ kontroll),
flimkien ma’ dejta ta’ statistika u dikjarazzjonijiet dwar il-bijodegradabbilta u l-validita tat-test;

— diskussjoni dwar ir-rizultati.
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Appendici 8
Figura 1
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Figura 2

Dijagramma ta’ fluss
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A: Tank tal-Ghalf

B: Pompa Peristaltika

C: Tubu li Jdur

D: Recipjent ghal Gbir ta’ Effluwenti

DEFINIZZJONIJIET:
Kimika ghall-ittestjar: Kull sustanza jew tahlita ttestjata billi jintuza dan il-Metodu ta’ Ttestjar.

Kimici: “Ghandu jkun innotat Ii 1-frazi “kimika” tintuza generalment fil-ftechimiet tal-UNCED u fdokumenti li gew wara

»

“kopertura”.
(10) I-Kapitoli C.27, C.28, C.29 u C.30 huma mizjuda:

“C.27 TEST TAT-TOSSICITA TA’ KIRONOMIDI TA’ SEDIMENT-ILMA BL-UZU TA’ SEDIMENT
IMHALLAT

DAHLA

1. Dan il-Metodu ta" Ttestjar huwa ekwivalenti ghall-Linja Gwida tat-Test (TG) 218 (2004) tal-OECD. Dan il-
Metodu ta’ Ttestjar huwa nfassal biex jivvaluta l-effetti ta’ espozizzjoni prolongata tal-kimici ghal-larvi li jghixu
fis-sediment tad-dipteran tal-ilma helu Chironomus sp. Huwa bbazat fuq protokolli ezistenti tat-test tat-tossicita
ghal Chironomus riparius u Chironomus tentans li gew zviluppati fl-Ewropa (1)(2)(3) u fl-Amerika tat-Tramuntana
(4)(5)(6)(7)(8) u sarilhom ir-ring test (1)(6)(9). Jistghu jintuzaw ukoll specijiet ohra ta’ kironomidi iddokumentati
sewwa, ez. Chironomus yoshimatsui (10)(11).

2. Ix-xenarju ta’ espozizzjoni uzat fdan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa sediment fortifikat bis-sustanza ghall-ittestjar.
L-ghazla tax-xenarju adatt ta’ espozizzjoni tiddependi mill-applikazzjoni mahsuba tat-test. Ix-xenarju ta’ sedi-
ment fortifikat huwa mahsub li jissimula livelli akkumulati ta’ kimici li jippersistu fis-sediment. Din is-sistema ta’
espozizzjoni tinvolvi sediment fortifikat ta’ sistema ta’ ttestjar ta’ sediment-ilma.

3. Sustanzi li jehtigilhom ikunu ttestjati ghal organizmi li jghixu fsediment is-soltu jippersistu fdan il-komparti-
ment tul perjodi twal ta’ zmien. L-organizmi li jghixu fsediment jistghu jkunu esposti permezz ta’ ghadd ta’
rotot. L-importanza relattiva ta’ kull rotta ta’ espozizzjoni u taz-zmien mehud ghal kull wahda biex tikkon-
tribwixxi ghall-effetti tossi¢i globali, tiddependi mill-proprijetajiet fizikokimici tal-kimika koncernata. Ghal
sustanzi li jassorbixxu hafna (ez. blog K,,, > 5) jew ghal sustanzi maghqudin b'mod kovalenti mas-sediment,
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l-ingestjoni ta’ ikel kontaminat tista’ tkun rotta sinifikanti ta’ espozizzjoni. Biex it-tossi¢ita ta’ sustanzi lipofilici
hafna ma tkunx sottovalutata, jista’ jitqies l-uzu ta’ ikel mizjud mas-sediment qabel l-applikazzjoni tas-sustanza
ghall-ittestjar. Biex jittiehdu r-rotot potenzjali kollha ta’ espozizzjoni I-fokus ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar ikun
fuq espozizzjoni fit-tul. It-testijiet idumu madwar 20 - 28 jum ghal C. riparius u C. yoshimatsui, u 28 - 65 jum
ghal C. tentans. Jekk tkun mehtiega dejta ghal zmien qasir ghal ghan specifiku, perezempju biex ikunu
mistharrga l-effetti ta’ kimika instabbli, replikati addizzjonali jistghu jitnehhew wara perjodu ta’ ghaxart ijiem.

[l-punti ta’ tmiem imkejla huma l-ghadd totali ta’ adulti li jkunu evolvew u z-zmien li jkunu hadu biex evolvew.
Huwa rrakkomandat li l-kejl tas-sopravivenza u tat-tkabbir tal-larvi ghandu jsir biss wara perjodu ta’ ghaxart
jjiem jekk tkun mehtiega dejta addizzonali ghal zmien qasir, billi jintuzaw replikati addizzjonali skont il-kaz.

Huwa rrakkomandat l-uzu ta’ sediment formulat. Sediment formulat ghandu diversi vantaggi fuq sedimenti
naturali:

— il-varjabbilta sperimentali titnagqas minhabba li jifforma “matrici standardizzata” riproducibbli u l-htiega li
jinstabu sorsi ta’ sediment mhux kontaminati u nodfa tkun eliminata;

— it-testijiet jistghu jibdew fkull Zmien minghajr ma jkun hemm varjabbilta stagonali fis-sediment tat-test u ma
jkunx hemm htiega li s-sediment ikun ittrattat minn qabel biex titnehha fawna indigena; l-uzu ta’ sediment
formulat inaqqas ukoll l-ispiza b'rabta mal-gabra mill-post ta’ ammonti sufficjenti ta’ sediment ghal testijiet
ta’ rutina;

— l-uzu ta’ sediment formulat jippermetti li jsiru tqabbiliet ta’ tossicita u gradazzjoni ta’ sustanzi b’dan il-mod.

Definizzjonijiet uzati jinghataw fl-Appendici 1.

PRINCIPJU TAT-TEST

L-ewwel fazi ta’ larvi kironomidi jkunu esposti ghal firxa ta’ koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar f'sistemi ta’
sediment u ilma. Is-sustanza ghall-ittestjar tkun iffortifikata fis-sediment u l-larvi tal-ewwel fazi mbaghad
jiddahhlu fbekkijiet tat-test li fihom il-koncentrazzjonijiet ta’ sediment u ilma jkunu saru stabbli. Ir-rata ta’
evoluzzjoni u zvilupp ta’ kironomidi titkejjel fit-tmiem tat-test. Is-sopravivenza u l-piz tal-larvi jistghu jitkejlu
wkoll wara 10 ijiem jekk ikun mehtieg (billi jintuzaw replikati addizzjonali skont kif ikun xieraq). Din id-dejta
tkun analizzata jew billi jintuza mudell ta’ rigressjoni biex tkun stmata l-koncentrazzjoni li ghandha tikkawza x
% tnaqgis fl-evoluzzjoni, fis-sopravivenza jew fit-tkabbir tal-larvi (ez. ECy5, ECsq ecc.), jew billi jintuza ttestjar ta’
ipotezi ta’ statistika biex ikun iddeterminat NOEC/LOEC. Dan tal-ahhar ikun jehtieglu tqabbil ta’ valuri ta” effett
ma’ valuri ta’ kontroll billi jintuzaw testijiet ta’ statistika.

INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA GHALL-ITTESTJAR

Is-solubilita fl-ilma tas-sustanza ghall-ittestjar, il-pressjoni tal-fwar taghha, il-partizzjoni mkejla jew ikkalkulata
fsediment u l-istabbilta fl-ilma u fis-sediment ghandhom ikun maghrufin. Ghandu jkun disponibbli metodu
analitiku affidabbli ghall-kwantifikazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar filma ta’ fuq, filma tal-pori u fsediment
bakkuratezza maghrufa u rrapportata u b'limitu ta’ detezzjoni. Informazzjoni utli tinkludi I-formula strutturali u
l-purezza tas-sustanza ghall-ittestjar. Dak li jigrilha kimikament is-sustanza ghall-ittestjar (ez. tixrid, degradazz-
joni abijotika u bijotika, ec¢.) ukoll huwa informazzjoni utli. Aktar gwida ghall-ittestjar ta’ sustanzi bi prop-
rjetajiet fizikokimici li jaghmluha difficli ghalihom 1i jsirilhom it-test tinghata fi (12).

KIMICT TA’ REFERENZA

Kimici ta’ referenza jistghu jkunu ttestjati perjodikament bhala mezz li jizgura li l-protokoll tat-test u I-kondizz-
jonijiet tat-test ikunu affidabbli. Ezempji ta’ sustanzi tossici ta’ referenza uzati b'success fring-tests u fi studji ta’
validazzjoni huma: lindane, trifluralin, pentaklorurfenol, klorur tal-kadmju u klorur tal-potassju (1)(2)(5)(6)(13).

VALIDITA TAT-TEST

Biex it-test ikun validu japplikaw il-kondizzjonijiet li gejjin:

— l-evoluzzjoni fil-kontrolli ghandha tkun mill-anqas 70 % fit-tmiem tat-test. (1)(6);

— l-evoluzzjoni ta’ C. riparius u C. yoshimatsui ghal adulti minn rec¢ipjenti ta’ kontroll ghandha ssehh bejn 12
u 23 jum wara li jkunu ddahhlu fir-recipjenti; ghal C. tentans, ikun mehtieg perjodu ta’ 20 sa 65 jum.
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— fit-tmiem tat-test, il-pH u I-koncentrazzjoni tal-ossignu mahlul ghandhom jitkejlu fkull recipjent. Il-koncen-
trazzjoni tal-ossignu ghandha tkun mill-anqas 60 % tal-valur tas-saturazzjoni tal-arja (ASV) fit-temperatura
uzata, u l-pH tal-ilma ta’ fuq ghandu jkun fil-firxa ta’ 6-9 fir-recipjenti kollha tal-ittestjar;

— it-temperatura tal-ilma mhux suppost tvarja biktar minn * 1,0 C. It-temperatura tal-ilma tista’ tkun ikkon-
trollata b’kamra izotermika u fdak il-kaz it-temperatura tal-kamra ghandha tkun ikkonfermata fintervall
xieraq ta’ hin.

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Recipjenti tat-test

L-istudju jitwettaq fbekkijiet tal-hgieg ta’ 600 ml b'dijametru gies ta’ 8 cm. Recipjenti ohra jkunu tajbin, izda
ghandhom jiggarantixxu fond sewwa tal-ilma ta’ fuq u tas-sediment. Il-wic¢ tas-sediment ghandu jkun suffi¢jenti
biex jipprovdi 2 sa 3 cm? ghal kull larva. Il-proporzjon tal-fond tas-saff tas-sediment mal-fond tal-ilma ta’ fuq
ghandu jkun 1:4. Recipjenti tat-test u apparat iehor li jigu fkuntatt mas-sistema ta’ ttestjar ghandhom ikunu
maghmulin kollha mill-hgieg jew minn materjal ichor kimikament inerti (ez. Teflon).

Ghazla ta’ speci

L-ispeci li ghandha tintuza fit-test preferibbilment hija Chironomus riparius. Chironomus tentans hija adatta wkoll
izda aktar difficli biex tkun ittrattata u jehtigilha perjodu itwal ta’ test. Tista’ tintuza wkoll Chironomus
yohimatsui. Dettalji ta’ metodi ta’ kultura jinghataw fl-Appendici 2 ghal Chironomus riparius. Informazzjoni
dwar kondizzjonijiet ta’ kultura hija wkoll disponibbli ghal specijiet ohra, jigifieri ghal Chironomus tentans (4) u
Chironomus yoshimatsui (11). L-identifikazzjoni ta’ specijiet ghandha tkun ikkonfermata qabel l-ittestjar izda ma
tkunx mehtiega qabel kull test jekk organizmi jkunu gejjin minn kultura interna.

Sediment

Preferibbilment ghandu jintuza sediment formulat (msejjah ukoll sediment rikostitwit, artificjali jew sintetiku).
Izda, jekk jintuza sediment naturali, dan ghandu jkun ikkaratterizzat (huma wkoll irrakkomandati mill-anqas pH,
kontenut ta’ karbonju organiku, determinazzjoni ta’ parametri ohra bhal proporzjon ta’ C/N u granulumetrija), u
ghandu jkun hieles minn kull kontaminazzjoni u organizmi ohra li jistghu jikkompetu ma’, jew jikkunsmaw lill-
kironomidi. Huwa wkoll irrakkomandat li, gabel ma jintuza ftest tat-tossicita tal-kironomidi, is-sediment natu-
rali jkun ikkondizzjonat ghal sebat ijiem taht l-istess kondizzjonijiet li jkun hemm fit-test sussegwenti. Huwa
rrakkomandat li fdan it-test jintuza s-sediment formulat li gej, ibbazat fuq il-hamrija artifi¢jali uzata fil-Metodu
ta’ Ttestjar C.8 (14) (1)(15)(16):

(a) 4-5% pit (piz fin-niexef): qrib kemm jista’ jkun pH 5,5 sa 6,0; huwa importanti li jintuza pit fghamla ta’
trab, mithun fin (particelli ta’ dags < 1 mm) u mnixxef bl-arja biss.

(b) 20 % tafal tal-kawlina (piz fin-niexef) (kontenut ta’ kawlina preferibbilment aktar minn 30 %).

(c) 75-76 % ramel tal-quartz (piz fin-niexef) (ghandu jippredomina ramel fin b’aktar minn 50 % tal-particelli
bejn 50 u 200 pm).

(d) Jizdied ilma dejonizzat biex jinkiseb kontenut ta’ rtuba tat-tahlita finali ffirxa ta’ 30-50 %.

(e) Jizdied karbonat tal-kal¢ju ta’ kwalita kimikament pura (CaCO3) biex ikun aggustat il-pH tat-tahlita finali tas-
sediment ghal 7,0 £ 0,5. Il-kontenut ta’ karbonju organiku tat-tahlita finali ghandu jkun 2 % (£ 0,5 %) u
ghandu jkun aggustat b’ammonti xierga ta’ pit u ramel, skont (a) u (c).

Is-sors tal-pit, tafal tal-kawlina u ramel ghandha tkun maghrufa. ll-komponenti tas-sediment ghandhom ikunu
ezaminati ghan-nuqgas ta’ kontaminazzjoni kimika (ez. metalli tqal, komposti tal-organokloru, komposti orga-
nofosforuzi, ecc.). Ezempju ghat-thejjija tas-sediment formulat huwa deskritt fl-Appendici 3. It-tahlit ta” kostit-
wenti nixfin ikun ukoll accettabbli jekk jintwera li wara li jkun zdied l-ilma ta’ fuq ma ssehhx separazzjoni tal-
kostitwenti tas-sediment (ez. bicciet tal-pit fil-wic¢ tal-ilma), u li I-pit jew is-sediment ikunu kkondizzjonati
b'mod suffi¢jenti.

Ilma

Kull ilma li jkun konformi mal-karatteristi¢i kimici ta’ ilma dilwit b'mod accettabbli kif elenkat fl-Appendicijiet 2
u 4 ikun tajjeb bhala ilma tat-test. Kull ilma tajjeb, ilma naturali (ilma tal-wic¢ jew ta’ taht l-art), ilma rikostitwit
(ara I-Appendici 2) jew ilma tal-vit li jkun tnehhielu 1-kloru jkun accettabbli bhala ilma ta’ kultura u ilma tat-test
jekk kironomidi jibqghu jghixu fih sakemm idumu l-kultura u t-testjar minghajr ma juru sinjal ta’ stress. Fil-bidu
tat-test, il-pH tal-ilma tat-test ghandu jkun bejn 6 u 9 u t-total ta’ melh minerali fl-lma ma jkunx oghla minn
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400 mg/l bhala CaCOs;. Izda, jekk ikun hemm suspett ta’ interazzjoni bejn joni tal-melh minerali fl-ilma u s-
sustanza ghall-ittestjar, ghandu jintuza ilma b’anqas melh minerali (u ghalhekk, m’ghandux jintuza l-midjum
Elendt M4 fdin is-sitwazzjoni). Ghandu jintuza l-istess tip ta’ ilma tul l-istudju kollu. Il-karatteristici tal-kwalita
tal-ilma elenkati fl-Appendici 4 ghandhom jitkejlu mill-anqas darbtejn fis-sena jew meta jkun hemm suspett li
dawn il-karatteristici jkunu setghu nbidlu b'mod sinifikanti.

Soluzzjonijiet ta’ stokkijiet - Sedimenti ffortifikati

Sedimenti mhalltin tal-koncentrazzjoni maghzula s-soltu jithejjew biz-zieda ta’ soluzzjoni tas-sustanza ghall-
ittestjar direttament mas-sediment. Soluzzjoni ta’ stokkijiet tas-sustanza ghall-ittestjar mahlula filma dejonizzat
tithallat mas-sediment formulat b’'mithan romblu, b'mikser tal-ghalf jew billi tithallat bl-idejn. Jekk ftit tithallat fI-
ilma, is-sustanza ghall-ittestjar tista’ tinhall fvolum kemm jista’ jkun zghir ta’ solvent organiku adatt (ez. ezanu,
aceton jew kloroform). Din is-soluzzjoni mbaghad tithallat ma’ 10 g ta’ ramel fin tal-quartz ghal recipjent
wiehed tat-test. Is-solvent jithalla jevapora u ghandu jitnehha ghal kollox mir-ramel; ir-ramel imbaghad jithallat
mal-ammont adatt ta’ sediment ghal kull bekk tat-test. Jistghu jintuzaw biss agenti li jsiru volatili malajr biex
ihollu, ixerrdu jew jemulsifaw is-sustanza ghall-ittestjar. Huwa mfakkar li ghandu jitqies ir-ramel ipprovdut mis-
sustanza ghall-ittestjar u mit-tahlita tar-ramel meta jkun qed jithejja s-sediment (jigifieri s-sediment ghandu,
ghalhekk, jithejja b’angas ramel). Ghandha tinghata attenzjoni biex ikun zgurat li s-sustanza ghall-ittestjar
mizjuda mas-sediment titqassam sewwa u ma’ kullimkien fis-sediment. Jekk ikun mehtieg, jistghu jkunu analiz-
zati kampjuni sekondarji biex ikun iddeterminat il-grad ta’ omogeneita.

DISINN TAT-TEST

Id-disinn tat-test jirrelata mal-ghazla tal-ghadd u l-ispazjar tal-koncentrazzjonijiet tat-testijiet, mal-ghadd ta’
recipjenti ghal kull koncentrazzjoni u mal-ghadd ta’ larvi ghal kull recipjent. Huma deskritti disinji ghal
stima ta’ punti ta’ EC, ghal stima ta’ NOEC u biex jitmexxa test ta’ limitu.

Disinn ghal analizi b’rigressjoni

Il-koncentrazzjoni ta’ effetti (ez. ECys, ECs5) u I-firxa ta” koncentrazzjonijiet, li ghalihom l-effett tas-sustanza
ghall-ittestjar hija ta’ interess, ghandhom jinghaqdu bil-koncentrazzjonijiet inkluzi fit-test. Generalment, l-akku-
ratezza u l-aktar il-validita, li bihom ikunu jistghu jsiru stimi ta’ koncentrazzjonijiet ta’ effetti (EC), titjieb meta
l-kon¢entrazzjoni ta’ effetti tkun fil-firxa ta’ koncentrazzjonijiet ittestjati. Estrapolazzjoni hafna taht il-koncen-
trazzjoni pozittiva l-aktar baxxa jew ‘il fuq mill-oghla koncentrazzjoni ghandha tkun evitata. Test preliminari
biex jinstabu firxiet ikun utli biex tintghazel il-firxa ta’ koncentrazzjonijiet li jkollhom jintuzaw (ara l-paragrafu
27)).

Jekk ghandu jkun stmat EC,, ghandhom ikunu ttestjati mill-anqas hames koncentrazzjonijiet u tliet replikati ghal
kull koncentrazzjoni. Huwa rrakkomandat li jintuzaw koncentrazzjonijiet sufficjenti ta’ testijiet biex tithalla ssir
stima tajba ta’ mudell. Il-fattur bejn koncentrazzjonijiet m'ghandux ikun akbar minn tnejn (tista’ ssir ec¢ezzjoni
fkazijiet meta l-kurva ta’ rispons ghad-doza jkollha anglu baxx). L-ghadd ta’ replikati fkull trattament jista’
jitnaqqas jekk 1-ghadd ta’ koncentrazzjonijiet tat-test brisponsi differenti jizdied. 1z-zieda fl-ghadd ta’ replikati
jew it-tnaqgis fit-tul tal-intervalli tal-koncentrazzjoni tat-test jittendu li jwasslu ghal intervall idjaq ta’ kunfidenza
ghat-test. Tkunu mehtiega replikati addizzjonali jekk ghandhom ikunu stmati s-sopravivenza u t-tkabbir tal-larvi
ghal 10-jjiem.

Disinn ghal stima ta” NOEC/LOEC

Jekk ghandhom ikunu stmati LOEC jew NOEC, ghandhom jintuzaw hames koncentrazzjonijiet tat-test b'mill-
anqas erba’ replikati u I-fattur bejn koncentrazzjonijiet m'ghandux ikun akbar minn tnejn. L-ghadd ta’ replikati
ghandu jkun suffi¢jenti biex tkun zgurata qawwa adegwata ta’ statistika biex tinkixef differenza ta’ 20 % mill-
kontroll fil-livell ta’ sinifikat ta” 5 % (p = 0,05). Bir-rata ta’ Zvilupp, Analizi ta’ Varjanza (ANOVA) is-soltu tkun
adatta, bhat-test Dunnett u t-test Williams (17)(18)(19)(20). Fil-proporzjon ta’ evoluzzjoni jistghu jkunu uzati t-
testijiet Cochran-Armitage, dak ezatt ta’ Fisher (bil-korrezzjoni ta’ Bonferroni), jew ta’ Mantel-Haenszel.

Test ta’ limitu

Tkun jista’ jsir test ta’ limitu (koncentrazzjoni ta’ test wiched u kontroll) jekk ma jkun osservat ebda effett fit-test
preliminari ta’ detezzjoni ta’ firxa. L-ghan tat-test ta’ limitu huwa li jitwettaq test fkoncentrazzjoni gholja
bizzejjed biex dawk li jiehdu decizjonijiet ikunu jistghu jeskludu effetti tossici li jista' jkun hemm tas-sustanza
ghall-ittestjar, u -limitu jkun stabbilit fkoncentrazzjoni li ma tkunx mistennija li tidher fkull sitwazzjoni. Huwa
rrakkomandat 1 000 mg/kg (piz fin-niexef). Is-soltu jkunu mehtiega mill-anqas sitt replikati kemm ghat-tratta-
ment kif ukoll ghall-kontroll. Ghandha tintwera qawwa adegwata ta’ statistika biex tinkixef differenza ta’ 20 %
mill-kontroll fil-livell ta” sinifikat ta’ 5% (p = 0,05). Brispons metriku (rata ta’ zvilupp u piz), it-t-test huwa
metodu ta’ statistika adatt jekk dejta tissodisfa 1-htigijiet ta’ dan it-test (normalita, varjanzi omogenji). Jista’
jintuza t-t-test ta’ varjanza inugwali jew test mhux parametriku, bhat-test Wilcoxon-Mann-Whithey, jekk
dawn il-htigijiet ma jkunux sodisfatti. Bil-proporzjon ta’ evoluzzjoni, it-test ezatt ta’ Fisher ikun adatt.
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PROCEDURA
Kondizzjonijiet ta’ espozizzjoni
Thejjija ta’ sistema ta’ sediment u ilma ffortifikati

Hija rrakkomandata l-procedura ta’ fortifikazzjoni deskritta fil-Metodu ta’ Ttestjar C.8: Tossicita ghal Hniex ghal
applikazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar (14). Is-sedimenti ffortifikati jitqieghdu fir-recipjenti u jizdied ilma ta’
fuq biex jingieb proporzjon ta’ volum ta’ sediment-ilma ta’ 1:4 (ara l-paragrafi 11 u 15). ll-fond tas-saff tas-
sediment ghandu jkun fil-firxa ta’ 1,5 - 3 cm.Biex ikunu evitati separazzjoni ta’ ingredjenti tas-sediment u
sospensjoni mill-gdid ta’ materjal fin matul iz-zieda ta’ ilma tat-test fil-kolonna tal-ilma, is-sediment jista’
jitghatta b'diska tal-plastik waqt li jkun qed jitferra’ ilma fiha, u d-diska titnehha minnufih wara. Apparati
ohra jistghu wkoll ikunu adatti.

Ir-recipjenti tat-test ghandhom ikunu mghottijin (ez. bi platti tal-hgieg). Jekk ikun mehtieg, matul l-istudju l-ilma
jimtela sal-livell tal-volum originali biex dan jaghmel tajjeb ghall-evaporazzjoni tal-ilma. Dan ghandu jsir billi
jintuza ilma distillat jew dejonizzat biex ma jithalliex jizdied melh.

Stabilizzazzjoni

Malli jkun thejja s-sediment iffortifikat bl-ilma ta’ fuq, tkun haga mixtieqa li tithalla ssir partizzjoni tas-sustanza
ghall-ittestjar mill-fazi milwiema ghas-sediment (3)(4)(6)(13). Preferibbilment dan ghandu jsir skont il-kondizz-
jonijiet ta’ temperatura u tirwih uzati fit-test. Zmien xieraq ta’ ekwilibrazzjoni huwa specifiku ghas-sediment u
ghall-kimika, u jista’ jichu minn sighat sa jiem u fkazijiet rari sa diversi gimghat (4-5 gimghat). Minhabba li dan
ihalli Zmien ghal degradazzjoni ta’ hafna kimici, ma jkunx mistenni ekwilibriju izda huwa rrakkomandat perjodu
ta’ ekwilibrazzjoni ta’ 48 siegha. Fit-tmiem ta’ dan il-perjodu ulterjuri ta’ ekwilibrazzjoni, il-konc¢entrazzjoni tas-
sustanza ghall-ittestjar ghandha titkejjel fl-ilma ta’ fuq, fl-ilma tal-pori u fis-sediment, mill-anqas fl-oghla koncen-
trazzjoni u fwahda aktar baxxa (ara l-paragrafu 38). Dawn id-determinazzjonijiet analiti¢i tas-sustanza ghall-
ittestjar jippermettu ssir kalkulazzjoni tal-bilan¢ tal-massa u espressjoni ta’ rizultati abbazi ta’ koncentrazzjonijiet
imkejla.

Zieda ta’ organizmi tat-test

Minn erba’ sa hamest ijiem qabel ma l-organizmi tat-test jizdiedu fir-recipjenti tat-test, ghandhom jittichdu
kwantitajiet ta’ bajd mill-kulturi u jitqieghdu frecipjenti Zghar fmidjum ta’ kulturi. Jista’ jintuza midjum qadim
mill-kultura ta’ stokkijiet jew midjum li jkun ghadu kif thejja. Jekk jintuza dan tal-ahhar, ammont Zzghir ta’ ikel
ez. alka hadra ufjew ftit qatriet zghar ta’ filtrat minn sospensjoni mithuna fin ta’ trofof ta’ ikel tal-hut ghandu
jizdied mal-midjum tal-kultura (ara I-Appendici 2). Ghandhom jintuzaw biss kwantijiet ta’ bajd migbur frisk.
Normalment, il-larvi jibdew ifaqqsu ftit jiem wara li jkun hemm il-bajd (2 sa 3 ijiem ghal Chironomus riparius
£20 °C u 1 sa 4 ijiem ghal Chironomus tentans fi 23 °C u Chironomus yoshimatui fi 25 °C) u jkun hemm tkabbir ta’
larvi ferba’ fazijiet, kull fazi ddum 4-8 ijiem. Fit-test ghandhom jintuzaw larvi tal-ewwel fazi (2-3 jew 1-4 ijiem
wara li jkunu faqqsu). Il-fazi ta’ pappamoski tista’ possibbilment tkun ivverifikata billi jintuza l-wisa’ tal-iskutella
tar-ras (6).

Ghoxrin larvi tal-ewwel fazi jkunu allokati kif jinzertaw lil kull recipjent tat-test li jkun fih is-sediment imhallat u
l-ilma, billi tintuza pipetta minghajr ponta. It-tirwih tal-ilma ghandu jieqaf waqt li I-larvi jkunu qed jizdiedu fir-
recipjenti tat-test u jibqa’ hekk ghal 24 siegha ohra wara li jkunu zdiedu I-larvi (ara l-paragrafi 25 u 32). Skont
it-tifsila tat-test uzat (ara I-paragrafi 19 u 20), l-ghadd ta’ larvi uzati ghal kull koncentrazzjoni jkun mill-angas
60 ghall-istima ta’ punti ta” EC u 80 ghal determinazzjoni ta” NOEC.

Koncentrazzjonijiet tat-test

Test ta’ detezzjoni ta’ firxa jista’ jkun utli biex tkun iddeterminata l-firxa ta’ koncentrazzjonijiet ghat-test
definittiv. Ghal dan il-ghan tintuza serje ta’ koncentrazzjonijiet spazjati fil-wisa’ tas-sustanza ghall-ittestjar.
Biex tkun ipprovduta l-istess densita tal-wic¢ ghal kull kironomidu, li jkollu jintuza ghat-test definittiv, kirono-
midi jkunu esposti ghal kull koncentrazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar ghal perjodu li jippermetti stima ta’
koncentrazzjonijiet adatti ta’ testijiet, u ma jkunx hemm htiega ta’ replikati.

Il-koncentrazzjonijiet tat-test ghat-test definittiv ikunu decizi abbazi tar-rizultat tat-test ta’ detezzjoni ta’ firxa.
Mill-anqas ghandhom jintuzaw u jintghazlu hames koncentrazzjonijiet kif deskritt fil-paragrafi 18 sa 20.

Kontrolli

Recipjenti ta’ kontroll minghajr sustanza ghall-ittestjar izda li jkunu jinkludu sediment ghandhom ikunu inkluzi
fit-test bl-ghadd xieraq ta’ replikati (ara l-paragrafi 19-20). Jekk ikun intuza solvent ghal applikazzjoni ta’
sustanza ghall-ittestjar (ara l-paragrafu 16), ghandu jizdied kontroll ta’ solvent ta’” sediment.
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Sistema ta’ ttestjar

Jintuzaw sistemi statici. Sistemi semistatici jew ta’ fluss kontinwu bl-ilma ta’ fuq jiggedded kull tant jew
kontinwament jistghu jintuzaw fkazijiet eccezzjonali bhal perezempju jekk specifikazzjonijiet tal-kwalita tal-
ilma jisfaw ma jkunux adatti ghall-organizmu tat-test jew jaffettwaw I-ckwilibriju kimiku (ez. livelli ta’ ossignu
mahlul jinzlu baxxi hafna, il-koncentrazzjoni ta’ prodotti ta’ ekskreta toghla zzejjed jew minerali jlissu minn
sediment u jaffettwaw il-pH ufjew il-melh minerali fl-ilma). Izda metodi ohra biex titjieb il-kwalita tal-ilma ta’
fuq, bhal tirwih, ghandhom normalment ikunu bizzejjed u jkunu ppreferuti.

Tkel

Tkun mehtieg li l-larvi jintemghu, preferibbilment kuljum jew mill-anqas tliet darbiet fil-gimgha. L-ikel tal-hut
(sospensjoni fl-ilma jew ikel mithun fin, ez. TetraMin jew TetraPhyll; ara d-dettalji fl-Appendici 2) fl-ammont ta’
0,25-0,5 mg (0,35-0,5 mg ghal C. yoshimatui) ghal kull larva kuljum jidher li jkun adegwat ghal larvi zghar ghall-
ewwel 10 jjiem. Jista’ jkun mehtieg ftit aktar ikel ghal larvi li jkollhom aktar zmien: 0,5 - 1 mg ghal kull larva
kuljum ghandu jkun suffi¢jenti ghall-bgija tat-test. Ir-razzjon tal-ikel ghandu jitnaqgas fit-trattamenti kollha u I-
kontrolli jekk ikun hemm tkabbir fungali jew jekk fil-kontrolli jkunu osservati mwiet. Jekk ma jkunx jista’
jitwaqgaf zvilupp fungali t-test ghandu jittenna. Meta jkunu qed jigu ttestjati sustanzi li jassorbixxu hafna (ez.
blog K,,, > 5), jew sustanzi maghqudin b'mod kovalenti mas-sediment, l-ammont ta’ ikel mehtieg biex ikunu
zgurati sopravivenza u tkabbir naturali tal-organizmi jista’ jizdied mas-sediment formulat gabel il-perjodu ta’
stabbilizzazzjoni. Ghal dan, ghandu jintuza materjal tal-pjanti minflok ikel tal-hut, ez. tista’ tintuza Zieda ta’
0,5 % (piz fin-niexef) ta’ weraq mithunn fin ta’ ez. horrieqa tnigges (Urtica dioica), cawsla (Morus alba), silla bajda
(Trifolium repens), spinaci (Spinacia oleracea) jew ta’ materjal iehor tal-pjanti (Cerophyl jew celluloza alfa).

Kondizzjonijiet ta’ inkubazzjoni

Tirwih bil-mod tal-ilma ta’ fuq frecipjenti tat-test ikun ipprovdut preferibbilment 24 sighat wara li jizdiedu 1-
larvi u jitkompla matul it-test kollu (ghandha tinghata attenzjoni biex il-koncentrazzjoni tal-ossignu mahlul ma
tinzilx taht 60 % ta’ ASV). Tirwih ikun ipprovdut permezz ta’ pipetta Pasteur tal-hgieg imwahhla 2-3 cm il fuq
mis-saff tas-sediment (jigifieri buzzieqa wahda jew ftit tal-ilma/sec). Meta jkunu ged jigu ttestjati kimici volatili,
jista’ jitgies li s-sistema tas-sediment-ilma ma titrewwahx.

It-test jitmexxa ftemperatura kostanti ta’ 20 °C (+ 2 °C). Ghal C. tentans u C. yoshimatui t-temperaturi rakko-
mandati jkunu ta’ 23 °C u 25 °C (¢ 2 °C), rispettivament. Jintuza fotoperjodu ta’ 16-il siegha u l-intensita tad-
dawl ghandha tkun 500 sa 1 000 lux.

Durata tal-espozizzjoni

L-espozizzjoni tibda biz-zieda ta’ larvi fir-recipjenti ffortifikati u ta’ kontroll. Id-durata massima tal-espozizzjoni
tkun ta’ 28 jum ghal C. riparius u C. yoshimatsui, u 65 jum ghal C. tentans. Jekk pappamoski jevolvu qabel, it-
test jista’ jitwaqqaf wara minimu ta’ hamest ijiem wara li jkun evolva l-ewwel adult fil-kontroll.

Osservazzjonijiet
Emergenza

Tkunu ddeterminati z-zmien ta’ zvilupp u I-ghadd totali ta’ pappamoski rgiel u nisa evoluti ghal kollox. L-irgiel
ikunu identifikati facilment mill-antenni taghhom kollha pjumi.

Ir-recipjenti tat-test ghandhom ikunu osservati mill-anqas tliet darbiet fil-gimgha biex issir valutazzjoni viziva ta’
kull mgiba mhux normali (ez. tlug mis-sediment, ghawm mhux tas-soltu), mqabbla mal-kontroll. Matul il-
perjodu ta’ evoluzzjoni mistennija jkun mehtieg li jsir ghadd kuljum ta’ pappamoski li jkunu evolvew ghalkollox.
Is-sess u l-ghadd ta’ pappamoski evoluti ghalkollox ikunu rregistrati kuljum. Wara identifikazzjoni l-pappamoski
jitnehhew mir-recipjenti. Kull kwantita ta’ bajd iddepozitata gabel ma jintemm it-test ghandha tkun irregistrata u
mbaghad titnehha biex larvi ma jithallewx jergghu jidhlu fis-sediment. Ikun irregistrat ukoll 1-ghadd ta’ pupae
vizibbli li jkunu nagsu li jevolvu. Gwida dwar kejl ta’ evoluzzjoni hija pprovduta fl-Appendici 5.

Tkabbir u sopravivenza

Jekk ghandha tkun ipprovduta dejta dwar sopravivenza u tkabbir ta’ larvi ghal 10 ijiem, ghandhom ikunu
inkluzi recipjenti addizzjonali tat-test mill-bidu, biex ikunu jistghu jintuzaw wara. Is-sediment minn dawn ir-
recipjenti addizzjonali jintgharbel billi jintuza gharbiel ta’ 250 pm biex izomm il-larvi. Kriterji ghal mewt huma
immobbilta jew nuqqas ta’ reazzjoni ghal stimulu mekkaniku. Larvi li ma jkunux irkuprati ghandhom jinghaddu
wkoll bhala mejtin (larvi li jkunu mietu fil-bidu tat-test setghu kienu gew iddegradati minn mikrobi). Ikunu
ddeterminat il-piz fin-niexef (minghajr irmied) tal-larvi li jkunu baqghu hajjin ghal kull recipjent tat-test u I-
medja tal-piz fin-niexef ta’ kull larva ghal kull recipjent. Ikun utli li jkun iddeterminat ta’ liema fazi jkunu I-larvi
li jkunu baqghu hajjin; ghal dak jista’ jintuza l-kejl tal-wisa’ tal-iskutella tar-ras ta’ kull larva.
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Kejlijiet analitici
Konéentrazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar

Qabel ma jibda t-test (jigifieri zieda ta’ larvi), jittiechdu kampjuni tas-sediment kollu minn mill-anqas recipjent
wiehed ghal kull trattament ghad-determinazzjoni analitika tal-koncentrazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar fis-
sediment. Huwa rrakkomandat li, bhala minimu, kampjuni tal-ilma ta’ fuq, tal-ilma tal-pori u tas-sediment ikunu
analizzati fil-bidu (ara l-paragrafu 24) u fit-tmiem tat-test, fl-oghla koncentrazzjoni u fwahda aktar baxxa. Dawn
id-determinazzjonijiet ta’ koncentrazzjoni ta’ sustanza ghall-ittestjar jaghtu taghrif dwar l-imgiba/il-partizzjoni
tas-sustanza ghall-ittestjar fis-sistema ilma u sediment.

Meta jittiehdu kejlijiet intermedji (ez. fis-7 jum) u jekk l-analizi jkun jehtigilha kampjuni kbar li ma jkunux
jistghu jittiehdu minn recipjenti tat-test minghajr ma tkun influwenzata s-sistema ta’ ttestjar, ghandhom isiru
determinazzjonijiet analiti¢i fuq kampjuni minn recipjenti addizzjonali tat-test ittrattati bl-istess mod (inkluza 1-
prezenza ta’ organizmi tat-test) izda mhux uzati ghal osservazzjonijiet bijologici.

Centrifugazzjoni perezempju ta’ 10 000 g u 4 °C ghal 30 min. hija I-proc¢edura rrakkomandata biex ikun izolat
ilma interstizjali. 1zda jekk is-sustanza ghall-ittestjar tkun turi li filtri ma jassorbuhiex, tista’ wkoll tkun accet-
tabbli I-filtrazzjoni. Fxi kazijiet jista ma jkunx possibbli li jkunu analizzati koncentrazzjonijiet fl-ilma tal-pori
minhabba li d-daqs tal-kampjun ikun zghir wisq.

Parametri fizikokimici

II-pH u t-temperatura tat-recipjenti tat-test ghandhom jitkejlu b’'mod adatt (ara l-paragrafu 10). Melh minerali fl-
ilma u ammonja ghandhom jitkejlu fil-kontrolli u frecipjent wiched tat-test fl-oghla koncentrazzjoni fil-bidu u
fit-tmiem tat-test.

DEJTA U RAPPURTAR
Trattament ta’ rizultati

L-ghan ta’ dan it-test huwa biex ikun iddeterminat l-effett tas-sustanza ghall-ittestjar fuq ir-rata ta’ zvilupp u fuq
l-ghadd totali ta’ pappamoski rgiel u nisa evoluti ghalkollox, jew fil-kaz tal-effetti tat-test ta’ 10 ijiem fuq is-
sopravivenza u l-piz tal-larvi. Jekk ma jkunx hemm indikazzjonijiet ta’ sensivitajiet differenti statistikament ta’
sessi, rizultati dwar irgiel u nisa jkunu jistghu jingabru ghal analizi ta’ statistika. Id-differenzi ta’ sensittivita bejn
is-sessi jistghu jkunu ggudikati statistikament perezempju b'test ta’ tabella y%-r x 2. Sopravivenza tal-larvi u I-
medja tal-piz fin-niexef ta’ kull larva ghal kull recipjent ghandha tkun ikkalkulata wara 10 jiem meta jkun
mehtieg.

Koncentrazzjonijiet ta” effetti espressi u bbazati fuq piz fin-niexef huma kkalkulati preferibbilment abbazi ta’
koncentrazzjonijiet ta’ sediment imkejla fil-bidu tat-test (ara l-pargrafu 38).

Biex tkun ikkomputata stima ta’ punti ghall-ECs, jew ghal kull EC, ohra, tista’ tintuza statistika ghal kull
recipjent bhala replika vera. Biex ikun ikkalkulat intervall ta’ kunfidenza ghal kull EC, ghandha titgies il-
varjabbilta fost recipjenti, jew ghandu jintwera li din il-varjabbilta tant tkun zghira li tista’ ma titgisx. Meta -
mudell jitgieghed minn Least Squares, ghandha tkun applikata trasformazzjoni ghall-istatistika ghal kull recipjent
biex titjieb l-omogeneita ta’ varjanza. Izda, valuri EC, ghandhom ikunu kkalkulati wara li r-rispons ikun gie
ttrasformat u ttiched lura ghall-valur originali.

Meta l-analizi ta’ statistika jkollha l-ghan li tiddetermina NOEC/LOEC b'ittestjar ta’ ipotezi, il-varjabbilta fost
recipjenti jehtigilha titqies, ez. ’ANOVA faktar stadji. Alternattivament, aktar testijiet robusti (21) jistghu jkunu
adatti fsitwazzjonijiet fejn ikun hemm ksur tas-suppozizzjonijiet tas-soltu ta’ ANOVA.

Proporzjon ta’ evoluzzjoni

Proporzjonijiet ta’ evoluzzjoni huma dejta alternattiva mhux kontinwa, u jistghu jkunu analizzati bit-test ta’
Cochran-Armitage applikat b'mod devoluttiv fejn tkun mistennija doza-rispons monotonika u din id-dejta tkun
konsistenti ma’ din l-istennija. Jekk le, jistghu jintuzaw test ezatt ta’ Fisher jew dak ta’ Mantel-Haenszel b'valuri
‘p’ ta’ Bonferroni-Holm aggustati. Jekk ikun hemm evidenza ta’ varjabbilta akbar bejn replikati fl-istess koncen-
trazzjoni milli distribuzzjoni binomja tkun tindika (sikwit irriferuta bhala varjazzjoni “extrabinomja”), mbaghad
ghandhom jintuzaw test robust ta’ Cochran-Armitage jew dak ezatt ta” Fisher kif propost fi (21).

L-ghadd ta’ pappamoski evoluti ghal kull recipjent, ne, ikun iddeterminat u diviz bl-ghadd ta’ larvi introdotti, n,:

e
ER=-*
g
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fejn:

ER = proporzjon ta’ evoluzzjoni
n, = ghadd ta’ pappamoski evoluti ghal kull recipjent

n, = ghadd ta’ larvi introdotti ghal kull recipjent

Alternattiva li hija l-aktar adatta ghal dagsijiet kbar ta” kampjuni, meta jkun hemm varjanza extrabinomja, hija li
l-proporzjon ta’ evoluzzjoni jkun ittrattat bhala rispons kontinwu u li jintuzaw proceduri bhat-test Williams
meta tkun mistennija doza-rispons monotonika u tkun konsistenti ma’ din id-dejta ta’ ER. It-test Dunnett ikun
adatt fejn il-monotonicita ma tapplikax. Dags kbir ta’ kampjun huwa ddefinit hawn bhala I-ghadd evolut, u 1-
ghadd mhux evolut ukoll ikun aktar minn hamsa, abbazi ta’ kull replika (recipjent).

Biex ikunu applikati metodi ta” ANOVA, valuri ta’ ER ghandhom l-ewwel ikunu ttrasformati bit-trasformazzjoni
arcsin-sqrt jew Dbit-trasformazzjoni Freeman-Tukey biex tinkiseb distribuzzjoni normali approssimata u biex
varjanzi jsiru ugwali. Jistghu jkunu applikati t-testijiet Cochran-Armitage, dak ezatt ta’ Fisher (Bonferroni), jew
it-test ta’ Mantel-Haenszel meta jintuzaw il-frekwenzi assoluti. It-trasformazzjoni arcsin-sqrt tkun applikata billi
jittiehed l-inverse sine (sin!) tal-gherq kwadrat ta’ ER.

Ghal proporzjonijiet ta” evoluzzjoni, valuri EC, ikunu kkalkulati billi tintuza analizi ta’ rigressjoni (jew ez. probit
(22), logit, Weibull, softwer kummercjali adatt, ecc.). Jekk analizi ta’ rigressjoni tfalli (ez. meta jkun hemm anqas
minn zewg risponsi parzjali), jintuzaw metodi mhux parametrici ohra bhal medja mobbli jew interpolazzjoni
semplici.

Rata ta’ zvilupp

[I-hin medju ta’ zvilupp jirrapprezenta t-tul medju ta’ zmien bejn id-dhul ta’ larvi (jum O tat-test) u l-evoluzzjoni
tal-koorti sperimentali ta’ pappamoski. (Ghall-kalkulazzjoni taz-zmien reali ta’ zvilupp, ghandha titqies I-eta tal-
larvi fil-waqt tad-dhul). Ir-rata ta’ zvilupp hija r-reciproka taz-zmien tal-izvilupp (unita: 1/jum) u tirrapprezenta
dik il-parti tal-izvilupp tal-larva Ii ssehh kuljum. Ir-rata ta’ Zvilupp hija ppreferuta ghall-evalwazzjoni ta’ dawn I-
istudji dwar tossicita ta’ sediment minhabba li l-varjanza taghha hija aktar baxxa, u hija aktar omogenja u eqreb
distribuzzjoni normali kif imqabbla ma’ Zmien ta’ zvilupp. Ghalhekk, jistghu jintuzaw proceduri ta’ test para-
metriku qawwija ma’ rata ta’ zvilupp milli ma’ zmien ta’ zvilupp. Ghal rata ta’ zvilupp bhala reazzjoni kontinwa,
jistghu jkunu stmati valuri EC, billi tintuza analizi ta’ rigressjoni (ez. (23), (24)).

Ghat-testijiet ta’ statistika li gejjin, l-ghadd ta’ pappamoski osservati fjum ta’ spezzjoni x ikunu prezunti li jkunu
evolvew fil-medja tal-intervall ta’ Zmien bejn jum x u jum x-1 (I = tul tal-intervall ta’ spezzjoni, is-soltu jum 1).
Ir-rata medja ta’ zvilupp ghal kull recipjent (x) tkun ikkalkulata skont:

=  fixi
% Zf e

fejn:

X: rata medja ta’ zvilupp ghal kull recipjent

i: indici ta’ intervall ta’ spezzjoni

m: ghadd massimu ta’ intervalli ta’ spezzjoni

fi: ghadd ta’ pappamoski evoluti fl-intervall ta’ spezzjoni i

. ghadd totali ta’ pappamoski evoluti fit-tmiem tal-esperiment (= > f;)

rata ta’ zvilupp tal-pappamoski evoluti fintervall i

fejn:
day;: jum ta’ spezzjoni (jiem minhabba applikazzjoni)

I

& tul ta’ intervall ta’ spezzjoni i (jiem, is-soltu jum wiched)
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Rapport tat-test

Ir-rapport tat-test ghandu mill-anqas jipprovdi l-informazzjoni li gejja:
Sustanza ghall-ittestjar:

— natura fizika u, fejn ikun rilevanti, proprjetajiet fizikokimici (solubilita tal-ilma, pressjoni tal-fwar, koeffi¢jent
tal-partizzjoni fil-hamrija (jew fis-sediment jekk ikunu disponibbli), stabbilta fl-ilma, ecc.);

— dejta ta’ identifikazzjoni ta’ kimic¢i (isem komuni, isem tal-kimika, formula strutturali, Numru tal-CAS, ecc.)
inkluzi I-purezza u l-metodu ghall-kwantifikazzjoni ta’ sustanza ghall-ittestjar.

Speci tat-test:

— annimali uzati ghat-test: speci, isem xjentifiku, sors ta’ organizmi u kondizzjonijiet ghat-trobbija;
— informazzjoni dwar maniggar ta’ kwantitajiet ta’ bajd u larvi;

— l-eta tal-annimali tat-test meta jkunu ddahhlu fir-recipjenti tat-test.

Kondizzjonijiet tat-test:

— sediment uzat, jigifieri sediment naturali jew formulat;

— ghal sediment naturali, post u deskrizzjoni ta’ sit ta’ tehid ta’ kampjuni ta’ sediment, inkluza, jekk ikun
possibbli, storja ta’ kontaminazzjoni; karatteristici: pH, kontenut ta’ karbonju organiku, proporzjon ta’ C/N u
granulumetrija (skont kif jixraq).

— thejjija tas-sediment formulat: ingredjenti u karatteristici (kontenut ta’ karbonju organiku, pH, rtubija, ecc. fil-
bidu tat-test);

— thejjija tal-ilma tat-test (jekk jintuza ilma rikostitwit) u karatteristici (koncentrazzjoni tal-ossignu, pH,
konduttivitd, melh minerali fl-ilma, ec¢. fil-bidu tat-test);

— fond tas-sediment u ilma ta’ fuq;
— volum tal-ilma ta’ fuq u tal-pori; piz ta’ sediment imxarrab bi jew minghajr ilma tal-pori;
— recipjenti tat-test (materjal u daqs);

— metodu ta’ fortifikazzjoni ta’ sediment: koncentrazzjonijiet ta’ testijiet uzati, ghadd ta’ replikati u uzu ta’
solvent jekk ikun hemm;

— fazi ta’ ekwilibriju ta’ stabbilizzazzjoni tas-sistema ta’ sediment-ilma fortifikata: durata u kondizzjonijiet;
— kondizzjonijiet ta’ inkubazzjoni: temperatura, ¢iklu ta” dawl u intensita, tirwih (frekwenza u intensita);

— informazzjoni dettaljata dwar ghalf inkluz tip ta’ ikel, thejjija, ammont u regim ta’ ghalf.

Rizultati:

— il-koncentrazzjonijiet nominali tat-test, il-koncentrazzjonijiet imkejla tat-testijiet u r-rizultati tal-analizi kollha
biex tkun iddeterminata I-koncentrazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar fir-recipjent tat-test;

— il-kwalita tal-ilma fir-recipjenti tat-test, jigifieri pH, temperatura, ossignu mahlul, melh minerali fl-ilma u

ammonja;
— bdil ta’ ilma evaporat tat-test, jekk ikun hemm;
— ghadd ta’ pappamoski evoluti rgiel u nisa ghal kull recipjent u ghal kull jum;
— ghadd ta’ larvi li jkunu naqsu i jevolvu bhala pappamoski ghal kull recipjent;
— medja tal-piz fin-niexef ta’ kull larva ghal kull recipjent, u ghal kull fazi, skont il-kaz;

— percentwali ta’ evoluzzjoni ghal kull replika u koncentrazzjoni tat-test (pappamoski rgiel u nisa migburin
flimkien);
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— rata medja ta’ zvilupp ta’ pappamoski zviluppati ghalkollox ghal kull replika u rata ta’ trattament (pappa-
moski rgiel u nisa migburin flimkien);

— stimi ta’ punti ta’ tmiem tossici ez. ECx (u intervalli asso¢jati ta’ kunfidenza), NOEC ufjew LOEC, u l-metodi
ta’ statistika uzati ghad-determinazzjoni taghhom;

— diskussjoni tar-rizultati, inkluza kull influwenza fuq il-konkluzjonijiet tar-rizultati tat-testijiet minn devjazz-
jonijiet minn dan il-Metodu ta’ Ttestjar.
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Appendici 1
DEFINIZZJONIJIET
Ghall-fini ta'dan il-Metodu ta’ Ttestjar jintuzaw id-definizzjonijiet li gejjin:

Sediment ifformulat jew sediment rikostitwit, artifi¢jali jew sintetiku, huwa tahlita ta’ materjali li jintuzaw biex jimitaw 1-

Ilma ta’ fuq huwa l-ilma li jitqieghed fuq sediment fir-recipjent tat-test.
Ilma interstizjali jew ilma tal-pori huwa l-ilma li jokkupa l-ispazju bejn sediment u particelli tal-hamrija.
Sediment fortifikat huwa sediment li mieghu tkun zdiedet sustanza ghall-ittestjar.

Kimika ghall-ittestjar: Kull sustanza jew tahlita ttestjata billi jintuza dan il-Metodu ta’ Ttestjar.
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Appendici 2

Rakkomandazzjonijiet ghal kultura ta’ Chironomus riparius

Larvi ta’ Chironomus jistghu jitkabbru fdixxijiet ta’ kristallizzazzjoni jew fkontenituri akbar. Ramel fin tal-quartz
jitferrex fsaff irqiq ta’ madwar 5 as 10 mm fond fuq il-qiegh tal-kontenitur. Kieselguhr (ez. Merck, Art 8117)
ukoll intwera li huwa substrat adatt (saff irqaq ta’ sa ftit hafna mm ikun bizzejjed). Wara jizdied ilma adattat ghal
fond ta’ diversi cm. Il-ivelli tal-ilma ghandhom jimtlew kull meta huwa mehtieg biex jiechdu post it-telf i jirrizulta
mill-evaporazzjoni, u jkun ta’ repevenzjoni kontra d-dessekazzjoni. L-ilma jista’ jinbidel jekk ikun mehtieg. Ghandu
jkun ipprovdut tirwih bil-mod. Ir-recipjenti ghat-tkabbir tal-larvi ghandhom jinzammu fgagga apposta li ma thallix li
l-adulti li jkunu ged jevolvu jaharbu. 1l-gagga ghandha tkun kbira bizzejjed biex adulti evoluti ma jithallewx jimirhu fi
qtajja kbar, ghax inkella tista’” ma ssirx kopulazzjoni (il-minimu huwa ta’ madwar 30 x 30 x 30 cm).

Gageg ghandhom jinzammu ftemperatura ambjentali jew fkamra ambjentalment kostanti ta’ 20 + 2 °C b’perjodu
fotografiku ta’ 16-il siegha dawl (intensita madwar 1 000 lux), 8 sighat dlam. Kien irrapportat li umdita tal-arja ta’
anqas minn 60 % RH tista’ tfixkel ir-riproduzzjoni.

Ilma ta’ dilwizzjoni

Jista’ jintuza kull ilma tajjeb naturali jew sintetiku. Komunement jintuzaw ilma tal-bir, ilma tal-vit li jkun tnehhielu I-
kloru u midja artifi¢jali (ez. il-midjum Elendt “M4” jew “M7”, ara hawn taht). L-ilma ghandu jitrewwah qabel ma
jintuza. Jekk ikun mehtieg, I-ilma tal-kultura jista’ jiggedded billi l-ilma uzat jitferra’ jew jghaddi minn go sifun minn
recipjenti ta’ kultura b’attenzjoni minghajr ma jinqerdu t-tubi tal-larvi.

Tmigh tal-larvi

Larvi ta’ Chironomus ghandhom jintemghu ikel ta’ trofof tal-hut (TetraMin®, TetraPhyll® jew marka simili ohra ta’ ikel
tal-hut proprjetarju), fbejn wiehed u iehor 250 mg ghal kull recipjent kuljum. Dan jista’ jinghata bhala trab mithun
niexef jew bhala sospensjoni fl-ilma: 1,0 g ta’ ikel ta’ trofof jizdied ma’ 20 ml ta’ ilma ta’ dilwizzjoni u jithallat biex
jaghti tahlita omogenja. Din it-thejjija tista’ tintema’ frata ta’ madwar 5 ml ghal kull recipjent kuljum (ixxejkja qabel
ma tuza). Larvi li jkollhom aktar Zmien jistghu jircievu aktar.

It-tmigh jista’ jigi aggustat skont il-kwalita tal-ilma. Jekk il-midjum ta’ kultura fissahhab’, it-tmigh ghandu jitnaqqas.
Zidiet ta’ ikel ghandhom ikunu mmonitorjati b’attenzjoni. Ikel mill-anqas jikkawza tluq tal-larvi lejn il-kolonna tal-
ilma, u hafna ikel jikkawza aktar attivita mikrobika u koncentrazzjonijiet tal-ossignu mnaqgsin. Iz-zewg kondizz-
jonijiet jistghu jgibu maghhom rati ta’ tkabbir imnaqqas.

Xi celluli ta’ alka hadra (ez. Scenedesmus subspicatus, Chlorella vulgaris) jistghu wkoll jizdiedu meta jitqieghdu
frecipjenti godda ta’ kultura.

Tmigh ta’ adulti evoluti

Xi whud minn dawk li jaghmlu esperimenti ssuggerew li kuxxinett tat-tajjar mghaddas fsoluzzjoni saturata tas-
sukroZju jista’ jservi ta’ ikel ghal adulti evoluti.

Emergenza

F20 + 2 °C adulti jibdew jevolvu mir-recipjenti ghat-tkabbir tal-larvi wara bejn wiched u iehor 13 - 15-il jum. L-irgiel
jintgharfu malajr ghax ikollhom antenni kollha pjumi.

Kwantitajiet ta’ bajd

Malli l-adulti jkunu fil-gagga tat-trobbija, ir-recipjenti kollha ghat-tkabbir tal-larvi ghandhom ikunu ezaminati tliet
darbiet fil-gimgha ghal tqeghid ta’ kwantitajiet ta’ bajd qisu gelatina. Jekk ikun hemm, il-kwantitajict ta’ bajd ghan-
dhom jitnehhew b’attenzjoni. Il-bajd ghandu jkun ittrasferit ghal go dixx zghir Ii jkun fih kampjun tal-ilma tat-
trobbija. Kwantitajiet ta’ bajd jintuzaw biex jinbeda recipjent gdid ta’ kultura (ez. 2 - 4 kwantitajiet ta’ bajd/recipjent)
jew biex jintuzaw ghal testijiet tat-tossicita.

Larvi tal-ewwel fazi ghandhom ifaqqsu wara 2 - 3 jjiem.

Recipjenti godda ta’ kultura

Malli jkunu stabbiliti kulturi ghandu jkun possibbli li jitgieghed recipjent gdid ta’ kultura tal-larvi kull gimgha jew
anqas ta’ spiss skont htigijiet ta’ ttestjar, billi jitnehhew ir-recipjenti aktar qodma wara li jkunu evolvew pappamoski
adulti. Bl-uzu ta’ din is-sistema jkun hemm provvista regolari ta’ adulti b’anqas maniggar.
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Thejjija ta’ soluzzjonijiet tat-testijiet “M4” and “M7”

Elendt (1990) iddeskriva I-midjum “M4”. ll-midjum “M7” jithejja bhala I-midjum “M4” hlief ghas-sustanzi indikati fit-
Tabella 1, li ghalihom koncentrazzjonijiet ikunu erba’ darbiet aktar baxxi f“M7” milli f“M4”. Qed tithejja pubb-
likazzjoni dwar il-midjum “M7” (Elendt, komunikazzjoni personali). Is-soluzzjoni tat-test ma ghandhiex tkun ipprepa-
rata skont Elendt u Bias (1990) ghall-koncentrazzjonijiet ta’ NaSiO3 5 H,0, NaNO3, KH2PO4 u K2HPO4 moghtija
ghall-preparazzjoni tas-soluzzjonijiet stokk mhumiex adegwati.

Thejjija tal-midjum “M7”

Kull soluzzjoni ta’ stokkijiet (I) tithejja wahda wahda u soluzzjoni ta’ stokkijiet flimkien (II) tithejja minn dawn is-
soluzzjonijiet ta’ stokkijiet (I) (ara Tabella 1). Hamsin ml mis-soluzzjoni ta’ stokkijiet flimkien (II) u l-ammonti ta’ kull
soluzzjoni ta’ stokkijiet ta’ makronutrijenti li jidhru fit-Tabella 2 ikunu 1 litru ta’ ilma dejonizzat biex jithejja I-
midjum “M7”. Tithejja soluzzjoni ta’ stokkijiet ta’ vitamini billi jizdiedu tliet vitamini mal-ilma dejonizzat kif indikat
fit-Tabella 3, u jizdied 0,1 ml tas-soluzzjoni ta’ stokkijiet flimkien ta’ vitamini mal-midjum “M7” finali ftit gabel ma
jintuza. (Is-soluzzjoni ta’ stokkijiet ta’ vitamini tinhazen iffrizata falikwoti zghar). Il-midjum jitrewwah u jkun
stabbilizzat.

LETTERATURA:

BBA (1995). Long-term toxicity test with Chironomus riparius: Development and validation of a new test system. Edited by
M. Streloke and H.K6pp. Berlin 1995.

Tabella 1

Soluzzjonijiet ta’ stokkijiet ta’ mikroelementi ghall-midjum M4 u M7

Biex thejji s-soluzzjoni ta’ stokkijiet
Ammont (mg) | flimkien (Il): hallat l-ammonti li gejjin Konéentrazzjonijiet finali
S sk 1) | Sl ) slion ol | ol it )
ilma dejonizzat
M4 M7 M4 M7

H;BO; (1) 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl, - 4 H,0 () 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl (1) 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCI (1) 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, - 6 HyO (1) 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
Zn(Cl, 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,SeO; 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,4VO; 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

(") Dawn is-sustanzi huma differenti fM4 u M7, kif indikat hawn taht.

(%) Dawn is-soluzzjonijiet jithejjew wahda wahda, mbaghad jitferrghu flimkien u jigu pprocessati minnufih fawtoklav (recipjent li jinghalaq

awtomatikament).
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Tabella 2

Soluzzjonijiet ta’ stokkijiet ta’ makronutrijenti ghall-midjum M4 u M7

. Amm?f‘t ta’, soluzzjonijifr tg’ Koncentrazzjonijiet finali f'so-
Ammont maghmul minn sa 1| stokkijiet ta’” makronutrijenti luzzionifict tat-testiiict M4
litru ta’ ilma dejonizzat mizjudin biex jithejja midjum uzzjonijie ;{765 e v
(mg) M4 and M7 (mgf)
(mlf) ¢
CaCl, - 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7 H,0 246 600 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

Tabella 3

Soluzzjoni ta’ stokkijiet ta’ vitamini ghall-midjum M4 u M?7. It-tliet soluzzjonijiet kollha ta’ vitamini jinghaqdu

flimkien biex jaghmlu soluzzjoni wahda ta’ stokkijiet ta’ vitamini.

Ammont machmul minn sa 1 Ammont ta’ soluzzjoni ta’ | Koncentrazzjonijiet finali fso-
litru 2 ilrgn 2 deionizzat stokkijiet ta’ vitamini mizjudin | luzzjonijiet tat-testijiet M4 u
mg) ) biex jithejja midjum M4 u M7 M7
& (mlf) (mg/)
Kloridrat tat-tijamina 750 0,1 0,075
Cjanokobalamina (B12) 10 0,1 0,0010
Bijotina 7,5 0,1 0,00075
LETTERATURA

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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Appendici 3

THEJJIJA TA” SEDIMENT FORMULAT
Kompozizzjoni tas-sediment

Il-kompozizzjoni tas-sediment formulat ghandha tkun kif gej:

% ta’ sediment

Kostitwent Karatteristici .. .
piz fin-niexef

Pit Pit ta’ haziz Sphagnum, qrib kemm jista' jkun ta’ pH 5,5-6,0 [ 4 -5
minghajr ma tibqa’ tidher il-pjanta, mithun fin (particelli ta’ daqs
< 1 mm) u mnixxef bl-arja

Ramel tal-quartz Dags ta’ ramla: > 50 % tal-particelli ghandhom ikunu fil-firxa ta’ 50- | 75 - 76
200 pm

Tafal tal-kawlina Kontenut ta’ kawlina > 30 % 20

Karbonju organiku Aggustat biz-zieda ta’ pit u ramel 2(x0,5

Karbonat tal-kal¢ju CaCOj3,pulverizzat, kemikament pur 0,05 - 0,1

IIma Konduttivita < 10 pS/cm 30 - 50

Thejjija

Il-pit jitnixxef bl-arja u jintahan fi trab fin. Tithejja sospensjoni tal-ammont mehtieg ta’ trab tal-pit filma dejonizzat billi
jintuza apparat ta’ omogeneizzazzjoni ta’ prestazzjoni gholja. Il-pH ta’ din is-sospensjoni jigi aggustat sa 5,5 % 0,5
b'CaCO;. Is-sospensjoni tigi kkondizzjonata ghal mill-anqas jumejn billi tithawwad bil-mod £20 % 2 °C, biex il-pH isir
stabbli u jistabbilixxi komponent mikrobiku stabbli. II-pH jerga’ jitkejjel u ghandu jkun 6,0 * 0,5. Mbaghad is-sospensjoni
tal-pit tithallat mal-kostitwenti lI-ohra (ramel u tafal tal-kawlina) u ma’ ilma dejonizzat biex jinkiseb sediment omogenju
bkontenut ta” ilma ffirxa ta’ 30-50 % tal-piz fin-niexef tas-sediment. Il-pH tat-tahlita finali jerga’ jitkejjel ghal darb’ohra u
jigi aggustat ghal 6,5 sa 7,5 b'CaCOj; jekk ikun mehtieg. Jittiehdu kampjuni tas-sediment biex ikun iddeterminat il-piz fin-
niexef u l-kontenut ta’ karbonju organiku. Mbaghad, gabel ma jintuza fit-test tat-tossicita tal-kironomidi, huwa rrakko-
mandat li s-sediment formulat ikun ikkondizzjonat ghal sebat ijiem taht l-istess kondizzjonijiet li jkun hemm fit-test
sussegwenti.

Hzin
Il-kostitwenti nixfin ghat-thejjija tas-sediment artifi¢jali jistghu jinhaznu fpost niexef u frisk ftemperatura ambjentali. Is-

sediment formulat (mxarrab) m'ghandux jinhazen qabel ma jsir uzu minnu fit-test. Ghandu jintuza minnufih wara I-
perjodu ta’ kondizzjonament ta’ 7 ijiem li jtemm it-thejjija tieghu.

LETTERATURA:
[I-Kapitolu C.8 ta’ dan l-Anness. Tossicita ghal Hniex.

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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Appendici 4

Karatteristici kimici ta’ ilma ta’ dilwizzjoni accettbbli

Sustanza Koncentrazzjonijiet
Materja partikulata <20 mg/l
Karbonju organiku totali <2 mgfl
Ammonja mhux jonizzata <1 pg/l

Ebusija bhala CaCO;

< 400 mg/l (*)

Kloru residwali <10 pg/l
Pesticidi organofosforuzi totali <50 ngfl
Pesticidi organoklorici totali flimkien ma’ poliklorobifenili <50 ngfl
Kloru organiku totali <25 ngfl

(*) 1zda ghandu jkun innotat li jekk ikun hemm suspett ta’ interazzjoni bejn joni tal-melh minerali fl-ilma u s-sustanza ghall-ittestjar,
ghandu jintuza ilma b'anqas melh minerali (u ghalhekk, m’ghandux jintuza I-midjum Elendt M4 fdin is-sitwazzjoni).
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Sifuni ta’ evoluzzjoni jitqieghdu fuq il-bekkijiet tat-test. Dawn is-sifuni jkunu mehtiega mill-20 jum sa meta jintemm it-

Appendici 5

Gwida ghall-monitoragg tal-evoluzzjoni ta’ larvi kironomidi

test. Ezempju ta’ sifun li jintuza huwa pingut hawn taht:

4
B
c
D
E
/"_—\
w
F
w
A: l-iskrijn tan-nylon D: il-portijiet tal-iskrijn li jibdlu l-ilma
B: il-kikkri tal-plastik maqluba E: ilma
C: il-bekk ta’ espozizzjoni minghajr .
F: sediment

xoffa

C. 28. TEST TAT-TOSSICITA TA’ KIRONOMIDI TA’ SEDIMENT-ILMA BL-UZU TA’ ILMA FORTIFIKAT

DAHLA

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghat-TG tal-OECD 219 (2004). Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa
mfassal biex jivvaluta l-effetti ta’ espozizzjoni prolongata tal-kimici ghal-larva li tghix fis-sediment tad-dipteran
tal-ilma helu Chironomus sp. Huwa primarjament ibbazat fuq il-linja gwida BBA li tuza sistema tat-test sediment-
ilma bil-hamrija artifi¢jali, u x-xenarju ta’ espozizzjoni tal-kolonna tal-ilma (1). Igis ukoll protokolli ezistenti ta’
testijiet tat-tossicita ghal Chironomus riparius u Chironomus tentans li kienu zviluppati fl-Ewropa u fl-Amerika ta’
Fuq (2)(3)(4)(5)(6)(7)(8) u kienu ring-tested (1)(6)(9). Jistghu jintuzaw ukoll specijiet ohra ta’” kironomidi iddo-
kumentati sewwa, ez. Chironomus yoshimatsui (10)(11).

Ix-xenarju ta’ espozizzjoni uzat fdan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ta’ ilma fortifikat. L-ghazla tax-xenarju adatt ta’
espozizzjoni tiddependi mill-applikazzjoni mahsuba tat-test. Ix-xenarju ta’ espozizzjoni ghall-ilma, li jinvolvi
kolonna fortifikata ta’ ilma, huwa mahsub li jkun jixbah sprej ta’ pesticidi meta jghaddi mal-kurrent, u jkopri
l-koncentrazzjonijiet meta fil-bidu jilhqu l-aqwa taghhom filma tal-pori. Huwa wkoll utli ghal tipi ohra ta’
espozizzjoni (inkluz tixrid kimiku) hlief ghal processi ta’ akkumulazzjoni li jdumu aktar mill-perjodu tat-test.
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Sustanzi li jehtigilhom ikunu ttestjati ghal organizmi li jghixu fsediment is-soltu jippersistu fdan il-komparti-
ment tul perjodi twal ta’ zmien. L-organizmi li jghixu fsediment jistghu jkunu esposti permezz ta’ ghadd ta’
rotot. L-importanza relattiva ta’ kull rotta ta’ espozizzjoni u taz-zmien mehud ghal kull wahda biex tikkon-
tribwixxi ghall-effetti tossi¢ci globali, tiddependi mill-proprjetajiet fizikokimici tal-kimika koncernata. Ghal
sustanzi li jassorbixxu hafna (ez. b’log K.y, > 5) jew ghal sustanzi maghqudin b'mod kovalenti mas-sediment,
l-ingestjoni ta’ ikel kontaminat tista’ tkun rotta sinifikanti ta’ espozizzjoni. Biex it-tossicita ta’ sustanzi lipofilici
hafna ma tkunx sottovalutata, jista' jitqies l-uzu ta’ ikel mizjud mas-sediment gabel l-applikazzjoni tas-sustanza
ghall-ittestjar. Biex jittichdu r-rotot potenzjali kollha ta’ espozizzjoni I-fokus ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar ikun
fuq espozizzjoni fit-tul. It-testijiet idumu madwar 20 - 28 jum ghal C. riparius u C. yoshimatsui, u 28 - 65 jum
ghal C. tentans. Jekk tkun mehtiega dejta ghal zmien qasir ghal ghan specifiku, perezempju biex ikunu mistharrga
l-effetti ta’ kimici instabbli, replikati addizzjonali jistghu jitnehhew wara perjodu ta’ ghaxart ijiem.

[l-punti ta’ tmiem imkejla huma I-ghadd totali ta’ adulti li jkunu evolvew u z-zmien li jkunu hadu biex evolvew.
Huwa rrakkomandat li I-kejl tas-sopravivenza u tat-tkabbir tal-larvi ghandu jsir biss wara perjodu ta’ ghaxart
jjiem jekk tkun mehtiega dejta addizzonali ghal zmien qasir, billi jintuzaw replikati addizzjonali skont il-kaz.

Huwa rrakkomandat l-uzu ta’ sediment formulat. Sediment formulat ghandu diversi vantaggi fuq sedimenti
naturali:

— il-varjabbilta sperimentali titnagqas minhabba li jifforma “matrici standardizzata” riproducibbli u I-htiega li
jinstabu sorsi ta’ sediment mhux kontaminati u nodfa tkun eliminata;

— it-testijiet jistghu jibdew fkull Zzmien minghajr ma jkun hemm varjabbilta stagonali fis-sediment tat-test u ma
jkunx hemm htiega li s-sediment ikun ittrattat minn qabel biex titnehha fawna indigena; l-uzu ta’ sediment
formulat inaqqas ukoll l-ispiza b’rabta mal-gabra mill-post ta’ ammonti suffi¢jenti ta’ sediment ghal testijiet
ta’ rutina;

— l-uzu ta’ sediment formulat jippermetti li jsiru tqabbiliet ta’ tossi¢ita u gradazzjoni ta’ sustanzi b'dan il-mod:
dejta dwar tossicita minn testijiet b’sediment naturali u artificjali kienet komparabbli ghal diversi kimici (2).

Definizzjonijiet uzati jinghataw fl-Appendici 1.

PRINCIPJU TAT-TEST

L-ewwel fazi ta’ larvi kironomidi jkunu esposti ghal firxa ta’ koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar f'sistemi ta’
sediment-ilma. It-test jibda billi l-larvi tal-ewwel fazi jitqieghdu fil-bekkijiet tat-test li jkun fihom is-sistema ta’
sediment-ilma u sussegwentement is-sustanza ghall-ittestjar tigi ffortifikata mal-ilma. Ir-rata ta’ evoluzzjoni u
zvilupp ta’ kironomidi titkejjel fit-tmiem tat-test. Is-sopravivenza u l-piz tal-larvi jistghu jitkejlu wkoll wara 10
ijiem jekk ikun mehtieg (billi jintuzaw replikati addizzjonali skont kif ikun xieraq). Din id-dejta tkun analizzata
jew billi jintuza mudell ta’ rigressjoni biex tkun stmata l-koncentrazzjoni li ghandha tikkawza x % tnaqqis fl-
evoluzzjoni, fis-sopravivenza jew fit-tkabbir tal-larvi (ez. EC;5, ECs, ecc.), jew billi jintuza ttestjar ta’ ipotezi ta’
statistika biex ikun iddeterminat NOEC/LOEC. Dan tal-ahhar ikun jehtieglu tqabbil ta’ valuri ta’ effett ma’ valuri
ta’ kontroll billi jintuzaw testijiet ta’ statistika.

INFORMAZZJONI DWAR IS-SUSTANZA GHALL-ITTESTJAR

Is-solubilita fl-ilma tas-sustanza ghall-ittestjar, il-pressjoni tal-fwar taghha, il-partizzjoni mkejla jew ikkalkulata
fsediment u l-istabbilta fl-ilma u fis-sediment ghandhom ikun maghrufin. Ghandu jkun disponibbli metodu
analitiku affidabbli ghall-kwantifikazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar filma ta’ fuq, filma tal-pori u fsediment
bakkuratezza maghrufa u rrapportata u b’limitu ta’ detezzjoni. Informazzjoni utli tinkludi I-formula strutturali u
l-purezza tas-sustanza ghall-ittestjar. Dak li jigrilha kimikament is-sustanza ghall-ittestjar (ez. tixrid, degradazzjoni
abijotika u bijotika, ecc.) ukoll huwa informazzjoni utli. Aktar gwida ghall-ittestjar ta’ sustanzi bi proprjetajiet
fizikokimici li jaghmluha difficli ghalihom 1i jsirilhom it-test tinghata fi (12).

KIMICI TA” REFERENZA

Kimici ta’ referenza jistghu jkunu ttestjati perjodikament bhala mezz li jizgura li I-protokoll tat-test u l-kondizz-
jonijiet tat-test ikunu affidabbli. Ezempji ta’ sustanzi tossici ta’ referenza uzati b’success fring-tests u fi studji ta’
validazzjoni huma: lindane, trifluralin, pentaklorofenol, klorur tal-kamdju u klorur tal-potassju. (1)(2)(5)(6)(13).

VALIDITA TAT-TEST

Biex it-test ikun validu japplikaw il-kondizzjonijiet li gejjin:

— l-evoluzzjoni fil-kontrolli ghandha tkun mill-anqas 70 % fit-tmiem tat-test. (1)(6);
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— l-evoluzzjoni ta’ C. riparius u C. yoshimatsui ghal adulti minn recipjenti ta’ kontroll ghandha ssehh bejn 12 u
23 jum wara li jkunu ddahhlu fir-recipjenti; ghal C. tentans, ikun mehtieg perjodu ta’ 20 sa 65 jum.

— fit-tmiem tat-test, il-pH u l-koncentrazzjoni tal-ossignu mahlul ghandhom jitkejlu fkull recipjent. Il-koncen-
trazzjoni tal-ossignu ghandha tkun mill-anqas 60 % tal-valur tas-saturazzjoni tal-arja (ASV) fit-temperatura
uzata, u l-pH tal-ilma ta’ fuq ghandu jkun fil-firxa ta’ 6-9 fir-recipjenti kollha tal-ittestjar;

— it-temperatura tal-ilma mhux suppost tkun differenti b’iktar minn * 1,0 °C. It-temperatura tal-ilma tista’ tkun
ikkontrollata b’kamra izotermika u fdak il-kaz it-temperatura tal-kamra ghandha tkun ikkonfermata finter-
vall xierqa ta’ hin.

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Recipjenti tat-test

L-istudju jitmexxa fbekkijiet tal-hgieg ta’ 600 ml b'dijametru gies ta’ 8 cm. Recipjenti ohra jkunu tajbin, izda
ghandhom jiggarantixxu fond sewwa tal-ilma ta’ fuq u tas-sediment. [l-wic¢ tas-sediment ghandu jkun suffi¢jenti
biex jipprovdi 2 sa 3 cm? ghal kull larva. Il-proporzjon tal-fond tas-saff tas-sediment mal-fond tal-ilma ta’ fuq
ghandu jkun 1:4. Recipjenti tat-test u apparat ichor li jigu fkuntatt mas-sistema ta’ ttestjar ghandhom ikunu
maghmulin kollha mill-hgieg jew minn materjal ichor kimikament inerti (ez. Teflon).

Ghazla ta’ speci

L-ispeci li ghandha tintuza fit-test preferibbilment hija Chironomus riparius. Chironomus tentans hija adatta wkoll
izda aktar difficli biex tkun ittrattata u jehtigilha perjodu itwal ta’ test. Tista’ tintuza wkoll Chironomus yohimatsui.
Dettalji ta' metodi ta’ kultura jinghataw fl-Appendici 2 ghal Chironomus riparius. Informazzjoni dwar kondizz-
jonijiet ta’ kultura hija wkoll disponibbli ghal specijiet ohra, jigifieri ghal Chironomus tentans (4) u Chironomus
yoshimatsui (11). L-identifikazzjoni ta’ specijiet ghandha tkun ikkonfermata qabel l-ittestjar izda ma tkunx
mehtiega qabel kull test jekk organizmi jkunu gejjin minn kultura interna.

Sediment

Preferibbilment ghandu jintuza sediment formulat (msejjah ukoll sediment rikostitwit, artificjali jew sintetiku).
Izda, jekk jintuza sediment naturali, dan ghandu jkun ikkaratterizzat (huma wkoll irrakkomandati mill-anqas pH,
kontenut ta’ karbonju organiku, determinazzjoni ta’ parametri ohra bhal proporzjon ta’ C/N u granulumetrija), u
ghandu jkun hieles minn kull kontaminazzjoni u organizmi ohra li jistghu jikkompetu ma’, jew jikkunsmaw lill-
kironomidi. Huwa wkoll irrakkomandat li, gabel ma jintuza ftest tat-tossicita tal-kironomidji, is-sediment naturali
jkun ikkondizzjonat ghal sebat ijiem taht l-istess kondizzjonijiet li jkun hemm fit-test sussegwenti. Huwa
rrakkomandat li fdan it-test jintuza s-sediment formulat li gej, ibbazat fuq il-hamrija artificjali uzata fil-Metodu
ta’ Ttestjar C.8 (14) (1)(15)(16):

(a) 4-5% pit (piz fin-niexef): qrib kemm jista’ jkun pH 5,5 sa 6,0; huwa importanti li jintuza pit fghamla ta’
trab, mithun fin (particelli ta’ dags < 1 mm) u mnixxef bl-arja biss.

(b) 20 % tafal tal-kawlina (piz fin-niexef) (kontenut ta’ kawlina preferibbilment aktar minn 30 %).

(c) 75-76 % ramel tal-quartz (piz fin-niexef) (ghandu jippredomina ramel fin b’aktar minn 50 % tal-particelli
bejn 50 u 200 pm).

(d) jizdied ilma dejonizzat biex jinkiseb kontenut ta’ rtuba tat-tahlita finali ffirxa ta’ 30 - 50 %.

() Karbonat tal-kal¢ju ta’ kwalita kemikament pura (CaCO;) jizdied, aggusta I-pH tat-tahlita finali tas-sediment
ghal 7,0 £ 0,5.

(f) I-kontenut ta’ karbonju organiku tat-tahlita finali ghandu jkun 2% (+ 0,5 %) u ghandu jkun aggustat
b’ammonti xierqa ta’ pit u ramel, skont (a) u (c).

Is-sors tal-pit, tafal tal-kawlina u ramel ghandha tkun maghrufa. Il-komponenti tas-sediment ghandhom ikunu
ezaminati ghan-nuqqas ta’ kontaminazzjoni kimika (ez. metalli tqal, komposti tal-organokloru, komposti orga-
nofosforuzi, ecc.). Ezempju ghat-thejjija tas-sediment formulat huwa deskritt fl-Appendici 3. It-tahlit ta’ kostit-
wenti nixfin ikun ukoll accettabbli jekk jintwera li wara li jkun zdied l-ilma ta’ fuq ma ssehhx separazzjoni tal-
kostitwenti tas-sediment (ez. bicciet tal-pit fil-wic¢ tal-ilma), u li I-pit jew is-sediment ikunu kkondizzjonati
b'mod suffi¢jenti.
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Ilma

Kull ilma 1i jkun konformi mal-karatteristi¢i kimici ta’ ilma dilwit b’'mod accettabbli kif elenkat fl-Appendicijiet 2
u 4 ikun tajjeb bhala ilma tat-test. Kull ilma tajjeb, ilma naturali (ilma tal-wic¢ jew ta’ taht l-art), ilma rikostitwit
(ara 1-Appendici 2) jew ilma tal-vit li jkun tnehhielu I-kloru jkun accettabbli bhala ilma ta’ kultura u ilma tat-test
jekk kironomidi jibqghu jghixu fih sakemm idumu l-kultura u t-testjar minghajr ma juru sinjal ta’ stress. Fil-bidu
tat-test, il-pH tal-ilma tat-test ghandu jkun bejn 6 u 9 u t-total ta’ melh minerali fl-ilma ma jkunx oghla minn
400 mg/l bhala CaCO;. Izda, jekk ikun hemm suspett ta’ interazzjoni bejn joni tal-melh minerali fl-ilma u s-
sustanza ghall-ittestjar, ghandu jintuza ilma b'anqas melh minerali (u ghalhekk, m'ghandux jintuza l-midjum
Elendt M4 fdin is-sitwazzjoni). Ghandu jintuza l-istess tip ta’ ilma tul l-istudju kollu. Il-karatteristici tal-kwalita
tal-ilma elenkati fl-Appendici 4 ghandhom jitkejlu mill-anqas darbtejn fis-sena jew meta jkun hemm suspett li
dawn il-karatteristici jkunu setghu nbidlu b’'mod sinifikanti.

Soluzzjonijiet ta’ stokkijiet - Ilma fortifikat

Koncentrazzjonijiet ta’ testijiet ikunu kkalkulati abbazi ta’ koncentrazzjonijiet ta’” kolonni ta’ ilma, jigifieri tal-ilma
ta’ fuq is-sediment. Soluzzjonijiet tat-testijiet tal-koncentrazzjoni maghzula s-soltu jithejjew b'dilwizzjoni ta’
soluzzjoni ta’ stokkijiet. Soluzzjonijiet ta’ stokkijiet ghandhom preferibbilment jithejjew billi s-sustanza ghall-
ittestjar tinhall fil-midjum ghall-ittestjar. Fxi kazijiet jista’ jkun mehtieg l-uzu ta’ solventi jew agenti ta’ tixrid biex
tkun prodotta soluzzjoni ta’ stokkijiet koncentrata b'mod adatt. Ezempji ta’ solventi adatti huma acetun, etanol,
metanol, etere monoelitiku tal-glikol tal-etilen, etere tad-dimentil tal-glikol tal-etilen, formamidi tad-dimentil u
glikol tat-trietilen. Agenti ta’ tixrid li jistghu jintuzaw huma Cremophor RH40, Tween 80, celluloza tal-metil
0,01 % u HCO-40. Il-koncentrazzjoni ta’ agent ta’ solubilita fil-midjum tal-ittestjar finali ghandu jkun minimali
(i.e. 0.1 ml/l) u ghandu jkun l-istess fit-trattamenti kollha. Meta jintuza agent ta’ solubilitad, m'ghandux ikollu
effetti sinifikanti fuq sopravivenza jew effett hazin vizibbli fuq il-larvi kironomidi kif ikun zvelat minn kontroll
ta’ solventi biss. 1zda ghandu jsir kull sforz biex l-uzu ta’ dawn il-materjali jkun evitat.

DISINN TAT-TEST

Id-disinn tat-test jirrelata mal-ghazla tal-ghadd u l-ispazjar tal-koncentrazzjonijiet tat-testijiet, mal-ghadd ta’
recipjenti ghal kull koncentrazzjoni u mal-ghadd ta’ larvi ghal kull recipjent. Huma deskritti disinji ghal stima
ta’ punti ta’ EC, ghal stima ta’ NOEC u biex jitmexxa test ta’ limitu. L-analizi b’rigressjoni hija ppreferuta mill-
approcc ta’ ttestjar ta’ ipotezi.

Disinn ghal analizi brigressjoni

Il-kon¢entrazzjoni ta’ effetti (ez. ECy5, ECs) u I-firxa ta’ koncentrazzjonijiet, li ghalihom l-effett tas-sustanza ghall-
ittestjar hija ta’ interess, ghandhom jinghaqdu bil-koncentrazzjonijiet inkluzi fit-test. Generalment, l-akkuratezza u
l-aktar il-validita, li bihom ikunu jistghu jsiru stimi ta’ koncentrazzjonijiet ta’ effetti (EC,), titjieb meta I-koncen-
trazzjoni ta’ effetti tkun fil-firxa ta’ koncentrazzjonijiet ittestjati. Estrapolazzjoni hafna taht il-koncentrazzjoni
pozittiva l-aktar baxxa jew ‘il fuq mill-oghla koncentrazzjoni ghandha tkun evitata. Test preliminari biex jinstabu
firxiet ikun utli biex tintghazel il-firxa ta’ koncentrazzjonijiet li jkollhom jintuzaw (ara l-paragrafu 27)).

Jekk ghandu jkun stmat EC,, ghandhom ikunu ttestjati mill-anqas hames koncentrazzjonijiet u tliet replikati ghal
kull koncentrazzjoni. Fi kwalunkwe kaz, huwa rrakkomandat li jintuzaw koncentrazzjonijiet sufficjenti ta’
testijiet biex tithalla ssir stima tajba ta’ mudell. Il-fattur bejn koncentrazzjonijiet m'ghandux ikun akbar minn
tnejn (tista’ ssir ecCezzjoni fkazijiet meta l-kurva ta’ rispons ghad-doza jkollha anglu baxx). L-ghadd ta’ replikati
fkull trattament jista’ jitnaqqas jekk 1-ghadd ta’ koncentrazzjonijiet tat-test b'risponsi differenti jizdied. Iz-zieda fl-
ghadd ta’ replikati jew it-tnaqgis fit-tul tal-intervalli tal-koncentrazzjoni tat-test jittendu li jwasslu ghal intervall
idjaq ta’ kunfidenza ghat-test. Ikunu mehtiega replikati addizzjonali jekk ghandhom ikunu stmati s-sopravivenza
u t-tkabbir tal-larvi ghal 10-ijiem.

Disinn ghal stima ta’” NOEC/LOEC

Jekk ghandhom ikunu stmati LOEC jew NOEC, ghandhom jintuzaw hames koncentrazzjonijiet tat-test b'mill-
anqas erba’ replikati u I-fattur bejn koncentrazzjonijiet m'ghandux ikun akbar minn tnejn. L-ghadd ta’ replikati
ghandu jkun suffi¢jenti biex tkun zgurata qawwa adegwata ta’ statistika biex tinkixef differenza ta’ 20 % mill-
kontroll fil-livell ta’ sinifikat ta’ 5% (p = 0,05). Bir-rata ta’ zvilupp, Analizi ta’ Varjanza (ANOVA) is-soltu tkun
adatta, bhat-test Dunnett u t-test Williams (17)(18)(19)(20). Fil-proporzjon ta’ evoluzzjoni jistghu jkunu uzati t-
testijiet Cochran-Armitage, dak ezatt ta’ Fisher (bil-korrezzjoni ta’ Bonferroni), jew ta’ Mantel-Haenszel.

Test ta’ limitu

Ikun jista’ jsir test ta’ limitu (koncentrazzjoni ta’ test wiehed u kontroll) jekk ma jkun osservat ebda effett fit-test
preliminari ta’ detezzjoni ta’ firxa. L-ghan tat-test ta’ limitu huwa li jkun indikat li I-valur tossiku tas-sustanza
ghall-ittestjar ikun akbar mill-koncentrazzjoni ta’ limitu ttestjata. Fdan il-Metodu ta’ Ttestjar ma jistax isir
suggeriment ghall-koncentrazzjoni rakkomandata; dan jithalla fil-gudizzju tar-regolatur. Is-soltu jkunu mehtiega
mill-anqas sitt replikati kemm ghat-trattament kif ukoll ghall-kontroll. Ghandha tintwera qawwa adegwata ta’
statistika biex tinkixef differenza ta’ 20 % mill-kontroll fil-livell ta’ sinifikat ta’ 5% (p = 0,05). Brispons metriku
(rata ta’ zvilupp u piz), it-t-test huwa metodu ta’ statistika adatt jekk dejta tissodisfa l-htigijiet ta’ dan it-test
(normalita, varjanzi omogenji). Jista’ jintuza t-t-test ta’ varjanza inugwali jew test mhux parametriku, bhat-test
Wilcoxon-Mann-Whithey, jekk dawn il-htigijiet ma jkunux sodisfatti. Bil-proporzjon ta’ evoluzzjoni, it-test ezatt
ta’ Fisher ikun adatt.
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PROCEDURA
Kondizzjonijiet ta’ espozizzjoni
Thejjija ta’ sistema ta’ ilma u sediment fortifikati

Ammonti adatti ta’ sediment formulat (ara l-paragrafi 13-14 u Appendici 3) jizdiedu fir-recipjenti tat-test biex
jifformaw saff ta’ mill-anqas 1,5 cm. L-ilma jizdied ghal fond ta’ 6 cm (ara paragrafu 15). Il-proporzjon tal-fond
tas-saff tas-sediment u l-fond tal-ilma ma ghandux jagbez 1:4 u s-saff tas-sediment ma ghandux ikun iktar fond
minn 3 cm. Is-sistema sediment-ilma ghandha tithalla taht tirwih gentitli ghal sebat ijiem qabel iz-zieda tal-
organizmi tat-test (ara l-paragrafu 14 u l-Appendic¢i 3). Biex ikunu evitati separazzjoni ta’ ingredjenti tas-
sediment u sospensjoni mill-gdid ta’ materjal fin matul iz-zieda ta’ ilma tat-test fil-kolonna tal-ilma, is-sediment
jista’ jitghatta b'diska tal-plastik waqt Ii jkun qged jitferra’ ilma fiha, u d-diska titnehha minnufih wara. Apparati
ohra jistghu wkoll ikunu adatti.

Ir-recipjenti tat-test ghandhom ikunu mghottijin (ez. bi platti tal-hgieg). Jekk ikun mehtieg, matul l-istudju I-ilma
jimtela sal-livell tal-volum originali biex dan jaghmel tajjeb ghall-evaporazzjoni tal-ilma. Dan ghandu jsir billi
jintuza ilma distillat jew dejonizzat biex ma jithalliex jizdied melh.

Zieda ta’ organizmi tat-test

Minn erba’ sa hamest ijiem qabel ma l-organizmi tat-test jizdiedu fir-recipjenti tat-test, ghandhom jittichdu
kwantitajiet ta’ bajd mill-kulturi u jitqieghdu frecipjenti zghar fmidjum ta’ kulturi. Jista’ jintuza midjum
gadim mill-kultura ta’ stokkijiet jew midjum li jkun ghadu kif thejja. Jekk jintuza dan tal-ahhar, ammont
zghir ta’ ikel ez. alka hadra ufjew ftit qatriet zghar ta’ filtrat minn sospensjoni mithuna fin ta’ trofof ta’ ikel
tal-hut ghandu jizdied mal-midjum tal-kultura (ara I-Appendic¢i 2). Ghandhom jintuzaw biss kwantijiet ta’ bajd
migbur frisk. Normalment, il-larvi jibdew ifaqqsu ftit jiem wara li jkun hemm il-bajd (2 sa 3 ijiem ghal
Chironomus riparius £20 °C u 1 sa 4 ijiem ghal Chironomus tentans fi 23 °C u Chironomus yoshimatui fi 25 °C)
u jkun hemm tkabbir ta’ larvi ferba’ fazijiet, kull fazi ddum 4-8 ijiem. Fit-test ghandhom jintuzaw larvi tal-ewwel
fazi (2-3 jew 1-4 ijiem wara li jkunu faqqsu). Il-fazi ta’ pappamoski tista’ possibbilment tkun ivverifikata billi
jintuza l-wisa’ tal-iskutella tar-ras (6).

Ghoxrin larvi tal-ewwel fazi jkunu allokati kif jinzertaw lil kull recipjent tat-test li jkun fih is-sediment imhallat u
l-ilma, billi tintuza pipetta minghajr ponta. It-tirwih tal-ilma ghandu jieqaf waqt li l-larvi jkunu qed jizdiedu fir-
recipjenti tat-test u jibqa’ hekk ghal 24 siegha ohra wara li jkunu Zdiedu I-larvi (ara l-paragrafi 24 u 32). Skont
it-tifsila tat-test uzat (ara l-paragrafi 19 u 20), I-ghadd ta’ larvi uzati ghal kull koncentrazzjoni jkun mill-anqas 60
ghall-istima ta’ punti ta’ EC u 80 ghal determinazzjoni ta’” NOEC.

Erbgha u ghoxrin siegha wara li jkunu zdiedu l-larvi, is-sustanza ghall-ittestjar tithallat fil-kolonna tal-ilma fuq, u
jerga’ jinghata tirwih. Ikunu applikati volumi zghar ta’ soluzzjonijiet ta’ sustanzi ghall-ittestjar taht il-wicc tal-ilma
billi tintuza pipetta. L-ilma ta’ fuq ghandu mbaghad jithallat b’attenzjoni biex is-sediment ma jitharbatx.

Koncentrazzjonijiet tat-test

Test ta’ detezzjoni ta’ firxa jista’ jkun utli biex tkun iddeterminata l-firxa ta’ koncentrazzjonijiet ghat-test
definittiv. Ghal dan il-ghan tintuza serje ta’ koncentrazzjonijiet spazjati fil-wisa’ tas-sustanza ghall-ittestjar.
Biex tkun ipprovduta l-istess densita tal-wic¢ ghal kull kironomidu, i jkollu jintuza ghat-test definittiv, kirono-
midi jkunu esposti ghal kull koncentrazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar ghal perjodu li jippermetti stima ta’
koncentrazzjonijiet adatti ta’ testijiet, u ma jkunx hemm htiega ta’ replikati.

Il-koncentrazzjonijiet tat-test ghat-test definittiv ikunu decizi abbazi tar-rizultat tat-test ta’ detezzjoni ta’ firxa.
Mill-anqas ghandhom jintuzaw u jintghazlu hames koncentrazzjonijiet kif deskritt fil-paragrafi 18 sa 20.

Kontrolli

Recipjenti ta’ kontroll minghajr sustanza ghall-ittestjar izda li jkunu jinkludu sediment ghandhom ikunu inkluzi
fit-test bl-ghadd xieraq ta’ replikati (ara l-paragrafi 19-20). Jekk ikun intuza solvent ghal applikazzjoni ta’
sustanza ghall-ittestjar (ara l-paragrafu 16), ghandu jizdied kontroll ta’ solvent ta’ sediment.

Sistema ta’ ttestjar

Jintuzaw sistemi statici. Sistemi semistati¢i jew ta’ fluss kontinwu bl-ilma ta’ fuq jiggedded kull tant jew
kontinwament jistghu jintuzaw fkazijiet eccezzjonali bhal perezempju jekk specifikazzjonijiet tal-kwalita tal-
ilma jisfaw ma jkunux adatti ghall-organizmu tat-test jew jaffettwaw l-ekwilibriju kimiku (ez. livelli ta’ ossignu
mahlul jinzlu baxxi hafna, il-koncentrazzjoni ta’ prodotti ta’ ekskreta toghla Zzejjed jew minerali jlissu minn
sediment u jaffettwaw il-pH ufjew il-melh minerali fl-ilma). 1zda metodi ohra biex titjieb il-kwalita tal-ilma ta’
fuq, bhal tirwih, ghandhom normalment ikunu bizzejjed u jkunu ppreferuti.
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Tkel

Tkun mehtieg Ii -larvi jintemghu, preferibbilment kuljum jew mill-angas tliet darbiet fil-gimgha. L-ikel tal-hut
(sospensjoni fl-ilma jew ikel mithun fin, ez. Tetra-Min jew Tetra-Phyll; ara d-dettalji fl-Appendici 2) fl-ammont ta’
0,25-0,5 mg (0,35-0,5 mg ghal C. yoshimatui) ghal kull larva kuljum jidher li jkun adegwat ghal larvi zghar ghall-
ewwel 10 ijiem. Jista’ jkun mehtieg ftit aktar ikel ghal larvi li jkollhom aktar Zmien: 0,5 -1 mg ghal kull larva
kuljum ghandu jkun sufficjenti ghall-bqija tat-test. Ir-razzjon tal-ikel ghandu jitnaqqas fit-trattamenti kollha u
jkun ikkontrollat jekk ikun hemm tkabbir fungali jew jekk fil-kontrolli jkunu osservati mwiet. Jekk ma jkunx
jista’ jitwaqqaf zvilupp fungali t-test ghandu jittenna. Meta jkunu qed jigu ttestjati sustanzi li jassorbixxu hafna
(ez. blog Ky, > 5), jew sustanzi maghqudin b'mod kovalenti mas-sediment, l-ammont ta’ ikel mehtieg biex
ikunu zgurati sopravivenza u tkabbir naturali tal-organizmi jista’ jizdied mas-sediment formulat gabel il-perjodu
ta’ stabbilizzazzjoni. Ghal dan, ghandu jintuza materjal tal-pjanti minflok ikel tal-hut, ez. tista’ tintuza zieda ta’
0,5 % (piz fin-niexef) ta’ weraq mithunn fin ta’ ez. horrieqa tnigges (Urtica dioica), cawsla (Morus alba), silla bajda
(Trifolium repens), spinaci (Spinacia oleracea) jew ta’ materjal iehor tal-pjanti (Cerophyl jew celluloza alfa).

Kondizzjonijiet ta’ inkubazzjoni

Tirwih bil-mod tal-ilma ta’ fuq frecipjenti tat-test ikun ipprovdut preferibbilment 24 sighat wara li jizdiedu I-larvi
u jitkompla matul it-test kollu (ghandha tinghata attenzjoni biex il-koncentrazzjoni tal-ossignu mahlul ma tinzilx
taht 60 % ta’ ASV). Tirwih ikun ipprovdut permezz ta’ pipetta Pasteur tal-hgieg imwahhla 2-3 cm ‘il fuq mis-saff
tas-sediment (jigifieri buzzieqa wahda jew ftit tal-ilma/sec). Meta jkunu qed jigu ttestjati kimici volatili, jista’
jitgies li s-sistema tas-sediment-ilma ma titrewwahx.

It-test jitmexxa ftemperatura kostanti ta’ 20 °C (z 2 °C). Ghal C. tentans u C. yoshimatui t-temperaturi rakkoman-
dati huma ta’ 23 °C u 25 °C (¢ 2 °C), rispettivament. Jintuza fotoperjodu ta’ 16-il siegha u l-intensita tad-dawl
ghandha tkun 500 sa 1 000 lux.

Durata tal-espozizzjoni

L-espozizzjoni tibda biz-zieda ta’ larvi fir-recipjenti ffortifikati u ta” kontroll. Id-durata massima tal-espozizzjoni
tkun ta’ 28 jum ghal C. riparius u C. yoshimatsui, u 65 jum ghal C. tentans. Jekk pappamoski jevolvu gabel, it-test
jista’ jitwaqqaf wara minimu ta’ hamest ijiem wara li jkun evolva l-ewwel adult fil-kontroll.

OSSERVAZZJONIJIET
Emergenza

Tkunu ddeterminati z-zmien ta’ zvilupp u l-ghadd totali ta’ pappamoski rgiel u nisa evoluti ghalkollox. L-irgiel
ikunu identifikati facilment mill-antenni taghhom kollha pjumi.

Ir-recipjenti tat-test ghandhom ikunu osservati mill-anqas tliet darbiet fil-gimgha biex issir valutazzjoni viziva ta’
kull mgiba mhux normali (ez. tlug mis-sediment, ghawm mhux tas-soltu), mqgabbla mal-kontroll. Matul il-
perjodu ta’ evoluzzjoni mistennija jkun mehtieg li jsir ghadd kuljum ta’ pappamoski li jkunu evolvew ghalkollox.
Is-sess u l-ghadd ta’ pappamoski evoluti ghalkollox ikunu rregistrati kuljum. Wara identifikazzjoni I-pappamoski
jitnehhew mir-recipjenti. Kull kwantita ta’ bajd iddepozitata qabel ma jintemm it-test ghandha tkun irregistrata u
mbaghad titnehha biex larvi ma jithallewx jergghu jidhlu fis-sediment. lkun irregistrat ukoll 1-ghadd ta’ pupae
vizibbli li jkunu naqsu li jevolvu. Gwida dwar kejl ta’ evoluzzjoni hija pprovduta fl-Appendici 5.

Tkabbir u sopravivenza

Jekk ghandha tkun ipprovduta dejta dwar sopravivenza u tkabbir ta’ larvi ghal 10 ijiem, ghandhom ikunu inkluzi
recipjenti addizzjonali tat-test mill-bidu, biex ikunu jistghu jintuzaw wara. Is-sediment minn dawn ir-recipjenti
addizzjonali jintgharbel billi jintuza gharbiel ta’ 250 um biex izomm il-larvi. Kriterji ghal mewt huma immob-
bilta jew nuqqas ta’ reazzjoni ghal stimulu mekkaniku. Larvi li ma jkunux irkuprati ghandhom jinghaddu wkoll
bhala mejtin (larvi li jkunu mietu fil-bidu tat-test setghu kienu gew iddegradati minn mikrobi). kunu ddeter-
minat il-piz fin-niexef (minghajr irmied) tal-larvi li jkunu baqghu hajjin ghal kull recipjent tat-test u I-medja tal-
piz fin-niexef ta’ kull larva ghal kull recipjent. Ikun utli li jkun iddeterminat ta’ liema fazi jkunu l-larvi li jkunu
baqghu hajjin; ghal dak jista’ jintuza l-kejl tal-wisa tal-iskutella tar-ras ta’ kull larva.

Kejlijiet analitici
Koncentrazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar

Bhala minimu, kampjuni tal-ilma ta’ fuq, tal-ilma tal-pori u tas-sediment ghandhom ikunu analizzati fil-bidu
(preferibbilment siegha wara applikazzjoni ta’ sustanza ghall-ittestjar) u fit-tmiem tat-test, fl-oghla koncentrazz-
joni u fwahda aktar baxxa. Dawn id-determinazzjonijiet ta’ koncentrazzjoni ta’ sustanza ghall-ittestjar jaghtu
taghrif dwar l-imgiba/il-partizzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar fis-sistema ilma u sediment. Tehid ta’ kampjuni ta’
sediment fil-bidu tat-test jista’ jinfluwenza s-sistema ta’ ttestjar (ez. tnehhija ta’ larvi tat-test), ghalhekk ghandhom
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jintuzaw recipjenti addizzjonali tat-test biex jitwettqu determinazzjonijiet analiti¢i fil-bidu u matul it-test jekk
ikun jixraq (ara l-paragrafu 39). Kejlijiet fis-sediment jistghu ma jkunx mehtieg jekk il-partizzjoni tas-sustanza
ghall-ittestjar bejn ilma u sediment tkun giet iddeterminata b'mod car fi studju dwar ilma/sediment fkondizz-
jonijiet komparabbli (ez. proporzjon ta’ sediment ma’ ilma, tip ta’ applikazzjoni, kontenut ta’ karbonju organiku
ta’ sediment).

Meta jittichdu kejlijiet intermedji (ez. fis-7 jum) u jekk l-analizi jkun jehtigilha kampjuni kbar li ma jkunux
jistghu jittiehdu minn recipjenti tat-test minghajr ma tkun influwenzata s-sistema ta’ ttestjar, ghandhom isiru
determinazzjonijiet analitic¢i fuq kampjuni minn recipjenti addizzjonali tat-test ittrattati bl-istess mod (inkluza 1-
prezenza ta’ organizmi tat-test) izda mhux uzati ghal osservazzjonijiet bijologici.

Centrifugazzjoni perezempju ta’ 10 000 g u 4°C ghal 30 min. hija l-pro¢edura rrakkomandata biex ikun izolat
ilma interstizjali. Izda jekk is-sustanza ghall-ittestjar tkun turi li filtri ma jassorbuhiex, tista’ wkoll tkun accettabbli
Ifiltrazzjoni. Fxi kazijiet jista ma jkunx possibbli li jkunu analizzati koncentrazzjonijiet fl-ilma tal-pori
minhabba li d-daqs tal-kampjun ikun zghir wisq.

Parametri fizikokimici

II-pH, ossignu mahlul fl-ilma tat-test u t-temperatura tat-recipjenti tat-test ghandhom jitkejlu b'mod adatt (ara I-
paragrafu 10). Melh minerali fl-ilma u ammonja ghandhom jitkejlu fil-kontrolli u frecipjent wiched tat-test fl-
oghla koncentrazzjoni fil-bidu u fit-tmiem tat-test.

DEJTA U RAPPURTAR
Trattament ta’ rizultati

L-ghan ta’ dan it-test huwa biex ikun iddeterminat l-effett tas-sustanza ghall-ittestjar fuq ir-rata ta’ Zvilupp u fuq
l-ghadd totali ta’ pappamoski rgiel u nisa evoluti ghalkollox, jew fil-kaz tal-effetti tat-test ta’ 10 ijiem fuq is-
sopravivenza u l-piz tal-larvi. Jekk ma jkunx hemm indikazzjonijiet ta’ sensivitajiet differenti statistikament ta’
sessi, rizultati dwar irgiel u nisa jkunu jistghu jingabru ghal analizi ta’ statistika. Id-differenzi ta’ sensittivita bejn
is-sessi jistghu jkunu ggudikati statistikament perezempju btest ta’ tabella x>-r x 2. Sopravivenza tal-larvi u I-
medja tal-piz fin-niexef ta’ kull larva ghal kull recipjent ghandha tkun ikkalkulata wara 10 jiem meta jkun
mehtieg.

Koncentrazzjonijiet ta’ effetti espressi bhala koncentrazzjonijiet fl-ilma ta’ fuq huma kkalkulati preferibbilment
abbazi ta’ koncentrazzjonijiet imkejla fil-bidu tat-test (ara l-paragrafu 38).

Biex tkun ikkomputata stima ta’ punti ghall-ECs, jew ghal kull EC, ohra, tista’ tintuza statistika ghal kull
re¢ipjent bhala replika vera. Biex ikun ikkalkulat intervall ta’ kunfidenza ghal kull EC, ghandha titqies il-
varjabbilta fost recipjenti, jew ghandu jintwera li din il-varjabbilta tant tkun zghira Ii tista’ ma titqisx. Meta -
mudell jitqieghed minn Least Squares, ghandha tkun applikata trasformazzjoni ghall-istatistika ghal kull recipjent
biex titjieb l-omogeneita ta’ varjanza. Izda, valuri EC, ghandhom ikunu kkalkulati wara li r-rispons ikun gie
ttrasformat u ttiched lura ghall-valur originali.

Meta l-analizi ta’ statistika jkollha 1-ghan li tiddetermina NOEC/LOEC b'ittestjar ta’ ipotezi, il-varjabbilta fost
recipjenti jehtigilha titqies, ez. ANOVA faktar stadji. Alternattivament, aktar testijiet robusti (21) jistghu jkunu
adatti fsitwazzjonijiet fejn ikun hemm ksur tas-suppozizzjonijiet tas-soltu ta” ANOVA.

Proporzjon ta’ evoluzzjoni

Proporzjonijiet ta’ evoluzzjoni huma dejta alternattiva mhux kontinwa, u jistghu jkunu analizzati bit-test ta’
Cochran-Armitage applikat b’'mod devoluttiv fejn tkun mistennija doza-rispons monotonika u din id-dejta tkun
konsistenti ma’ din l-istennija. Jekk le, jistghu jintuzaw test ezatt ta’ Fisher jew dak ta’ Mantel-Haenszel b'valuri ‘p’
ta’ Bonferroni-Holm aggustati. Jekk ikun hemm evidenza ta’ varjabbilta akbar bejn replikati fl-istess koncentrazz-
joni milli distribuzzjoni binomja tkun tindika (sikwit irriferuta bhala varjazzjoni “extrabinomja”), mbaghad
ghandhom jintuzaw test robust ta’ Cochran-Armitage jew dak ezatt ta’ Fisher kif propost fi (21).

L-ghadd ta’ pappamoski evoluti ghal kull recipjent, ne, ikun iddeterminat u diviz bl-ghadd ta’ larvi introdotti, na:

ne
ER = —
Ny
fejn:
ER = proporzjon ta’ evoluzzjoni
n, = ghadd ta’ pappamoski evoluti ghal kull recipjent

=
1}

ghadd ta’ larvi introdotti ghal kull recipjent
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Alternattiva li hija l-aktar adatta ghal dagsijiet kbar ta’ kampjuni, meta jkun hemm varjanza extrabinomja, hija li
l-proporzjon ta’ evoluzzjoni jkun ittrattat bhala rispons kontinwu u li jintuzaw proceduri bhat-test Williams
meta tkun mistennija doza-rispons monotonika u tkun konsistenti ma’ din id-dejta ta’ ER. It-test Dunnett ikun
adatt fejn il-monotonicita ma tapplikax. Dags kbir ta’ kampjun huwa ddefinit hawn bhala l-ghadd evolut, u 1-
ghadd mhux evolut ukoll ikun aktar minn hamsa, abbazi ta’ kull replika (recipjent).

Biex ikunu applikati metodi ta’ ANOVA, valuri ta’ ER ghandhom l-ewwel ikunu ttrasformati bit-trasformazzjoni
arcsin-sqrt jew bit-trasformazzjoni Freeman-Tukey biex tinkiseb distribuzzjoni normali approssimata u biex
varjanzi jsiru ugwali. Jistghu jkunu applikati t-testijiet Cochran-Armitage, dak ezatt ta’ Fisher (Bonferroni), jew
it-test ta’ Mantel-Haenszel meta jintuzaw il-frekwenzi assoluti. It-trasformazzjoni arcsin-sqrt tkun applikata billi
jittiehed l-inverse sine (sin-1) tal-gherq kwadrat ta’ ER.

Ghal proporzjonijiet ta’ evoluzzjoni, valuri EC, ikunu kkalkulati billi tintuza analizi ta’ rigressjoni (jew ez. probit
(22), logit, Weibull, softwer kummer¢jali adatt, ecc.). Jekk analizi ta’ rigressjoni tfalli (ez. meta jkun hemm anqas
minn Zewg risponsi parzjali), jintuzaw metodi mhux parametri¢i ohra bhal medja mobbli jew interpolazzjoni
semplici.

Rata ta’ zvilupp

[I-hin medju ta’ zvilupp jirrapprezenta t-tul medju ta’ zmien bejn id-dhul ta’ larvi (jum O tat-test) u l-evoluzzjoni
tal-koorti sperimentali ta’ pappamoski. (Ghall-kalkulazzjoni taz-zmien reali ta’ Zvilupp, ghandha titqies l-eta tal-
larvi fil-waqt tad-dhul). Ir-rata ta’ zvilupp hija r-reciproka taz-zmien tal-izvilupp (unita: 1/jum) u tirrapprezenta
dik il-parti tal-izvilupp tal-larva li ssehh kuljum. Ir-rata ta’ zvilupp hija ppreferuta ghall-evalwazzjoni ta’ dawn I-
istudji dwar tossicita ta’ sediment minhabba li I-varjanza taghha hija aktar baxxa, u hija aktar omogenja u eqreb
distribuzzjoni normali kif imgabbla ma’ Zmien ta’ Zvilupp. Ghalhekk, jistghu jintuzaw proceduri ta’ test para-
metriku qawwija ma’ rata ta’ zvilupp milli ma’ zmien ta’ zvilupp. Ghal rata ta’ zvilupp bhala reazzjoni kontinwa,
jistghu jkunu stmati valuri EC, billi tintuza analizi ta’ rigressjoni (ez. (23), (24)).

Ghat-testijiet ta’ statistika li gejjin, l-ghadd ta’ pappamoski osservati fjum ta’ spezzjoni x ikunu prezunti li jkunu
evolvew fil-medja tal-intervall ta’ zmien bejn jum x u jum x-1 (I = tul tal-intervall ta’ spezzjoni, is-soltu jum 1). Ir-
rata medja ta’ zvilupp ghal kull recipjent (x) tkun ikkalkulata skont:

m
_ iXi
x=y I
im1 M

fejn:
X: rata medja ta’ zvilupp ghal kull recipjent
i: indic¢i ta’ intervall ta’ spezzjoni

m:  ghadd massimu ta’ intervalli ta’ spezzjoni

fir ghadd ta’ pappamoski evoluti fl-intervall ta’ spezzjoni i

n,:  ghadd totali ta’ pappamoski evoluti fit-tmiem tal-esperiment (= > f;)
x;  rata ta’ zvilupp tal-pappamoski evoluti fintervall i
1/(d h
i = ay; — =
X yi—3
fejn:

day; jum ta’ spezzjoni (jiem minhabba applikazzjoni)

tul ta’ intervall ta’ spezzjoni i (jiem, is-soltu jum wiehed)

Rapport tat-test

Ir-rapport tat-test ghandu mill-anqas jipprovdi l-informazzjoni li gejja:
Sustanza ghall-ittestjar:

— natura fizika u, fejn ikun rilevanti, proprjetajiet fizikokimici (solubilita tal-ilma, pressjoni tal-fwar, koeffi¢jent
tal-partizzjoni fil-hamrija (jew fis-sediment jekk ikunu disponibbli), stabbilta fl-ilma, ecc.);

— dejta ta’ identifikazzjoni ta’ kimici (isem komuni, isem tal-kimika, formula strutturali, Numru tal-CAS, ecc.)
inkluzi l-purezza u l-metodu ghall-kwantifikazzjoni ta’ sustanza ghall-ittestjar.



19.3.2014

1-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea

L 81/207

Speci tat-test:

— annimali uzati ghat-test: speci, isem xjentifiku, sors ta’ organizmi u kondizzjonijiet ghat-trobbija;
— informazzjoni dwar maniggar ta’ kwantitajiet ta’ bajd u larvi;

— l-eta tal-annimali tat-test meta jkunu ddahhlu fir-recipjenti tat-test.

Kondizzjonijiet tat-test:

— sediment uzat, jigifieri sediment naturali jew formulat;

— ghal sediment naturali, post u deskrizzjoni ta’ sit ta’ tehid ta’ kampjuni ta’ sediment, inkluza, jekk ikun
possibbli, storja ta” kontaminazzjoni; karatteristici: pH, kontenut ta’ karbonju organiku, proporzjon ta’ C/N u
granulumetrija (skont kif jixraq).

— thejjija tas-sediment formulat: ingredjenti u karatteristici (kontenut ta’ karbonju organiku, pH, rtubija, ecc. fil-
bidu tat-test);

— thejjija tal-ilma tat-test (jekk jintuza ilma rikostitwit) u karatteristici (koncentrazzjoni tal-ossignu, pH, kondut-
tivita, melh minerali fl-ilma, ecc. fil-bidu tat-test);

— fond tas-sediment u ilma ta’ fug;

— volum tal-ilma ta’ fuq u tal-pori; piz ta’ sediment imxarrab bi jew minghajr ilma tal-pori;
— recipjenti tat-test (materjal u dags);

— metodu ta’ thejjija ta’ soluzzjonijiet ta’ stokkijiet u koncentrazzjonijiet ta’ testijiet;

— applikazzjoni ta’ sustanza ghall-ittestjar: koncentrazzjonijiet ta’ testijiet uzati, ghadd ta’ replikati u uzu ta’
solvent jekk ikun hemm;

— kondizzjonijiet ta’ inkubazzjoni: temperatura, ¢iklu ta’” dawl u intensita, tirwih (frekwenza u intensita);
— informazzjoni dettaljata dwar ghalf inkluz tip ta’ ikel, thejjija, ammont u regim ta’ ghalf.
Rizultati:

— il-koncentrazzjonijiet nominali tat-test, il-koncentrazzjonijiet imkejla tat-testijiet u r-rizultati tal-analizi kollha
biex tkun iddeterminata l-koncentrazzjoni tas-sustanza ghall-ittestjar fir-recipjent tat-test;

— il-kwalitd tal-ilma fir-recipjenti tat-test, jigifieri pH, temperatura, ossignu mahlul, melh minerali fl-ilma u
ammonja;

— bdil ta’ ilma evaporat tat-test, jekk ikun hemm;

— ghadd ta’ pappamoski evoluti rgiel u nisa ghal kull recipjent u ghal kull jum;

— ghadd ta’ larvi li jkunu naqsu li jevolvu bhala pappamoski ghal kull recipjent;

— medja tal-piz fin-niexef ta’ kull larva ghal kull recipjent, u ghal kull fazi, skont il-kaz;

— percentwali ta’ evoluzzjoni ghal kull replika u koncentrazzjoni tat-test (pappamoski rgiel u nisa migburin
flimkien);

— rata medja ta’ zvilupp ta’ pappamoski zviluppati ghalkollox ghal kull replika u rata ta’ trattament (pappa-
moski rgiel u nisa migburin flimkien);

— stimi ta’ punti ta’ tmiem tossi¢i ez. CEx (u intervalli assocjati ta’ kunfidenza), NOEC ufjew LOEC u l-metodi
ta’ statistika uzati ghad-determinazzjoni taghhom;

— diskussjoni tar-rizultati, inkluza kull influwenza fuq il-konkluzjonijiet tar-rizultati tat-testijiet minn devjazz-
jonijiet minn dan il-Metodu ta’ Ttestjar.
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Appendici 1

DEFINIZZJONIJIET
Ghall-fini ta'dan il-metodu jintuzaw id-definizzjonijiet li gejjin:

Sediment ifformulat jew sediment rikostitwit, artifi¢jali jew sintetiku, huwa tahlita ta’ materjali li jintuzaw biex jimitaw 1-

Ilma ta’ fuq huwa l-ilma li jitqieghed fuq sediment fir-recipjent tat-test.
Ilma interstizjali jew ilma tal-pori huwa l-ilma li jokkupa l-ispazju bejn sediment u particelli tal-hamrija.
Ilma fortifikat huwa l-ilma tat-test li mieghu tkun giet mizjuda s-sustanza ghall-ittestjar.

Kimika ghall-ittestjar: Kull sustanza jew tahlita ttestjata billi jintuza dan il-Metodu ta’ Ttestjar.



19.3.2014

1-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea

L 81/211

10.

11.

Appendici 2

Rakkomandazzjonijiet ghal kultura ta’ Chironomus riparius

. Larvi ta’ Chironomus jistghu jitkabbru fdixxijiet ta’ kristallizzazzjoni jew fkontenituri akbar. Ramel fin tal-quartz

jitferrex fsaff irqiq ta” madwar 5 as 10 mm fond fuq il-qiegh tal-kontenitur. Kieselguhr (ez. Merck, Art 8117)
ukoll intwera li huwa substrat adatt (saff irqaq ta’ sa ftit hafna mm ikun bizzejjed). Wara jizdied ilma adattat ghal
fond ta’ diversi cm. Il-livelli tal-ilma ghandhom jimtlew kull meta huwa mehtieg biex jiehdu post it-telf li jirrizulta
mill-evaporazzjoni, u jkun ta’ repevenzjoni kontra d-dessekazzjoni. L-ilma jista’ jinbidel jekk ikun mehtieg. Ghandu
jkun ipprovdut tirwih bil-mod. Ir-recipjenti ghat-tkabbir tal-larvi ghandhom jinzammu fgagga apposta li ma thallix li
l-adulti li jkunu qed jevolvu jaharbu. Il-gagga ghandha tkun kbira bizzejjed biex adulti evoluti ma jithallewx jimirhu fi
qtajja kbar, ghax inkella tista’ ma ssirx kopulazzjoni (il-minimu huwa ta’ madwar 30 x 30 x 30 cm).

. Gageg ghandhom jinzammu ftemperatura ambjentali jew fkamra ambjentalment kostanti ta’ 20 + 2 °C b’perjodu

fotografiku ta’ 16-il siegha dawl (intensita madwar 1 000 lux), 8 sighat dlam. Kien irrapportat li umdita tal-arja ta’
angas minn 60 % RH tista’ tfixkel ir-riproduzzjoni.

Ilma ta’ dilwizzjoni

. Jista’ jintuza kull ilma tajjeb naturali jew sintetiku. Komunement jintuzaw ilma tal-bir, ilma tal-vit li jkun tnehhielu 1-

kloru u midja artificjali (ez. il-midjum Elendt “M4” jew “M7”, ara hawn taht). L-ilma ghandu jitrewwah qabel ma
jintuza. Jekk ikun mehtieg, I-ilma tal-kultura jista’ jiggedded billi l-ilma uzat jitferra’ jew jghaddi minn go sifun minn
recipjenti ta’ kultura battenzjoni minghajr ma jinqerdu t-tubi tal-larvi.

Tmigh tal-larvi

. Larvi ta’ Chironomus ghandhom jintemghu ikel ta’ trofof tal-hut (Tetra Min®, Tetra Phyll® jew marka simili ohra ta’

ikel tal-hut proprjetarju), fbejn wiched u iehor 250 mg ghal kull recipjent kuljum. Dan jista’ jinghata bhala trab
mithun niexef jew bhala sospensjoni fl-ilma: 1,0 g ta’ ikel ta’ trofof jizdied ma’ 20 ml ta’ ilma ta’ dilwizzjoni u jithallat
biex jaghti tahlita omogenja. Din it-thejjija tista’ tintema’ frata ta’” madwar 5 ml ghal kull recipjent kuljum (ixxejkja
gabel ma tuza). Larvi li jkollhom aktar Zmien jistghu jircievu aktar.

. It-tmigh jista’ jigi aggustat skont il-kwalita tal-ilma. Jekk il-midjum ta’ kultura fjissahhab’, it-tmigh ghandu jitnaqgas.

Zidiet ta’ ikel ghandhom ikunu mmonitorjati battenzjoni. Ikel mill-anqas jikkawza tluq tal-larvi lejn il-kolonna tal-
ilma, u hafna ikel jikkawza aktar attivita mikrobika u koncentrazzjonijiet tal-ossignu mnaqqsin. Iz-zewg kondizz-
jonijiet jistghu jgibu maghhom rati ta’ tkabbir imnaqgas.

. Xi celluli ta” alka hadra (ez. Scenedesmus subspicatus, Chlorella vulgaris) jistghu wkoll jizdiedu meta jitqieghdu

frecipjenti godda ta’ kultura.

Tmigh ta’ adulti evoluti

. Xi whud minn dawk li jaghmlu esperimenti ssuggerew li kuxxinett tat-tajjar mghaddas f'soluzzjoni saturata tas-

sukrozju jista’ jservi ta’ ikel ghal adulti evoluti.

Emergenza

. F20 + 2 °C adulti jibdew jevolvu mir-recipjenti ghat-tkabbir tal-larvi wara bejn wiehed u iehor 13 - 15-il jum. L-irgiel

jintgharfu malajr ghax ikollhom antenni kollha pjumi.

Kwantitajiet ta’ bajd

. Malli l-adulti jkunu fil-gagga tat-trobbija, ir-recipjenti kollha ghat-tkabbir tal-larvi ghandhom ikunu ezaminati tliet

darbiet fil-gimgha ghal tqeghid ta’ kwantitajiet ta’ bajd gisu gelatina. Jekk ikun hemm, il-kwantitajiet ta’ bajd ghan-
dhom jitnehhew battenzjoni. Il-bajd ghandu jkun ittrasferit ghal go dixx zghir li jkun fih kampjun tal-ilma tat-
trobbija. Kwantitajiet ta’ bajd jintuzaw biex jinbeda recipjent gdid ta’ kultura (ez. 2 - 4 kwantitajiet ta’ bajd/recipjent)
jew biex jintuzaw ghal testijiet tat-tossicita.

Larvi tal-ewwel fazi ghandhom ifaqqsu wara 2 - 3 jjiem.

Recipjenti godda ta’ kultura

Malli jkunu stabbiliti kulturi ghandu jkun possibbli li jitqieghed recipjent gdid ta’ kultura tal-larvi kull gimgha jew
angas ta’ spiss skont htigijiet ta’ ttestjar, billi jitnehhew ir-recipjenti aktar qodma wara li jkunu evolvew pappamoski
adulti. Bl-uzu ta’ din is-sistema jkun hemm provvista regolari ta’ adulti b’anqas maniggar.
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Thejjija ta’ soluzzjonijiet tat-testijiet “M4” u “M7”

Elendt (1990) iddeskriva I-midjum “M4”. ll-midjum “M7” jithejja bhala -midjum “M4” hlief ghas-sustanzi indikati fit-
Tabella 1, li ghalihom koncentrazzjonijiet ikunu erba’ darbiet aktar baxxi f“M7” milli f“M4”. Qed tithejja pubb-
likazzjoni dwar il-midjum “M7” (Elendt, komunikazzjoni personali). Is-soluzzjoni tat-test ma ghandhiex tkun ipprepa-
rata skont Elendt u Bias (1990) ghall-koncentrazzjonijiet ta’ NaSiO3 5 H,0, NaNO3, KH2PO4 u K2HPO4 moghtija
ghall-preparazzjoni tas-soluzzjonijiet stokk mhumiex adegwati.

Thejjija tal-midjum “M7”

Each soluzzjoni ta’ stokkijiet (I) tithejja wahda wahda u soluzzjoni ta’ stokkijiet flimkien (II) tithejja minn dawn is-
soluzzjonijiet ta’ stokkijiet (I) (ara Tabella 1). 50 ml mis-soluzzjoni ta’ stokkijiet flimkien (II) u l-ammonti ta’ kull
soluzzjoni ta’ stokkijiet ta’ makronutrijenti li jidhru fit-Tabella 2 huma maghmulin minn sa 11 ta’ ilma dejonizzat
biex jithejja I-midjum “M7”. Tithejja soluzzjoni ta’ stokkijiet ta’ vitamini billi jizdiedu tliet vitamini mal-ilma dejonizzat
kif indikat fit-Tabella 3, u jizdied 0,1 ml tas-soluzzjoni ta’ stokkijiet flimkien ta’ vitamini mal-midjum “M7” finali ftit
gabel ma jintuza. (Is-soluzzjoni ta’ stokkijiet ta’ vitamini tinhazen iffrizata falikwoti zghar). Il-midjum jitrewwah u

jkun stabbilizzat.

Tabella 1

Soluzzjonijiet ta’ stokkijiet ta’ mikroelementi ghall-midjum M4 u M7

Biex thejji s-soluzzjoni ta’
stokkijiet flimkien (II): hallat
Ammont (mg) l-ammonti li gejjin (ml) t’ Konéentrazzjonijiet finali
Soluzzjonijiet ta’ stokkijiet (I) m;g}inﬁlrum:;n SOI:gZQﬁglijig ;a'liixkg;iﬁtrn(;) u | fsoluzzjonijiet tat-testijiet (mgl)
ilma dejonizzat dejonizzat
M4 M7 M4 M7

H;BO; (1) 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl, - 4 H,O (!) 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl () 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCI () 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, - 6 H,O (1) 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 (1) (3 5000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO4 - 7 H,0 (1) (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

() Dawn is-sustanzi huma differenti fM4 u fM7, kif indikat hawn taht.

(%) Dawn is-soluzzjonijiet jithejjew wahda wahda, mbaghad jitferrghu flimkien u jigu pprocessati minnufih fawtoklav (recipjent li jinghalag

awtomatikament).
Tabella 2
Soluzzjonijiet ta’ stokkijiet ta’ makronutrijenti ghall-midjum M4 u M7
. Amm?'.“ ta" soluzzjonijift ta" Konc¢entrazzjonijiet finali
Ammont maghmul minn sa | stokkijiet ta’ makronutrijenti Psoluzzionifiet tat-testiiiet
1 litru ta’ ilma dejonizzat | mizjudin biex jithejja midjum ]M 4]u M7 )
(mg) M4 and M7 (mg/)
(i &
CaCl, - 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7 H,O 246 600 0,5 123,3
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Ammont ta’ soluzzjonijiet ta’ . Lo
. o .. .| Koncentrazzjonijiet finali
Ammont maghmul minn sa | stokkijiet ta’ makronutrijenti PRI
. s A P fsoluzzjonijiet tat-testijiet
1 litru ta’ ilma dejonizzat | mizjudin biex jithejja midjum
M4 u M7
(mg) M4 and M7 (mg/)
(mll) ¢
KCl 58 000 0,1 5,8
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
Tabella 3

Soluzzjoni ta’ stokkijiet ta’ vitamini ghall-midjum M4 u M7

It-tliet soluzzjonijiet kollha ta’ vitamini jinghaqdu flimkien biex jaghmlu soluzzjoni wahda ta’ stokkijiet ta’ vitamini.

Ammont ta’ soluzzjoni ta’ . T,
Ammont maghmul minn sa stokkijiet ta’ vitamini f]‘i (;Tlf;;tgileg)rltgl::eglgfilt
1 litru ta’ ilma dejonizzat mizjudin biex jithejja ]M4J M7 )
(mg) midjum M4 u M7 (mu/l)
(ml) §
Kloridrat tat-tijamina 750 0,1 0,075
Cjanokobalamina (B12) 10 0,1 0,0010
Bijotina 7,5 0,1 0,00075
LETTERATURA:

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.

Elendt BP (1990). Selenium Deficiency in Crustacean. Protoplasma 154: 25-33.

Elendt BP and Bias W-R (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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Appendiéi 3

THEJJIJA TA” SEDIMENT FORMULAT

Kompozizzjoni tas-sediment

Il-kompozizzjoni tas-sediment formulat ghandha tkun kif gej:

% ta’ sediment
Kostitwent Karatteristici
piz fin-niexef

Pit Pit ta’ haziz Sphagnum, qrib kemm jista’ jkun ta’ pH 5,5-6,0 minghajr 4-5
ma tibqa' tidher il-pjanta, mithun fin (particelli ta’ daqs <1 mm) u
mnixxef bl-arja

Ramel tal-quartz Dagqs ta’ ramla: > 50 % tal-particelli ghandhom ikunu fil-firxa ta’ 50- 75-76
200 pm

Tafal tal-kawlina Kontenut ta” kawlina > 30 % 20

Karbonju organiku Aggustat biz-zieda ta’ pit u ramel 2 (£0,5)

Karbonat tal-kalcju CaCOj3,pulverizzat, kemikament pur 0,05 -0,1

Ilma Konduttivita < 10 pS/cm 30 - 50

Thejjija

II-pit jitnixxef bl-arja u jintahan fi trab fin. Tithejja sospensjoni tal-ammont mehtieg ta’ trab tal-pit filma dejonizzat billi
jintuza apparat ta’ omogeneizzazzjoni ta’ prestazzjoni gholja. Il-pH ta’ din is-sospensjoni jigi aggustat sa 5,5%0,5
b’CaCO;. Is-sospensjoni tigi kkondizzjonata ghal mill-anqas jumejn billi tithawwad bil-mod £20 * 2 °C, biex il-pH isir
stabbli u jistabbilixxi komponent mikrobiku stabbli. Il-pH jerga’ jitkejjel u ghandu jkun 6,0 * 0,5. Mbaghad is-sospensjoni
tal-pit tithallat mal-kostitwenti l-ohra (ramel u tafal tal-kawlina) u ma’ ilma dejonizzat biex jinkiseb sediment omogenju
b’kontenut ta’ ilma ffirxa ta’ 30-50 % tal-piz fin-niexef tas-sediment. Il-pH tat-tahlita finali jerga’ jitkejjel ghal darb’ohra u
jigi aggustat ghal 6,5 sa 7,5 b’CaCOj5 jekk ikun mehtieg. Jittiehdu kampjuni tas-sediment biex ikun iddeterminat il-piz fin-
niexef u l-kontenut ta’ karbonju organiku. Mbaghad, gabel ma jintuza fit-test tat-tossicita tal-kironomidi, huwa rrakko-
mandat li s-sediment formulat ikun ikkondizzjonat ghal sebat ijiem taht l-istess kondizzjonijiet li jkun hemm fit-test
sussegwenti.

Hzin

Il-kostitwenti nixfin ghat-thejjija tas-sediment artificjali jistghu jinhaznu fpost niexef u frisk ftemperatura ambjentali. Is-
sediment formulat (mxarrab) m'ghandux jinhazen gabel ma jsir uzu minnu fit-test. Ghandu jintuza minnufih wara I-
perjodu ta” kondizzjonament ta’ 7 ijiem li jtemm it-thejjija tieghu.

LETTERATURA:

[I-Kapitolu C.8 ta’ dan l-Anness. Tossicita ghal Hniex.

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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Appendici 4

Karatteristici kimici ta’ ilma ta’ dilwizzjoni accettbbli

Sustanza Koncentrazzjonijiet
Materja partikulata <20 mg/l
Karbonju organiku totali <2mgfl
Ammonja mhux jonizzata <1 pgfl

Ebusija bhala CaCO;

< 400 mg/l (*)

Kloru residwali <10 pg/l
Pesticidi organofosforuzi totali <50 ngfl
Pesticidi organoklorici totali flimkien ma’ poliklorobifenili <50 ngfl
Kloru organiku totali <25 ngfl

(*) I1zda ghandu jkun innotat li jekk ikun hemm suspett ta’ interazzjoni bejn joni tal-melh minerali fl-ilma u s-sustanza ghall-ittestjar,

ghandu jintuza ilma b'anqas melh minerali (u ghalhekk, m’ghandux jintuza l-midjum Elendt M4 fdin is-sitwazzjoni).
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Appendici 5

Gwida ghall-monitoragg tal-evoluzzjoni ta’ larvi kironomidi

Sifuni ta’ evoluzzjoni jitgieghdu fuq il-bekkijiet tat-test. Dawn is-sifuni jkunu mehtiega mill-20 jum sa meta jintemm it-
test. Ezempju ta’ sifun li jintuza huwa pingut hawn taht:

A: l-iskrijn tan-nylon D: il-portijiet tal-iskrijn i jibdlu l-ilma
B: il-kikkri tal-plastik maqluba E: ilma
C: il-bekk ta’ espozizzjoni minghajr F: sediment

xoffa

“C.29. BI]ODEGRADABBILTA FACLI - CO, FRECIPJENTI SSIGILLATI (TEST TA’ SPAZJU FUQ)

DAHLA

Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghall-Linja Gwida tat-Test (TG) 310 (2006) tal-OECD. Dan il-
Metodu ta’ Ttestjar huwa metodu ta’ tgharbil ghall-evalwazzjoni tal-bijodegradabbilta facli ta’ kimici u jipprovdi
informazzjoni simili ghas-sitt metodi ta’ ttestjar deskritti fil-kapitolu C.4 ta’ dan l-Anness A sa F. Ghalhekk
kimika li turi rizultati pozittivi fdan il-Metodu ta’ Ttestjar tista’ titgies bijodegradabbli facilment fl-ambjent.

Il-metodu stabbilit sewwa tad-dijossidu tal-karbonju (CO,) (1), ibbazat fuq it-test originali ta’ Sturm (2) ghall-
valutazzjoni tal-bijjodegradabbilta ta’ kimic¢i organici, bil-kejl tad-diossidu tal-karbonju prodott minn azzjoni
mikrobika, normalment kien l-ewwel ghazla ghall-ittestjar ta’ kimici li ftit jinhallu u ta’ dawk li jassorbu hafna.
Il-metodu jintghazel ukoll ghal kimici li jinhallu (izda li mhumiex volatili), minhabba li l-evoluzzjoni tad-diossidu
tal-karbonju titgies minn hafna Ii hija l-unika prova inekwivoka ta’ attivita mikrobika. It-tnehhija ta’ karbonju
organiku mahlul tista’ ssir bi processi fizikokimici - sorbiment, volatilizzazzjoni, precipitazzjoni, idrolizi - kif
ukoll b'azzjoni mikrobika, u hafna reazzjonijiet mhux bijologici jikkunsmaw ossignu; CO, rarament ikun
prodott minn kimici organi¢i b'mod abijotiku. Fit-test originali u modifikat ta’ Sturm (1)(2) CO, jitnehha
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mill-fazi likwida ghal gor-recipjenti ta’ assorbiment b'tixrix (jigifieri arja kollha bziezaq ittrattata biex tnehhi CO,
permezz tal-midjum likwidu), filwaqt li fil-verzjoni ta’ Larson (3)(4) CO, jigi ttrasferit mir-recipjent ta’ reazzjoni
ghal gor-recipjenti ta’ assorbiment billi l-arja minghajr CO, tghaddi mill-Ispazju Fuq u, addizzjonalment, ir-
recipjent tat-test jigi xxejkjat kontinwament. Fil-modifika ta’ Larson biss ir-recipjent ta’ reazzjoni jigi xxejkjat; it-
tahwid huwa specifikat biss ghal sustanzi li ma jinhallux fISO 9439 (5) u fil-verzjoni originali tal-US (6), li t-
tnejn li huma jispecifikaw it-tixrix milli I-bdil tal-Ispazju Fuq. Fmetodu uffi¢jali ichor ta’ EPA tal-US (7) ibbazat
fuq il-metodu ta’ Gledhill (8), ir-recipjent ta’ reazzjoni xxejkjat jinghalaq ghall-atmosfera u CO, prodott jingabar
fsifun tal-aklalina direttament mill-fazi gassuza, bhal fi fliexken klassi¢i ta’ respiromiter ta’ Warburg/Barcroft.

Izda karbonju inorganiku (IC) intwera li jakkumula fil-midjum matul l-applikazzjoni tat-test Sturm standard,
modifikat ghal ghadd ta’ kimici (9). Kienet instabet koncentrazzjoni ta’ IC gholja dags 8 mg/l matul id-degradazz-
joni ta’ 20 mg C/l ta’ anilina. Ghalhekk il-gbir ta’ CO, fis-sifuni tal-aklalina ma kienx jirrifletti verament I-
ammont ta’ CO, prodott mikrobijologikament fhinijiet intermedji matul id-degradazzjoni. Minhabba dan, 1-
ispecifikazzjoni li > 60 % tal-produzzjoni ta’ CO, massimu teoretiku (ThCO,) ghandha tingabar f“perjodu ta’ 10-
d” (-10 ijjiem li jigu minnufih wara li tinkiseb 10 % ta’ bijodegradazzjoni) biex kimika ghall-ittestjar tkun
ikklassifikat bhala li tiddegrada malajr bijologikament, ma titharisx ghal xi kimici li jkunu hekk ikklassifikati
bl-uzu tat-tnehhija ta” karbonju organiku mahlul (DOC).

Meta l-percentwali ta’ degradazzjoni tkun valur aktar baxx milli mistenni, IC ikun possibbilment akkumulat fis-
soluzzjoni tat-test. Mbaghad id-degradabbilta tista’ tkun ivvalutata mat-testijiet l-ohra lesti tal-bijodegradabbilta.

Zvantaggi ohra tal-metodologija Sturm (goffa, tiehu z-zmien, aktar suxxettibbli ghal zbalji sperimentali u mhix
applikabbli ghal kimici volatili) aktar qabel kienu gieghlu li ssir tfittxija ghal teknika ta’ recipjent issigillat, barra
dak ta’ Gledhill, aktarx milli fluss ta’ gass kontinwu (10)(11). Boatman et al (12) ezaminaw mill-gdid il-metodi ta’
gabel u adottaw sistema ta’ Spazju Fuq maghluq li biha CO, thalla johrog fl-Ispazju Fuq fit-tmiem ta’ inkubazz-
joni bacidifikazzjoni tal-midjum. CO, tkejjel b'analizi tal-kromatografija tal-gass (GC)/IC fkampjuni mehudin
awtomatikament tal-Ispazju Fuq izda ma tqisx il-karbonju inorganiku mahlul (DIC) fil-fazi likwida. Ir-recipjenti
uzati wkoll kienu zghar hafna (20 ml) u kienu jesghu biss 10 ml ta’ midjum, li holqu problemi ez. meta jizdiedu
l-ammonti bilfors zghar hafna ta’ kimici ghall-ittestjar li ma jinhallux, ufjew meta jista® ma jkunx hemm
mikroorganizmi bizzejjed jew ebda minnhom fil-midjum imlagqam li jkunu jistghu jiddegradaw kimici ghall-
ittestjar.

Dawn id-diffikultajiet intghielbu mill-istudji indipendenti ta’ Struijs u Stoltenkamp (13) u ta’ Birch u Fleccher
(14), dawn tal-ahhar kienu ispirati mill-esperjenza taghhom ma’ apparat uzat fit-test anaerobiku ta’ bijodegra-
dazzjoni (15). Fl-ewwel metodu (13) CO, jitkejjel fl-Ispazju Fuq wara acidifikazzjoni u ekwilibrazzjoni, filwaqt li
ftal-ahhar (14) DIC kemm fil-fazi gassuza kif ukoll fdik likwida tkejjel minghajr trattament; aktar minn 90 % ta’
IC ifformat kien jinsab fil-fazi likwida. 1z-zewg metodi kellhom vantaggi fuq it-test Sturm ghaliex is-sistema ta’
ttestjar kienet aktar kompatta u mmaniggabbli, kimici volatili jistghu jigu ttestjati u tkun evitata l-possibbilta ta’
dewmien biex jitkejjel CO, prodott.

[z-zewg approcci nghaqdu £CO, Standard tal-ISO fl-Ispazju Fuq (16), li ghadda mir-ringtest (17) u huwa dan I-
Istandard li jifforma 1-bazi ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar. Bl-istess mod, iz-zewg approcci kienu uzati fl-EPA tal-US
(18). Kienu rrakkomandati zewg metodi ta’ kejl ta” CO,, jigifieri CO, fl-Ispazju Fuq wara acidifikazzjoni (13) u ta’
IC fil-fazi likwida wara z-zieda ta’ alkali zejda. Dan l-ahhar metodu kien introdott minn Peterson matul ir-ring
test CONCAWE (19) ta’ dan il-Metodu ta’ Spazju Fuq modifikat biex ikejjel il-bijodegradabbilta inerenti. Il-bidliet
maghmulin fir-revizjoni tal-1992 (20) tal-metodi fil-Kapitolu C.4 ta’ dan I-Anness ghal Bijodegradabbilta Facli
kienu inkorporati f'dan il-Metodu ta’ Ttestjar, biex il-kondizzjonijiet (midjum, durata, ec¢.) ikunu xort'ohra l-istess
bhal dawk fit-test Sturm rivedut (20). Birch u Fletcher (14) urew li kienu nkisbu rizultati jixxiebhu hafna b’dan it-
test ta’ Spazju Fuq bhalma kienu nkisbu bl-istess kimici fir-Ring Test tal-OECD (21) tal-Metodi ta’ Ttestjar
riveduti.

PRINCIPJU TAT-TEST

[I-kimika ghall-ittestjar, normalment £20 mg C/l, bhala s-sors wahdani ta’ karbonju u energija, tkun inkubata
fmidjum ta’ lqugh ta’ melh minerali li jkun tlagqam bi kwantita mhallta ta’ mikroorganizmi. It-test isir fi fliexken
issigillati bi Spazju Fuq ta’ arja li jipprovdi rizerva ta’ ossignu ghal bijodegradazzjoni aerobika. L-evoluzzjoni ta’
CO, li tigi mill-bijodegradazzjoni aerobika finali tal-kimika ghall-ittestjar tkun iddeterminata bil-kejl ta’ IC
prodott fil-fliexken tat-test izjed minn dak prodott frecipjenti in bjank li jkun fihom biss midjum imlagqam.
Kemm ikun hemm bijodegradazzjoni jkun espress bhala percentwali tal-produzzjoni ta’ IC massimu teoretiku
(ThIC), ibbazat fuq il-kwantita ta” kimika ghall-ittestjar (bhala karbonju organiku) mizjud fil-bidu.

Tista” wkoll titkejjel it-tnehhija ta” DOC ufjew kemm ikun hemm bijodegradazzjoni primarja tal-kimika ghall-
ittestjar (20).
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INFORMAZZJONI DWAR IL-KIMIKA GHALL-ITTESTJAR

Il-kontenut ta’ karbonju organiku (% w/w) tal-kimika ghall-ittestjar jehtieglu jkun maghruf, mill-istruttura kimika
tieghu jew mill-kejl, biex tkun ikkalkulata d-degradazzjoni. Ghal kimici volatili ta’ ttestjar, il-kostant imkejjel jew
ikkalkulat tal-ligi ta” Henry jkun utli biex ikun iddeterminat proporzjon adatt ta’ Spazju Fuq ma’ volum ta’
likwidu. Informazzjoni dwar it-tossicita tal-kimika ghall-ittestjar ghal mikroorganizmi tkun utli fl-ghazla ta’
koncentrazzjoni adatta tat-test u ghall-interpretazzjoni ta’ rizultati li juru bijodegradabbilta fqira: huwa rrakko-
mandat li jkun inkluz il-kontroll tal-inibizzjoni sakemm ma jkunx maghruf li l-kimika ghall-ittestjar ma tkunx
inibitorja ghal attivitajiet mikrobici (ara l-paragrafu 24).

APPLIKABBILTA TAL-METODU

It-test ikun applikabbli ghal kimici ghall-ittestjar li ma jinhallux, ghalkemm ghandu jkun Zgurat tixrid sewwa tal-
kimika ghall-ittestjar. Bl-uzu tal-proporzjon rakkomandat ta’ Spazju Fuq ma’ volum ta’ likwidu ta’ 1:2, jistghu
jkunu ttestjati kimici volatili bil-kostant tal-ligi ta’ Henry ta’ sa 50 Pa.m’mol™! minhabba li l-proporzjon ta’
kimika ghall-ittestjar fl-Ispazju Fuq ma jkunx aktar minn 1 % (13). Jista’ jintuza volum izghar ta’ Spazju Fuq meta
jkunu ttestjati kimici, li jkunu aktar volatili, izda d-disponibbilta bijologika tista’ tillimita l-aktar jekk dawn ikunu
ftit jinhallu fl-ilma. Izda dawk li juzawh ghandhom jizguraw li l-proporzjon tal-Ispazju Fuq ma’ volum ta’
likwidu u I-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar ikunu hekk li jkun hemm ossignu bizzejjed biex tithalla
ssir bijodegradazzjoni aerobika shiha (ez. evita li tuza koncentrazzjoni gholja ta’ substrat u volum zghir ta’
Spazju Fuq). Gwida dwar dan tinsab fi (13)(23).

KIMICT TA’ REFERENZA

Biex tkun ezaminata l-procedura tat-test, ghandha tkun ittestjata kimika ta’ referenza ta’ bijodegradabbilta
maghrufa b’'mod parallel. Ghal dan il-ghan jistghu jintuzaw anilina, benzoat tas-sodju jew glikol tal-etilen
meta jkunu ttestjati kimici ghall-ittestjar Ii jinhallu fl-ilma u ottanol-1 ghal kimici ghall-ittestjar i ftit jinhallu
(13). Il-bijodegradazzjoni ta’ dawn il-kimici ghandha tilhaq > 60 % ThIC fi zmien 14-il jum.

RIPRODUCIBBILTA

Fir-ring test tal-ISO tal-metodu (17), ir-rizultati li gejjin inkisbu bl-uzu tal-kondizzjonijiet irrakkomandati, inkluz
test C ta’ kimika/1 ta’ 20 mg.

Percentwali medju Koefficient ta variazzioni
Kimika ghall-ittestjar ta’ bijodegradazzjoni oettige (;) anazzjo Ghadd ta’ Laboratorji
(28d) B
Anilina 90 16 17
Ottanol-1 85 12 14

[l-varjabbilta (replikabbilta) fit-test, bl-uzu tal-anilina, kienet baxxa b’koeffi¢jenti ta’ varjabbilta mhux akbar minn
5% fkull test li sar. Fiz-zewg kazijiet li fihom ir-replikabbilta kienet aghar, il-varjabbilta akbar aktarx kienet
dovuta minhabba produzzjoni gholja ta’ IC fl-in bjanki. Ir-replikabbilta kienet aghar b'ottanol-1 izda kienet
ghadha anqas minn 10 % ghal 79 % ta’ testijiet li saru. Din il-varjabbilta akbar fit-test setghet kienet dovuta
minhabba zbalji fid-dozar, minhabba li kellu jkun injettat volum zghir (3 sa 4 pl) ta’ ottanol-1 fi fliexken tat-test
issigillati. Koeffi¢jenti oghla tal-varjazzjoni jirrizultaw meta jintuzaw koncentrazzjonijiet iktar baxxi tal-kimika
ghall-ittestjar, spe¢jalment fkoncentrazzjonijiet li huma inqas minn 10 mg C/l. Dan jista’ jingheleb parzjalment
billi titnaqqas il-koncentrazzjoni tal-karbonju inorganiku totali (TIC) fit-tilgima.

Fring-test tal-UE (24) ta’ hames tensjoattivi mizjudin £10 mg C/l, nkisbu r-rizultati li gejjin:

Percentwali medju Koeffi¢jent ta’ varjazzjoni
Kimika ghall-ittestjar ta’ bijodegradazzjoni ) %) jazz) Ghadd ta’ laboratorji
(28d) K
Tetrapropilin 17 45 10
Sulfonat tal-benzen
Su¢¢inat  ta’  di-iso-ottil 72 22 9
sulfoniku
(anjoniku)
Klorur tal-ammonja 75 13 10
ezadecil-trimetil (¥)
(katjoniku)
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Percentwali medju B
) KoeffiGjent ta’ varjazzjoni

Kimika ghall-ittestjar ta’ bijodegradazzjoni o Ghadd ta’ laboratorji
(%)
(28d)
Iso-Nonilfenol -(etossilat)g 41 32 10
(mhux joniku)
Sulfobetaina tal- 60 23 11

Kako-amid-propil
tal-idrossi tad-dimetil
(amfoterika)

(*) Kien mizjud SiO, biex jinnewtralizza t-tossicita.

Ir-rizultati juru li generalment il-varjabbiltd kienet oghla ghall-agenti tensjoattivi anqas iddegradati sewwa.
Varjabbilta fit-test kienet anqas minn 15 % ghal aktar minn 90 % tal-kazijiet, bl-oghla tilhaq 30-40 %.

NOTA: Kwazi l-agenti tensjoattivi kollha mhumiex spe¢i molekulari wahda izda huma tahlitiet ta’ isomeri,
omologi, ec¢. li jiddegradaw wara perjodi differenti ta’ intervalli karatteristici u brati kinetici differenti
li jirrizultaw fkurvi “mcajprin”, estenwati, biex is-60 % tal-valur ta’ pass ma jintlahagx “fil-perjodu ta’ 10-
d”, anki jekk kull spec¢i molekulari ghaliha wahidha tilhaq > 60 % fi zmien 10 jiem jekk tkun ittestjata
wahidha. Dan jista’ jkun osservat ukoll ftahlitiet ohra kumplessi.

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Apparat

Apparat normali tal-laboratorju u:

(a) Fliexken tas-serum tal-hgieg, issigillati b'tappijiet tal-lastku tal-butil u sigilli tal-aluminju Ii jehel. 1d-daqs
rakkomandat huwa 125 ml li jkollu volum totali ta’ madwar 160 ml (fdan il-kaz il-volum ta’ kull flixkum
ghandu jkun maghruf li huwa 160 + 1 ml). Recipjent ta’ dags izghar jista’ jintuza meta r-rizultati jharsu I-
kondizzjonijiet deskritti fil-paragrafu 66 u 67;

(b) Analizzatur tal-karbonju jew strument ichor (ez. kromatografu tal-gass) ghall-kejl ta’ karbonju inorganiku;
(c) Siringi ta’ precizjoni kbira ghal kampjuni gassuzi u likwidi;
(d) Xejker orbitali fambjent ikkontrollat bit-temperatura;

(e) Provvista ta’ arja minghajr CO, — din tista’ tithejja billi I-gharja tghaddi minn granijiet tal-gir tas-soda jew billi
tintuza tahlita ta’ gass ta’ 80 % N,/20 % 0, (fakultattiv) (ara l-paragrafu 28);

(f) Apparat ta’ filtrazzjoni b’'membrani ta’ porozita ta’ 0,20 — 0,45 pm porozita (fakultattiv);

Analizzatur ta’ karbonju organiku (fakultattiv).

(

Reagenti

Uza reagenti ta’ grad analitiku ghal kollox.

Ilma

Ghandu jintuza ilma distillat jew dejonizzat li jkun fih <1 mg/l bhala karbonju organiku totali. Dan jirrapp-
rezenta < 5 % tal-kontenut ta’ karbonju organiku tal-bidu introdott bid-doza rakkomandata tal-kimika ghall-
ittestjar.

Soluzzjonijiet ta’ stokkijiet ghall-midjum ta” melh minerali

Is-soluzzjonijiet ta’ stokkijiet u I-midjum ta’ melh minerali huma simili ghal dawk ta’ ISO 14593 (16) u C.4
testijiet ta’ “bijodegradabbilta facli” (20). L-uzu ta’ koncentrazzjoni gholja ta’ klorur tal-ammonju (2,0 g/l minflok
0,5 gfl) ghandu jkun necessarju biss fkazijiet verament ec¢ezzjonali, ez. meta I-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-
ittestjar hija > 40 mg C/l. Soluzzjonijiet ta’ stokkijiet ghandhom ikunu mahzuna fi frigg u jintremew wara sitt
xhur, jew qgabel jekk ikun hemm evidenza ta’ precipitazzjoni jew tkabbir mikrobiku. Hejji dawn is-soluzzjonijiet
ta’ stokkijiet li gejjin:
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(a) Fosfat anidru tal-idrogenu tal-potassju (KH,PO,) 8,50 g
Fosfat tal-idrogenu tad-dipotassju (K,HPO,), 21,75 g
Fosfat diidrat tal-idrogenu tad-disodju (Na,HPO,.2H,0) 33,40 g
Klorur tal-ammonju (NH,Cl) 0,50 g

Holl fl-ilma u gib 1 litru. Il-pH ta’ din is-soluzzjoni ghandu jkun 7,4 (£ 0,2). Jekk dan ma jkunx il-kaz, allura
hejji soluzzjoni gdida.

(b) Klorur tal-kal¢ju diidrat (CaCl,.2H,0), 4 mg; 36,40 g
Holl fl-ilma u gib 1 litru.
(c) Eptaidrat tas-sulfat tal-magnezju (MgSO,.7H,0) 22,50 g
Holl fl-ilma u gib 1 litru.
(d) Eksaidrat tal-klorur tal-hadid (III) (FeCl;.6H,0) 0,25 g
Holl flilma u gib 1 litru u zid qatra wahda ta’ HCl koncentrat.

Thejjija ta’ midjum minerali

Hallat 10 ml ta’ soluzzjoni (a) ma’ bejn wiched u ichor 800 ml ilma (paragrafu 17), mbaghad zid 1 ml ta’
soluzzjonijiet (b), (c) u (d) u gib 1 litru bl-ilma (paragrafu 17).

Reagenti ohra

Acidu ortofosforiku koncentrat (H3PO4) (> 85 % massa ghal kull volum).

Soluzzjoni 7M ta’ idrossidu tas-sodju

Holl 280 g ta’ idrossidu tas-sodju (NaOH) 1 litru ta’ ilma (paragrafu 17). Iddetermina I-koncentrazzjoni ta’ DIC
ta’ din is-soluzzjoni u gis dan il-valur meta tikkalkula r-rizultat tat-test (ara l-paragrafi 55 u 61), l-aktar fid-dawl
tal-kriterju tal-validita fil-paragrafu 66 (b). Hejji soluzzjoni gdida jekk il-koncentrazzjoni ta’ DIC tkun gholja
zzejjed.

Kimika ghall-ittestjar:

Hejji soluzzjoni ta’ stokkijiet ta’ kimika ghall-ittestjar li tinhall bizzejjed fl-ilma (paragrafu 17) jew fil-midjum tal-
ittestjar (paragrafu 19) fkoncentrazzjoni preferibbilment ta’ 100 darba akbar mill-koncentrazzjoni finali li jkollha
tintuza fit-test; jista’ jkun mehtieg li jkun aggustat pH tas-soluzzjoni ta’ stokkijiet. Is-soluzzjoni ta’ stokkijiet
ghandha tizdied mal-midjum minerali biex taghti koncentrazzjoni ta’ karbonju organiku finali ta’ bejn 2 u 40 mg
C/[l, preferibbilment 20 mg C/l. Jekk jintuzaw koncentrazzjonijiet iktar baxxi minn dawn, il-precizjoni miskuba
tista' ma tkunx tajba. Kimici likwidi li jinhallu u li ma jinhallux jistghu jizdiedu fir-recipjenti billi jintuzaw
direttament siringi ta’ precizjoni kbira. Kimici ghall-ittestjar li ftit jinhallu u li ma jinhallux jista’ jkun jehtigilhom
trattament specjali (25). L-ghazliet huma:

(a) zieda diretta ta’” ammonti mizuna maghrufa;
(b) tixrid ultrasoniku qabel zieda;

(¢) tixrid bl-ghajnuna ta’ agenti emulsjonanti li jkunu mehtiega biex ikun stabbilit jekk ikollhomx xi effetti
inibitorji jew stimulatorji fuq attivitd mikrobika gabel iz-Zieda;

(d) sorbiment ta’ kimici likwidi tat-test, jew soluzzjoni fsolvent volatili adatt, ghal fuq midjum jew sostenn inerti
(ez. filtru tal-fibra tal-hgieg), segwiti minn evaporazzjoni tas-solvent, jekk jintuza, u zieda diretta ta’ ammonti
maghrufin;

(¢) zieda ta’ volum maghruf ta’ soluzzjoni tal-kimika ghall-ittestjar f'solvent facilment volatili frecipjent tat-test
vojt, segwita mill-evaporazzjoni tas-solvent.
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Agenti jew solventi uzati £(c), (d) u (¢) ghandhom ikunu ttestjati ghal kull effett stimulatorju jew inibitorju fuq
attivita mikrobika (ara l-paragrafu 42(b)).

Kimidi ta’ referenza

Hejji soluzzjoni ta’ stokkijiet tal-kimika ta’ referenza (li tinhall) fl-ilma (paragrafu 17) fkoncentrazzjoni prefe-
ribbilment 100 darba akbar mill-koncentrazzjoni final li jkollha tintuza (20 mg C/l) fit-test.

Verifika ta’ inibizzjoni

Kimici ghall-ittestjar sikwit ma juru ebda degradazzjoni sinifikanti taht il-kondizzjonijiet uzati fvalutazzjonijiet ta’
bijodegradazzjoni facli. Kawza wahda possibbli hija li -kimika ghall-ittestjar tkun inibitorja ghat-tilqima fil-
koncentrazzjoni li fiha tkun applikata fit-test. Verifika ta’ inibizzjoni tista’ tkun inkluza fit-tifsila tat-test biex
tithaffef l-identifikazzjoni (retrospettivament) ta’ inibizzjoni bhala kawza possibbli jew fattur kontributorju.
Alternattivament, il-verifika ta’ inibizzjoni tista’ teskludi interferenzi bhal dawn u turi li ebda jew ftit degradazz-
joni tkun attribwibbli biss ghall-fatt li ma tkunx soggetta ghal attakk mikrobiku taht il-kondizzjonijiet tat-test.
Biex tinkiseb informazzjoni dwar it-tossicita tal-kimika ghall-ittestjar ghal mikroorganizmi (aerobici), hejji soluzz-
joni fil-midjum tal-ittestjar li jkun fiha I-kimika ghall-ittestjar u l-kimika ta’ referenza (paragrafu 19), kull wahda
fl-istess koncentrazzjonijiet kif mizjuda, rispettivament (ara l-pargrafi 22 u 23).

Tilgima

It-tilgima tista’ tkun gejja minn varjeta ta’ sorsi: hama attivat; effluwent tad-dranagg (mhux bil-kloru); ilmijiet tal-
wic¢ u hamrija; jew minn tahlita ta’ dawn (20). L-attivita bijodegradattiva tas-sors ghandha tkun ivverifikata billi
tintuza kimika ta’ referenza. Tkun xi jkun is-sors, mikroorganizmi li qabel kienu esposti ghall-kimika ghall-
ittestjar m'ghandhomx jintuzaw jekk il-procedura jkollha tintuza bhala test ghal bijodegradabbilta facli.

Twissija: Hama attivat, dranagg u effluwent tad-dranagg li jkun fih organizmi patogenic¢i u ghandhom ikunu
ttrattati b’kawtela.

Ibbazat fuq esperjenza, l-ahjar volum ghat-tilgima huwa dak li:

— ikun suffi¢jenti biex jirrendi attivita bijodegradattiva adegwata;

— jiddegrada l-kimika ta’ referenza bil-percentwali stipulat (ara I-paragrafu 66);

— jaghti 102 sa 10° unitajiet ta’ formazzjoni ta’ kolonji ghal kull millilitru fit-tahlita finali;

— normalment jaghti koncentrazzjoni ta’ 4 mg/l ta’ solidi sospizi fit-tahlita finali meta jintuza hama attivat;
jistghu jintuzaw koncentrazzjonijiet sa 30 mg/l izda jistghu jzidu b’'mod sinifikanti I-produzzjoni ta’ CO, tal-
in bjanki (26);

— jikkontribwixxi anqas minn 10 % tal-koncentrazzjoni inizjali ta’ karbonju organiku introdott mil-kimika
ghall-ittestjar;

— ikun generalment 1-10 ml ta’ tilgima ghal 1 litru tas-soluzzjoni tat-test.

Hama attivat

Hama attivat jingabar frisk mit-tank ta’ tirwih ta’ impjant ta’ trattament tad-dranagg jew minn unita ta’ skala ta’
laboratorju li tittratta l-aktar dranagg domestiku. Jekk ikun mehtieg, particelli raffi ghandhom jitnehhew billi
jintgharblu (ez. billi jintuza gharbiel b’xibka ta’ 1 mm?) u I-hama ghandu jinzamm aerobiku sakemm jintuza.

Alternattivament, wara tnehhija ta’ kull partikola raffa, halli -hama joqghod jew iccentrifugah (ez. 1 100 x g ghal
10 minuti). Warrab il-likwidu supernatant. Il-hama jista’ jinhasel fis-soluzzjoni minerali. Issospendi l-hama
koncentrat fmidjum minerali biex jirrendi koncentrazzjoni ta’ 3-5 g solidi sospizi/l.

Hama ghandu jittieched minn impjant ta’ trattament konvenzjonali li jahdem sewwa. Jekk hama jkollu jittiehed
minn impjant ta’ trattament ta’ rata gholja, jew jitqies li jkun fih inibituri, huwa ghandu jinhasel. Hallih joqghod
jew iccentrifuga l-hama sospiz mill-gdid wara li jkun thallat sewwa, warrab il-likwidu supernatant u erga’
ssospendi -hama mahsul fvolum ulterjuri ta’ midjum minerali. Tenni din il-procedura sakemm il-hama jitqies
li jkun hieles minn substrat jew inibitur zejjed.

Wara li tkun inkisbet sospensjoni kompleta, jew bhama mhux ittrattat, irtira kampjun ezatt gabel l-uzu, ghad-
determinazzjoni tal-piz fin-niexef tas-solidi sospizi.
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Alternattiva ulterjuri hija li hama attivat jigi omogeinizzat (3-5 g ta’ solidi sospizifl). Ittratta l-hama fi blender
Waring ghal 2 minuti b'velocita medja. Halli I-hama mhallat joqghod ghal 30 minuta jew aktar jekk ikun
mehtieg u ferra’ I-likwidu ghal uzu bhala tilgima bir-rata ta’ madwar 10 mg/l ta’ midjum minerali.

Tnaqgis ukoll ulterjuri tal-evoluzzjoni CO, in bjank jista’ jinkiseb billi I-hama jitrewwah matul il-lejl barja
minghajr CO,. Uza 4 mg/l ta’ solidi ta’ hama attivat bhala l-koncentrazzjoni tat-tilgima fdan it-test (13).

Effluwent ta’ dranagg sekondarju

Alternattivament, it-tilgima tista’ torigina mill-effluwent sekondarju ta’ impjant ta’ trattament jew unita ta’ skala
ta’ laboratorju i tir¢ievi l-aktar dranagg domestiku. Zomm il-kampjun fkondizzjonijiet aerobi¢i u uza filjum tal-
gbir, jew ikkondizzjonah minn qabel jekk ikun mehtieg. L-effluwent ghandu jkun iffiltrat permezz ta’ filtru raff
biex titnehha materja partikolata hoxna u jitkejjel il-valur tal-pH.

Biex inaqgas il-kontenut ta’ IC tieghu, il-filtrat jitraxxax b’arja minghajr CO, (paragrafu 15-¢) ghal siegha filwaqt
li I-pH jinzamm £6,5 billi jintuza acidu ortofosforiku (paragrafu 20). Il-valur tal-pH jitregga ghall-valur originali
tieghu bl-idrossidu tas-sodju (paragrafu 21) u, wara li jkun qaghad ghal madwar siegha, volum adatt tas-
supernatant jittiehed biex jitlaggam. Din il-procedura ta’ tixrix tnaqqas il-kontenut ta’ IC tat-tilgima. Perezempju,
meta l-volum massimu rrakkomandat ta’ effluwent imraxxax iffiltrat (100 ml) ghal kull litru kien uzat bhala
tilgima, l-ammont ta’ IC li kien hemm fir-recipjenti ta’ kontroll in bjank kien fil-firxa ta’ 0,4 sa 1,3 mg/l (14), li
tirrapprezenta 2-6,5 % tal-kimika ghall-ittestjar C £20 mg C/l u 4-13 % £10 mg C/L.

Imijiet tal-wiéc

Jittiehed kampjun ta’ ilma tal-wic¢ adatt. Ghandu jinzamm fkondizzjonijiet aerobici u jintuza fil-jum tal-gbir. II-
kampjun ghandu jkun ikkoncentrat, jekk ikun mehtieg, bifiltrazzjoni jew centrifugazzjoni. ll-volum ta’ tilgima li
jkollha tintuza fkull recipjent tat-test ghandha thares il-kriterji moghtijin fil-paragrafu 26.

Hamrija

Jittiehed kampjun ta’ hamrija adatta, migbura ffond ta’ sa 20 cm taht il-hamrija tal-wié¢. Gebel, fdalijiet ta” pjanti
u invertebrati ghandhom jitnehhew mill-kampjun ta’ hamrija gabel ma jintgharbel bxibka ta’ 2 mm (jekk il-
kampjun ikun imxarrab wisq biex jintgharbel minnufih, fdak il-kaz ghandu jitnixxef parzjalment bl-arja biex
jithaffef it-tgharbil). Ghandu jinzamm fkondizzjonijiet aerobici u jintuza fil-jum tal-gbir (Jekk il-kampjun jingarr
fborza sewda tal-polietilen magfula hafif, ikun jista’ jinhzen f2 sa 4 oC fil-borza sa xahar).

Kondizzjonament minn qabel ta’ tilgima

Tilgima tista’ tkun ikkondizzjonata minn qabel ghall-kondizzjonijiet sperimentali, izda ma tkunx adattata minn
qabel ghall-kimika ghall-ittestjar. Kondizzjonament minn qabel jista' jnagqas l-evoluzzjoni ta® CO, in bjank.
Kondizzjonament minn qabel jikkonsisti ftirwih ta’ hama attivat wara dilwizzjoni fmidjum tal-ittestjar ghal
30 mg/l b'arja niedja minghajr CO, ghal sa 5-7 ijiem fit-temperatura tat-test.

PROCEDURA TAT-TEST
Ghadd ta’ fliexken

L-ghadd ta’ fliexken (paragrafu 15-a) mehtiega ghal test ikun jiddependi mill-frekwenza ta’ analizi u minn kemm
idum it-test.

Huwa rrakkomandat li fliexken triplici jkunu analizzati wara ghadd suffi¢jenti ta’ intervalli ta’ Zzmien b'mod li I-
perjodu ta’ 10-d ikun jista’ jigi identifikat. Ukoll mill-anqas hames fliexken tat-test (paragrafu 15-a) mis-settijiet
(@), ®) u (c) (ara l-paragrafu 42) ikunu analizzati fit-tmiem tat-test, biex ikunu jistghu jigu kkalkulati 95 % ta’
intervalli ta” kunfidenza ghall-valur medju ta’ percentwali ta’ bijodegradazzjoni.

Midjum imlagqam

It-tilgima tintuza fkoncentrazzjoni ta’ 4 mg/l ta’ solidi nixfin ta’ hama attivat. Hejji minnufih qabel l-uzu midja
mlagqma b'mod suffi¢jenti billi zzid, perezempju, 2 ml hama attivat ittrattat sewwa (paragrafi 27 to 32)
£2 000 mg/l ghal 1 litru ta’ midjum ta’ melh minerali (paragrafu 19). Meta jkollu jintuza effluwent ta’ dranagg
sekondarju zid sa 100 ml effluwent (paragrafu 33) ghal midjum ta’ 900 ml ta’ melh minerali (paragrafu 19) u
ddilwixxi 1 litru bil-midjum.
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Thejjija ta” fliexken

Alikwoti ta” midjum imlaqqam jitqieghdu fi fliexken replikati biex jaghtu proporzjon ta’ Spazju Fuq ma’ likwidu
ta’ 1:2 (ez. zid 107 ml fi fliexken li jesghu 160 ml). Jistghu jintuzaw proporzjonijiet ohra, izda ara t-twissija
moghtija fil-paragrafu 11. Meta tuza tilgima ta’ wiched miz-zewg tipi, ghandha tinghata attenzjoni biex ikun
zgurat li l-midjum imlagqam jithallat b'mod adegwat biex ikun zgurat i jitqassam b’'mod uniformi fil-fliexken
tat-test.

Settijiet ta’ fliexken (paragrafu 15a) jithejjew biex jesghu dan li gej:

(a) Recipjent tat-test (indikat Fy) li jkun fih il-kimika ghall-ittestjar;

(b) Kontrolli in bjank (indikati Fp) li jkun fihom biss il-midjum tal-ittestjar flimkien ma’ tilgima; ghandhom
jizdiedu wkoll kull kimika, solventi, agenti jew filtri tal-fibra tal-hgieg uzati biex tiddahhal il-kimika ghall-
ittestjar fir-recipjenti tat-test;

(c) Recipjenti (indikati Fc) biex tkun ivverifikata l-procedura li jkun fiha l-kimika ta’ referenza;

(d) Jekk ikun mehtieg, recipjenti (indikati F;) biex ikun iccekkjat jekk possibbilment ikunx hemm effett inibitorju
tal-kimika ghall-ittestjar li jkun fiha kemm il-kimika ghall-ittestjar kif ukoll il-kimika ta’ referenza fl-istess
koncentrazzjonijiet (paragrafu 24) bhal fil-fliexken Fr u Fe, rispettivament;

() Recipjenti (indikati Fg) biex ikun iccekkjat jekk possibbilment ikunx hemm degradazzjoni abijotika bhal (a)
50 mg/l ohra ta’ HgCl, jew sterilizzati b'xi mezzi ohra (ez. b'gheluq awtomatiku).

Kimici ghall-ittestjar li jinhallu fl-ilma u kimici ta’ referenza jizdiedu bhala soluzzjonijiet ta’ stokkijiet milwiema
(paragrafi 22, 23 u 24) biex jaghtu koncentrazzjoni ta’ 10 sa 20 mg C/.

Kimici li ma jinhallux u kimici ta’ referenza li jinhallu jizdiedu fi fliexken b'varjeta ta’ modi (ara l-paragrafu 22a-
¢) skont in-natura tal-kimika ghall-ittestjar, qabel jew wara zieda tal-midjum imlaqgam, skont il-metodu ta’
trattament tal-kimika ghall-ittestjar. Jekk tkun uzata wahda mill-proceduri moghtijin fil-paragrafu 22a-e, fdak
il-kaz il-fliexken in bjank Fy (paragrafu 42b) ghandhom ikunu ttrattati b'mod simili izda tkun eskluza l-kimika
ghall-ittestjar jew il-kimika ta’ referenza.

Kimici volatili ta’ ttestjar ghandhom ikunu injettati ghal go fliexken issigillati (paragrafu 47) billi tintuza siringa
zghira. Id-doza tkun ikkalkulata mill-volum injettat u mid-densita tal-kimika ghall-ittestjar.

IIma ghandu jizdied frecipjenti, fejn ikun mehtieg, biex jaghti l-istess volum likwidu fkull recipjent. Ghandu jkun
zgurat li l-proporzjon ta’ Spazju Fuq ma’ likwidu (is-soltu 1:2) u l-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar ikunu
tali i jkun hemm ossignu bizzejjed fl-Ispazju Fuq biex tithalla ssir bijodegradazzjoni kompleta.

[I-fliexken kollha mbaghad jigu ssigillati, perezempju b’septa tal-lastku tal-butil u b'ghotjien tal-aluminju. kimici
volatili tat-testijiet ghandhom jizdiedu fdan l-istadju (paragrafu 45). Jekk it-tnaqgis fil-koncentrazzjoni ta DOC
tas-soluzzjoni tat-test ikollu jkun immonitorjat u jkollha ssir analizi minghajr hin ghal koncentrazzjoni tal-bidu
ta’ IC (kontrolli sterili, paragrafu 42e) jew ghal determinanti ohra, erfa’ kampjun adatt mir-recipjent tat-test. Ir-
recipjent tat-test u l-kontenut tieghu mbaghad jitwarrbu.

I-fliexken issigillati jitqieghdu fuq xejker rotatorju (paragrafu 15d), b'rata ta’ xxejkjar suffi¢jenti biex izzZomm il-
kontenut tal-fliexken imhallat sewwa u fsospensjoni (ez. 150 ghal 200 rpm), u inkubat fid-dlam £20 °C, li
ghandu jinzamm f+ 1 °C.

Tehid ta’ kampjuni

Ix-xejra ta’ tehid ta’ kampjuni tkun tiddependi mill-perjodu ta’ intervalli u mir-rata kinetika ta’ bijodegradazzjoni
tal-kimika ghall-ittestjar. Il-fliexken jintuzaw ghall-analizi u jingerdu filjum tat-tehid tal-kampjuni, li ghandu jsir
mill-anqas darba fil-gimgha jew aktar sikwit (ez. darbtejn fil-gimgha) jekk tkun mehtiega kurva kompleta ta’
degradazzjoni. L-ghadd mehtieg ghall-fliexken tar-replikati jittiched mix-xejker, u jirrapprezenta Fr, Fy u F¢ u,
jekk jintuzaw F; u Fg (ara l-paragrafu 42). It-test normalment idum 28 jum. Jekk il-kurva ta’ bijodegradazzjoni
tindika li tkun intlahaq livell kostanti qabel 28 jum, it-test jista’ jinghalaq qabel 28 jum. Hu kampjuni minn
hames fliexken rizervati ghat-28 jum tat-test ghal analizi u uza r-rizultati biex tikkalkula I-limiti ta’ kunfidenza
jew il-koeffi¢jent ta’ varjazzjoni ta’ percentwali ta’ bijodegradazzjoni. Fliexken li jirrapprezentaw il-verifiki ghal
inibizzjoni u ghal degradazzjoni abijotika jistghu ma jittehdulhomx kampjuni sikwit dags il-fliexken l-ohra; 1
jum u 28 jiem ikunu suffi¢jenti.
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Analizi ta’ karbonju inorganiku (IC)

lI-produzzjoni ta’ CO, fil-fliexken tkun iddeterminata billi titkejjel iz-zieda fil-koncentrazzjoni ta’ karbonju
inorganiku (IC) matul inkubazzjoni. Hemm zewg metodi rakkomandati disponibbli ghall-kejl tal-ammont ta’
IC prodott fit-test, u dawn huma deskritti minnufih hawn taht. Minhabba li I-metodi jistghu jaghtu rizultati ftit
differenti, wiched biss ghandu jintuza meta jsir test.

Metodu (a) huwa rrakkomandat jekk il-midjum aktarx li jkun fih fdalijiet ta’, perezempju, karta ta’ filtru tal-hgieg
ufjew kimika ghall-ittestjar li ma tinhallx. Din l-analizi tista’ ssir billi jintuza kromatografu tal-gass jekk ma jkunx
hemm analizzatur tal-karbonju. Huwa importanti li I-fliexken ikunu fi jew qrib it-temperatura tat-test meta I-gass
tal-Ispazju Fuq ikun analizzat. Metodu (b) jista’ jkun ehfef ghal laboratorji li juzaw analizzaturi tal-karbonju biex
ikejlu IC. Huwa importanti li s-soluzzjoni tal-idrossidu tas-sodju (paragrafu 21) uzata biex CO, jinbidel fkar-
bonat tkun jew thejjiet m'ilux jew li I-kontenut ta’ IC ikun maghruf, biex din tkun tista’ titgies meta jkunu
kkalkulati r-rizultati tat-testijiet (ara l-paragrafu 66-b.)

Metodu (a): acidifikazzjoni ghal pH < 3

Qabel kull lott ta’ analizi, l-analizzatur ta’ IC jigi kkalibrat billi jintuza standard ta’ IC adattat (ez. 1 % w|w CO,
fN,). Acidu ortofosforiku koncentrat (paragrafu 20) jigi injettat tul is-septum ta’ kull flixkun li jkun ittehidlu
kampjun biex ibaxxi l-pH tal-midjum ghal <3 (ez. zid 1 ml ghal midjum tal-ittestjar ta’ 107 ml). Il-fliexken
jitreggghu fuq ix-xejker. Wara li jkunu xxejkjati ghal siegha ftemperatura tat-test il-fliexken jitnehhew mix-xejker,
alikwoti (ez. 1 ml) tal-gass ikunu rtirati mill-Ispazju Fuq ta’ kull flixkun u injettati fl-analizzatur ta’ IC. II-
koncentrazzjonijiet imkejla ta’ IC ikunu rregistrati bhala mg C/L.

[l-prin¢ipju ta’ dan il-metodu huwa li wara acidifikazzjoni ghal pH < 3 u ekwilibrazzjoni £20 C, il-kostant tal-
ekwilibriju ghad-distribuzzjoni ta’ CO, bejn il-fazijiet likwidi u gassuzi fil-fliexken tat-test ikun 1,0 meta mkejjel
bhala koncentrazzjoni (13). Dan ghandu jintwera ghas-sistema tat-test mill-anqas darba kif gej:

Lesti fliexken li jkun fihom 5 u 10 mg/l bhala IC billi tuza soluzzjoni ta’ karbonat tas-sodju anidru (Na, CO;)
filma minghajr CO, mhejji bl-acidifikazzjoni tal-ilma ghal pH 6,5 b'acidu ortofosforiku koncentrat (paragrafu
20), b'tixrix matul 1-lejl b’arja minghajr CO, u billi tgholli I-pH ghal newtralitd balkali. Zgura li l-proporzjon tal-
volum tal-Ispazju Fuq mal-volum ta’ likwidu jkun l-istess bhal fit-testijiet (ez. 1:2). Aghmel aciduz u ekwilibra kif
deskritt fil-paragrafu 52, u kejjel il-koncentrazzjonijiet ta’ IC kemm tal-Ispazju Fuq kif ukoll tal-fazijiet likwidi.
Ivverifika li z-zewg koncentrazzjonijiet ikunu l-istess fil-limitu ta’ Zbalji sperimentali. Jekk ma jkunux, l-operatur
ghandu jezamina mill-gdid il-proceduri. Din il-verifika tad-distribuzzjoni ta’ IC bejn fazijiet likwidi u gassuzi tista’
ma ssirx kull darba li jsir it-test; prezumibbilment tista’ ssir waqt li tkun qed issir il-kalibrazzjoni.

Jekk it-tnehhija ta® DOC ikollha titkejjel (kimici ghall-ittestjar biss li jinhallu fl-ilma), ghandhom jittichdu
kampjuni tal-fazi likwida minn fliexken separati (mhux maghmulin aciduzi), iffiltrati b'membrana u injettati
ghal gol-analizzatur ta” DOC. Dawn il-fliexken jistghu jintuzaw ghal analizi ohra dags kemm ikun mehtieg, biex
titkejjel bijodegradazzjoni primarja.

Metodu (b): konverzjoni ta’ CO, ghall-karbonat

Qabel kull lott ta’ analizi, l-analizzatur ta’ IC ikun ikkalibrat billi jintuza standard adattat - perezempju, soluzz-
joni ta’ sodju bikarbonat (NaHCO3) filma minghajr CO, (ara l-paragrafu 53) fil-firxa 0 sa 20 mg/l bhala IC.
Soluzzjoni ta’ idrossidu tas-sodju (7M, paragrafu 21) (ez. 1 ml ghal midjum ta’ 107 ml) tigi injettata tul is-
septum ta’ kull flixkun li jkun ittehidlu kampjun u I-fliexken jigu xxejkjati ghal siegha fit-temperatura tat-test.
Uza l-istess soluzzjoni ta’ NaOH ghall-fliexken kollha li jintuzaw u jingerdu fjum partikolari, izda mhux
necessarjament fkull okkazjoni li jittiehed kampjun tul it-test kollu. Jekk ikunu mehtiega valuri IC assoluti in
bjank fl-okkazjonijiet kollha ta’ tehid ta” kampjuni, ikunu mehtiega determinazzjonijiet ta’ IC tas-soluzzjoni ta’
NaOH kull darba li tintuza. ll-fliexken jitnehhew mix-xejker u jithallew joqoghdu. Volumi adatti (ez. 50 ghal
1000 pl) tal-fazi likwida fkull recipjent jittichdu b’siringa. Il-kampjuni jigu injettati ghal gol-analizzatur IC u I-
koncentrazzjonijiet ta’ IC jigu rregistrati. Ghandu jkun zgurat li l-analizzatur uzat ikun mghammar sewwa biex
ikun jista’ jittratta kampjuni alkalini prodotti b’dan il-metodu.

[l-prin¢ipju ta’ dan il-metodu huwa li wara z-zieda ta’ alkali u xxejkjar, il-koncentrazzjoni ta’ IC fl-Ispazju Fuq
tkun negligibbli. Dan ghandu jkun ivverifikat ghas-sistema ta’ ttestjar mill-anqas darba billi jintuzaw standards IC,
biz-zieda ta’ alkali u ekwilibrazzjoni, u bil-kejl tal-koncentrazzjoni ta’ IC kemm fl-Ispazju Fuq kif ukoll fil-fazijiet
likwidi (ara l-paragrafu 53). Il-koncentrazzjoni fl-ispazju fuq ghandha tersaq ghal Zero. Din il-verifika tal-assor-
biment kwazi shih ta’ CO, ma jkunx mehtieg li ssir kull darba li jsir it-test.

Jekk it-tnehhija ta® DOC ikollha titkejjel (kimici ghall-ittestjar biss li jinhallu fl-ilma), ghandhom jittichdu
kampjuni tal-fazi likwida minn fliexken separati (li ma jkunx fihom alkali mizjuda), iffiltrati b’'membrana u
injettati ghal gol-analizzatur ta” DOC. Dawn il-fliexken jistghu jintuzaw ghal analizi ohra daqs kemm ikun
mehtieg, biex titkejjel bijodegradazzjoni primarja.
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DEJTA U RAPPURTAR
Kalkolu tar-rizultati

Jekk wiehed jassumi mineralizzazzjoni ta’ 100 % tal-kimika ghall-ittestjar ghal CO,, ThIC izjed minn dak prodott
fil-kontrolli in bjank ikun dags TOC mizjud ghal kull flixkun tat-test fil-bidu tat-test, jigifieri:

ThIC = TOC.

Il-massa totali (mg) ta’ karbonju inorganiku (TIC) fkull flixkun tkun:

TIC = (mg C fil-likwidu + mg C fl-ispazju fuq) = (V| x C) + (Vi x Cp) Ekwazzjoni [1]

fejn:

VL = volum ta’ likwidu fil-flixkun (litru);

CL = koncentrazzjoni ta’ IC fil-likwidu (mg/l bhala karbonju);

VH = volum tal-ispazju fuq (litru);

CH = koncentrazzjoni ta’ IC fl-ispazju fuq (mg/l bhala karbonju).

Il-kalkulazzjonijiet ta’ TIC ghaz-zewg metodi analitici uzati ghall-kejl ta’ IC fdan it-test huma deskritt fil-paragrafi
60 u 61. Percentwali ta’ bijodegradazzjoni (% D) fkull kaz tidher bhala:

(TIC, — TICy)

%D —
? TOC

x 100 Ekwazzjoni [2]

fejn:

TICt = mg ta’ TIC fi flixkun tat-test fhin

TICb = mg medja ta’ TIC fi fliexken in bjank fhin t;

TOC

mg ta’ TOC mizjuda fil-bidu fir-recipjent tat-test.

Il-percentwali ta’ bijodegradazzjoni ta’ % ta’ D ikun ikkalkulat ghat-test (Fy), referenza (F) u, jekk ikun inkluz
kontroll ta’ monitoragg ta’ inibizzjoni (F;), ghall-fliexken mill-ammonti rispettivi ta’ TIC prodotti saz-zmien ta’
kull tehid ta’ kampjuni.

Jekk kien hemm zieda sinifikanti fil-kontenut ta” TIC tal-kontrolli sterili (F) tul il-perjodu ta’ test, fdak il-kaz
wiehed jista’ jikkonkludi li tkun sehhet degradazzjoni abijotika tal-kimika ghall-ittestjar u din ghandha titqies fil-
kalkulazzjoni ta’ D fl-Ekwazzjoni [2].

Acidifikazzjoni ghal pH < 3

Minhabba li l-acidifikazzjoni ghal pH <3 u l-ekwilibrazzjoni biex il-koncentrazzjoni ta’ TIC fil-likwidu u fil-
fazijiet gassuzi tkun indags, il-koncentrazzjoni biss ta’ IC fil-fazi ta’ gass tkun jehtigilha titkejjel. Ghalhekk, mill-
ekwazzjoni [1] TIC = (V| + V) x Cy = Vg x Cy, fejn Vy volum ta’ flixkun tas-serum.
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Bdil ta’ CO, ghal karbonat

Fdan il-metodu jsiru kalkulazzjonijiet bhal fl-Ekwazzjoni [1], izda ma jitqisx l-ammont negligibbli ta’ IC fil-fazi
gassuza, jigifieri Vg x Cy = 0, u TIC = V x (.

Espressjoni ta’ rizultati

Kurva ta’ bijodegredazzjoni tinkiseb bl-ipplottjar tal-persentagg ta” bijodegredazzjoni, D, kontra l-hin tal-inku-
bazzjoni u jekk possibbli, il-fazi ta’ intervalli, il-fazi ta’ bijjodegredazzjoni, il-perjodu ta’ 10-d u l-fazi ta’ livell
kostanti, il-fazi li fiha d-degredazzjoni massima tkun intlahqet u l-kurva tal-bijoddegredazzjoni llivellat, kif hemm
indikat. Jekk jinkisbu rizultati komparabbli ghar-recipjenti tat-test parallelli Fy (< 20 % differenza), tigi pplottjata
kurva medja (ara 1-Appendici 2, Fig. 1); jekk le, il-kurvi jigu pplottjati ghal kull recipjent. Ikun iddeterminat il-
valur medju tal-percentwali ta’ bijodegradazzjoni fil-fazi ta’ livell kostanti jew ikun ivvalutat l-oghla valur (ez.
meta l-kurva tonqos fil-fazi ta’ livell kostanti), izda huwa importanti li jkun ivvalutat li fdan l-ahhar kaz il-valur
ma jkunx erratiku. Indika dan il-livell massimu ta’ bijodegradazzjoni bhala “grad ta’ bijodegradazzjoni tal-kimika
ghall-ittestjar” fir-rapport tat-test. Jekk l-ghadd ta’ recipjenti tat-test ma kienx bizzejjed biex jindika fazi ta’ livell
kostanti, id-dejta mkejla tal-ahhar jum tat-test tintuza biex ikun ikkalkulat valur medju. Dan l-ahhar valur, il-
medja ta’ hames replikati, iservi biex jindika I-precizjoni li biha l-percentwali ta’ bijodegradazzjoni kien iddeter-
minat. Irrapporta wkoll il-valur miksub fit-tmiem tal-perjodu ta’ 10-d.

Fl-istess mod, tigi pplottjata kurva ghall-kimika ta’ referenza F¢ u, jekk inkluza ghall-kontroll ta’ eliminazzjoni
abijotika Fg u l-kontroll ta’ inibizzjoni F,.

L-ammonti ta’ TIC prezenti fil-kontrolli in bjank (Fp) jigu repistrati kif inhuma rregistrati dawk fil-fliexken Fyg
(kontroll abijotiku), jekk dawn ir-recipjenti kienu inkluzi fit-test.

Ikkalkula D ghar-recipjenti F; abbazi tar-rendiment IC teoretiku anti¢ipat mill-komponent ta’ referenza tat-tahlita
biss. Jekk, fit-28 jum, jirrizulta [(Dc (') — Dg; (3))/Dgcl x 100 > 25 %, wiehed ikun jista’ jassumi li -kimika ghall-
ittestjar tkun waqgfet l-attivita tat-tilgima, u dan jista’ jkun il-kawza ta’ valuri baxxi ta’ Dgp miksubin taht il-
kondizzjonijiet tat-test. Fdan il-kaz it-test jista' jittenna billi tintuza koncentrazzjoni tat-test aktar baxxa u
preferibbilment jitnaqqsu DIC fit-tilgima u TIC ffurmat fil-kontrolli in bjank, minhabba li koncentrazzjoni
aktar baxxa xortohra tnaqgas mill-precizjoni tal-metodu. Alternattivament, tista’ tintuza tilgima ohra. Jekk fi
flixkun Fg (abijotiku) tkun osservata zieda sinifikanti (> 10 %) fllammont ta’ TIC, jistghu jkunu sehhew processi
ta’ degradazzjoni abijotika.

Validita ta’ rizultati

Test jitgies validu jekk:

(k) il-percentwali medju ta’ degradazzjoni frecipjenti F¢ li jkun fihom il-kimika ta’ referenza jkun > 60 % sal-14-
il jum ta’ inkubazzjoni; u

() l-ammont medju ta’ TIC li jkun hemm fil-kontrolli Fy in bjank fit-tmiem tat-test ikun > 3 mg C/l.

Jekk dawn il-limiti ma jitharsux, it-test ghandu jittenna btilqima minn sors iehor ufjew il-proceduri uzati
ghandhom ikunu ezaminati mill-gdid. Perezempju, jekk il-produzzjoni gholja ta’ IC in bjank tkun problema,
ghandha tkun segwita l-procedura moghtija fil-paragrafi 27 sa 32.

Jekk il-kimika ghall-ittestjar ma tilhaqx 60 % ThIC u ma jkunx intwera li kienet inibitorja (paragrafu 65), it-test
jista’ jittenna b’koncentrazzjoni oghla ta’ tilgim (sa 30 mg/l ta’ hama attivat u 100 ml ta’ effluwent/l) jew
b'tilgimiet minn sorsi ohra, l-aktar jekk id-degradazzjoni kienet fil-firxa ta’ 20 sa 60 %.

Interpretazzjoni tar-rizultati

Bijodegradazzjoni > 60 % ThIC fil-perjodu ta’ 10-d fdan it-test turi li I-kimika ghall-ittestjar tkun bijodegradabbli
facilment fkondizzjonijiet aerobici.

Jekk il-valur ta’ pass ta’ 60 % ThIC ma jintlahaqx, iddetermina l-valur pH f'midja fi fliexken li jkunux saru ac¢iduzi
jew alkalini; valur ta’ anqas minn 6.5 jista’ jindika li tkun sehhet nitrifikazzjoni. Fkaz bhal dan tenni t-test
b’'soluzzjoni bafer ta” koncentrazzjoni oghla.

(") Il-percentwali ta’ degradazzjoni fRecipjenti Fc li jkun fihom is-sustanza ta’ referenza
(%) H-percentwali ta’ degradazzjoni fRecipjenti F;
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Rapport tat-Test

Ikkompila tabella ta % ta’ D ghal kull test (), referenza (Fo) u, jekk ikun inkluz, flixkun ta’ inibizzjoni ta’
kontroll (F) ghal kull jum Ii fih ikunu ttiehdu kampjun. Jekk jinkisbu rizultati komparabbli ghal fliexken
replikati, immarka kurva ta’ medja ta’ % ta’ D mal-hin. Irregistra l-ammont ta’ TIC fl-in bjanki (Fp) u fil-kontrolli
sterili (Fg) DOC ufjew f'determinanti ohra, u fil-percentwali ta’ tnehhija taghhom.

Iddetermina l-valur medju ta’ % ta’ D fil-fazi ta’ livell kostanti, jew uza l-oghla valur jekk il-kurva ta’ bijodeg-
radazzjoni tonqos fil-fazi ta’ livell kostanti, u rrapporta dan bhala ‘grad ta’ bijodegradazzjoni tal-kimika ghall-
ittestjar'. Huwa importanti jkun zgurat li fdan l-ahhar kaz l-oghla valur ma jkunx erratiku.

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:

Kimika ghall-ittestjar:

— isem komuni, isem tal-kimika, numru tal-CAS, formula strutturali u proprjetajiet fizikokimici rilevanti;

— purezza (impuritajiet) ta” kimika ghall-ittestjar.

Kondizzjonijiet tat-test:

— referenza ghal dan il-Metodu ta’ Ttestjar;

— deskrizzjoni tas-sistema ta’ ttestjar uzata (ez. volum tar-reipjent, proporzjon ta’ Spazju Fuq ma’ likwidu,
metodu ta’ tahwid, ecc);

— applikazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar u kimika ta’ referenza ghal sistema ta’ ttestjar: koncentrazzjoni tat-test
uzata u ammont ta’ karbonju ddozat fkull flixkun tat-test, kull uzu ta’ solventi;

— dettalji tat-tilgima uzat, kull trattament minn qabel u kondizzjonament minn gabel;

— temperatura ta’ inkubazzjoni;

— validazzjoni tal-principju ta’ analizi ta’ IC;

— Kkaratteristi¢i ewlenin tal-analizzatur ta’ IC uzat (u kull metodu analitiku iehor uzat);

— ghadd ta’ replikati.

Rizultati:

— dejta mhux mahduma u valuri kkalkulati ta’ bijodegradabbilta fforma tabulari;

)

— il-grafika ta’ percentwali ta’ degradazzjoni mal-hin ghat-test u kimici ta’ referenza, il-fazi ta’ intervalli, fazi ta
degradazzjoni, perjodu ta’ 10-d u anglu;

— percentwali ta’ tnehhija flivell kostanti, fi tmiem ta’ test, u wara perjodu ta’ 10-d;

— ragunijiet ghal kull twarrib tar-rizultati tat-testijiet;

— kull fatt ichor li jkun rilevanti ghall-procedura segwita;

— diskussjoni dwar ir-rizultati.
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Appendici 1
ABBREVJAZZJONIJIET U DEFINIZZJONIJIET
IC: Karbonju inorganiku

ThCO,: Id-djjossidu tal-karbonju teoretiku (mg) huwa l-kwantita ta’ dijossidu tal-karbonju kkakluat li ghandu jigi prodott
mill-kontentu tal-karbonju maghruf jew imkejjel tal-kimika ghall-ittestjar meta jigi minerallizzat kompletament; espress
ukoll bhala mg ta’ dijossidu tal-karbonju ghal kull mg ta’ kimika ghall-ittestjar.

DOC: Karbonju organiku mahlul huwa I-karbonju organiku li jkun hemm fsoluzzjoni jew dak li jghaddi minn filtru ta’
0,45 mikromiter jew jibqa® fis-supernatant wara centrifugazzjoni fmadwar 4 000 g (dwar 40 000 m sec’?) ghal 15-il
minuta.

DIC: Karbonju inorganiku mahlul.
ThIC: Karbonju inorganiku teoretiku
TIC: Karbonju organiku totali

Bijodegradabbli facilment: Klassifikazzjoni arbitrarja tal-kimici li ghaddew certi testijiet specifici tal-iskrining ghall-
bijodegredabbilta ultima; dawn it-testijiet tant huma stretti li huwa assunt li tali kimici se jibbijodegredaw malajr u
kompletament fambjenti akkwatici taht kondizzjonijeit aerobici.

Perjodu ta’ 10-d: L-10 ijiem li jsegwu immedjatament il-kisba ta 10 % bijodegredazzjoni.

Bijodegradabbilta inerenti: Klassifikazzjoni tal-kimi¢i li ghalihom hemm evidenza inekwivoka ta’ bijodegredazzjoni
(primarja jew ultima) fi kwalunkwe test ta’ bijodegradabbilta.

Bijodegradazzjoni aerobika ultima: Il-livell ta’ degradazzjoni miksuba meta il-kimika ghall-ittestjar tigi totalment utiliz-
zata minn mikroorganizmi li jirrizultaw fil-produzzjoni tad-dijossidu tal-karbonju, I-ilma, imluha minerali u kostitwenti
cellulari mikrobjali godda (bijomassa).

Mineralizzazzjoni: Mineralizzazzjoni hija d-degradazzjoni kompleta ta’ kimika organika ghal CO, u H,O fkondizz-
jonijiet aerobici, u ghal CH,, CO, u H,O fkondizzjonijiet anaerobici.

Fazi ta’ intervalli: [z-2mien mill-bidu ta’ test sa akklimatazzjoni ufjew adattament tal-mikroorganizmi ged jiddegradaw
ikun intlahaq u l-grad ta’ bijodegradazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar jew ta’ materja organika jkun Zdied sa livell li wiehed
ikun jista’ jinduna bih (p. ez. 10 % tal-bijodegradazzjoni teoretika massima, jew aktar baxxa, skont kemm tkun akkurata t-

teknika tal-kejl).

Fazi ta’ degradazzjoni: Iz-Zmien mit-tmiem tal-perjodu ta’ intervalli saz-zmien meta jkun intlahaq 90 % tal-livell
massimu ta’ degradazzjoni.

Fazi ta’ livell kostanti: Fazi ta’ livell kostanti hija I-fazi li fiha d-degradazzjoni tilhaq l-aqwa taghha u l-kurva tal-
bijodegradazzjoni tkun sabet il-livell taghha.

Kimika ghall-ittestjar: Kull sustanza jew tahlita ttestjata billi jintuza dan il-Metodu ta’ Ttestjar.
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Appendici 2

Ezempju ta’ kurva ta’ bijodegradazzjoni

Figura 1

Bijodegradazzjoni ta’ ottanol-1 fit-test ta’ Spazju Fuq ta’ CO, Glossarju
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C. 30. AKKUMULAZZJONI BIJOLOGIKA TA’ OLIGOCHAETES TERRESTRI

DAHLA

1. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar huwa ekwivalenti ghall-Linja Gwida tat-Test (TG) 317 (2010) tal-OECD. Fost il-
Metodi ta’ Ttestjar relatati ma’ dak li jsehh fl-ambjent, il-Koncentrazzjoni Bijologika: Test ta’ Fluss Kontinwu tal-
Hut (il-Kapitolu C.13 ta’ dan l-Anness (49)) u I-Akkumulazzjoni bijologika ta” Oligochaetes tal-Qiegh li jghixu
fsediment (53) kienu ppubblikati fl-1996 u fl-2008 rispettivament. L-estrapolazzjoni ta’ dejta dwar akkumu-
lazzjoni bijologika akwatika ghal organizmi terrestri bhal hniex hija difficli, jekk possibbli wara kollox. Kalku-
lazzjonijiet mudelli bbazati fuq il-lipofilicita ta’ kimika ghall-ittestjar, ez. (14) (37), bhalissa jintuzaw ghall-
valutazzjoni ta’ akkumulazzjoni bijologika ta’ kimici fil-hamrija, bhal ez. fid-Dokument ta’ Gwida Teknika
tal-UE (19). Il-htiega ta’ metodu ta’ ttestjar specifiku ghal kompartiment diga kienet indirizzata, ez. (55). Metodu
bhal dan huwa l-aktar importanti ghall-evalwazzjoni ta’ vvelenar sekondarju fkatini terrestri tal-ikel (4). Diversi
metodi ta’ testijiet nazzjonali jindirizzaw il-kwistjoni ta’ akkumulazzjoni bijologika forganizmi minbarra l-hut,
ez. (2) u (72). Metodu dwar il-kejl ta’ akkumulazzjoni bijologika minn hamrija kontaminata fi hniex (Eisenia
fetida, Savigny) u f'dud abjad kien zviluppat mill-American Society for Testing and Materials (3). Metodu accettat
internazzjonalment ghad-determinazzjoni ta’ akkumulazzjoni bijologika fhamrija mhallta ghandu jtejjeb il-
valutazzjoni tar-riskju ta’ kimici fekosistemi terrestri ez. (25) (29).

2. Invertebrati li jiddigerixxu l-hamrija huma esposti ghal kimici li jkunu fil-hamrija. Fost dawn l-annimali,
oligochaetes terrestri jagdu rwol importanti fl-istruttura u I-funzjoni tal-hamrija (15) (20). Oligochaetes terrestri
jghixu fil-hamrija u parzjalment fil-wic¢ tal-hamrija (l-aktar fis-saff taz-zibel); ta’ sikwit jirrapprezentaw l-ispeci 1-
aktar abbundanti ftermini ta’ bijomassa (54). Bit-taglib bijologiku tal-hamrija u billi jservu ta’ priza dawn I-
annimali jista’ jkollhom influwenza kbira biex bijologikament ikun hemm kimic¢i ghal organizmi ohra bhal
invertebrati (ez. araknidi predaturi u hanfus; ez. (64)) jew predaturi vertebrati (ez. volpijiet u gawwi) (18) (62). Xi
specijiet ta’ oligochaetes terrestri bhalissa uzati fittestjar ekotossikologiku huma deskritti fl-Appendici 5.
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I-Gwida Standard ASTM biex Isiru Testijiet fil-Laboratorju ghal Tossic¢ita fil-Hamrija jew Akkumulazzjoni
Bijologika bil-Hanex Lumbricida Eisenia fetida u bil-Hanex 1-Abjad Enchytraeid Enchytraeus albidus (3) tipprovdi
hafna dettalji essenzjali u utli ghal dak li jaghmel bhalissal-Metodu ta’ Ttestjar dwar l-akkumulazzjoni bijologika
fil-hamrija. Aktar dokumenti li ssir referenza ghalihom fdan il-Metodu ta’ Ttestjar huma 1-Kapitolu C.13 ta’ dan
l-Anness, Koncentrazzjoni Bijologika: Test ta’ Fluss Kontinwu tal-Hut (49) u OECD TG 315: Akkumulazzjoni
Bijologika fOligochates tal-Qiegh i jghixu fsediment (53). Esperjenza prattika fi studji u pubblikazzjonijiet mil-
letteratura dwar akkumulazzjoni bijologika ta’ hamrija, ez. (1) (5) (11) (12) (28) (40) (43) (45) (57) (59) (76)
(78) (79) hija wkoll ghajn ewlenija ta’ informazzjoni ghal dan il-Metodu ta’ Ttestjar.

Dan il-metodu ta’ Ttestjar japplika l-aktar ghal kimici organici stabbli u newtrali i jittendu li jassorbixxu mill-
hamrija. Ittestjar ghal akkumulazzjoni bijologika fkomposti metallorganici asso¢jati mal-hamrija, stabbli, jista’
jkun possibbli ma’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar. Huwa wkoll applikabbli ghal metalli u ghal mikroelementi.

PREREKWIZIT

Testijiet biex titkejjel il-akkumulazzjoni bijologika ta’ kimika foligochaetes terrestri saru b'metalli tqal (ara ez.
(63)) u b’kimici persistenti, oganici li ghandhom valuri log Kow bejn 3.0 u 6.0 ez. (40). Testijiet bhal dawn
japplikaw ukoll ghal:

— kimici li juru log K, ta’ aktar minn 6.0 (kimici superidrofobici);

— kimici li jappartienu lil klassi ta” kimici organi¢i maghrufin li ghandhom il-potenzjal jakkumulaw bijologi-
kament forganizmi hajjin, ez. kimici attivi fil-wic¢ jew li jassorbixxu hafna;

— kimici Ii jindikaw il-potenzjal ghal akkumulazzjoni bijologika minn karatteristici strutturali, ez. analogi ta’
kimici b'potenzjal maghruf ghal akkumulazzjoni bijologika; u

— Metalli.

Informazzjoni dwar il-kimika ghall-ittestjar bhal isem komuni, isem tal-kimika (preferibbilment isem IUPAQ),
formula strutturali, numru tar-registru tal-CAS, purezza, prekawzjonijiet ta’ sikurezza, kondizzjonijiet ta’ hzin
adatti u metodi analiti¢i ghandhom jinkisbu gabel ma jinbeda l-istudju. Barra minn dan, ghandha tkun maghrufa
l-informazzjoni li gejja:

(a) solubilita fl-ilma;

(b) koeffi¢jent tal-partizzjoni ottanol-ilma, K.

(©) koefficjent tal-partizzjoni hamrija-ilma, espress bhala K.

(d) pressjoni tal-fwar;

(¢) degradabbilta (ez. fil-hamrija, ilma);

(f) metaboliti maghrufin.

Jistghu jintuzaw kimici ghall-ittestjar btikketa radju jew mhux b'tikketta radju. Izda biex l-analizi tithaffef huwa
rrakkomandat li tintuza kimika ghall-ittestjar b'tikketta radju. Id-decizjoni ssir abbazi tal-limiti ta’ detezzjoni jew
ta’ rekwizit biex jitkejlu kimika ghall-ittestjar u metaboliti principali. Jekk tintuza kimika ghall-ittestjar b'tikketta
radju u jitkejlu residwi radjuattivi totali, huwa importanti li r-residwi b'tikketta radju kemm fil-hamrija kif ukoll
fl-organizmi tat-test ikunu kkaratterizzati ghal percentwali ta’ kimika principali tat-test u b'tikketta li ma jkunux
princ¢ipali, ez. fkampjuni mehudin fi stat regolari jew fit-tmiem tal-fazi ta’ assorbiment, biex tithalla ssir
kalkulazzjoni ta’ fattur ta’ akkumulazzjoni bijologika (BAF) ghall-kimika princ¢ipali tat-test u ghal metaboliti
tal-hamrija ta’ thassib (ara l-paragrafu 50). Il-metodu deskritt hawn jista’ jkollu jigi mmodifikat, ez., biex jipp-
rovdi bijomassa suffi¢jenti, biex ikejjel kimici ghall-ittestjar jew ta’ metalli minghajr tikketta radju. Meta jitkejlu
residwi radjuattivi totali (billi tinghadd xintillazzjoni likwida wara estrazzjoni, kombustjoni jew tahlil ta’ tessuti),
il-fattur ta’ akkumulazzjoni bijologika jkun ibbazat fuq il-kimika principali tat-test u tal-metaboliti. [l-kalkulazz-
joni tal-BAF preferibbilment ghandha tkun ibbazata fuq il-koncentrazzjoni tal-kimika principali tat-test fl-orga-
nizmi u fresidwi radjuattivi totali. Sussegwentement, il-fattur ta’ akkumulazzjoni bijota-hamrija (BSAF), norma-
lizzat ghall-kontenut ta’ lipidi ta’ kontenut ta’ dud u ta’ karbonju organiku (OC) ta’ hamrija ghandu jkun
ikkalkulat mill-BAF ghal ragunijiet ta’ tqabbil bejn rizultati minn testijiet differenti ta” akkumulazzjoni bijologika.



19.3.2014

1-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea

L 81/233

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

It-tossicita tal-kimika ghall-ittestjar ghall-ispecijiet uzati fit-test ghandha tkun maghrufa, ez. koncentrazzjoni ta’
effetti (ECx) jew koncentrazzjoni letali (LCx) ghaz-zmien tal-fazi ta’ assorbiment (ez. (19)). Il-koncentrazzjoni
maghzula tal-kimika ghall-ittestjar preferibbilment ghandha tkun madwar 1% ta’ LCs, asimptotika akuta
taghha, u mill-anqas ghaxar darbiet aktar oghla mil-limitu tal-detezzjoni taghha fil-hamrija bil-metodu analitiku
uzat. Jekk ikunu disponibbli, ghandha tinghata preferenza lil valuri ta’ tossicitd derivati minn studji fit-tul dwar
punti ta’ tmiem subletali (51) (52). Jekk dejta bhal din ma tkunx disponibbli, test ghal tossicita akuta ghandu
jipprovdi informazzjoni utli (ara ez. (23)).

Metodu analitiku adatt ta’ akkuratezza, precizjoni u sensittivita maghrufa ghall-kwantifikazzjoni tal-kimika fis-
soluzzjonijiet tat-testijiet, fil-hamrija, u fil-materjal bijologiku ghandu jkun disponibbli, flimkien ma’ dettalji dwar
thejjija u hzin ta’ kampjuni, kif ukoll skedi materjali ta’ dejta ta’ sikurezza. Limiti analitici ta’ detezzjoni tal-
oggett tat-test fil-hamrija u ftessut ta’ dud ukoll ghandhom ikunu maghrufin. Jekk tintuza kimika ghall-ittestjar
b'tikketta 14C, ir-radjuattivita specifika (jigifieri Bq mol-1) u l-percentwali ta’ radjuattivita asso¢jat ma’ impuri-
tajiet ghandhom ikun maghrufa. Ir-radjuattivita specifika tal-kimika ghall-ittestjar ghandha tkun gholja bizzejjed
biex tiffacilita analizi, u l-koncentrazzjonijiet tat-test uzati m'ghandhomx jirrizultaw feffetti tossici.

It-test jista” ssir bhamrija artifi¢jali jew b’hamrija naturali. Informazzjoni dwar karatteristi¢i tal-hamrija naturali
uzata, ez. l-origni tal-hamrija jew il-kostitwenti taghha, pH, kontenut ta’ karbonju organiku, distribuzzjoni ta’
dagsijiet ta’ particelli (percentwali ta’ ramel, fajd u tafal), u kemm tkun kapaci zzomm ilma (WHC), ghandha
tkun maghrufa gabel ma jibda t-test (3) (48).

PRINCIPJU TAT-TEST

ll-parametri li jikkaratterizzaw il-akkumulazzjoni bijologika ta” kimika ghall-ittestjar jinkludu I-fattur ta’ akku-
mulazzjoni bijologika (BAF), il-kostant tar-rata ta’ assorbiment (ky) u l-kostant tar-rata ta’ eliminazzjoni (k).
Definizzjonijiet huma pprovduti fl-Appendici 1.

It-test jikkonsisti fzewg fazijiet: il-fazi ta’ assorbiment (espozizzjoni) u I-fazi ta’ eliminazzjoni (wara espozizz-
joni). Matul il-fazi ta’ assorbiment, gruppi replikati ta’ dud ikunu esposti ghall-hamrija, li tkun thalltet mal-
kimika ghall-ittestjar. Flimkien mal-annimali tat-test, gruppi ta’ dud ta’ kontroll jinzammu fkondizzjonijiet
identi¢i minghajr il-kimika ghall-ittestjar. Jitkejlu 1-piz fin-niexef u I-kontenut ta’ lipidi tal-organizmi tat-test.
Dan jista’ jsir billi jintuza dud tal-grupp ta’ kontroll. Jistghu jinkisbu valuri ta’ sfond analitiku (in bjank) billi
jkunu analizzati kampjuni tad-dud ta’ kontroll u tal-hamrija. Ghall-fazi ta’ eliminazzjoni, id-dud jigi ttrasferit
ghal hamrija hielsa mill-kimika ghall-ittestjar. Fazi ta’ eliminazzjoni hija dejjem mehtiega sakemm l-assorbiment
tal-kimika ghall-ittestjar matul il-fazi ta’ espozizzjoni ma jkunx insinifikanti. Fazi ta’ eliminazzjoni tipprovdi
informazzjoni dwar ir-rata li biha l-kimika ghall-ittestjar tinhareg ‘il barra bhal hmieg mill-gisem mill-organizmi
tat-test (ez. (27)). Jekk ma jkunx intlahaq stat regolari matul il-fazi ta’ assorbiment, id-determinazzjoni tal-
parametri kineti¢ci — fattur BAFk ta’ akkumulazzjoni bijologika kinetika, kostant(i) ta’ rati ta’ assorbiment u
eliminazzjoni — ghandha preferibbilment tkun ibbazata fuq l-issettjar simultanju tar-rizultati tal-fazijiet ta’
assorbiment u eliminazzjoni. Il-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fid-dud u fuqu tkun immonitorjata t-
tul kollu taz-zewg fazijiet tat-test.

Matul il-fazi ta’ assorbiment, jittichdu kejlijiet ta’ tehid ta” kampjuni sa 14-il jum (enchytraeids) jew 21 jum
(hniex) sakemm jintlahaq l-istat regolari (11) (12) (67). L-istat regolari jsehh meta grafika tal-koncentrazzjoni
fdud mal-hin tkun parallela mal-assi tal-hin, u tliet analizi successivi ta’ koncentrazzjoni maghmulin fuq
kampjuni mehudin fintervalli ta’ mill-anqas jumejn ma jvarjawx aktar minn + 20 % wahda mill-ohra abbazi
ta’ tqabbiliet ta’ statistika (ez. analizi ta’ varjanza, analizi ta’ rigressjoni).

[l-fazi ta’ eliminazzjoni tikkonsisti fit-trasferiment tal-organizmi tat-test ghal recipjenti li jkun fihom l-istess
substrat minghajr il-kimika ghall-ittestjar. Matul il-fazi ta’ eliminazzjoni, jittichdu kejlijiet fhinijiet ta’ tehid ta’
kampjuni matul 14-il jum (enchytraeids) jew 21 jum (hniex) sakemm determinazzjoni analitika ta’ qabel tkun
uriet tnaqqis ta’ 90 % tar-residwi tal-kimika ghall-ittestjar fdud. Il-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fid-
dud fit-tmiem tal-fazi ta’ eliminazzjoni tkun irrapportata bhala residwi mhux eliminati. [l-fattur ta’ akkumulazz-
joni bijologika tal-istat regolari (BAFss) ikun ikkalkulat preferibbilment kemm bhala l-proporzjon tal-koncen-
trazzjoni fdud (Ca) kif ukoll fil-hamrija (Cs) fi stat regolari apparenti, u bhala fattur ta’ akkumulazzjoni
bijologika kinetika, BAFK, bhala l-proporzjon tal-kostant tar-rata ta’ assorbiment mill-hamrija (ks) u l-kostant
tar-rata ta’ eliminazzjoni (ke) (ara I-Appendici 1 ghal definizzjonijiet) jekk wiched jassumi kinetika tal-ewwel
ordni (ara -Appendici 2 ghal kalkulazzjonijiet). Jekk kinetika tal-ewwel ordni ovvjament ma tkunx applikabbli,
ghandhom jintuzaw mudelli ohra.

Il-kostant tar-rata ta’ assorbiment, il-kostant tar-rata ta’ eliminazzjoni (jew kostanti, fejn kienu involuti mudelli
ohra), il-fattur ta’ akkumulazzjoni bijologika kinetika (BAFK), u meta jkun possibbli, il-limiti ta’ kunfidenza ta’
kull wiched minn dawn il-parametri jkunu kkalkulati minn ekwazzjonijiet mudelli kompjuterizati (ara I-Appen-
dici 2 ghal gwida). L-idoneita ta’ kull mudell tista’ tkun iddeterminata minn ez. il-koeffi¢cjent ta’ korrelazzjoni
jew mill-koeffi¢jent ta’ determinazzjoni (koefficjenti qrib ta’ wiched jindikaw idoneita) jew chi-kwadrat. Id-dags
ukoll tal-izball standard jew il-limitu ta’ kunfidenza madwar il-parametri stmati jistghu jkunu indikattivi tal-
idoneita tal-mudell.

Biex titnaqqas il-varjabbilta frizultati ta’ testijiet ghal kimici ghall-ittestjar bllipofilicita gholja, fatturi ta’ akku-
mulazzjoni bijologika ghandhom ikunu espressi b'rabta mal-kontenut ta’ lipidi u mal-kontenut ta” karbonju
organiku (kg ta’ karbonju organiku ta’ hamrija (OC) kg-1 kontenut ta’ lipidi ta’ dud). Dan l-appro¢¢ huwa bbazat
fuq il-fatt li ghal xi klassijiet ta’ kimika, hemm relazzjoni ¢ara bejn il-potenzjal ghal akkumulazzjoni bijologika
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u ipofilicita; dan kien stabbilit sewwa ghall-hut (47). Hemm relazzjoni bejn il-kontenut ta’ lipidi ta’ hut u 1-
akkumulazzjoni bijologika ta’ kimici bhal dawn. Ghal organizmi tal-qiegh, instabu korrelazzjonijiet simili, ez.
(30) (44). Bl-istess mod ghal oligochaetes terrestri ntweriet din il-korrelazzjoni, ez. (5) (6) (7) (14). Jekk ikun
disponibbli tessut suffi¢jenti ta’ dud, il-kontenut ta’ lipidi tal-annimali tat-test jista’ jkun iddeterminat fuq l-istess
materjal bijologiku bhal dak uzat biex tkun iddeterminata l-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar. Alternat-
tivament, jistghu jintuzaw annimali ta’ kontroll biex jitkejjel il-kontenut ta’ lipidi.

VALIDITA TAT-TEST

Biex test ikun validu ghandhom jitharsu l-kriterji li gejjin kemm ghal kontrolli kif ukoll ghal trattamenti:

— Fit-tmiem tat-test, il-mortalita globali matul assorbiment u l-fazi ta’ eliminazzjoni m'ghandhomx ikunu aktar
minn 10 % (hniex) jew 20 % (enchytraeids) tal-ghadd totali tad-dud introdott.

— Ghal Eisenia fetida u Eisenia andrei, it-telf medju ta’ massa kif imkejjel fit-tmiem tal-assorbiment u fit-tmiem
tal-fazi ta’ eliminazzjoni m'ghandux ikun aktar minn 20 % mgqabbel mal-piz gdid inizjali (f.w.) fil-bidu ta’

kull fazi.

DESKRIZZJONI TAL-METODU
Speci tat-test

Diversi specijiet ta’ oligochaetes terrestri huma rrakkomandati ghal ittestjar ta’ akkumulazzjoni bijologika. L-
ispecijiet komunement l-aktar uzati Eisenia fetida jew Eisenia andrei (Lumbricidae), jew Enchytraeus albidus,
Enchytraeus crypticus, jew Enchytraeus luxuriosus (Enchytraeidae)) huma deskritti fl-Appendici 5.

Apparat

Ghandha tinghata attenzjoni biex ikun evitat l-uzu ta’ materjali, ghall-partijiet kollha tat-taghmir, li jistghu
jinhallu, jassorbixxu I-kimika ghall-ittestjar jew ilissu kimici ohra, u jkollhom effett hazin fuq l-annimali tat-
test. Recipjenti standard rettangolari jew cilindri¢i, maghmulin minn materjal kimikament inerti u ta’ kapacita
adatta jistghu jintuzaw bkonformita mar-rata ta’ taghbija, jigifieri mal-ghadd ta’ dud tat-test. Jistghu jintuzaw
azzar inossidabbli, plastik jew hgieg ghal kull taghmir li jkollu kuntatt mal-midja tat-test. It-recipjenti tat-test
ghandhom ikunu mghottijin kif jixraq biex id-dud ma jithalliex jahrab, filwaqt li tithalla provvista suffi¢jenti ta’
arja. Ghal kimici b’koeffigjenti gholjin ta’ sorbiment, bhal piretrojdi sintetici, jista’ jkun mehtieg hgieg sinalizzat.
Fdawn is-sitwazzjonijiet it-taghmir ikollu jitwarrab wara li jintuza (49). Oggetti tat-test u kimici volatili b'tik-
ketta radju m'ghandhomx jithallew jaharbu. Ghandhom ikunu uzati sifuni (ez. fliexken tal-hgieg ghal hasil bil-
gass) li jkun fihom assorbenti adatti biex izommu kull residwu milli jevapora mir-recipjenti tat-test.

Hamrija
Il-hamrija tat-test ghandha tkun ta’ kwalita li tippermetti s-sopravivenza u preferibbilment ir-riproduzzjoni tal-

organizmi tat-test ghal kemm idumu l-akklimatazzjoni u l-perjodi ta’ testijiet minghajr dawn ma juru ebda
dehra jew mgiba mhux normali. Id-dud ghandu jhaffer toqob fil-hamrija.

[l-hamrija artificjali deskritta fil-Kapitolu C.8 ta’ dan l-Anness (48) hija rrakkomandata biex tintuza bhala s-
substrat fit-testijiet. It-thejjija tal-hamrija artificjali ghal uzu fit-testijiet ta” akkumulazzjoni bijologika u rakko-
mandazzjonijiet ghall-hzin ta’ hamrija artifi¢jali jinghataw fl-Appendici 4. Hamrija artifi¢jali mnixxfa bl-arja tista’
tinhazen ftemperatura ambjentali sakemm tintuza.

Izda hamrija naturali minn siti mhux imniggsa tista’ sservi ta’ hamrija ta’ test ufjew ta’ kultura. Hamrija naturali
ghandha tkun ikkaratterizzata mill-anqas minn origni (sit ta’ gbir), pH, kontenut ta’ karbonju organiku, distri-
buzzjoni ta’ dagsijiet ta’ particelli (percentwali ta’ ramel, fajd u tafal), kapacita ta’ zamma massima ta’ ilma
(WHCmax), u kontenut ta’ ilma fpercentwali (3). Analizi tal-hamrija jew tal-kostitwenti taghha ghal mikrosus-
tanzi li jniggsu qabel l-uzu ghandha tipprovdi informazzjoni utli. Jekk tintuza hamrija minn ghelieqi ta’ art
agrikola, m'ghandhiex tkun giet ittrattata bi prodotti ta’ protezzjoni ta’ ghelejjel jew b’demel ta’ annimali ttrattati
bhala fertilizzanti ghal mill-angas sena u b’fertilizzanti organi¢i ghal mill-anqas sitt xhur qabel ma jittiechdu
kampjuni (50). Proceduri ta’ manipulazzjoni ghal hamrija naturali qabel ma tintuza ftests ekotossikologici ma’
oligochaetes fil-laboratorju huma deskritti fi (3). Ghal hamrija naturali z-zmien ta’ hzin fil-laboratorju ghandu
jinzamm qasir kemm jista’ jkun.

Applikazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar

Il-kimika ghall-ittestjar tkun inkorporata fil-hamrija. Ghandhom jitgiesu I-proprjetajiet fizikokimici tal-kimika
ghall-ittestjar. Kimika ghall-ittestjar li tinhall fl-ilma ghandha tigi mahlula kompletament fl-ilma gabel ma
tithallat mal-hamrija. ll-procedura rrakkomandata li tiffortifika ghal kimika ghall-ittestjar 1i ftit tinhall fl-ilma
tinvolvi kisja wahda jew aktar tal-kostitwenti tal-hamrija (artifi¢jali) mal-kimika ghall-ittestjar. Perezempju, ir-
ramel tal-quartz, jew porzjon minnu, jista’ jitghaddas b'soluzzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fsolvent organiku
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adatt, li wara jigi evaporat bil-mod sakemm jinxef. ll-frazzjoni miksija mbaghad tkun tista tithallat fil-hamrija
mxarrba. Il-vantagg kbir ta’ din il-procedura huwa li ebda solvent ma jiddahhal fil-hamrija. Meta tintuza hamrija
naturali, il-kimika ghall-ittestjar tista’ tkun iffortifikata billi porzjon ta’ hamrija mnixxef bl-arja jithallat kif
deskritt hawn fuq ghall-hamrija artificjali, jew billi l-kimika ghall-ittestjar tithawwad fil-hamrija mxarrba, bi
stadju wara ta’ evaporazzjoni jekk jintuza agent ta’ solubilita. Ingenerali, il-kuntatt ta’ hamrija mxarrba ma’
solventi ghandu jkun evitat kemm jista’ jkun. Ghandu jitgies dan li gej (3):

— Jekk jintuza solvent minbarra ilma, huwa ghandu jkun wiched li jithallat mal-ilma ufjew li jkun jista’
jitnehha (perezempju, evaporat), u tithalla biss il-kimika ghall-ittestjar fuq il-hamrija.

— Jekk jintuza kontroll ta’ solvent, ma jkunx hemm htiega ta’ kontroll negattiv. ll-kontroll ta’ solvent ghandu
jkun fih il fuq mill-oghla koncentrazzjoni ta’ solvent mizjud mal-hamrija u ghandu juza solvent mill-istess
lott uzat biex issir is-soluzzjoni ta’ stokkijiet. It-tossicita u l-volatilita tas-solvent, u s-solubilita tal-kimika
ghall-ittestjar fis-solvent maghzul ghandhom ikunu I-kriterji ewlenin uzati ghall-ghazla ta’ agent ta’ solubilita
adatt.

Ghal kimici i ftit jinhallu fl-ilma u fsolventi organici, jistghu jithalltu 2,0 — 2,5 g ta’ ramel quartz mithun fin
ghal kull recipjent tat-test mal-kwantita ta’ kimika ghall-ittestjar, ez. billi jintuza mehriez u lida, biex tinkiseb il-
koncentrazzjoni tat-test mixtieqa. Din it-tahlita ta’ ramel tal-quartz u l-kimika ghall-ittestjar jizdiedu mal-hamrija
maghmula niedja minn qabel u mhawda sewwa bammont xieraq ta’ ilma dejonizzat biex jinkiseb il-kontenut
mehtieg ta’ rtuba. It-tahlita finali titqassam fir-recipjenti tat-test. Il-procedura tittenna ghal kull koncentrazzjoni
tat-test, u jithejja wkoll kontroll xieraq b'2,0 — 2,5 g ta’ ramel tal-quartz mithun fin ghal kull recipjent tat-test.

Il-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fil-hamrija ghandha tkun iddeterminata wara li tkun giet iffortifikata.
Id-distribuzzjoni omogenja tal-kimika ghall-ittestjar fil-hamrija ghandha tkun ivverifikata qabel ma jiddahhlu I-
organizmi tat-test. Il-metodu uzat biex tkun iffortifikata, u r-ragunijiet ghall-ghazla ta’ procedura li tiffortifika
ghandhom ikunu rrapportati (24).

L-ekwilibriju bejn il-hamrija u l-fazi ta’ ilma mill-pori idealment ghandha tkun stabbilita qabel ma jizdiedu 1-
organizmi; huwa rrakkomandat perjodu ta’ Zmien ta’ erbat ijiem £20 °C. Ghal hafna kimici organici li ftit
jinhallu fllma z-zmien mehtieg biex jintlahaq ekwilibriju veru bejn frazzjonijiet sorbiti u mahlulin jistghu
jinghaddu fjiem jew xhur. Ikun jiddependi mill-ghan tal-istudju, perezempju meta I-kondizzjonijiet ambjentali
ghandhom ikunu imitati, jekk il-hamrija fortifikata tkunx tista’ ‘tixxejjah’ ghal perjodu itwal, ez. tliet gimghat
ghal metalli £20 °C (22).

Kultura ghall-organizmi tat-test

Dud ghandu preferibbilment jinzamm fkultura permanenti tal-laboratorju. Gwida dwar metodi ta’ kultura tal-
laboratorju ghal Eisenia fetida u Eisenia andrei, u ghall-ispeci ta’ Enchytraeid, hija pprovduta fl-Appendici 5 (ara
wkoll (48) (51) (52)).

Id-dud uzat fit-testijiet ghandu jkun hieles minn mard, anormalitajiet u parassiti osservabbli.

PRESTAZZJONI TAT-TEST

L-organizmi tat-test ikunu esposti ghall-kimika ghall-ittestjar matul il-fazi ta’ assorbiment. Il-fazi ta’ assorbiment
ghandha tkun ta’ 14-il jum (enchytraeids) jew ta’ 21 jum (hniex) sakemm ma jintweriex li jkun intlahaq stat
regolari.

Ghall-fazi ta’ eliminazzjoni, id-dud ikun ittrasferit ghal hamrija hielsa minn kimika ghall-ittestjar. L-ewwel
kampjun ghandu jittiched f4 — 24 siegha wara l-bidu tal-fazi ta’ eliminazzjoni. Ezempji ta’ skedi ta’ tehid ta’
kampjuni ghal fazi ta’ assorbiment ta’ 21 jum u ghal fazi ta’ eliminazzjoni ta’ 21 jum jinghataw fl-Appendici 3.

Organizmi tat-test

Ghal hafna specijiet ta’ enchytraeids terresti I-piz ta’ kull wahda minnhom huwa baxx hafna (ez. 5-10 mg piz fl-
imxarrab ghal kull wahda minnhom ta’ Enchytraeus albidus u anqas ghal Enchytraeus crypticus jew Enchytraeus
luxuriosus); biex isiru l-kejlijiet tal-piz u l-analizi kimika, jista’ jkun mehtieg li jingabar id-dud tar-recipjenti
replikati tat-test (jigifieri jintuza d-dud kollu ta’ recipjent replikat biex jinkiseb rizultat ta’ tessut analitiku
wiehed). 20 enchytraeids individwali jizdiedu ghal kull replikat, u ghandhom jintuzaw mill-anqas tliet replikati.
Jekk il-limitu analitiku ta’ detezzjoni tal-kimika ghall-ittestjar ikun gholi, jista’ jkun mehtieg aktar dud. Ghal
speci tat-test b’piz oghla ta’ kull speci wahidha (Eisenia fetida u Eisenia andrei), jistghu jintuzaw recipjenti replikati
li jkun fihom speci wahda.

[I-hniex uzati ftest ghandhom ikunu ta’ piz simili (ez. Eisenia fetida u Eisenia andrei kull wahda minnhom ghandu
jkollha piz ta’ 250 — 600 mg). Enchytraeids (ez. Enchytraeus albidus) ghandu jkollhom tul ta’ bejn wiched u ichor
1 cm. Id-dud kollu uzat ftest partikolari ghandu jigi mill-istess sors, u ghandhom ikunu annimali adulti bi
clitellum (ara -Appendici 5). Minhabba i I-piz u l-eta ta’ annimal jista’ jkollhom effett fuq il-valuri tal-BAF
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(ez. minhabba kontenut ta’ lipidi li jvarja ufjew ghax ikun hemm bajd), dawn il-parametri ghandhom ikunu
rregistrati b'mod akkurat u jitqiesu fl-interpretazzjoni ta’ rizultati. Barra minn dan, fosdgiet jistghu jkunu
ddepozitati matul il-perjodu ta’ espozizzjoni, li jkollu wkoll impatt fuq il-valuri tal-BAF. Huwa rrakkomandat
li kampjun sekondarju tad-dud tat-test jintizen qabel it-test biex ikunu stmati l-pizijiet medji fl-imxarrab u fin-
niexef.

33. Ghandu jintuza proporzjon gholi ta’ hamrija ma’ dud biex ikun imminimizzat it-tnaqqis fil-koncentrazzjoni tal-
kimika ghall-ittestjar fil-hamrija matul il-fazi ta’ assorbiment. Ghal Eisenia fetida u Eisenia andrei huwa rrakko-
mandat ammont minimu ta’ piz fin-niexef ta’ 50 g (d.w.) ta’ hamrija ghal kull dudu, u ghal enchytraeids,
minimu ta’ 10-20 g d.w. ta’ hamrija ghal kull recipjent tat-test. Ir-recipjenti ghandu jkun fihom saff hamrija
ta’ 2-3 cm (enchytraeids) jew 4-5 cm (hniex).

34. 1d-dud uzat ftest jitnehha mill-kultura (ez. enchytraeids billi jintuzaw pinzetti ta’ gojjellier). Annimali adulti
jkunu ttrasferiti ghal hamrija tat-test mhux ittrattata ghal akklimatazzjoni, u mitmugha (ara l-paragrafu 36). Jekk
il-kondizzjonijiet tat-test ikunu differenti mill-kondizzjonijiet tal-kultura, fazi ta’ akklimatazzjoni ta’ 24-72
siegha ghandha tkun suffi¢jenti biex id-dud jadatta ghall-kondizzjonijiet tat-test. Wara akklimatazzjoni, il-
hniex jitlahalhu billi jkunu ttrasferiti ghal dixxijiet tal-hgieg (ez. dixxijiet Petri) li jkun fihom ilma nadif, u
wara jintiznu qabel ma jizdiedu mal-hamrija tat-test. Qabel l-uzin, ghandu jitnehha ilma Zejjed mid-dud billi d-
dud jintmess max-xifer tad-dixx jew ikun ixxugat bil-mod sakemm jinxef bl-uzu ta’ xugaman tal-karta ftit niedi.

35. Il-mod kif organismi tat-test ihaffru toqob ghandu jkun osservat u rregistrat. Ftestijiet bi hniex, l-annimali
(kontroll u trattamenti) normalment itaqgbu toqob fil-hamrija fperjodu ta’ ftit sighat; dan ghandu jkun ivve-
rifikat mhux aktar tard minn 24 siegha wara li jizdied id-dud fir-recipjenti tat-test. Jekk il-hniex jonqsu milli
jhaffru toqob fil-hamrija (ez. aktar minn 10 % ghal aktar min-nofs tal-fazi ta’ assorbiment), dan jindika li jew il-
kondizzjonijiet tat-test ma jkunux adatti jew li l-organizmi tat-test ma jkunux f'sahhithom. Fkaz bhal dan it-test
ghandu jitwaqqaf u jittenna. Enchytraeids jghixu l-aktar fil-pori interstizjali tal-hamrija, u sikwit il-qoxra ta’ barra
taghhom tista’ tkun parzjalment biss fkuntatt mas-substrat tal-madwar; espozizzjoni ta’ enchytraeids Ii jhaffru
toqob u dawk li ma jhaffrux toqob tkun prezunta li hija ekwivalenti u enchytraeids li ma jhaffrux toqob mhux
bilfors jehtigilhom li t-test jittenna.

Tmigh

36. Tmigh ghandu jkun ipprospettat meta tintuza hamrija b’kontenut ta’ karbonju organiku totali baxx. Meta
tintuza hamrija artifi¢jali, hija rrakkomandata rata ta’ tmigh darbtejn fil-gimgha (jigifieri d-dud ghandu jintema’
darba fil-gimgha) ta’ 7 mg ta’ rawt niexef ghal kull g hamrija piz fin-niexef ghal hniex, u rata kull gimgha ta’ 2-
2,5 mg ta’ trofof ta’ hafur mithun ghal kull g hamrija piz fin-niexef ghal enchytraeids (11). L-ewwel razzjon ta’
ikel ghandu jithallat mal-hamrija minnufih qabel ma’ jizdiedu l-organizmi tat-test. Preferibbilment ghandu
jintuza l-istess tip ta’ ikel bhal dak fil-kulturi (ara l-Appendici 5).

Dawl u temperatura

37. It-testijiet ghandhom isiru taht ciklu kkontrollat ta” 16/8 sighat dawl/dlam, preferibbilment ta’ 400 sa 800 Ix fl-
etja tat-recipjenti tat-test (3). It-temperatura tat-test ghandha tkun 20 2 °C matul it-test kollu.

Koncentrazzjonijiet tat-test

38. Tintuza koncentrazzjoni wahda. Sitwazzjonijiet fejn koncentrazzjoni(jiet) addizzjonali tkunfikunu mehtiega
ghandhom ikunu ggustifikati. Jekk it-tossicita (ECx) tal-kimika ghall-ittestjar tkun qrib il-limitu ta’ detezzjoni
analitika, huwa rrakkomandat l-uzu ta’ kimika ghall-ittestjar b'tikketta radju b'radjuattivita specifika gholja. Ghal
metalli, il-koncentrazzjoni ghandha tkun ‘il fuq mil-livell tal-isfond fit-tessut u fil-hamrija.

Replikati

39. Ghal kejlijiet kinetici (fazi ta’ assorbiment u eliminazzjoni), I-ghadd minimu ta’ recipjenti replikati ttrattati
ghandu jkun tlieta ghal kull punt ta’ tehid ta’ kampjuni. L-ghadd totali ta’ replikati mhejjija ghandu jkun
suffi¢jenti biex ikopri l-hinijiet kollha ta’ tehid ta’ kampjuni matul l-assorbiment u I-fazi ta’ eliminazzjoni.

40. Ghall-osservazzjonijiet u l-kejl bijologici (ez. proporzjon ta’ piz minn fin-niexef ghal fl-imxarrab, kontenut ta’
lipidi) u ghall-analizi ta’ koncentrazzjonijiet ta’ bazi fdud u fil-hamrija, ghandhom ikunu pprovduti mill-anqas
12-il recipjent replikat ta’ kontroll negattiv (erbgha li jkun ittehdilhom kampjun fil-bidu, erbgha fit-tmiem ta’
assorbiment, u erbgha fit-tmiem ta’ eliminazzjoni) jekk ma jkun uzat ebda solvent minbarra ilma. Jekk jintuza xi
agent ta’ solubilita ghall-applikazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar, ghandu jsir kontroll ta’ solvent (erbgha recipjenti
replikati ghandu jittehdilhom kampjun fil-bidu, erbgha fit-tmiem tal-fazi ta’ assorbiment u erbgha fit-tmiem tal-
fazi ta’ eliminazzjoni) li jkun fih il-kostitwenti kollha hlief ghal oggett tat-test flimkien mar-replikati ttrattati.
Fdan il-kaz, jistghu wkoll ikunu pprovduti erbgha recipjenti replikati addizzjonali ta’ kontroll negattiv (ebda
solvent) ghal tehid fakultattiv ta’ kampjuni fit-tmiem tal-fazi ta’ assorbiment. Dawn ir-replikati jistghu jitqabblu
bijologikment mal-kontroll ta’ solvent biex tinkiseb informazzjoni dwar influwenza li jista' jkun hemm tas-
solvent fuq l-organizmi tat-test. Huwa rrakkomandat li jkun stabbilit ghadd suffi¢jenti ta’ recipjenti replikati
rizervati addizzjonali (ez. tmienja) ghal trattament u kontroll(i).
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Frekwenza ta’ kejl tal-kwalita tal-hamrija

II-pH tal-hamrija, il-kontenut ta’ rtuba fil-hamrija u t-temperatura (kontinwament) fil-kamra tat-test ghandhom
jitkejlu fil-bidu u fit-tmiem tal-fazijiet ta’ assorbiment u eliminazzjoni. Darba fil-gimgha l-kontenut ta’ rtuba fil-
hamrija ghandu jkun ikkontrollat billi jintiznu r-recipjenti tat-test u l-pizijiet attwali jitqabblu ma’ pizijiet inizjali
fil-bidu tat-test. Telf ta’ ilma ghandu jkun ikkumpensat biz-zieda ta’ ilma dejonizzat.

Tehid ta’ kampjuni u analizi ta’ dud u ta’ hamrija

Ezempju ta’ skeda ghall-fazijiet ta’ assorbiment u eliminazzjoni ftestijiet ta” akkumulazzjoni bijologika ta” hniex
u enchytraeid tinghata fl-Appendici 3.

Il-hamrija jittehdilha kampjun mir-recipjenti tat-test biex tkun iddeterminata I-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-
ittestjar qabel ma jiddahhal id-dud, u matul il-fazijiet ta’ assorbiment u eliminazzjoni. Matul it-test il-koncen-
trazzjonijiet ta’ kimika ghall-ittestjar ikunu ddeterminati fid-dud u fil-hamrija. Ingenerali, koncentrazzjonijiet
totali ta’ hamrija jitkejlu. Bmod fakultattiv, koncentrazzjonijiet filma tal-pori jistghu jitkejlu; fkaz bhal dan,
ghandhom ikunu pprovduti motiv u metodi adatti gabel ma jinbeda studju, u jkunu inkluzi fir-rapport.

Id-dud u l-hamrija jittehdulhom kampjun mill-anqas fsitt okkazjonijiet matul il-fazijiet ta’ assorbiment u
eliminazzjoni. Jekk tintwera l-istabbilta ta’ kimika ghall-ittestjar, 1-ghadd ta’ analizi tal-hamrija jista' jitnaqqas.
Huwa rrakkomandat li ssir analizi mill-anqas ta’ tliet replikati fil-bidu u fit-tmiem tal-fazi ta’ assorbiment. Jekk il-
koncentrazzjoni fil-hamrija mkejla fit-tmiem tal-fazi ta’ assorbiment tmur lil hinn mill-koncentrazzjoni tal-bidu
baktar minn 30 %, il-kampjuni tal-hamrija mehudin fdati ohra wkoll ghandhom ikunu analizzati.

Nehhi d-dud ta’ replikat partikolari mill-hamrija fkull hin ta’ tehid ta’ kampjuni (ez. wara li tkun ferrixt il-
hamrija tar-replikat fdixx baxx u erfajt id-dud bl-uzu ta’ pinzetti rotob tal-gojjellier), lahlahhom malajr bl-ilma
fdixx baxx tal-hgieg jew tal-azzar. Nehhi ilma Zejjed (ara l-paragrafu 34). Ittrasferixxi d-dud b’attenzjoni ghal go
recipjent li jkun intizen minn gabel, izinhom fil-pront, inkluz il-kontenut tal-imsaren.

[l-hniex (Eisenia sp.) ghandhom imbaghad jithallew inaddfu msarinhom matul l-lejl ez. fuq filtru niedi tal-karta
fdixx Petri mghotti (ara l-paragrafu 34). Wara t-tindif, il-piz tad-dud ghandu jkun iddeterminat biex ikun
ivvalutat tnaqqis jekk jista’ jkun fil-bijjomassa matul it-test (ara l-kriterji tal-validita fil-paragrafu 17). Uzin u
analizi ta’ tessut ta’ Enchytraeids isir minghajr tindif, ghax dan huwa teknikament difficli minhabba d-daqs zghir
ta’ dan id-dud. Wara determinazzjoni finali tal-piz, id-dud ghandu jinqatel minnufih, billi jintuza l-metodu I-
aktar adatt (ez. billi jintuza nitrogenu likwidu, jew iffrizar taht -18 °C).

Matul il-fazi ta’ eliminazzjoni, id-dud jissostitwixxi kontenut ta’ msaren kontaminati b’hamrija nadifa. Dan ifisser
li kejlijiet ta” dud mhux nadif (enchytraeids fdan il-kuntest) li jkun ittehidlu kampjun minnufih qabel il-fazi ta’
eliminazzjoni jinkludi hamrija b’imsaren kontaminati. Ghal oligochaetes akwati¢i huwa prezunt li wara 4 — 24
siegha inizjali tal-fazi ta’ eliminazzjoni, il-kontenut kwazi kollu ta’ msaren kontaminati jkun gie sostitwit
b'sediment nadif, ez. (46). Sejbiet simili kienu rrapportati ghal hniex fi studji dwar l-akkumulazzjoni ta’ kadmju
u zingu b'tikketta radju (78). Fenchytraeids mhux imnaddfin, il-koncentrazzjoni ta’ dan l-ewwel kampjun tal-
fazi ta’ eliminazzjoni tista’ titqies bhala l-koncentrazzjoni ta’ tessuti wara t-tindif ta’ msaren. Biex titqies id-
dilwizzjoni tal-koncentrazzjoni tal-oggett tat-test b’hamrija mhux kontaminata matul 1-fazi ta’ eliminazzjoni, il-
piz tal-kontenut ta’ msaren jista’ jkun stmat mill-piz ta’ dud fl-imxarrab/piz ta’ rmied ta’ dud jew piz ta’ dud fin-
niexef/proporzjonijiet ta’ pizijiet ta’ rmied tad-dud.

ll-kampjuni tal-hamrija u d-dud ghandhom preferibbilment ikunu analizzati minnufih wara tnehhija (jigifieri £'1-
2 ijiem) biex ma jithalliex ikun hemm degradazzjoni jew telf ichor, u huwa rrakkomandat li jkunu kkalkulati -
rati approssimattivi ta’ assorbiment u eliminazzjoni hekk kif ikun ghaddej it-test. Jekk I-analizi tiddewwem, il-
kampjuni ghandhom jinhaznu b'metodu adatt, ez. fil-friza (< -18 °C).

Ghandu jkun ivverifikat li l-precizjoni u riproducibbilta tal-analizi kimika, kif ukoll l-irkupru tal-kimika ghall-
ittestjar mill-hamrija u mill-kampjuni tad-dud ikunu sodisfacenti ghall-metodu moghti; l-efficjenza ta’ estrazz-
joni, il-limitu ta’ detezzjoni (LOD) u l-limitu ta’ kwantifikazzjoni (LOQ) ghandhom ikunu rrapportati. Bl-istess
mod ghandu jkun ivverifikat li I-kimika ghall-ittestjar ma tkunx tista’ tinqabad fir-recipjenti ta’ kontroll fkon-
centrazzjonijiet oghla minn ta’ sfond. Meta l-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fl-organizmu tat-test Ca
tkun > 0 fid-dud ta’ kontroll, din ghandha tkun inkluza fil-kalkulazzjoni tal-parametri kineti¢i (ara 1-Appendici
2). Il-kampjuni kollha ghandhom ikunu ttrattati matul it-test kollu biex ikunu mminimizzati l-kontaminazzjoni
u t-telf (ez. li jirrizultaw minn sorbiment tal-kimika ghall-ittestjar fuq l-apparat ta’ tehid ta’ kampjuni).
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Meta jsir xoghol fuq kimici ghall-ittestjar b'tikketta radju, ikun possibbli ssir analizi ta’ kimic¢i principali u
metaboliti. Kwantifikazzjoni ta’ kimika principali tat-test u metaboliti fi stat regolari jew fit-tmiem tal-fazi ta’
assorbiment tipprovdi informazzjoni importanti. ll-kampjuni ghandhom imbaghad fitnaddfu' biex il-kimika
principali tat-test tkun tista’ tigi kkwantifikata separatament. Jekk metabolita wahedha tagbez 10 % tar-radju-
attivita totali fil-kampjun(i) analizzat(i), hija rrakkomandata l-identifikazzjoni ta’ dawn il-metaboliti.

L-irkupru globali, u l-irkupru ta’ kimika ghall-ittestjar fdud, fil-hamrija, u jekk jintuzaw, fsifuni li jkun fihom
assorbenti biex izommu kimika ghall-ittestjar evaporata, ghandhom ikunu rregistrati u rrapportati.

1l-gbir flimkien ta’ dawk li jittehdilhom kampjun minn recipjent partikolari tat-test huwa accettabbli ghal dud
enchytraeid li jkunu izghar mill-hniex. Jekk gbir ikun jinvolvi t-tnaqqis tal-ghadd ta’ replikati, dan jillimita 1-
proceduri ta’ statistika li jistghu jkunu applikati ghad-dejta. Jekk ikunu mehtiega procedura u poter specifici ta’
statistika, fdak il-kaz ghandu jkun inkluz ghadd adegwat ta’ recipjenti replikati tat-test fit-test biex jakkomoda I-
gbir, il-procedura u l-poter mixtieqa.

Huwa rrakkomandat li I-BAF ikun espress kemm bhala funzjoni ta’ piz totali fin-niexef, kif ukoll, meta mehtieg
(jigifieri ghal kimici idrofobici hafna), bhala funzjoni tal-kontenut ta’ lipidi. Ghandhom jintuzaw metodi adatti
ghad-determinazzjoni ta’ kontenut ta’ lipidi (xi metodi li jezistu diga — ez. (31) (58) — ghandhom ikunu adattati
ghal dan il-fini). Dawn il-metodi juzaw teknika ta’ estrazzjoni tal-kloroform/metanol. 1zda biex ikun evitat l-uzu
ta’ solventi bil-klorur, ghandha tintuza modifika tal-metodu ta’ Bligh u Dyer (9) kif deskritta fi (17). Minhabba li
d-diversi metodi jistghu ma jaghtux valuri identi¢i, huwa importanti li jinghataw dettalji tal-metodu uzat. Meta
jkun possibbli, jigifieri jekk ikun disponibbli tessut suffi¢jenti tad-dud, l-analizi tal-lipidi ghandha idealment issir
fuq l-istess kampjun jew estratt bhal dak uzat ghal analizi tal-kimika ghall-ittestjar, minhabba li -lipidi sikwit
ikollhom jitnehhew mill-estratt qabel ma jkunu jistghu jigu analizzati kromatografikament (49). Alternattiva-
ment, jistghu jintuzaw annimali ta” kontroll biex jitkejjel il-kontenut ta’ lipidi, li mbaghad ikunu jistghu jintuzaw
biex jinnormalizzaw valuri tal-BAF. Dan l-ahhar appro¢¢ inaqqas il-kontaminazzjoni ta’ taghmir mal-kimika
ghall-ittestjar.

DEJTA U RAPPURTAR
Trattament ta’ rizultati

Il-kurva ta’ assorbiment tal-kimika ghall-ittestjar tinkiseb billi I-koncentrazzjoni taghha tigi mmarkata fi/fuq id-
dud matul il-fazi ta’ assorbiment mal-hin fuq skali aritmeti¢i. Meta l-kurva tkun lahget livell kostanti jew stat
regolari (ara d-definizzjonijiet fl-Appendici 1), il-fattur BAFss ta’ akkumulazzjoni bijologika tal-istat regolari jkun
ikkalkulat skont:

C, fi stat regolari jew fi tmiem ta’ fazi ta’ assorbiment (medja)

Cs fi stat regolari jew fi tmiem ta’ fazi ta’ assorbiment (medja)

C, huwa l-koncentrazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar fl-organizmu tat-test

C, huwa l-koncentrazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar fil-hamrija

Meta ma jintlahaq ebda stat regolari, il-BAFK, ibbazat fuq il-kostanti ta’ rati, ghandu jkun ikkalkulat minflok il-
BAFss, kif deskritt hawn taht:

— Iddetermina I-fattur ta’ akkumulazzjoni (BAFK) bhala l-proporzjon kg/k..

— Rati ta’ assorbiment u eliminazzjoni preferibbilment ikunu kkalkulati simultanjament (ara 1-Ekwazzjoni 11
fl-Appendici 2)

— Il-kostant tar-rata ta’ eliminazzjoni (k,) is-soltu jkun iddeterminat mill-kurva ta’ eliminazzjoni (jigifieri grafika
tal-koncentrazzjoni tal-oggett tat-test tad-dud matul il-fazi ta’ eliminazzjoni). Il-kostant tar-rata ta’ assorbi-
ment kg mbaghad ikun ikkalkulat skont ke u valur ta’ C, li jidderiva mill-kurva ta’ assorbiment — ara I-
Appendici 2 ghal deskrizzjoni ta’ dawn il-metodi. Il-metodu ppreferut biex jinkiseb BAF u l-kostanti tar-
rati, kg, u k,, huwa li jintuzaw metodi mhux lineari ta’ stima ta’ parametri fuq kompjuter. Jekk I-eliminazz-
joni ovvjament ma tkunx tal-ewwel ordni, fdak il-kaz ghandhom jintuzaw mudelli aktar kumplessi.

Rapport tat-test

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:
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Kimika ghall-ittestjar:

— Kull informazzjoni disponibbli dwar tossicita akuta jew fit-tul (ez. EC,, LC, NOEC) tal-kimika ghall-ittestjar
ghal oligochaetes li jghixu fil-hamrija;

— purezza, natura fizika u proprjetajiet fizikokimici, ez. log K, solubilita tal-ilma;

— dejta ta’ identifikazzjoni ta’ kimici; sors tal-oggett tat-test, identitd u koncentrazzjoni ta’ kull solvent uzat;

— jekk tintuza kimika ghall-ittestjar btikketta radju, il-pozizzjoni preciza tal-atomi bit-tikketta, ir-radjuattivita
specifika u l-purezza radjukimika.

Speci tat-test:

— isem xjentifiku, razza, sors, kull trattament minn qabel, akklimatazzjoni, eta, dags-firxa, ecc..

Kondizzjonijiet tat-test:

— proéedura tat-test uzat;

— tip u karatteristi¢i ta’ lluminazzjoni uzati u fotoperjodufi;

— disinn tat-test (ez. ghadd u daqs ta’ recipjenti tat-test, massa ta’ hamrija u gholi ta’ saff ta’ hamrija, ghadd ta’
replikati, ghadd ta’ dud ghal kull replikat, ghadd ta’ koncentrazzjonijiet tat-test, durata ta’ fazijiet ta’
assorbiment u eliminazzjoni, frekwenza ta’ tehid ta’ kampjuni);

— motiv ghall-ghazla tal-materjal tar-recipjent tat-test;

— metodu ta’ thejjija u applikazzjoni ta’ oggett tat-test, kif ukoll ragunijiet ghall-ghazla ta’ metodu specifiku;

— il-koncentrazzjonijiet nominali tat-test, il-medji tal-valuri mkejla u d-devjazzjonijiet standard taghhom fir-
recipjenti tat-test, u l-metodu li bih dawn il-valuri nkisbu;

— sors tal-kostitwenti tal-hamrija artifi¢jali jew — jekk jintuzaw midja naturali — l-origni tal-hamrija, deskrizz-
joni ta’ kull trattament minn qabel, rizultati tal-kontrolli (sopravivenza, zvilupp ta’ bijomassa, riproduzzjoni),
karatteristici tal-hamrija (pH, kontenut totali ta’ karbonju organiku, distribuzzjoni ta’ dagsijiet ta’ particelli
(percentwali ta’ ramel, fajd u tafal)), WHC kontenut ta’ ilma fpercentwali fil-bidu u fit-tmiem tat-test, u
kejlijiet ohra maghmulin);

max’

— informazzjoni dettaljata dwar it-trattament ta’ kampjuni tal-hamrija u ta’ dud, inkluzi dettalji dwar thejjija,
hzin, proceduri ta’ fortifikazzjoni, estrazzjoni u proceduri analitici (u precizjoni) ghall-oggett tat-test fdud u
fil-hamrija, u kontenut ta’ lipidi (jekk imkejjel) u rkupri tal-oggett tat-test.

Rizultati:

— mortalitd tad-dud tal-kontroll u d-dud fkull recipjent tat-test u kull mgiba mhux normali osservata (ez.,
evitar ta’ hamrija, nuqqas ta’ riproduzzjoni ftest ta’ akkumulazzjoni bijologika b'enchytraeids);

— il-proporzjon ta’ piz fin-niexef ghal piz fl-imxarrab tal-hamrija u l-organizmi tat-test (utli ghal normalizzazz-
joni);

— il-pizijiet fl-imxarrab tad-dud waqt li jkunu ged jittiehdu kampjuni; ghal hniex, il-pizijiet fl-imxarrab fil-bidu
tat-test u fkull Zmien ta’ tehid ta’ kampjuni qabel u wara tindif ta’ msaren;

— il-kontenut ta’ lipidi tal-organizmi tat-test (jekk determinati);
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— kurvi, li juru I-kinetika ta’ assorbiment u eliminazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fid-dud, u z-zmien ghal stat
regolari;

— C, u C (b'devjazzjoni u firxa standard, jekk ikun jixraq) ghaz-zmijiet kollha ta’ tehid ta’ kampjuni (C,
espressa g kg™! piz fl-imxarrab u fin-niexef tal-korp kollu, C, espressa fg kg™! piz fl-imxarrab u fin-niexef
ta’ hamrija). Jekk ikun mehtieg fattur ta’ akkumulazzjoni bijota-hamrija (BSAF) (ez. ghal tqabbil ta’ rizultati
minn Zewg testijiet jew aktar maghmulin fuq annimali ta’ kontenut differenti ta’ lipidi), C, tista’ addizz-
jonalment tkun espressa bhala g kg™! ta’ kontenut ta’ lipidi tal-organizmu, u C tista’ tkun espressa bhala g
kg™! ta’ karbonju organiku (OC) tal-hamrija;

— BAF (espress fkg ta’ hamrija kg™! ta’ dud), kostant k, tar-rata ta’ assorbiment ta’ hamrija (espress f'g ta’ kg™!
ta’ hamrija ta’ jum™! ta’ dud), u kostant ke tar-rata ta’ eliminazzjoni k, (espressa fjum!); BSAF (espress fkg
ta’ hamrija ta® OC kg™! kontenut ta’ lipidi ta’ dud) jistghu jkunu rrapportati addizzjonalment;

— jekk imkejjel: percentwali ta’ kimika principali, metaboliti, u residwi maghqudin (jigifieri I-percentwali ta’
kimika ghall-ittestjar i ma tistax tkun estratta b'metodi komuni ta’ estrazzjoni) misjuba fil-hamrija u
annimali tat-test;

— metodi uzati ghall-analizi ta’ statistika ta’ dejta.
Evalwazzjoni ta’ rizultati:
— konformita tar-rizultati mal-kriterji ta’ validita kif elenkati fil-paragrafu 17;

— rizultati mhux mistennija jew mhux tas-soltu, ez. eliminazzjoni mhux kompleta tal-kimika ghall-ittestjar
mill-annimali tat-test.
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Appendici 1

DEFINIZZJONIJIET

Akkumulazzjoni bijologika hija z-zieda fkoncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fi jew fuq organizmu relattiv ghall-
koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fil-midjum tal-madwar. Rizultati ta’ akkumulazzjoni bijologika minn processi
kemm ta’ koncentrazzjoni bijologika kif ukoll ta’ tkabbir bijologiku (ara hawn taht).

Koncentrazzjoni bijologika hija z-zieda fkoncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fi jew fuq organizmu, i tirrizulta mill-
assorbiment tal-kimika esklussivament mill-midjum tal-madwar (jigifieri permezz tal-wic¢ tal-gisem u hamrija li tkun
iddahhlet), relattiv ghall-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fil-midjum tal-madwar.

Tkabbir bijologiku huwa z-zieda fkoncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fi jew fuq organizmu, li jirrizulta l-aktar minn
assorbiment minn ikel jew priza kontaminati, relattiv ghall-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fl-ikel jew fil-priza.
Tkabbir bijologiku jista” jwassal ghal trasferiment jew akkumulazzjoni tal-oggett tat-test fsiti elettronici tal-ikel.

L-eliminazzjoni ta’ kimika ghall-ittestjar hija t-telf ta’ din il-kimika mit-tessut tal-organizmu tat-test bi processi attivi jew
passivi li jsehhu indipendentement minn jekk ikun hemm jew ma jkunx hemm l-oggett tat-test fil-midjum tal-madwar.

[I-fattur ta’ akkumulazzjoni bijologika (BAF) fkull zmien matul il-fazi ta’ assorbiment ta’ dan it-test ta’ akkumulazzjoni
bijologika huwa l-koncentrazzjoni ta” kimika ghall-ittestjar fi/fuq l-organizmu tat-test (C, fi g'kg™ piz fin-niexef tad-dudu)
diviz bil-koncentrazzjoni tal-kimika fil-midjum tal-madwar (C, bhala g-kg! tal-piz fin-niexef tal-hamrija); il-BAF ghandu I-
unitajiet ta’ kg hamrijakg™! dudu.

Il-fattur ta’ akkumulazzjoni bijologika ta’ stat regolari (BAF,) huwa 1-BAF fi stat regolari u ma jitbiddilx b’'mod
sinifikanti tul perjodu prolongat ta’ Zmien, bil-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fil-midjum tal-madwar (C
bhala g.kg! tal-piz fin-niexef tal-hamrija) tkun kostanti matul dan il-perjodu ta’ Zmien.

S

Fatturi ta’ akkumulazzjoni bijologika kkalkulati direttament mill-proporzjon tal-kostant tar-rata ta’ assorbiment ta’
hamrija u l-kostant tar-rata ta’ eliminazzjoni (k, u k., ara hawn taht) jissejhu fattur ta’ akkumulazzjoni bijologika kinetika
(BAFy).

Il-fattur ta’ akkumulazzjoni bijota-hamrija (BSAF) huwa l-koncentrazzjoni normalizzata b'lipidi tal-kimika ghall-ittestjar
fi/ffuq l-organizmu tat-test diviza bil-koncentrazzjoni organika normalizzata bil-karbonju tal-kimika ghall-ittestjar fil-
hamrija fi stat regolari. C, huwa mbaghad espress bhala kontenut ta’ lipidi g-kg! tal-organizmu, u C, bhala konenut
organiku gkg! tal-hamrija; il-BSAF ghandu l-unitajiet ta’ lipidi kg OCkgl.

Livell kostanti jew stat regolari huwa ddefinit bhala l-ekwilibriju bejn il-processi ta’ assorbiment u ta’ eliminazzjoni li
jsehh fl-istess waqt matul il-fazi ta’ espozizzjoni. L-istat regolari jintlahaq fil-grafika ta’ BAF mal-hin meta l-kurva tigi
parallela mal-assi tal-hin u tliet analizi ta’ BAF wara xulxin maghmulin fuq kampjuni mehudin fintervalli ta’ mill-anqas
jumejn ikunu qrib 20 % wahda mill-ohra, u ma jkunx hemm differenzi sinifikanti ta’ statistika fost it-tliet perjodi ta’ tehid
ta’ kampjuni. Ghal kimici ghall-ittestjar li jkunu kkunsmati bil-mod, intervalli aktar adatti jkunu ta’ sebat ijiem (49).

ll-koeffi¢jent ta’ partizzjoni organika karbonju-ilma (K ) huwa l-proporzjon ta’ koncentrazzjoni ta’ kimika fi/fuq il-
frazzjoni ta’ karbonju organiku ta’ hamrija u l-koncentrazzjoni tal-kimika fl-ilma fekwilibriju.

Il-koeffi¢jent tal-partizzjoni ottanol-ilma (K,,) huwa l-proporzjon ta’ solubilita ta’ kimika fn-ottanol u filma fekwi-
libriju, espress ukoll xi drabi bhala P . Il-logaritmu ta’ K, (log K,,) jintuza bhala indikazzjoni tal-potenzjal ta’ kimika
ghal akkumulazzjoni bijologika minn organizmi akwatici.

Il-fazi ta’ assorbiment jew ta’ espozizzjoni hija I-hin li matulu l-organizmi tat-test ikunu esposti ghall-kimika ghall-
ittestjar.

ll-kostant tar-rata ta’ assorbiment ta’ hamrija (k) huwa l-valur numeriku li jiddefinixxi r-rata ta’ zieda fil-koncentrazz-
joni tal-oggett tat-test fiffuq l-organizmu tat-test li jirrizulta minn assorbiment mill-fazi tal-hamrija. kg huwa espress fig
hamrija kg™ ta’ dudu d.

Il-fazi ta’ eliminazzjoni hija l-hin, wara t-trasferiment tal-organizmi tat-test minn midjum kontaminat ghal midjum hieles
mill-oggett tat-test, li matulha tkun studjata l-eliminazzjoni (jew it-telf nett) tal-kimika mill-organizmi tat-test.

ll-kostant tar-rata ta’ eliminazzjoni (k) huwa l-valur numeriku li jiddefinixxi r-rata ta’ tnaqgis fil-koncentrazzjoni tal-
oggett tat-test fi/ffuq l-organizmu tat-test, wara t-trasferiment tal-organizmi tat-test minn midjum li jkun fih l-oggett tat-

test ghal midjum hieles minn kimici; k, hija espressa £d 1.

Kimika ghall-ittestjar: Kull sustanza jew tahlita ttestjata billi jintuza dan il-Metodu ta’ Ttestjar.
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Kalkulazzjoni ta’ parametri ta’ assorbiment u eliminazzjoni

Il-punt ta’ tmiem ewlieni ta’ test ta’ akkumulazzjoni bijologika huwa I-fattur ta’ akkumulazzjoni bijologika, BAF. II-BAF
imkejjel jista’ jigi kkalkulat bid-divizjoni tal-koncentrazzjoni fl-organizmu tat-test, C,, bil-koncentrazzjoni fil-hamrija, C, fi
stat regolari. Jekk l-istat regolari ma jintlahaqx matul il-fazi ta’ espozizzjoni, il-BAFy ikun ikkalkulat mill-kostanti ta’ rati
minflok minn BAFss. [zda ghandu jkun innotat jekk il-BAF ikunx ibbazat fuq koncentrazzjonijiet ta’ stati uniformi jew le.

Il-mezzi tas-soltu ghall-kisba tal-fattur ta’ akkumulazzjoni bijologika kinetika (BAFy), il-kostant tar-rata ta’ assorbiment ta’
hamrija (k) u l-kostant tar-rata ta’ eliminazzjoni (k) huwa li jintuzaw metodi ta’ stima ta’ parametri mhux lineari
b’kompjuter, ez., ibbazati fuq il-mudelli deskritti £(68). Moghti sett ta’ dejta ta’ koncentrazzjoni ta’ sekwenza ta’ hin u

l-ekwazzjonijiet mudell:

k
C, = k_s x Cs(1 — e’ket) 0<t<t, [ekwazzjoni 1]
€
jew
k
C, = kj x Cy(e kel — ket t>t, [ekwazzjoni 2]
fejn:

C, = koncentrazzjoni ta’ kimika fdud [g kg-1 piz fl-imxarrab jew fin-niexef]

k, = kostant tar-rata ta’ assorbiment ftessut [g hamrija kg-1 ta’ dudu d-1]

C, = koncentrazzjoni ta’ kimika fil-hamrija [g kg-1 ta’ piz fl-imxarrab jew fin-niexef]
k. = kostant tar-rata ta’ eliminazzjoni [d-1]

t. = hin fit-tmiem tal-fazi ta’ assorbiment,

dawn il-programmi tal-kompjuter jikkalkulaw valuri ghal BAF, k, u k.

Meta l-koncentrazzjoni ta’ bazi fid-dud mhux espost, ez. filjum 0 tkun differenti b’'mod sinifikanti minn Zero (dan jista’
perezempju jkun il-kaz ghal metalli), din il-kon¢entrazzjoni ta’ bazi (C,) ghandha tkun inkluza fdawn l-ekwazzjonijiet,
biex isiru jaqraw:

k
C, =Cuo + f x Cs(1 — e’ke‘) 0<t<t, [ekwazzjoni 3]
€
u
k
C,=Coo+ ki X Cs(e’ke(t*“) — e’ket) t >t [ekwazzjoni 4]
€

Fkazijiet fejn ikun osservat tnaqqis sinifikanti tal-koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar fil-hamrija tul il-hin matul il-
fazi ta’ assorbiment, jistghu perezempju jintuzaw il-mudelli li gejjin (67) (79):

Cy = Cole™y) [ekwazzjoni 5]

fejn:
C, = koncentrazzjoni ta’ kimika fil-hamrija [g kg-1 piz fl-imxarrab jew fin-niexef]
ko = kostant ta’ rata ta’ degradazzjoni fil-hamrija [d-1]

Cy = koncentrazzjoni inizjali tal-kimika fil-hamrija [g kg-1 ta’ piz fl-imxarrab jew fin-niexef]

k

= x (et — ¢Ret) 0<t<t, [ekwazzjoni 6]
ke — ko

Ca
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k.
C, S —kote -k tc —k(t—tc) t>t

= X € —ee“xe [ekwazzjoni 7]

fejn:

= koncentrazzjoni ta’ kimika fdud [g kg-1 piz fl-imxarrab jew fin-niexef]

k, = kostant tar-rata ta’ assorbiment ftessut [g hamrija kg-1 ta’ dudu d-1]

ko = kostant ta’ rata ta’ degradazzjoni fil-hamrija [d-1]

k. = kostant tar-rata ta’ eliminazzjoni [d-1]

t. = hin fit-tmiem tal-fazi ta’ assorbiment,

Meta jintlahaq stat regolari matul il-fazi ta’ assorbiment (jigifieri t = oo), ekwazzjoni 1

kg
C, = o Co(1 — eXeh) 0<t<t [ekwazzjoni 1]
€

tista’ titnaqqas ghal:

G = E x C
a — ke S
jew
C,/C, = kik. = BAFg [ekwazzjoni 8]

Fliema kaz k/k, x C; ikun approcc ghall-koncentrazzjoni tal-oggett tat-test fit-tessut tad-dud fi stat regolari (C, ).

[I-fattur ta’ akkumulazzjoni bijota-hamrija (BSAF) jista’ jkun ikkalkulat kif gej:
BSAF = BAFy * ?)—C [ekwazzjoni 9]
lip

fejn f,. huwa I-frazzjoni ta’ karbonju organiku ta’ hamrija, u fj;, huwa I-frazzjoni ta’ lipidi ta’ dud, it-tnejn preferibbilment
iddeterminati minn kampjuni mehudin mit-test, u bbazati jew fuq piz fin-niexef jew fuq piz fl-imxarrab, rispettivament.

Il-kinetika ta’ eliminazzjoni tista’ tkun immudellata bl-uzu tad-dejta mill-fazi ta’ eliminazzjoni u bl-applikazzjoni tal-
ekwazzjoni mudell u metodu ta’ stima ta’ parametri mhux lineari b’bazi tal-kompjuter li gejjin. Jekk il-punti tad-dejta
mmarkati mal-hin jindikaw tnaqgis esponenzjali kostanti tal-koncentrazzjoni tal-oggett tat-test fl-annimali, ikun jista’
jintuza mudell ta’ kompartiment wiehed (ekwazzjoni 9) biex jiddeskrivi l-perkors tal-hin ta’ eliminazzjoni.

C,(t) = Cuq % ekt [ekwazzjoni 10]

a,ss

Processi ta’ eliminazzjoni xi drabi jidhru li jkunu ta’ zewg fazijiet, li juru tnaqqis mghaggel ta’ C, matul il-fazijiet bikrija, li
jinbidel ghal telf aktar bil-mod ta’ oggetti tat-test fil-fazijiet ta’ wara tal-eliminazzjoni, ez. (27) (68). Iz-zewg fazijiet jistghu
jkunu interpretati billi wiehed jassumi li jkun hemm zewg kompartimenti differenti fl-organizmu, li minuu l-oggett tat-test
jintilef b'velocitajiet differenti. Fdawn il-kazijiet, ghandha tkun studjata letteraura specifika, ez. (38) (39) (40) (78).

Bl-uzu tal-ekwazzjonijiet mudelli ta” hawn fuq, il-parametri kinetici (k; u k) jistghu wkoll ikunu kkalkulati b’operazzjoni

wahda bl-applikazzjoni fl-istess waqt tal-mudell ta’ kinetika tal-ewwel grad ghad-dejta kollha mill-fazi kemm ta’ assorbi-

ment, kif ukoll ta’ eliminazzjoni. Ghal deskrizzjoni ta’ metodu li jista’ jippermetti kalkulazzjoni kongunta bhal din ta’
kostanti ta’ rata ta’ assorbiment u eliminazzjoni, jistghu jkunu kkonsultati r-referenzi, (181), (213) u (210).

K K.

C, = K—S “C(1—e®) x (m= 1)} + [k—s x Cg(e7Relt7t) _ oKty 5 (m = 2) [ekwazzjoni 11]

Nota: Meta parametri ta’ assorbiment u eliminazzjoni jkunu stmati fl-istess waqt mid-dejta kongunta ta’ assorbiment u
eliminazzjoni, “m” kif tidher fl-ekwazzjoni 11 hija deskrittrici li thalli lill-programm tal-kompjuter jassenja t-termini
sekondarji tal-ekwazzjoni lis-settijiet ta’ dejta tal-fazi rispettiva u li jaghmel l-evalwazzjoni b'mod korrett (m = 1
ghal fazi ta’ assorbiment; m = 2 ghal fazi ta’ eliminazzjoni).

Madankollu, dawn I-ekwazzjonijiet mudelli ghandhom jintuzaw b’kawtela, l-aktar meta bidliet fid-disponibbilta bijologika
tal-kimika ghall-ittestjar jew fid-degradazzjoni (bjjologika) isehhu matul it-test (ara ez. (79)).
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Appendiéi 3

EZEMP]JI TA’ SKEDI GHAL TESTIIET TA’ AKKUMULAZZJONI BJOLOGIKA TA” HAMRIJA

Test tal-hniex

(a) Fazi ta’ espozizzjoni bi 8 dati ta’ tehid ta’ kampjuni uzati ghal kalkulazzjoni ta’ kinetika

Jum Attivita

-6 Kondizzjonament tal-hamrja mhejjija ghal 48 siegha;

-4 I-frazzjoni tal-hamrija li tkun iffortifikata mas-soluzzjoni tal-kimika ghall-ittestjar; evaporizzazz-
joni ta’ kull solvent; tahlit tal-kostitwenti tal-hamrija; distribuzzjoni tal-hamrija mar-recipjenti tat-
test; ekwilibrazzjoni fkondizzjonijiet tat-test ghal 4 jiem (3 gimghat ghal hamrija fortifikata bil-
metall);

-3sa-1 Separazzjoni tal-organizmi tat-test mill-kultura ghal akklimatazzjoni; thejjija u rtib tal-kostitwenti
tal-hamrija;

0 Kejl tat-temperatura, u l-pH tal-hamrija; tnehhija ta’ kampjuni tal-hamrija minn recipjenti ttrattati
u kontroll ta’ solventi ghal determinazzjoni ta’ koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar; Zieda ta’
razzjon ta’ ikel; uzin u distribuzzjoni kazwali tad-dud fir-recipjenti tal-hniex; zamma ta’ kampjuni
sekondarji suffi¢jenti ta’ dud ghal determinazzjoni ta’ valuri analitici bazici, piz fl-imxarrab u fin-
niexef, u kontenut ta’ lipidi; uzin tar-recipjenti kollha tat-test ghall-kontroll tal-irtuba tal-hamrija;
kontroll tal-provvista tal-arja, jekk tkun maghluga tintuza s-sistema tat-test;

1 Kontroll tal-provvista tal-arja, registrazzjoni ta’ xjaghmlu d-dud u t-temperatura; tehid ta’
kampjuni tal-hamrija u tad-dud ghal determinazzjoni ta’ koncentrazzjoni ta’ oggett tat-test;

2 L-istess bhal jum 1;

3 Kontroll tal-provvista tal-arja, xXjaghmlu d-dud u t-temperatura;

4 L-istess bhal jum 1;

5-6 L-istess bhal jum 3;

7 L-istess bhal jum 1; zieda ta’ razzjon ta’ ikel; ikkontrolla l-irtuba tal-hamrija billi tizen mill-gdid
ir-recipjenti tat-test u kkumpensa ghall-ilma evaporat;

8-9 L-istess bhal jum 3;
10 L-istess bhal jum 1;
11 - 13 L-istess bhal jum 3;
14 L-istess bhal jum 1; zieda ta’ razzjon ta’ ikel; ikkontrolla I-irtuba tal-hamrija billi tizen mill-gdid
ir-recipjenti tat-test u kkumpensa ghall-ilma evaporat;
15 - 16 L-istess bhal jum 3;
17 L-istess bhal jum 1;
18 - 20 L-istess bhal jum 3;
21 L-istess bhal jum 1; kejl tat-temperatura u l-pH tal-hamrija; ikkontrolla l-irtuba tal-hamrija billi

tizen mill-gdid ir-recipjenti tat-test; tmiem ta’ fazi ta’ espozizzjoni; ittrasferixxi d-dud mir-replikati
esposti li jifdal ghal go recipjenti li jkun fihom hamrija nadifa ghal fazi ta’ eliminazzjoni (ebda
tindif ta’ msaren); tehid ta’ kampjuni ta’ hamrija u ta’ dud minn kontrolli ta’ solventi.

Attivitajiet ta’ espozizzjoni minn qabel (fazi ta’ ekwilibrazzjoni) ghandhom ikunu skedati,
megjusin il-proprjetajiet tal-kimika ghall-ittestjar.

Attivitajiet deskritti ghal jum 3 ghandhom isiru kuljum (mill-anqas fil-jiem tax-xoghol).
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(b) Fazi ta’ eliminazzjoni

Jum Attivita
-6 Thejjija u rtib tal-kostitwenti tal-hamrija; kondizzjonament tal-hamrja mhejjija ghal 48 siegha;
-4 Tahlit tal-kostitwenti tal-hamrija; distribuzzjoni tal-hamrija mar-re¢ipjenti tat-test; inkubazzjoni

fkondizzjonijiet tat-test ghal 4 ijiem;

0 (tmiem ta’ fazi
ta’ assorbiment)

Kejl tat-temperatura u l-pH tal-hamrija; uzin u distribuzzjoni kazwali tad-dud fir-recipjenti tal-
hniex; zieda ta’ razzjon ta’ ikel; ittrasferixxi d-dud mir-replikati esposti li jifdal ghal go recipjenti li
jkun fihom hamrija nadifa; tehid ta’ kampjuni tal-hamrija u tad-dud wara 4 — 6 sighat ghal
determinazzjoni ta’ koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar;

1 Kontroll tal-provvista tal-arja, registrazzjoni ta’ xjaghmlu d-dud u t-temperatura; tehid ta’
kampjuni tal-hamrija u tad-dud ghal determinazzjoni ta’ koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittes-
tjar;

2 L-istess bhal jum 1;

3 Kontroll tal-provvista tal-arja, Xjaghmlu d-dud u t-temperatura;

4 L-istess bhal jum 1;

5-6 L-istess bhal jum 3;

7 L-istess bhal jum 1; Zieda ta’ razzjon ta’ ikel; ikkontrolla l-irtuba tal-hamrija billi tizen mill-gdid

ir-recipjenti tat-test u kkumpensa ghall-ilma evaporat;
8§-9 L-istess bhal jum 3;
10 L-istess bhal jum 1;
11 - 13 L-istess bhal jum 3;

14 L-istess bhal jum 1; Zieda ta’ razzjon ta’ ikel; ikkontrolla l-irtuba tal-hamrija billi tizen mill-gdid

ir-recipjenti tat-test u kkumpensa ghall-ilma evaporat;
15 - 16 L-istess bhal jum 3;
17 L-istess bhal jum 1;
18 - 20 L-istess bhal jum 3;
21 L-istess bhal jum 1; kejl tat-temperatura u l-pH tal-hamrija; ikkontrolla l-irtuba tal-hamrija billi

tizen mill-gdid ir-recipjenti tat-test; tehid ta’ kampjuni ta’ hamrija u ta’ dud minn kontrolli ta’
solventi.

Thejjija tal-hamrija qabel ma tinbeda fazi ta’ eliminazzjoni ghandha ssir bl-istess mod bhal gabel
il-fazi ta’ espozizzjoni.

Attivitajiet deskritti ghal jum 3 ghandhom isiru kuljum (mill-anqas filjiem tax-xoghol).

Test ta’ enchytraeid

(a) Fazi ta’ assorbiment bi 8 dati ta’ tehid ta’ kampjuni uzati ghal kalkulazzjoni ta’ kinetika

Jum

Attivita

Kondizzjonament tal-hamrja mhejjija ghal 48 siegha;

I-frazzjoni tal-hamrija li tkun iffortifikata mas-soluzzjoni tal-kimika ghall-ittestjar; evaporizzazz-
joni ta’ kull solvent; tahlit tal-kostitwenti tal-hamrija; distribuzzjoni tal-hamrija mar-recipjenti tat-
test; ekwilibrazzjoni fkondizzjonijiet tat-test ghal 4 ijiem (3 gimghat ghal hamrija fortifikata bil-
metall);
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Jum Attivita
-3sa-1 Separazzjoni tal-organizmi tat-test mill-kultura ghal akklimatazzjoni; thejjija u rtib tal-kostitwenti
tal-hamrija;

0 Kejl tat-temperatura, u l-pH tal-hamrija; tnehhija ta’ kampjuni tal-hamrija minn recipjenti ttrattati
u kontroll ta’ solventi ghal determinazzjoni ta’ koncentrazzjoni tal-kimika ghall-ittestjar; Zieda ta’
razzjon ta' ikel ghall-hamrija; uzin u distribuzzjoni kazwali tad-dud fir-recipjenti tal-hniex;
zamma ta’ kampjuni sekondarji suffi¢jenti ta” dud ghal determinazzjoni ta’ valuri analitici bazici,
piz fl-imxarrab u fin-niexef, u kontenut ta’ lipidi; uzin tar-recipjenti kollha tat-test ghall-kontroll
tal-irtuba tal-hamrija; kontroll tal-provvista tal-arja, jekk tkun maghluqa tintuza s-sistema tat-test;

1 Kontroll tal-provvista tal-arja, registrazzjoni ta’ xjaghmlu d-dud u t-temperatura; tehid ta’
kampjuni tal-hamrija u tad-dud ghal determinazzjoni ta’ koncentrazzjoni ta’ oggett tat-test;

2 L-istess bhal jum 1;

3 Kontroll tal-provvista tal-arja, xXjaghmlu d-dud u t-temperatura;

4 L-istess bhal jum 1;

5-6 L-istess bhal jum 3;

7 L-istess bhal jum 1; zieda ta’ razzjon ta’ ikel ghall-hamrija; ikkontrolla l-irtuba tal-hamrija billi
tizen mill-gdid ir-recipjenti tat-test u kkumpensa ghall-ilma evaporat;

9 L-istess bhal jum 1;

10 L-istess bhal jum 3;

11 L-istess bhal jum 1;

12-13 L-istess bhal jum 3;
14 L-istess bhal jum 1; Zieda ta’ razzjon ta’ ikel ghall-hamrija; kejl tat-temperatura u -pH tal-hamrija;

ikkontrolla l-irtuba tal-hamrija billi tizen mill-gdid ir-recipjenti tat-test; tmiem ta’ fazi ta’ espo-
zizzjoni; ittrasferixxi d-dud mir-replikati esposti li jifdal ghal go recipjenti li jkun fihom hamrija
nadifa ghal fazi ta’ eliminazzjoni (ebda tindif ta’ msaren); tehid ta’ kampjuni ta’ hamrija u ta’ dud
minn kontrolli ta’ solventi.

Attivitajiet ta’ espozizzjoni minn qabel (fazi ta’ ekwilibrazzjoni) ghandhom ikunu skedati,
megjusin il-proprjetajiet tal-kimika ghall-ittestjar.

Attivitajiet deskritti ghal jum 3 ghandhom isiru kuljum (mill-anqas fil-jiem tax-xoghol).
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Appendici 4

Hamrija artifi¢jali - rakkomandazzjonijiet dwar thejjija u hzin

Minhabba li hamrija naturali minn sors partikolari tista’” ma tkunx disponibbli s-sena kollha, u organizmi indigeni, kif
ukoll il-prezenza ta’ mikrosustanzi li jniggsu jistghu jinfluwenzaw it-test, huwa rrakkomandat substrat artifi¢jali, il-hamrija
artifi¢jali skont il-Kapitolu C.8 ta’ dan 1-Anness: Tossicita ghal Hniex (48) biex jintuza f'dan it-test. Diversi specijiet tat-test
jistghu jibqghu hajjin, jikbru u jirriproducu fdin il-hamrija, u hija pprovduta standardizzazzjoni massima, kif ukoll
komparabbilta flaboratorji u bejniethom ta” kondizzjonijiet tat-test u ta’ kultura.

Hamrija kostitwenti:

Pit: 10 % Pit Sphagnum, skont skont il-Linja Gwida 207 tal-OECD (48);

Ramel tal-quartz: 70 % Ramel tal-quartz industrijali (mnixxef bl-arja); dags ta’ ramla: aktar minn 50 %
tal-particelli ghandhom ikunu fil-firxa ta’ 50-200 pm, izda l-particelli kollha
ghandhom ikunu < 2 mm;

Tafal tal-kawlina: 20 % Kontenut ta’ kawlina > 30 %;

Karbonat tal-kal¢ju: <1% CaCOj;,pulverizzat, kemikament pur

B'mod fakultattiv, il-kontenut ta’ karbonju organiku tal-hamrija artificjali jista’ jitnaqqas, ez. billi jitnaqqas il-kontenut tal-
pit ghal 4-5 % ta’ hamrija xotta u jizdied il-kontenut ta’ ramel b’dan il-mod. Bi tnaqqis bhal dan fkontenut ta’ karbonju
organiku, il-possibbiltajiet ta’ sorbiment ta’ kimika ghall-ittestjar mill-hamrija (karbonju organiku) jistghu jitnaqqsu u d-
disponibbilta tal-kimika ghall-ittestjar ghad-dud tista’ tizdied (74). Intwera li Enchytraeus albidus u Eisenia fetida jistghu jkunu
jagblu mal-kriterji ta’ validita dwar riproduzzjoni meta ttestjati fhamrija ta’ ghelieqi b’kontenut baxx ta’ karbonju orga-
niku, ez. 2,7 % (33), (201), u mill-esperjenza dan jista’ jinkiseb fhamrija artificjali b’'5 % pit.

Thejjija

Il-kostitwenti nixfin tal-hamrija jithalltu sewwa (ez. fmikser ta’ skala kbira flaboratorju). Dan ghandu jsir xi gimgha qabel
ma jinbeda t-test. Il-kostitwenti nixfin imhalltin tal-hamrija ghandhom jitrattbu b'ilma dejonizzat mill-anqas 48 siegha
gabel l-applikazzjoni tal-oggett tat-test biex l-acidita tigi ekwilibrata/stabbilizzata. Ghad-determinazzjoni ta’ pH tintuza
tahlita ta’ hamrija u 1 M KCl fi proporzjon ta’ 1:5. Jekk il-valur pH ma jkunx fil-firxa mehtiega (6,0 £ 0,5), jizdied
ammont suffi¢jenti ta’ CaCOj5 fil-hamrija, jew jithejja lott gdid ta’ hamrija.

[l-kapacita massima ghal zamma ta’ ilma (WHC) tal-hamrija artifi¢cjali tigi ddeterminata skont ISO 11268-2 (35). Mill-
anqas jumejn qabel ma jinbeda t-test, il-hamrija artificjali xotta titrattab billi jizdied ilma bizzejjed dejonizzat jew
rikostitwit biex jinkiseb bejn wiehed u iehor nofs il-kontenut finali ta’ ilma. Il-kontenut finali ta’ ilma ghandu jkun
minn 40 % sa 60 % tad-WHC massima. Fil-bidu tat-test, il-hamrija mrattba minn qabel tinqasam f'tant lottijiet daqs kemm
ikun I-ghadd ta’ koncentrazzjonijiet tat-test u kontrolli uzati ghat-test, u l-kontenut ta’ rtuba jkun aggustat ghal 40 — 60 %
tad-WHC,,,, billi tintuza s-soluzzjoni tal-oggett tat-test ufjew billi jizdied ilma dejonizzat jew rikostitwit. Il-kontenut ta’
rtuba jkun iddeterminat fil-bidu u fit-tmiem tat-test (105 °C). Huwa ghandu jkun l-ahjar ghall-htigijiet tal-ispeci (il-
kontenut ta’ rtuba jista’ jkun iccekkjat kif gej: meta I-hamrija tinghafas bil-mod fl-idejn, ghandhom johorgu qtar Zzghir
bejn is-swaba).

Hzin

I-kostitwenti nixfin tal-hamrija artifi¢jali jistghu jinhaznu ftemperatura ambjentali sakemm jibdew jintuzaw. Il-hamrija
mhejjija u mrattba minn qabel tista’ tinhazen fpost frisk sa tliet fjiem qabel ma tkun iffortifikata; wiehed ghandu joqghod
attent li jara li l-evaporazzjoni tal-ilma tkun mill-anqas. Hamrija fortifikata bl-oggett tat-test ghandha tkun uzata minnufih
sakemm ma jkunx hemm informazzjoni li turi li I-hamrija partikolari tkun tista’ tinhazen minghajr ma jintlaqtu t-tossicita
u d-disponibbilta bijologika tal-oggett tat-test. Kampjuni ta’ hamrija fortifikata jistghu mbaghad jinhaznu skont il-kondizz-
jonijiet irrakkomandati ghall-oggett tat-test partikolari sakemm issir analizi.
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Appendici 5

Speci ta’ oligochaetes terrestri rrakkomandat ghall-ittestjar ta’ akkumulazzjoni bijologika minn hamrija

Hniex

L-ispeci tat-test irrakkomandata hija Eisenia fetida (Savigny 1826), li hija tal-familja Lumbricidae. Mill-1972 ‘il hawn
tingasam fzewg subspeci (Eisenia fetida u Eisenia andrei (10)). Skont Jaenike (36), huma mhumiex speci veri, separati.
Eisenia fetida tingharaf malajr mill-faxex ta’ lewn isfar jghajjat intersegmentali taghha, filwaqt li Eisenia andrei hija ta’ lewn
ahmar uniformi, skur. Aktarx joriginaw mir-regjun tal-Bahar I-Iswed, illum huma mifruxin mad-dinja kollha, l-aktar
fhabitats immodifikati antropogenikament bhal munzelli ta’ kompost. It-tnejn jistghu jintuzaw ghal testijiet ekotossiko-
logici, kif ukoll ta” akkumulazzjoni bijologika.

Eisenia fetida u Eisenia andrei jistghu jinkisbu kummercjalment, perezempju bhala lixka ghall-hut. Mqabbla ma’ dud ohra
tal-hamrija ta’ lumbricidi, ic-¢iklu ta” hajjithom huwa gasir u jimmaturaw fmadwar 2 — 3 xhur (ftemperatura ambjentali).
L-ahjar temperatura ghalihom hija bejn wiched u iehor 20 — 24 C. Jippreferu substrati relattivament niedja b’pH kwazi
newtrali u b’kontenut kbir ta’ materjal organiku. Minhabba li dawn Il-ispecijiet intuzaw hafna ftestijiet ekotossikologici
standardizzati ghal madwar 25 sena, il-mod ta’ kultura taghhom huwa stabbilit sewwa (48) (77).

[z-zewg speci jistghu jitrabbew ffirxa wiesgha ta’ skart ta” annimali. Il-midjum ta’ trobbija rrakkomandat minn ISO (35)
huwa ta’ tahlita 50:50 ta’ demel taz-ziemel jew tal-bagar u pit. I-midjum ghandu jkollu valur ta’ pH ta’ madwar 6 sa 7
(irregolat bil-karbonat tal-kal¢ju), konduttivita jonika baxxa (anqas minn 6 mS/cm jew angas minn 0,5 % ta’ koncentrazz-
joni ta’ melh) u m'ghandux ikun ikkontaminat b'mod eccessiv b'ammonja jew b’awrina tal-annimali. Tista’ tintuza wkoll
hamrija kummer¢jali ghal xoghol tal-gnien hielsa minn addittivi, jew hamrija artificjali skont 1-OECD (48), jew tahlita
50:50 tat-tnejn. Is-substrat ghandu jkun niedi izda mhux imxarrab hafna. Kaxex ghat-trobbija ta’ volum ta’ minn 10 litri
sa 50 litru jkunu tajbin.

Biex jinkiseb dud ta’ eta u massa standard, l-ahjar hu li I-kultura tinbeda bfosdgiet. Ghalhekk, dud adult jizdied fkaxxa
ghat-trobbija li jkun fiha substrat frisk biex jipproduci fosdgiet. L-esperjenza prattika wriet li kwantita densa ta” bejn
wiehed u iehor 100 dudu adult ghal kull kg substrat (piz fl-imxarrab) twassal ghal rati ta’ riproduzzjoni tajbin. Wara 28
jum id-dud adult jitnehha. Il-hniex li jfaqgsu mill-fosdgiet jintuzaw ghall-ittestjar meta jkunu maturi wara mill-angas
xahrejn (2) izda anqas minn 12-il xahar.

Dud tal-ispeci deskritta hawn fuq jista’ jitgies li jkun fsahhtu jekk jiccaglaq fis-substrat, ma jippruvax jitlaq mis-substrat u
jirriproduc¢i kontinwament. Caqliq bil-mod hafna jew tarf tal-warrani isfar (fil-kaz ta’ Eisenia fetida) jindikaw substrat
ezawrit. Fdan il-kaz, huwa rrakkomandat substrat gdid ufjew ghadd izghar ta’ annimali ghal kull kaxxa.
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Enchytraeids

L-ispeci tat-test irrakkomandata hija Enchytraeus albidus Henle 1837 (hanex abjad). Enchytraeus albidus huwa wiehed mill-
akbar (sa 15-il mm) tal-ispeci Enchytraeidae tal-familja annelid oligochaete, u jinsab mifrux mad-dinja kollha, ez. (8).
Enchytraeus albidus jinsab fhabitats marini, limni¢i u terrestri, l-aktar fmaterja organika fi stat ta’ degradazzjoni (alka,
kompost) u rarament fmerghat (42). Din it-tolleranza ekologika wiesgha u xi varjazzjonijiet morfologici jindikaw li jista’
jkun hemm razez differenti ta’ din l-ispeci.

Enchytraeus albidus jista’ jinkiseb kummer¢jalment, u jinbiegh bhala ikel ghall-hut. Wiehed ghandu jara jekk il-kultura
tieghu tkunx ikkontaminata minn specijiet ohra, is-soltu izghar (60). Jekk ikun hemm kontaminazzjoni, id-dud kollu
ghandu jinhasel fl-ilma fdixx Petri. Ezemplari kbar adulti ta’ Enchytraeus albidus imbaghad jintghazlu (bl-uzu ta’
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stereomikroskopju) biex tinbeda kultura gdida. Id-dud l-iehor kollu jitwarrab. 1¢-¢iklu ta’ hajtu huwa qasir minhabba Ii I-
maturita tintlahaq bejn 33 jum (fi 18 °C) u 74 jum (fi 12 °C). Kulturi biss li jkunu nzammu fil-laboratorju ghal mill-anqas
5 gimghat (generazzjoni wahda) minghajr problemi ghandhom jintuzaw ghat-test.

Specijiet ohra tal-generu Enchytraeus huma adatti wkoll, 1-aktar Enchytraeus luxuriosus. Din l-ispeci tassew tghix fil-hamrija, u
kienet deskritta mill-gdid £(65). Jekk jintuzaw specijiet ohra ta’ Enchytraeus, huma ghandhom ikunu identifikati b'mod ¢ar
u l-motiv ghall-ghazla tal-ispeci ghandu jkun irrappurtat.

Enchytraeus crypticus (Westheide & Graefe 1992) hija speci tal-istess grupp bhal Enchytraeus luxuriosus. Ma nstabx li kienet
tezisti b'certezza fil-qasam, minhabba li kienet deskritta biss minn kulturi ta’ hniex u munzelli ta’ kompost (Rombke
2003). Il-htigijiet originali ekologi¢i taghha mhumiex, ghalhekk, maghrufin. 1zda, studji recenti tal-laboratorju fdiversi
ogsma ta’ hamrija kkonfermaw li din l-ispeci ghandha tolleranza wiesgha ghal proprjetajiet tal-hamrija bhal pH u sawra
(Jansch et al. 2005). Fdawn l-ahhar snin din l-ispeci sikwit kienet uzata fi studi ekotossikologi¢i minhabba s-semplicita
tat-trobbija u l-ittestjar taghha (ez. Kuperman et al. 2003). Izda hija zghira: 3 — 12 mm; 7 mm bhala medja (Westheide &
Miiller 1996), u dan jaghmel l-immaniggar aktar difficli mqabbel ma’ dak ta’ Enchytraeus albidus. Meta tintuza din I-ispeci
minflok Enchytraeus albidus, id-dags tar-recipjent tat-test jista’ izda ma jehtiglux ikun izghar. Barra minn dan, ghandu jitqies
li din I-ispeci tirriproduci b’'mod mghaggel hafna billi ghandha Zmien ta’ generazzjoni ta’ angas minn 20 jum 20 £ 2 °C
(Achazi et al. 1999) u wkoll aktar malajr ftemperaturi ghola.

Enchytraeids tal-ispeci Enchytraeus albidus (kif ukoll specijiet Enchytraeus ohra) jistghu jitrabbew fkaxex kbar tal-plastik (ez.
30 x 60 x 10 cm jew 20 x 12 x 8 cm li huma adatti ghal kultura ta’ dud ta’ daqs zghir) mimlijin b'tahlita ta’ hamrija
artifi¢jali u li jistghu jinkisbu kummer¢jalment u bhamrija tal-gnien mhux kontaminata, hielsa minn addittivi. Materjal ta’
kompost ghandu jkun evitat minhabba li jista’ jkun fih kimici tossi¢i bhal metalli tqal. lI-fawna ghandha titnehha mill-
hamrija tat-trobbija qabel ma tintuza b'iffrizar ghal tliet darbiet. Tista’ tintuza wkoll hamrija pura artifi¢jali izda r-rata ta’
riproduzzjoni tista’ tkun aktar bil-mod mgqabbla ma’ dik miksuba b’substrati mhallta. Is-substrat ghandu jkollu pH ta’
6,0 £ 0,5. Il-kultura tinzamm finkubatur ftemperatura ta’ 15 * 2 °C minghajr dawl. Fkull kaz ghandha tkun evitata
temperatura oghla minn 23 °C. L-irtuba tal-hamrija artifi¢jali/naturali ghandha tkun niedja izda mhux imxarrba. Meta
l-hamrija tinghafas bil-mod bl-idejn, ghandhom johorgu biss ftit qtar ta’ ilma. Fkull kaz, ghandhom ikunu evitati
kondizzjonijiet anossici (ez. jekk jintuza ghatu, it-toqob tal-ghatu ghandhom ikunu gholjin bizzejjed i jipprovdu bdil
suffigjenti ta’ arja). Il-hamrija tat-trobbija ghandha titrewwah billi tithawwad battenzjoni darba fil-gimgha.

Id-dud ghandu jintema’ mill-anqas darba fil-gimgha sakemm jixba’ bi fjokki tal-hafur li jitqieghdu fhofra fil-wic¢ tal-
hamrija u jitghattew bil-hamrija. Jekk fil-kontenitur ikun baqa’ ikel mill-ahhar data ta’ tmigh, l-ammont ta’ ikel moghti
ghandu jkun aggustat b'dan il-mod. Jekk fuq l-ikel li jifdal jikber il-faqgiegh, huwa ghandu jinbidel bi kwantita gdida ta’
fjokki ta’ hafur. Biex ir-riproduzzjoni tkun stimulata, il-fiokki tal-hafur jistghu jkunu ssupplimentati bi trab ta’ proteini,
disponibbli kummercjalment, imtejjeb b'vitamini kull gimaghtejn. Wara tliet xhur, l-annimali jkunu ttrasferiti ghal kultura
jew ghal substrat ta’ trobbija mhejjin friski. Il-fjokki tal-hafur, li jkollhom jinhaznu frecipjenti ssigillati, ghandhom
jissahhnu fawtoklav jew jissahhnu gabel jintuzaw biex ikunu evitati infezzjonijiet minn araknidi tad-dqiq (ez. Glyzyphagus
sp., Astigmata, Acarina) jew minn araknidi tal-htif (ez. Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles, Gamasida, Acarina). Wara li jkun
iddizinfettat, I-ikel jintahan biex ikun jista jitferrex facilment fuq il-wic¢ tal-hamrija. Sors ichor possibbli ta’ ikel huwa I-
hmira tal-furnar jew l-ikel tal-hut TetraMin®.

Ingenerali, il-kondizzjonijiet tal-mod ta’ kultura jkunu suffi¢jenti jekk id-dud ma jippruvax jitlaq mis-substrat, ma jiccag-
lagx malajr fil-hamrija, ma jurix wic¢ estern ileqq minghajr particelli ta’ hamrija mwahhlin mieghu, ikun ftit jew wisq ta’
lewn bajdani u jekk ikun jidher dud ta’ etajiet differenti. Fil-fatt dud jista’ jitgies li jkun fsahhtu jekk jipproduci kontin-
wament.
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