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Anexa - Partea 2/2 

 

B.71 TESTE LE IN VITRO PRIVIND SE NSIBILIZ RA CUTANATA, CARE 

 

ABORDEAZA EVENIMENTUL IMPORTANT PRIVIND ACTIVAREA CELULELOR 

 

DENDRITICE AS UPRA PARCURSULUI RASPUNSURILOR A DVERSE (DVERSE 

 

OUTCOME PATHWAY - AlP) PENTRU SE NSIBILIZAREA CUTANATA 

 

INTRODUCERE GENERALA 

 

Metod五 de testare bazat五 pe evenimentul important privind activarea celulelor dendritice 

 

1. 0 s ustantse nsibilizant乞 pentru pidle inseanla o s ubstant care conduce la o reaclie 

 

a lergica in urma contactului cu pielea, astfel cum este definit in Sis temu1 global armonizat 

 

de clasificare§i etichetare a substantelor chimice al O rganizatiei Natiunilor Unite (G1S al 

 

ONU) (1)§ i in Regulamentul (CE) nr. 1272/2008 al Parlamentului European§ i al 

 

Consiliului privind clasi丘carea, etichetarea§l ambalarea s ubstanelor§ i a amestecurilor 

 

(CLP)1. Exista un acord general cu privire la princip alele evenimentele biologice care stau 

 

la baza se nsibilizrii cutanate.C uno§tinIele existente cu privire la mecanismele biologice 

 

§i chimice asociate cu sensibilizarea cutanata au fost sintetizate sub forma unui parcurs al 

 

rspunsurilor adverse (AlP) in cadrul programului OCDE AlP (2), incepand cu 

 

evenimentul declan§tor molecular, prin evenimentele intermediare, panh la efectele 

 

adverse, §i afume dermatita a lergica de contact. n acest caz, evenimentul declan§ator 

 

molecular (mai exact, primul eveniment important) este reprezentat de legarea covalentA a 

 

substantelor electrofile de centrele nucleofile din proteinele din piele. Al doilea eveniment 

 

important in acest AlP se desf§oara in cheratinocite §i include raspunsuri inflamatorii, 

 

precum §i m odi丘cri ale expresiei genice asociate cu parcursurile de semnalizare de 

 

celule s pecice, precum parcursurile care depind de elemente de raspun 

 

antioxidant/electrofil (ERA). Al treilea eveniment important este activarea celulelor 

 

dendritice (CD), de regul瓦 evaluate prin exprimarea markerilor celulari de s upraf垣 

 

specifici, chemochine§ i citocine. Al patrulea eveniment important este activarea§1 

 

proliferarea celulara T, care este evaluata in mod indirect fn testul local asupra 

 

ganglionilor limfatici murini (LLNA) (3). 

 

Regulamentul (CE) nr. 1272/2008 al Parlamentului European§ i al Consiliului din 16 decembrie 2008 privind 

 

clasificarea, etichetarea§ i ambalarea s ubstane1or§ i a amestecurilor, de modificare§ i de abrogare a 

 

Directivelor 67/548/CEE§ i 1999/45/CE, precum § i de modificare a Regulamentului (CE) nr. 1907/2006, 

 

JO L 353/1, 31.12.2008 
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2.Aceas ta me toda de testare (MT) este echiVa1enth c u Orientarea OCDE (TG) privind 

 

testarea nr. 442E (2017). Aceasta descrie teste in vitro care abordeaza mecanismele 

 

descrise in cadrul evenimentului important privind activarea celulelor dendritice ale AlP 

 

pentru sensibilizarea cutanat5 (2). MT cuprinde teste care urmeaz豆 sa fie utilizate pentru 

 

sustinerea diferentierii intre substantele sensibilizante pentru piele§ i cele nesensibilizante 

 

in conformitate cu G1S al ONU§ i Regulamentul CLP. 

 

Testele descrise n prezenta MT sunt: 

 

Testul de activare a liniilor celulare umane (h-CLAT) 

 

Testul U937 de activare a liniilor celulare (U-sENs TM) 

 

Testul Inter1euk-8 Reporter Gene Assay (testul IL-8 Luc) 

 

3. Testele incluse inace astt metod乞 de testare§ i in Orientarea TG co respunztoare a OCDE 

 

pot fi diferite in ceea ce priVe§te procedura utilizt pentru a genera datele§ i valorile 

 

11la surate, dar pot fi utilizate in mod nediscriminatoriu pentru a aborda cerintele t rilor 

 

pentru rezultatele testelor privind evenimentul cheie cu privire la activarea celulelor 

 

dendritice ale AOP pentru sensibilizarea cutanat乞, beneficiind in acela§i timp de acceptarea 

 

reciproca a datelor a OCDE. 

 

Context § i princip五 ale testeuor incluse n metida de testare b azat註 pe evenimentul important 

 

4. Evaluarea sensibiliz乞rii cutanate a implicat, de regul, utilizarea de animale de laborator. 

 

Metodele clasice care utilizeaz乞 cobai, testul de maximizare pe cobai (GPMT) al lui 

 

Magnusson § i Kiigman§ i testul Buehler (MT B.6) (4) evalueaza att fazele de inductie, ct 

 

§i cele de reactie de hipersensibilitate a sensibilizrii cutanate. Testele pe murini, LLNA 

 

(MT B.42) (3)§ i cele douh variante ale sale care nu sunt radioactive, LLNA: DA (MT 

 

.50) (5)§i LLNA: BrdU-ELISA (MT B.5 1) (6), toate evalueaza exclusiv raspunsul de 

 

inductie§ i, de asemenea, au fost acceptate, intrucat acestea ofr瓦 un avantaj fa鱗 de testele 

 

pe cobai din punctul de vedere al b unastrii animalelor,a l瓦turi de o m瓦surare objectiva a 

 

fazei de inductie a sensibilizrii cutanate. 

 

5. Au fist adoptate metode de testare in chemico§ i in vitro recente, care sunt bazate pe 

 

mecanic乞 § i care bordeaza primul eveniment important [(MTB .59; Testul reactivithti 

 

directe a peptidelor (7)]§ i al doilea eveniment important [(MTB .60; metida de testare 

 

ARE-Nrf2 ale luciferazei (8)] al sensibilizrii cutanate AlP, pentru a contribui la 

 

evaluarea potentialului de pericol de sensibilizare c utanat五 pe care i 1 prezinth substantele 

 

chimice. 

 

6. Incercrile descrise in prezenta m etodh de testare lllas oara fie modificarea i n exprimarea 

 

markerului (markerilor) celular(i) de s uprafat5 asociat (asociati) procesului de activare a 
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monocitelor §l a CD in urma expunerii la s ubstanIe sensibilizante (de exemplu: C D54, 

 

C D86), fie modificarile in exprimarea IL-8, o citocina asociata c u activarea CD. Au fist 

 

raportate substante sensibilizante pentrl piele pentru a induce exprimarea markerilor c u 

 

membrana celulara, precum C D40,C D54,C D80,C D83§i C D86,i n plus fata de inducerea 

 

citicinelor proinflamatorii, precum IL-1 3§ i TNF-a, precum § i a mai multir chemochine, 

 

inclusiv IL-8 (CXCL8) § i CC L3 (9) (10) (11) (12), asociate cu activarea CD (2). 

 

7. Ins五, intrucat activarea CD reprezinta doar un singur eveniment important al AlP privind 

 

sensibilizarea cutanata (2) (13), este posibil ca informatiile obtinute in urma testelor care 

 

masoara doar markerii activarii CD sa nu fie suficiente pentru a concluziona cu privire la 

 

prezenta sau absenta potentialului de sensibilizare cutanata al substantelor chimice. Prin 

 

urmare, datele obtinute i n urma testelor descrise in cadrul acestei metode de testare sunt 

 

propuse pentru sustinerea diferentierii dintre substantele sensibilizante pentru piele (mai 

 

exact, categoria i din G1S al ONU/Regulamentul CLP)§ i substantele nesensibilizante 

 

atunci c&nd sunt utilizate i n cadrul strategiilor integrate pentru testare§i evaluare (IATA), 

 

i mpreuna cu alte informatii suplimentare relevante, de exemplu, cele rezultate din teste in 

 

vitro care abordeaza alte evenimente importante ale AlP privind sensibilizarea cutanata, 

 

precum § i metode care nu implica testarea, inclusiv extrap ilari ale dateuor referitoare la 

 

substante chimice analoage (13). Exemple de utilizare de date generate in urma acestor 

 

teste i n cadrul abordarilor definite, mai exact, al abordarilor standardizate atat in legatura 

 

cu setul de surse informationale utilizate, cat§ i in cadrul procedurii aplicate datelor pentru 

 

obtinerea de previziuni, au fist publicate (13)§ i pot fi folosite ca elemente utile i n cadrul 

 

IATA. 

 

8. Testele descrise i n prezenta metida de testare nu pot丘 folosite pe cont propriu, nici pentru 

 

a subclasifica substantele sensibilizante pentru piele in subcategoriile lA§1 lB, astfel cum 

 

sunt definite i n G1S al INU/Regulamentul CLP, pentru autoritatile care pun in aplicare 

 

aceste doua subcategorii opIionale,§ i nici pentru a prevedea potenIa pentru deciziile in 

 

materie de evaluare a si gurantei. Cu toate acestea, in functie de cadrul de reglementare, 

 

rezultatele pozitive obtinute c u aceste metode pot fi utilizate in mod independent pentru a 

 

clasifica o substanta chimica in categoria 1 din G1S al INU/Regulamentul CLP. 

 

9. Termenul ,,substanta chimica de testat" este utilizat in aceasta metoda de testare pentru a se 

 

referi la ceea ce este s u〕us testarii1 si nu are legatura c u aDlicabilitatea testelor la testarea 

 

1In iunie 2013, reuniunea co mun. a OCDE a convenit ca , acolo unde este posibil, ar trebui ap1icat. o 

 

utilizare mai co nsecvent. a termenului ,,substan. cm mic. de testat" care descrie ceea ce este testat in 

 

orient.rile OCDE noi§ i actualizate privind testele. 
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substan1or monocomponente§i a s ubstanlor§1 /sau amestecurilor multicomponente. In 

 

prezent sunt disponibile m frlatn limitate privind aplicabilitatea testeuor la 

 

substante/amestecurl multicomponente (14) (15). Cu toate acestea, testele sunt aplicabile 

 

din punct de vedere tehnic pentru testarea substantelor§ i a mestecurilor multicomponente. 

 

Cu toate acestea, mnainte de utilizarea acestei metode de testare pe un amestec pentrua 

 

genera date pentru un obiectiv de reglementare specific, se ja n considerare dach§ i, n caz 

 

afirmativ, din ce cauzt aceasta plate ofeni rezultate adecvate n scopul respectiv1. Astfel de 

 

consideratii nu sunt necesare atunci cand e xista o cenin鱗 norlativt pentru testarea 

 

amestecului. n plus, atunci cand se testeaza substante sau amestecuri multicomponente, se 

 

ja n considerare posibila interferentt a componentelor citotoxice cu r tspunsurile 

 

observate. 

 

Aceasta teza a fist pripusa§ i co ne血t. in cadrul reuniunii WNT din aprilie 20i4 
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SENSIBILIZ REA CUTANATA IN VITRO:TEST IL DE ACTIVARE A LINIILOR 

 

CELULARE UMANE (1-CLAT) 

 

C0NS11)ERATII PRELIMINARE S ! LIMITARI 

 

i. Testul h-CLAT c uantifica mo dificrile produse la nivelul e xprimrii markerilor celulari de 

 

s uprafta asociati c u procesul de activare a monocitelor§ i celulelor dendritice (CD) (§i 

 

afume, C D86§i C D54), la nivelul liniei celulare monocitice umane TIP-i afectate de 

 

leucemie in urma expunerii la s ubstante sensibilizante (1)(2). Nivelurile de exprimare 

 

masurte ale markerilor celulari de s uprafaa C D86§ i C D54 sunt apul utilizate pentrn 

 

s ustinerea difrenierli intre substantele sensibilizante pentru pidle§i cele nesensibilizante. 

 

2. Testul h-CLAT a fist evaluat intr-un laborator de refrin鱗 al Uniunii Europene pentru 

 

metode alternative la testarea pe animale (EURL ECVAM) - un studiu de validare 

 

coordonat § i o evaluare inter pares independenta ulterioara desf§uratt de catre Comitetul 

 

§ tiintific consultativ al EURL ECVAM (ESAC). Avfind in vedere toate dovezile 

 

disponibile § i contributiile a utorit乞tilor de reglementare§i ale prtilor interesate, testul h-

CLAT a fist recomandat de EURL ECVAM (3) pentru a fi utilizat in cadrul unei IATA in 

 

vederea sprijinirii diferentierii intre substantele sensibilizante§i cele nesensibilizante in 

 

scopul c lasi丘ctrii § i e tichet乞rii periculelur. Exemple privind utilizarea datelor h-CLAT i n 

 

combinatie cu alte informatii sunt prezentate in referintele 

 

bibliugrafice (4)(5)(6)(7)(8)(9)(10)(i 1). 

 

3. Testul h-CLAT s-a dovedit a fi transferabil c tre laburatoare c u e xperien鱗 in tehnici de 

 

cultura ce lularh§i analiza citometriei de flux. Nivelul de reproductibilitate in es timri, 

 

care puate fi preconizat in urma testtrii, este de ordinul a 80 % in cadrul aceluia§i 

 

laboratur § i intre laboratoare (3) (12). Rezultatele generate§ i incluse in studiul de validare 

 

(13), precum §i in alte studii publicate (14), indica, i n general, faptul ca, in comparatie c u 

 

rezultatele LLNA, precizia de deusebire a substantelor sensibilizante pentru piele (§i 

 

afume, categoria i din G1S al ONU/Regulamentul CLP) de cele nesensibilizante este de 

 

85 % (N = 142)c u o sensibilitate de 93 % (94/101)§ i o specificitate de 66 % (27/41) (pe 

 

baza unei analize repetate efectuate de EURL ECVAM (12), avand in vedere toate datele 

 

existente § i neluand in calcul rezultatele negative pentru substantele chimice cu o valuare 

 

a Log Kow mai mare de 3,5, astfel cum este descris la alineatul (4).E xist乞 o probabilitate 

 

mai mare c a e stimtrile negative false realizate prin testul h-CLAT sa vizeze substante 

 

chimice care prezint瓦 un nivel sc瓦zut pan乞 la moderat de potent de sensibilizare c utanat瓦 

 

(§i afume, subcategoria lB din G1S al ONU/Regulamentul CLP)§i nu substante chimice 

 

care prezintt un nivel ridicat de potent de sensibilizare c utanat乞 (§i afume, subcategoria 

 

479 

 



D060575102 

 

Coroborate, aceste informatii 

 

contribuirea la identificarea 

 

CLP) (4) (13) (15). 

 

ceea ce prive§te 

 

血 

 

lA din G1S al ONU/Regulamentul 

 

indich utilitatea metodei h-CLAT 

 

乙are cutanata. Cu toate acestea, valorile de precizie furnizate in 

 

ntru testul h-CLAT ca test independent sunt doar orientative, 

 

luat in considerare in combinatie c u alte surse de informatii in 

 

in conformitate c u dispozitiile de la alineatele (7)§ i (8) din 

 

plus, la evaluarea metodelor care nu se ba zeazi pe animale 

 

si 

 

In 

 

pericolelir 

 

prezentul 

 

intrucat te【 

 

contextul unei IATA 

 

Introducerea general. 

 

pentru sensibilizarea cutanth, ar trebui retinut faptul ca este posibil ca testul LLNA§i alte 

 

teste pe animale sa nu reflecte pe deplin situatia oamenilor. 

 

4. Pe baza dateuor disponibile, metida h-CLAT s-a dovedit a fia plicbila substantelor 

 

chimice de testat care acopera i varietate de grupe organice functionale, mecanisme de 

 

reactie, potentt de sensibilizare c utant乞 (astfel cum a fist stabilit in cadrul studiilir in 

 

vivo), precum §i propriet五ti fizico-chimice (3) (14) (15). Metida h-CLAT se a pli 

 

substantelor chimice de testat solubile sau care firmeaz乞 dispersii stabile (§i afume, un 

 

coloid sau o suspensie fn care substanta chimica de testat nu se sedimenteaza sau se 

 

se par瓦 de solvent/vehicul n diferite faze)i ntr-un silvent/vehicul adecvat [a se vedea 

 

alineatul (14)].S ubstantele chimice de testat cu un Log Kow mai mare de 3,5 tind 5t 

 

produch rezultate negative false (14). Prin urmare, nu ar trebui sa fie luate i n considerare 

 

rezultatele negative obtinute i n cazul substantelir chimice de testat avand o vahoare Lig 

 

Kow mai mare de 3,5. Cu toate ace stea, rezultatele pizitive obtinute in cazul sub stantelir 

 

chimice de testat avand o vahoare Log Kow mai mare de 3,5 ar putea fi totu§i utilizate 

 

pentru a sprijini identificarea substantei chimice de testat ca s ubstant sensibihzant五 

 

pentru piele.in plus, din cauza c apacittii metabohice limitate a hiniei celulare utihizate 

 

(16),c t§ i din cauza conditiilir experimentale, prohaptenele (§i afume, substantele care 

 

necesita activare e nzimatic5, de exemplu prin intermediul enzimelor P 450)§ i 

 

prehaptenele (§i afume, substante activate prin autooxidare), in special cele cu i rath de 

 

oxidare lenta, pot furniza, de asemenea, rezultate negative la testul h-CLAT (15). 

 

S ubstantele chimice de testat fluorescente pot fi anahizate prin testul h-CLAT (17); cu 

 

toate acestea, substantele chimice de testat fluirescente puternice care emit la aceea§1 

 

lungime de und乞 ca§ i izotiocianatul de fuorescein乞 (FITC) sau iodura de propidiu (PI) 

 

vor interfera c u detectia prin citimetria de flux§ i, astfel, nu pot fi evaluate in rod corect 

 

fohosind anticorpic inugati c u FITC sau PI. Intr-un astfel de caz, se pot folosi alti 

 

anticorpi marcati c u fluorocrom sau alti markeni de citotoxicitate,c u conditia s乞 se piat 

 

demonstra c乞 acestea ofr乞 rezultate similare celor generate de anticorpii marcati c u FITC 

 

[a se vedea aineatul (24)] sau PI [a se vedea ahineatul (18)], de exemplu prin testarea 

 

substantelor de verificare din apendicele 1-2.A vand i n vedere cele de mai sus, rezultatele 

 

negative ar trebui interpretate in contextul limitri1or mentionate§i ipreuna cu alte surse 

 

de informatii i n cadrul IATA.i n cazul in care e xista divezi care demonstreaza hipsa de 
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aplicabilitate a metodei h-CLAT la alte categorii speciflce de substante chimice de testat 

 

acestea nu ar trebui utilizate pentru respectivele categorii speciflce. 

 

5. Conform descrierii de mai sus, metida h-CLAT sustine diferentierea intre substantele 

 

sensibilizante pentru piele§i cele nesensibilizante. nsa aceasta poate sa contribuie, de 

 

asemenea, la evaluarea potenIei de sensibilizare (4)(5)(9) atunci c td este utilizta in 

 

bord5ri integrate precum IATA. Cu toate acestea, se impun studii suplimentare, de 

 

preferintt pe baza dateuor c u privire la oameni, pentru a determina i n ce mid ar putea 

 

rezultatele h-CLAT sa fundamenteze evaluarea potentei. 

 

6. De丘nitiile sunt preVazute in apendicele 1.1. 

 

PRINCIPIUL TEST ULUI 

 

7. Metida h-CLAT reprezintt un test in vitro care c uanti丘c五 modi丘crile expresiei 

 

markerului celular de s upraf鱗 (§i afume,C D86§ i C D54) pe o linie c elular乞 monocitic乞 

 

uman五a fctt乞 de leucemie, celule TIP-i, in urma expunerii timp de 24 de ore la 

 

substanta c himic五 de testat. Aceste molecule de supraf負 constituie markeni tipici de 

 

activare TIP-i mo nocitica§i pot imita activarea DC, care j oac瓦 un rol esential in 

 

pregtirea de celule de tip T.Mo dificrile expresiei markerului de suprafa鱗 se masoara 

 

prin citometria de flux n urma co lorrii celulelor c u anticorpi marcati c u fluonocrom. De 

 

asemenea, 11la surarea citotoxicitatii este e fctuata i n ace la§i timp c u scopul de a se evalua 

 

dach se produce o reglare i n sus a expresiei markerului de supraf負 n cazul concentratiilor 

 

subcitotoxice. Intensitatea relativ乞 a fluorescentei markerilor de s upraft五,i n comparatie c u 

 

martorul tratat c u solvent/vehicul, se calculeaz乞§ i se utilizeaza i n modelul predictiv [a se 

 

vedea alineatul (26)], pentru a sustine diferentierea i ntre substante sensibilizante§ i 

 

nesensibilizante 

 

DEMONSTRARA PERFORMANTE! 

 

la metida de testare B .71 pentru 

 

performantele tehnice utllizand 

 

1.2. In plus, utilizatorii testului 

 

generate i n urma V eri丘crilor de 

 

Cu 

 

a 

 

si a celor tratati 

 

8. mnainte de a introduce testul descris i n prezentul apendice 

 

utilizare de rutin, laboratoarele ar trebui s乞 demonstreze 

 

cele zece substan;e de verificare mentionte in apendicele 

 

ar trebui sa i ntretin乞 o baz乞 de date istorich incluzand date 

 

vedea alineatul (11)]§ i a martorilor pozitivi 

 

[a se vedea alineatele (20)-(22)]§ is五 utilizeze aceste date pentru 

 

reproductibilitatea testului in laboratorul lor este mentinut乞i n timp. 
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9. Acest test este bazat pe protocolul nr. 158 (18) h-CLAT DataBase service on ALternative 

 

Methods to animal experimentation (DB-ALM), care reprezinta protocolul utilizat pentru 

 

studiul de validare coordonat de EURL ECVAM.S e recomanda utilizarea acestui protocol 

 

atunci cand se pune i n aplicare§ i se utilizeaza metida h-CLAT n laborator. Componentele 

 

§i procedurile principale pentru metida h-CLAT sunt descrise n continuare, n doua etape: 

 

testul de determinare a dozei si mds rra expresiei D86/D54. 

 

Pregatirea celulelor 

 

10. Linja celulara monocitica umana afectata de leucemie,S i afume TIP-i, ar trebui sa fie 

 

utilizata pentru desf§urarea metodei h-CLAT.S e recomanda ca celulele (TIB 1202TM)sa 

 

fie obtinute de la o banca de celule calificata, cum ar fi American Type Culture Collection. 

 

li. Celulele TIP-i sunt cultivate la 37 oc i n atmosfera de 5 % C02§i de umiditate, n mediu 

 

RPMI-i640 completat cu 10 % ser fetal bovin (FBS), 0,05 mM 2-mercaptoetanol, ill de 

 

unitati/ml de penicilina§ i ill .tg/ml de streptomicina. Piate fi evitata utilizarea penicilinei 

 

§i a streptomicinei i n mediul de cultura. msa, fntr-un astfel de caz, utilizatorii ar trebui sa 

 

verifice daca absenta antibioticelor din mediul de cultura nu are niciun impact asupra 

 

rezultatelor, de exemplu prin testarea substantelor de verificare enumerate n 

 

apendicele 1.2. In onice caz, pentru a reduce la minimum riscul de contaminare, bunele 

 

practici de cultura celulara ar trebui sa fie urmate independent de prezenIa sau absenta 

 

antibioticelor n mediul de cultura celulara. Celulele TH P -1 sunt i nsamantate n mod 

 

obl§nult la 2-3 zile la densitatea de 0, i-0,2 x 106 celule/mi. Acestea ar trebui sa fie 

 

mentinute la densitati cuprinse ntre 0, i§ i i, 0 x 106 celule/ml. nainte de a le utiliza pentru 

 

testare, celulele ar trebui sa fie calificate prin efectuarea unui control de reactivitate. 

 

Controlul de reactivitate ar trebui sa fie efectuat asupra celulelor folosindu-se martoni 

 

pozitivi, 2,4-dinitnoclorbenzen (DNCB) (CAS nr. 97-00-7, punitate ? 99 %)§i sulfat de 

 

nichel (NiSO4) (CAS nr. 10101-97-0, punltate ? 99 %)§ i martorul negativ, acidul lactic 

 

(AL) (CAS nr. 50-2i-5, punitateと 85 %), la doua saptamani dupa decongelare. Att 

 

DNCB, cat§ i NiS04 ar trebui sa genereze un raspuns pozitiv al markenilor celulani de 

 

suprafata CD86§ i CD54, jar AL ar trebui sa genereze un raspuns negativ al markerilor 

 

celulani de suprafata CD86§i CD54.S unt utilizate pentru analiza fumai celulele pentru 

 

care verificarea de reactivitate a fist efectuata cu succes. Celulele pot fi reproduse pana la 

 

doua luni dupa decongelare. Numarul de trecere nu ar trebui sa depaeasca 30. Venificarea 

 

de reactivitate ar trebui sa fie efectuata conform Drocedurilor descnise la Dunctele 20-24. 

 

12. In scopul testanii, celulele TIP-i sunt nsamantate la o densitate de 0,1 x1 06 celule/ml sau 

 

de 0,2 x1 0 6 celule/mi§ i cultivate i n prealabil n baloane de cultura timp de 72 de ore sau, 

 

respectiv, 48 de ore. Este important ca densitatea celulara din balonul de cultura, imediat 

 

dupa perioada de cultivare prealabila, sa fie cat mai consecventa posibil n fiecare 

 

experiment (aplicandu-se una dintre cele doua conditii de cultivare prealabila descrise mai 
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sus), deoarece densitatea ce 1ular五 din ba1onu1 de c u1tur乞, imediat dup五 cultivarea 

 

prea1bila, ar putea afecta expresia c D861cD54 i ndusa de alergeni (19). n ziua testrii, 

 

celulele recoltate din balonul de c u1tur5 sunt suspendate din nou in mediu de c ultura 

 

proaspt, la 2 x 106 celule/ml. Apui, celulele sunt distribuite pe o tav乞c u fund platc u 

 

24 de godeuri de 500 tl (1 x 106 celule/godeu) sau pe o tava c u fund plat cu 96 de godeuri 

 

de 80 il (1,6 x i 05 celule/godeu). 

 

Testul de determinare a dozei 

 

13.S e efectueaz5 un test de determinare a dozei 

 

determinarea CV 75, care este 

 

concentratia s ubstantei chimice de testat, in urma c ruia s瓦 se可 unga la o viabilitate 

 

celular豆 (VC) de 75 % in co mparaie 

 

este utilizat乞 pentru a determina 

 

cu martorul 

 

concentratia 

 

tratatc u solvent/vehicul. Valoarea CV75 

 

substantelor chimice de testat pentru 

 

masurarea expresiei D86/D54 [a se vedea alineatele (20)-(24)]. 

 

Prgtirea substanfeルrcんmice de testatざ i a substan加ルr martor 

 

14.S ubstantele chimice de testat§ i substantele martor se pregtesc in ziua test五rii. Pentru 

 

metida h-CLAT,s ubstanIele chimice de testat sunt dizolvate sau dispersate in mod stabil 

 

[a se vedea, de asemenea, alineatul (4)] in solutie sa lin乞 sau in mediu c a prime o pIiun 

 

solvent/vehicul sau in dimetil sulfoxid (D1S0, punltate と 99 %) ca a doua ipIiune 

 

。し 
。し 

 

.d.d 

 

solvent/vehicul dac. substanta chimich de testat nu este so lubi1a sau nu frmeaza dispersii 

 

stabile in cei dii 

 

solutie sal ina sau 

 

solVenIl/vehicu1e anterioare, in concentratii finale de 100 mg/ml 

 

in mediu) sau de 500 mg/ml (in D1S0).Se pot utiliza§ i 

 

solventi/vehicule decat cele descrise mai sus in cazul in care se prezint乞 o justificare 

 

stiintifica s uficienta. Ar trebui s . se tin乞 seama de stabilitatea substantei chimice de testat 

 

in solventul/vehiculul final. 

 

15. Pornind de la sulutiile mama ale substantelor de testat de 100 mg/ml (inso 1i4ie sa lina sau 

 

medie) sau de 500 mg/ml (in D1S0), ar trebui s五 fie parcurse ur toarele etape de 

 

diluare: 

 

Pentru so h4ia sa lin乞 sau mediuc a solvent/vehicul: Se prepar. opt solutii mam乞 (opt 

 

concentratii) c u ajutirul unor dilutii in serie duble utilizand solventul/vehiculul aferent. 

 

Aceste s oluii mamt sunt apui diluate in continuare de 50 de ori in mediu de cultur包 

 

(solutii de lucru). In cazul in care concentratia final乞 n partea s uperioar乞, in tava de 1 000 

 

tg/ml, nu este toxici, concentratia maxima ar trebui sa fie determinat五 din nou prin 

 

efectuarea unui niu test de citotoxicitate. Concentratia final五 in plac五 nu ar trebui s五 

 

dep醐easc乞 5 000 ig!ml in cazul substantelor chimice de testat dizolvate sau dispersate n 

 

mod stabil in solutie salin五 sau n mediu salin. 

 

In cazul D1S0 ca solvent/vehicul: Se prepar五 opt solutii m ama (opt concentratii) cu 

 

ajutorul 

 

unir dilutii in serie duble uti1iztnd solventul/vehiculul 
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ori in mediu de cultut (soluIii de lucru). 

 

醐easca 1 000 ig/n1, chiar dach aceast乞 

 

mamt sunt apui diluate in continuare de 250 de 

 

Concentratia 丘na la in placi nu ar trebui sa dep 

 

concentratie nu este toxic. 

 

So1utii1e de lucru sunt utilizate, in cele din urmt, pentru expunere prin adhugarea unui 

 

volum egal de solutie de lucru la volumul suspensiei celulare TIP-i din placa (a se vedea, 

 

de asemenea, punctul 17) pentru a obtine fnca o diluare dublt (de regult, plaja final5 de 

 

concentratii de pe placa este de 7,81-1 000 F g/ml). 

 

i 6. Martorul tratat cu solvent/vehicul utilizat in metoda h-CLAT este mediu de cultura [pentru 

 

substantele chimice de testat solubilizate sau dispersate in mod stabil (a se vedea punctul 4 

 

fie in mediu, fie in solutie s alina) sau D1S0 (pentru substante chimice de testat 

 

solubilizate sau dispersate in mod stabil in D1S0) testat la o singura concentratie final乞 in 

 

placa de 0,2 %. Acesta este supus a celuia§i proces de dilutie descris pentru solutiile de 

 

lucru de la punctul 15. 

 

Ap万carea su加tan加んr chimice d testat siasu房tan$eルr martor 

 

i7. Mediul de c ultur五 sau solutiile de lucru descrise la punctele iS§ i i6 sunt amestecate 1: 1 

 

(v/v) cu suspensiile de celule preparate pe placa c u fund plat de 24 sau 96 de godeuri (a se 

 

vedea punctul i2). Pl五cile tratate sunt apui incubate timp de 24士 0,5 ore la 37 oc in solutie 

 

c u 5 %C 02. Ar trebui sa se acorde o atentie deosebita pentru a se evita evaporarea 

 

substantelor chimice de testat volatile§ i contaminarea incruci §ta intre godeuri a 

 

substantelor chimice de testat, de exemplu, prin acoperirea e tan車 a placilor mainte de 

 

incubatia c u substantele chimice de testat (20). 

 

Colorarea c u io dr depropidiu (IIり 

 

i8. Dupa 24士 0,5 ore de expunere, celulele sunt transferate in eprubete de e§antloane §1 

 

colectate prin centrifugare.S e indeparteaz包 supernatantele § i se suspend乞 din nou celulele 

 

rmase in 200 i1 (in cazul placii c u 96 de godeuri) sau in 600 i1 (in cazul placii cu 24 de 

 

godeuri) de solutie sa lin乞 tamponat乞 c u fosfat c ontintnd 0, i %a lbumina din ser bovin 

 

(solutie tampon de colorare).S e transfra 200 il de suspensie c elulara pe o placa c u fund 

 

rotund de 96 de godeuri (in cazul placii cu 96 de godeuri) sau in micro-eprubet五 (in cazul 

 

unei placi c u 24 de godeuri)§i se spala de dout ori intr-o cantitate de 200 tl (in cazul 

 

pl乞cii c u 96 de godeuri) sau de 600 Ll (in cazul pl乞cii c u 24 de godeuri) de solutie tampon 

 

de colorare.i n cele din urm瓦, celulele sunt suspendate din nou in solutie tampon de 

 

colorare (de exemplu, 400 fil)§i se a daug乞 solutie IP (de exemplu, 20 til) (spre exemplu, 

 

concentratia fnala a IP este de 0,625" g/ml).Se put utiliza alti markenl de citotoxicitate, 

 

cum ar fi 7-amioactinomicina D (7-AAD), albastru de tripan sau altii, in cazul in care se 

 

poate demonstra c五 actiunile de colorare alterative genereaz五 rezultate similare, de 

 

exemplu, prin testarea substantelor de verificare din apendicele i .2. 
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Mdsurarea citotoxici癖ii prin citonietria d乃ixざi estiinarea valorii C V75 

 

19. Absorbtia IP este a na1izata uti1izand citometria de flux la canalul de acumulare FL-3.S unt 

 

acumulate i n total 10 000 de celule vii (IP negatiVa). Viabilitatea c elular五 plate 丘 ca lculat 

 

folosind urmttoarea ecuatie prin programul de ana1izt citometrica. Atunci c td viabilitatea 

 

ce lulara este sca zut乞, trebuie sa se acumuleze pan乞 la 30 000 de celule, inciusiv celule 

 

moarte. n mod alternativ, pot fi acumulate date timp de un minut dupa initierea analizei. 

 

Viabilitatea ce 1U1ara = 

 

Num首rul de celule vii 

 

Nwnarul total de celule acumulate 

 

X 100 

 

Valoarea CV 75 (a se vedea punctul 13), adica o concentratie care i ndica o rath de 75 % a 

 

TIP-i de s upravie加ire a celulelor (25 % citotoxicitate), este calculat乞 prin interpolare log-
lnear乞 folosind urmttoarea ecuatie: 

 

Sepot 

 

lucru 

 

veriflc 

 

Log C V75= 

 

Unde: 

 

a repr 

 

c repr 

 

(75一c)xLog(b）一（75-a)XLog(d) 

 

ezint乞 valoarea 

 

ezinta valoarea 

 

a-c 

 

minim五 a viabilittii 

 

maxim瓦 a viabilittii 

 

b si d sunt concentratii care arta valoarea 

 

i加 

 

celulare peste 75 % 

 

celulare sub 75 % 

 

Vibilitatii celulare a , respectiv, c 

 

ーー・◆ 
，
d
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b
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Doza de testare 

 

1000 

 

utiliza alte abord乞ri pentru derivarea valorii CV 75,c u co ndltia sa se demonstrezec乞 acest 

 

nu are niciun impact asupra rezultatelor (de exemplu, prin testarea substantelor de 

 

are). 

 

、isurarea expresiei C D86/CD54 

 

Prgtira su bstn“ルr chimicedtstt a substanルんr martor 

 

20.S Ol ventul/ehiculul c orespunztor (solutie sa lin乞, medie sau D1S0; a se vedea 

 

punctul 14) este utilizat pentru a dizolva sau a dispersa in mod stabil substantele chimice 

 

de testat. S ubstantele chimice de testat sunt diluate mai i ntai la concentratia 

 

c orespunztoare valorii de 100 de ori (pentru s oluIia salin五 sau mediu) sau de 500 de ori 

 

(pentru D1S0) din 1,2 xC V75, determinate i n testul d determinare a dozei (a se vedea 
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punctul 19). In cazul in care valoarea C V75 nu plate fi determinta (§i afume, dact nu se 

 

observa un grad suficient de citotoxicitate in tstul d dtrmimre a dozei), ar trebui 

 

uti1izt乞 ca§ i concentratie i nitiala cea mai mare concentratie solubila sau dispersta in mod 

 

stabil a substantei chimice de testat prep art5 impreun五c u fiecare solvent/vehicul. 

 

Concentratia finala n plac5 nu ar trebui sa dep朔easca valoarea de 5 000 ig/ml (in cazul 

 

solutiei saline sau al mediului) sau de 1 000 ig/ml (in cazul D1S0). Apui sunt efectuate 

 

dilutii in serie de 1,2 ori folosind solventul/vehiculul aferent pentru a obtine solutiile mama 

 

[opt concentratii cuprinse intre 100x1,2 xC V75§ i 100x0,335 xC V75 (in cazul solutiei 

 

saline sau al mediului) sau intre 500x1,2 xC V75§ i 500x0,335 xCV 75 (in cazul D1S0)] 

 

pentru a fi testate prin metida h-CLAT (a se vedea protocolul DB-ALM nr. 158 pentru un 

 

exemplu al schemei de dozare).S 01utii1e mama sunt apoi diluate in continuare de 50 de ori 

 

(in cazul solutiei saline sau al mediului) sau de 250 de ori (in cazul DMSO) in mediul de 

 

cultura (solutiile de lucru). Aceste solutii de lucru sunt utilizate, in cele din urm, pentru 

 

expunerea la un alt factor final de diluare dubl乞 in placa.i n cazul in care rezultatele nu 

 

indeplinesc criteriile de acceptare descrise la punctele 29§ i 30 c u privire la viabilitatea 

 

celulara, testul d dtrimre a dozei plate fi repetat pentru a determina o valoare C V75 

 

mai e xacta. Este de precizat faptul c乞 pot fi utilizate doar placi c u 24 de godeuri pentru 

 

misurarea exiresiei C D86/CDS4. 

 

21. Martorul tratat c u solvent/vehicul este preparat astfel cum este descris la punctul 16. 

 

Martorul pozitiv utilizat in metida h-CLAT este DNCB (a se vedea punctul 11), pentru 

 

care solutiile m am乞 sunt preparate in D1S0§ i diluate astfel cum este descris in cazul 

 

solutiilor mam乞 de la punctul 20. DNCB ar trebui utilizat ca martor pozitiv pentru 

 

idsrrea expresiei D86/D54 la o concentratie unic乞 fnala i n placa (de regu域 

 

4,0 ig/ml). Pentru a obtine o concentratie de 4,0 ig/l a DNCB in placa, se prepart o 

 

solutie m ama de 2 mg/ml de DNCB, care este apui diluatt in continuare de 250 de ori in 

 

mediu de culturt pana la o solutie de lucru de 8 ig/ml. In mod alternativ, valoarea C V75 a 

 

DNCB, care este determinta in fiecare instalatie de testare, ar putea fi utilizat, de 

 

asemenea, ca o concentratie a martorului pozitiv. Ar putea fi utilizati § i alti martiri pozitivi 

 

adecvati in cazul n care sunt disponibile date anterioare pentru a ob tine criterii 

 

comparabile de acceptare a testelor. In cazul martorilor pozitivi, concentratia 丘n al豆 unica 

 

n plac乞 nu ar trebui s乞 dep鯛easc五 valoarea de 5 000 ig/ml (in cazul solutiei saline sau al 

 

mediului) sau de 1 000 ig/ml (in cazul D1S0). Criteriile de acceptare a testelor sunt 

 

ace lea§i c u cele descrise pentru substanta c himic乞 testat乞 (a se vedea punctul 29),c u 

 

exceptia ultimului criteriu de acceptare, deoarece martorul pozitiv este testat i ntr-o singur乞 

 

concentratie. 

 

subtn加lor "'zartor 

 

testat§ i substant martor este necesar un singur 

 

Ap万careasu房tanルルr chini ice d testat, iα 

 

22. Pentri fiecare s ubstanta c himica de 

 

experiment pentru a obtine o predictie. Fiecare experiment consta in cel putin doua testari 
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independente pentru mds rrea expresiei D86/D54 (a se vedea punctele 26-28). Fiecare 

 

test independent este efectuat intr-o a lta zi sau in aceea§ i zi,c u conditia ca pentru fiecare 

 

test:a )sa se prepare solutii mam t§i solutii de lucru ale substantelor chimice de testat§ i ale 

 

solutiilor de anticorpi independente§ i proaspete§ i b)s乞 se utilizeze celule recoltate in mod 

 

independent (de exemplu, se co lecteaza celule din flacoane de c ultur5 diferite); insa 

 

celulele pot proveni din ac eea§i trecere.S ubstantele chimice de testat§ i substantele martor 

 

preparate c a solutii de lucru (500 i1) sunt amestecate c u 500 t1 de celule suspendate (1 x 

 

106 celule) la uf raport de 1:1, jar celulele sunt incubate timp de 24士 0,5 ore, conform 

 

descrierii de la punctele 20§ i 21. n cadrul fectrul test, o s ngura replica pentru fiecare 

 

concentratie a substantei chimice de testat§ i a substantei martor este s u丘cienta, deoarece 

 

se obtine o Dredictie din cel D utin dou乞 teste indeDendente. 

 

Colorarea si analiza ceんleur 

 

23. Duph 24土 0,5 ore de expunere, celulele sunt transferate din placa de 24 de godeuri in 

 

eprubete pentm probe, colectate prin centrifugare § i apoi s p乞lte de dout oric u 1 ml de 

 

solutie tampon de colorare (daca este necesar, se pot lua llla suri suplimentare de s palare). 

 

Duph spalare, celulele sunt blocate c u 600 tl de solutie de blocare [solutie tampon de 

 

colorare care contine globulina 0,01 % (g/v) (fractia Cohn fractiune II, II, uman; 

 

sIGMA, #G2388-1OG sau echivalentul)]§ i incubate la 4。C timp de 15 minute. Dup 

 

blocare, celulele sunt imprtite in trei pri alicote de 180 tl pe o p1aci de 96 de godeuri c u 

 

fund rotund sau in micro-eprubet. 

 

24. Dupa centrifugare, celulele sunt colorate c u 50 F l de solutie de anticorpi a nti-CD86, anti-

CD54 sau de§ oarece IgG1 (izotip) e tichetatt FITC la 4。 C timp de 30 de minute. 

 

Anticorpii descri§i i n protocolul DB-ALM nr. 158 al testului h-CLAT (18) ar trebui st fie 

 

utilizati prin diluarea i n proportie de 3:25 v/v [pentru CD86 (BD-PharMingen, #555657; 

 

Clone: Fun-1)] sau de 3:50 v/v [pentru C D54 (DAKO, #F7143; Clone: 6,5B5)§i IgGi 

 

(DAKO, #X0927)] c u solutie tampon de colorare.AceS ti factori de dilutie a anticorpilor au 

 

fost definiti de ca tre dezvoltatorii de teste ca fuind cei care asigura cel mai bun raport 

 

semnal/zgomot. Pe baza experientei dezvoltatorilor de teste, intensitatea fluorescentei 

 

anticorpilor este, de obicei,co nsecvent乞 intre diferite loturi. Cu toate acestea, utilizatorii ar 

 

putea avea in vedere titrarea anticorpilor in conditiile din laboratoml propriu pentru a 

 

deflni cele mai bufe concentratii de utilizare.Se pot utiliza§ i alti anticorpi an ti-CD86 

 

marcati c u fluorocrom§i /sau anti-CD54 fn cazul in care se poate demonstra ca ace stia 

 

genereaza rezultate similare c u cele ale anticorpilor c onugati FITC, de exemplu prin 

 

testarea substantelor de verificare din apendicele 1.2. Trebuie remarcat faptul ca 

 

modificarea clonei sau a furnizorului anticorpilor descri§i in protocolul h-CLAT DB-ALM 

 

nr. 158 (18) poate afecta rezultatele. Dup豆 ce sunt s palate de dou五 sau de mai multe ori i n 

 

150 i1 de solutie-tampon de colorare, celulele sunt resuspendate fn solutie-tampon de 

 

colorare (de exemplu, 400 til)§i se adauga solutie IP (de exemplu, 20 il pentru a obtine o 
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concentratie final乞 de 0,625 ig/llll) sau o altt solutie a markerului de citotoxicitate (a se 

 

vedea punctul 18). Nivelurile de expresie ale C D86§l C D54§i viabilitatea ce lulara sunt 

 

analizate folosind citometria de flux. 

 

sI RAPORTARE 

 

DATE 

 

Evaluarea dateuor 

 

25. Expresia C D86§ i C D54 este ana lizat乞 utilizand citometria de flux la canalul de acumulare 

 

FL-i. Pe baza i ntensit乞tii medii geometrice a fhiorescentei ('F'), intensitatea re1tiva a 

 

fluorescentei (RFI) a C D86§ i C D54 pentru celule§ i celule tratate chimic c u martor (ctrl) 

 

pozitiv se c alcu1eaz乞 conform ecuatiei urmtoare: 

 

X 100 

 

IFl celule tratate c u substa舛a chimic首-MFI celule c u martor izo tip tratate c u substanIa c himicb 

 

1Fl celule ctrl tratate c u solvent sau vehicul-IFI celule ctrl izo tip tratate c u solvent sau vehicul 

 

RFl= 

 

Viabilitatea ce 1u1ara de la celulele c u martor izotip (ctrl) (care sunt colorate c u anticorpi 

 

IgGi (izotip) de§ oarece) este ca lcult, de asemenea, conform ecuatiei descrise la 

 

punctul 19. 

 

Model predictiv 

 

26. Pentru mおurarea expresiei D86/D54, fiecare s ubstantc himic五 de testat este testat 

 

prin cel putin dou五 teste independente pentru a se obtine o s ingur乞 estimare (POZITIV sau 

 

NEGATIV). O estimare h-CLAT este co nsiderat乞 POZITIVA daca este in deplinit乞 cel 

 

putin una dintre urm5toarele conditii in cadrul derulrii a 2 sau a cel putin 2 din 3 teste 

 

independente; in caz contrar, estimarea h-CLAT este co nsiderat5 NEGATIVA (figura 1) 

 

Valoarea KF' a C D86 este mai mare sau e gal甘 cu iSO % la onice concentratie testata (cu 

 

viabilitate ce lularh? 50 %); 

 

Valoarea RFI a C D54 este mai mare sau e gal5 c u 200 % la onice concentratie testatt (cu 

 

viabilitate ce lularh? 50 %). 

 

27. Pe baza celor de mai sus, dach pnimele doua teste genereaz乞 rezultate pozitive pentru CD 86 

 

§i /sau rezultate pozitive pentru C D54, estimarea h-CLAT este cons iderata a fi POZITIVA 

 

si nu este necesar乞 derularea unui al treilea test. n mod similar, in cazul in care primele 

 

doug teste sunt negative pentru ambii markeni, estimarea h-CLAT este con siderat a fi 

 

NEGATIVA (tintd seama in mod c orespunzttor de dispozitiile de la punctul 30), fart a fi 

 

ne cesara derularea unui al treilea test.i nsa, dach rezultatele primelor dou乞 teste nu sunt 

 

concordante pentru cel putin unul dintre markeni (CD54 sau CD86), este necesar豆 

 

derularea unui al treilea test, jar estimarea finala va fi bazat五 pe rezultatul majoritar al celor 

 

trei teste individuale (§i afume, doug din trei).i n acest sens, ar trebui remarcat faptul c, 

 

dach sunt derulate doug teste independente, jar unul este pozitiv doar pentru CD86 

 

(denumit in continuare" Pi")§ i ce ltlalt este pozitiv doar pentru CD54 (denumit in 
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este necesara derularea unui al treilea test. n cazul i n care acest al treilea 

 

pentru ambii markeni (denumiIi i n continuare, N"), estimarea h-CLAT 

 

continuare , ,P2"), 

 

ca fuind NEGATIVA. Pe de a lta parte, in cazul i n care al treilea test este 

 

test este negativ 

 

este considerata 

 

pozitiv pentru oricare dintre markeni (P1 sau P2) sau pentru ambii markeni (denumit i n 

 

continuare ,,P2"), estimarea h-CLAT este co nsiderat5 POZITIVA. 

 

Figura 1: Model predictiv utilizat n metida h-CLAT. O estimare h-CLAT ar trebui sa fie ana lizth n 

 

cadrul unei IATA§1 n cinfirmitatec u dispozitiile de la punctele 7§1 8 din Introducerea general. 

 

Pri mel 

 

dou首 teste 

 

l 

 

+ 

 

test I 

 

AI treilea 

 

+ 

 

P12&N&N # 

 

Pi & N & N 

 

P2 & N & N 

 

Pi & P2 & N 

 

+ 

 

NEGATIV 

 

l 

 

P12&Pi&Pz # 

 

pl & pl& p2 

 

pi & p2 & p2 

 

P12 & Pi2 & N 

 

Pi2 & Pi & N 

 

Pi2 & P2& N 

 

Pi & Pi & N 

 

P2 & P2 & N 

 

POZITIV 

 

Prime/e 

 

doud teste 

 

+ 

 

N&N 

 

, 

 

AI trei/ea test 

 

nu este necesar 

 

NEGATIV 

 

l 

 

P12& P12 

 

pil & pi 

 

Pi2& P2 

 

pi & pi 

 

P2 & P2 

 

, 

 

AI treilea test 

 

nu este necesar 

 

POZITIV 

 

Pi: test c u estimare pozitiv doar pentru C D86; P2; test c u estimare pozitiva doar pentru C D54; P12: testc u estimare 

 

poziti pentru C D86§ i C D54; N: test c u estimare poziti pentru C D86 sau C D54. 

 

* Casetele prezint combinatiile relevante ale rezultatelor obtinute f cadrul primeuor douh teste, independent de ordmea 

 

fri care acestea ar putea iIio btiut. 
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#Casetele przint豆 combinatiile relevante ale rezultatelor obtinute m cadnil cele trei teste, pe baza rezultatelor obtinute 

 

fn cadrul primelor du豆 teste prezentate fn caseta de mai sus, fn血 nu r且t豆 ordinea fn care acestea ar putea fio btinute. 

 

28. Pentri substantele chimice de testat estimate c a fund POZITIVE c u testul h-CLAT, ar 

 

putea fi determinate optional dou5 valori ale concentratiilor e fctiva (CE), CE 150 pentru 

 

C D86§ i CE 200 pentru C D54,§ i afume concentratia la care substantele chimice de testat 

 

au indus o vahoare RFI de 150 sau 200. Aceste valori CE ar putea contribui la evaluarea 

 

potentei de sensibilizare (9) atunci ca nd sunt utilizate i n bord乞ri integrate precum 

 

IATA (4) (5) (6) (7) (8). Acestea sunt calculate pe baza ecuatiilor urlttoare: 

 

Ec 150 (for c D86) =民 ~nc + [(150一 BRFI)/(ARFI一BRFI) x (Ac~nc -&onc)] 

 

Ec 200 (for CD 54) =&onc + [(200一 BRFI)/(ARFI一BRFI) X (Ac~nc -瓦onc)] 

 

unde 

 

Aconc este co ncentr可ia cea mai sc乞 zutt血 ig/l c u KF'> 150 (CD86) sau 200 (CD54) 

 

B '~n' este concentratia cea mai ridict乞 n tg/m1 c u KF'< 150 (CD86) sau 200 (CD54) 

 

Apyi este valoarea RFi la concentratia cea mai sch zut乞c u RFI > 150 (CD86) sau 200 

 

(CD54) 

 

BR FI este valoarea RFI la concentratia cea mai rdlcata c u RFI > 150 (CD86) sau 200 

 

(CD54) 

 

Cu scopul de a deriva c u o precizie mai mare valorile CE 150§i CE 200, se pot solicita trei 

 

teste independente pentru mお rrea expresiei D86/D54. Valorile finale ale CE 150§ i 

 

CE 200 sunt determinate apui ca valoarea me diana a valorilor CE calculate n cadrul celor 

 

trei teste independente. Atunci can d fumai doua din trei teste independente ndeplinesc 

 

criteriile de pozitivitate (a se vedea punctele 26-27), se a dopta valoarea cea mai mare CE 150 

 

sau CE 200 dintre cele dou乞 valori calculate. 

 

Criterii de acceptare 

 

29. Atunci ca nd este u ti1izt5 metida b-CLAT (22) (27), trebuie sa fie ndeplinite urmatoare1e 

 

criterii de acceptare. 

 

Viabilitatea ce lu1ar乞a mediului si a martorilor tratati c u solventi/vehicule ar trebui s五 fie 

 

mai mare de 90 %. 

 

La martorul tratatc u solvent/vehicul, valorile RFI ale C D86§i C D54 nu ar trebui sa fie 

 

peste criteriile pozitive (RFIと 150 % pentru C D86§ i KF'と 200 % pentru C D54). Valorile 

 

KF! ale martorului tratatc u solvent/vehicul se ca lculeaza c u ajutorul formulei descrise la 

 

punctul 25 ["valoarea IMF a substantei chimice" ar trebui sa fie ?nlocuita c u ,,valoarea 

 

IMF a solventului/vehiculului", jar ,,valoarea IMF a solventului/vehiculului" ar trebuis五 

 

fie nlocuita c u ,valoarea IMF a martorului (mediului)"]. 
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In cazul martorilor pentru mediu§i a celor tratati c u solvent/vehicul, raportul IMF al C D86 

 

§ i C D54 pe martor izotop ar trebuish fie> 105 %. 

 

In cazul martorului pozitiv (DNCB), valorile RFI pentru C D86§i C D54 ar trebui s i 

 

respecte criteriile pozitive (RFIと 150 pentru C D86§ i RFIと 200 pentru C D54)§ i 

 

viabilitatea ce lular乞 ar trebui sこ fie mai mare de 50 %. 

 

Pentru substanta chimict de testat, viabilitatea celulara ar trebui sa fie peste 50 % n cel 

 

puin patru concentratii verificate n cadrul fiecarui test. 

 

30. Rezultatele negative sunt acceptabile fumai pentru substantele chimice de testat care 

 

prezinta o viabilitate ce 1ular五 mai mict de 90 % la cea mai mare concentratie testata (§i 

 

afume, 1,2 x CV 75 conform schemei de dilutie n serie descrise la punctul 20). In cazul i n 

 

care viabilitatea celular乞 la 1,2 xCV 7S este mai mare sau egal乞 cu 90 %, rezultatul negativ 

 

ar trebui sa fie elminat. ?ntr-un astfel de caz, se recomandtsh se i ncerce reluarea 

 

procesului de selectie a dozei prin repetarea testului pentru determinarea CV 75. Ar trebui 

 

remarcat faptul ca , atunci ca nd se utilizeaz五 5 000 tg/l i n solutie s a1ina (sau mediu ori 

 

alti solventi/vehicule), 1 000 gg/ml i n D1S0 sau concentratia sol ubil乞 maxim五 ca§i 

 

concentratie de testare maxima a unei substante chimice de testat, un rezultat negativ este 

 

acceptabil chiar dact viabilitatea celu1ar乞 este mai mare de 90 %. 

 

Raportul testului 

 

31. Raportul testului ar trebui sa includ乞 urmatoarele informatii: 

 

SUbtlntl c hilllicd de testat 

 

S ustanta mo nocomponentt 

 

Identificarea chimica, precum denumirea (denumirile) IUPAC sau CAs, numaru1 

 

(numerele) SM ILES sau codul InCh', formula s tructural.§i /sau alti identificatori; 

 

Aspectul fizic, Log Kow, solubilitatea n ap, solublitatea D1S0, masa m olecular§i alte 

 

propriet4i fizico-chimice relevante, dac五 exist; 

 

Puritatea, identitatea c himic乞 a impuritatilor, dupa caz§ i daca este fezabil din punct de 

 

vedere practic etc.; 

 

Tratamentul mainte de efectuarea testului, daca este cazul (de exemplu,i ncalzire, 

 

mhcinar); 

 

Concentratia (concentratiile) testata(e); 

 

Conditiile de depozitare§i stabilitatea, dac五 exist; 

 

Justificarea alegerii solventului/vehiculului pentru ficcare substanta chimict de testat. 
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S ustanta m u1ticomponentt, UVCB§ i amestec 

 

Caracterizarea, dach este posibil, de exemplu prin identitatea c himica (a se vedea mai sus), 

 

puritatea, aparitia ca ntitatiVa§i prpriet可11e丘 zlco-chnmce relevante (a se vedea mai sus) 

 

ale componentelor, daca e xist; 

 

Aspectul 丘 zic, solubilitatea n a p, solubilitatea D1S0§i alte proprietaIi丘 zico-chimice 

 

relevante, dac乞e xist; 

 

Masa mo 1ecular五 sau masa molecular乞a parentt n cazul amestecurilor/polimerilor eu 

 

compozitii cunoscute sau alte informatii relevante pentni efectuarea studiului; 

 

Tratamentul mainte de efectuarea testului, dac乞 este cazul (de exemplu, nclzire, 

 

macinar); 

 

Concentratia (concentratiile) testta(e); 

 

Conditiile de depozitare§ i stabilitatea, daca e xist; 

 

J usti丘carea alegerii solventului/vehiculului pentru fiecare substanIa c himict de testat. 

 

Mar切ri 

 

Martor pozitiv 

 

I denti丘carea c himica, precum denumirea (denumirile) JUPAC sau CAS ,n um豆rul 

 

(numerele) S 11LES sau codul InCh', formula structurla§i /sau alti identificatori; 

 

Aspectul fizic, Log K 0w, solubilitatea n a pa, solubilitatea DMSO, masa mo lecular§ i alte 

 

propriet4i 丘 zico-chimice relevante, daca exist5§ i dac5 este cazul; 

 

Puritatea, identitatea c himich a impuritatilor, dupa caz Si dac5 este fezabil din punct de 

 

vedere practic etc.; 

 

Tratamentul mainte de efectuarea testului, daca este cazul (de exemplu,i ncizire, 

 

m瓦cinar); 

 

Concentratia (concentratiile) testt乞(e); 

 

Conditiile de depozitare§i stabilitatea, dac乞 exist; 

 

Trimitere la rezultatele anterioare ale martorilor pozitivi care demonstreazi criterii 

 

adecvate de acceptare a testelor, dac乞 este cazul. 

 

Martor negativ§ i tratat cu solvent/vehicul 

 

Identificarea c himica, precum denumirea (denumirile) IUPAC sau CAS ,n umhrl 

 

(numerele) S 11LES sau codul InCh', formula structural.§i /sau alti identificatori; 
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Puritatea, identitatea c himica a im purtatilor, dupa caz§i daca este fezabil din punct de 

 

vedere practic etc.; 

 

Aspectul fizic, masa mo leculara§i alte propriet毒1 fizico-chimice relevante in cazul in care 

 

sunt utilizati alti martiri tratati c u solvent/vehicul decat cei mentionati in Ghidul pentru 

 

teste si daca acestia e xist; 

 

Conditiile de depozitare§ i stabilitatea, dac乞e xist; 

 

Justificarea aleaerii solventului/vehiculului De ntru fiecare s ubstanta chimica de testat. 

 

Conditti de testare 

 

Numele §l adresa sponsomlui, ale instalatiei de testare§l ale directonilui de studiu; 

 

Descrierea testului utilizat: 

 

Linja celulara utilizat, cinditiile de depizitare§l sursa acesteia (de exemplu, instalatia de 

 

la au fist ibtinute acestea); 

 

Citimetria de flux utilizta (de exemplu, midelul), inciusiv reglaj ele instrumentelor, 

 

glibulina, anticirpii§ i markerul de cititixicitate utilizat; 

 

Pricedura utilzat五 pentru a deminstra capabilitatea labiratirului de a efectua testul prin 

 

testarea unir substante de verificare§ i pricedura utilizat乞 pentru a deminstra perfirmanta 

 

repriductibila a testului in timp, de exemplu, datele anteriiare privind martinii§i /sau 

 

datele anteriiare privind V erificrile asupra reactiVit5ti. 

 

Criterii de acceptare a testuんi 

 

Viabilitatea ce lulara, valirile IMF§i RFI obtinute c u martorul silventului/vehiculului in 

 

cimparatie cu intervalele de acceptare; 

 

Viabilitatea ce lular五§ i valirile KF! ibtinute cu martirul pizitiv in cimparatie cu 

 

intervalele de acceptare 

 

Viabilitatea celular5 a tutunor concentratiilor testate ale substantei chirnice de testat. 

 

Procedura de testare 

 

Numarul de teste utilizate; 

 

Cincentratiile substantei chimice de testat, timpul de aplicare§ i de expunere utilizat (daca 

 

acestea difri de cele recimandate) 

 

Durata expunerii (dac乞 este difrith de cea recomandt'); 

 

Descrierea criteriilor de evaluare si de decizie utilizate; 

 

Descrierea iricnir midificAri ale pricedurii de testare. 
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Rezultate 

 

Prezentarea tbe1arh a dateuor, inciusiv a valorilor CV 75 (daca este cazul),a valorilor IMF 

 

geometrice individuale,a valorilor RFI, a valorilor de viabilitate c elulara, a valorilor 

 

CE 150/CE200 (dac乞 este cazul) obtinute pentru substanta c himica de te stat§i pentru 

 

martorul pozitiv in cadrul 丘ec5 rui test, precum § i o indicatie privind clas i丘carea substantei 

 

chimice de testat in functie de modelul predictiv; 

 

O descriere a o ricror alte observatii relevante, dach este cazul. 

 

Discutarea rezultatelor 

 

Discutarea rezultatelor obtinute c u ajutorul metodei h-CLAT; 

 

Analiza rezultatelor testului in contextul unei IATA in cazul in care sunt disponibile alte 

 

in釦rul肌ii relevante. 

 

Concluzii 
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DEFINITII 

 

intre rezultatele testului§ i valorile de refri叫i acceptate. 

 

tului § i unu! dintre aspectele relevantei acestuia. Termenu! 

 

Precizie: Gradui de concordanti 

 

anta tes 

 

Aceasta misoari pe 

 

este adesea utilizat in mod interschimbabil, jar concordanta inseamni propo4ia de rezultate 

 

corecte aje unui test (21). 

 

Alp (parcursul rispunsurilor adverse): o serie de evenimente din structura chimici a 

 

unei substante chimice tinti sau un grup de substante chimice similare, de ja evenimentul 

 

molecular declan§tor pini la un rispuns in vivo de interes (22). 

 

Substanti chimici: O substanti sau un amestec. 

 

CV75: Concentratia estimati care indici o viabilitate celulari de 75 %. 

 

EC150: concentratiile care indici valorile RFI de 150 in expresia C D86 

 

EC200: concentratiile care indici valorile RFI de 200 in expresia C D54 

 

Citometria de flux: o tehnici citometrici prin care celulele au fist suspendate i ntr-un flux 

 

fluid una cite una, printr-i focalizare a luminii care exciti§i care este difuzati i n modele 

 

caracteristice asupra celulelor§ i a componentelor acestora; celulele sunt etichetate frecvent 

 

cu markenl fluorescenti, astfel incit lumina si fie absorbiti mai ntii§ i apui emisi la 

 

frecvente modificate. 

 

Penicil: Proprietate intrinseci a unui agent sau a unei situatii care are potenIialul de a 

 

produce efecte adverse atunci cind un organism, un sister sau o (sub)populatie este expusi 

 

la agentul respectiv. 

 

IATA (strategie integrati pentru testare§ i evaluare): O abordare structurati utilizati 

 

pentru identificarea pericolelor (potenりa1), caractenizarea pericolelor (potenta) §i /sau 

 

evaluarea s iguranei (poten;ial/poten;i§ i expunere) pentru o substanti chimici sau un grup 

 

de substante chimice, care se integreazi in mod strategic§i misoari toate datele relevante 

 

pentru a fumiza informatii cu privire la decizii de reglementare in ceea ce prive§te 

 

potentialele pericole /sau riscuri§i /sau necesitatea unir teste suplimentare specifice , prin 

 

urmare. minime. 

 

Martor pentru mediu: O probi replici netratati care contine toate componentele unui 

 

estare. Aceasti probi este analizati impreuni cu probele tratate cu substanta 

 

testat§ i cu alte probe martor pentru a determina daci solventul/vehiculul 

 

sister de t 

 

chimici de 

 

interactioneazi cu sistemul de testare. 

 

Amestec: un amestec sau o solutie corpus/i din doui sau mai multe substante. 
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Substant Illonoco mponent: O s ubstan負 de丘nt五 prin compozitia sa ca ntlttlv5, in care 

 

un singur component principal este prezent in proportie de cel putin 80 % (g/g). 

 

Substant m u1ticomponent: O s ubstan definita prin compozitia sa cantitatiV, in care 

 

mai mult de un singur component principal este prezent intr-o concentratie ? 10 % (g/g)§ i 

 

<de 80 % (g/g). O s ubstant5 multicomponent乞 este rezultatul unui proces de fabricatie. 

 

Diferenta dintre un amestec§ i o s ubstanta multicomponenta este faptul ca un amestec este 

 

obtinut prin combinarea a doug sau mai multe substante chimice fhr乞 o reactie chimic乞. O 

 

subst antt multicomponent五 este rezultatul unei reactii chimice. 

 

Martor pozitiv: O replic五 ce contine toate componentele sistemului de testare§i care a fost 

 

ca proVoaca o reactie pozitiv. Pentru a 

 

cunoscuta pentru 

 

cu o substant乞 

 

asigura posibilitatea eV alu包rii variabilittli fn timp a reactiei martorului pozitiv, 

 

amplitudinea reactiei severe nu trebuie sa fie excesiv de mare. 

 

Prehaptene: substante chimice care devin sensibilizante prin transfrmri abiotice 

 

activare enzimtic乞 pentru a exercita 

 

Prohaptene: substante chimice care necesitt 

 

potentialul de sensibilizare cutant乞 

 

fluorescentei (RI): Valorile relative ale ntenslt'tii medn a 

 

lulele tratate chimic comparativ cu IFl din celulele tratate eu 

 

Intensitatea relativ 

 

fluorescentei (IFl) la ce 

 

solvent/vehicul. 

 

Relevant: Descrierea relatiei dintre test si efectul de interes si dach aceasta este relevant 

 

§i utila pentru un anumit scop. Aceasta reprezintt masura fn care testul m5soart sau prezice 

 

in mod corect efectul biologic de interes. Relevanta include analiza preciziei (a 

 

concordantei) unui test (21). 

 

Fiabilitate: Mas uri ale faptului ch un test poate fi efectuat in mod reproductibil, ina ce1a§i 

 

laborator §i in laboratoare diferite in timp, atunci cand este efectuat utilizand a cela§i 

 

protocol. Aceasta se e va1ueaza prin calcularea reprductibilitatii ina cela§i laborator sau 

 

intre laboratoare §i a repetabilit5ti in a cela§i laborator (21). 

 

Test: Un test este corpus din unul sau mai multe substante chimice de testat, care sunt 

 

testate concomitent cu un martor solvent/vehicul § i un martor pozitiv. 

 

Sensibilitate: Proportia tuturor substantelor chimice pozitive/active clasificate in mod 

 

corect fn urma testului. Aceasta permite masurarea preciziei fn cazul unui test care 

 

genereaz乞 rezultate clasificabile fn categorii § i constituie un aspect important in evaluarea 

 

relevantei unui test (21). 

 

SO1utie tampon de colorare: O solutie salina tampontt cu fosfat continand o cantitate de 

 

0,1 %a lbumina din ser bovin. 

 

Martor solvent/vehicul: O prb甘 netrtt乞 care contine toate componentele unui sister de 
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testare, c u exceptia celor ale substantei chimice de testat, dar incluzand solventul/vehiculul 

 

utilizat. Acesta este utilizat pentru a stabili reactia de baza pentru probele tratatec u 

 

substanta c himic五 de testat dizolvt五 sau dispersta stabil in ac ela§i solvent/vehicul. Atunci 

 

tnd este testta concomitent c u uf martor de mediu,aceas ta prob乞in dica, de 

 

dact solventul/vehiculul i nteractioneazh c u sistemul testat. 

 

Specificitate: Propo4ia tuturor substantelor chimice negative/inactive clasificate n mod 

 

corect in urrna testului. Aceasta permite m瓦surrea preciziei in cazul unui test care 

 

genereaza rezultate clasificabile n categorii § i constituie un aspect important in evaluarea 

 

relevantei unui test (21). 

 

Substant: un element chimic § i com pu§1i sai n stare natural乞 sau obtinuti prin once proces 

 

de productie, inclusiv onice aditiv necesar pentru a-i p乞stra stabilitatea§ i onlce impuritate 

 

care deniVt din procesul utilizat, insa e xcluzand onice solvent care plate fi separat frt a 

 

afecta stabilitatea substantei sau t五r五 a-i schimba c ompozitia. 

 

Substan鱗 c hinic証 de testat: once substant sau amestec testt() in cadrul acestei metode. 

 

Sistemu1 global armonizat de clasificare§ i etichetare a substantelor chimice al 

 

Organizatiei Natiunilor Unite (G1S al ONU): Un sister care propune clasificarea 

 

substantelor chimice (substante§ i amestecuni) in functie de tipuri§ i niveluni standardizate de 

 

pericole fizice, pericole pentru s豆 ntte§ i penicole pentru mediu Si care se refer la elemente 

 

de comunicare c orespunztoare, precum pictograme, cuvinte de avertizare, declaratii c u 

 

privire la pericole, declaratii de securitate§ i fe tehnice de siguran pentru a transmite 

 

informatii pnivind efectele adverse ale acestora in scopul prot求rii populaIiei (inclusiv 

 

angajatorii, lucrtorii, transportatorii, consumatorii §i cei care se oc upa de serviciile de 

 

urge叫五)§ i a mediului (23). 

 

UVCB:S ubstante c u compozitie nec unoscut. sau variabi. produSl de reactie com p1ex. sau 

 

materiale biologice. 

 

Test valabil: Un test considerat a avea s uficlent乞 relevat乞§1 fiabUitate pentru un scop 

 

specific §i care se bazeaza pe pnincipii solide din punct de vedere§ tiintific. Un test nu este 

 

niciodtt valabil intr-un sens absolut, ci doar in leghtura c u un scop defmit (21). 
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SUBSTANTE DE VERIFICARE 

 

mainte de utilizarea de rutint a testului descris i n prezentul apendice la metida de testare 

 

.71, labiratiarele ar trebui sa deminstreze perfirmantele telmice prin ibtinerea n mod 

 

corect a estimrii h-C LAT pentru cele 10 sub stante de verificare recomandate n tabelul i§ i 

 

prin ibtinerea de valori pentru CV 75,E Cl50 § i E C200 care 5a se fncadreze i n plaja de 

 

valori de referntt cirespuztoare pentru cel putin 8 dintre cele 10 s ustanIe de verificare. 

 

Substantele de verificare au fist selectate pentru a reprezenta intervalul de reactii pentru 

 

pericilele sensbilizrii cutanate. Alte criterii de selectie au fist ca s ubstanles乞 fie 

 

dispinibile n cimerf§ isa fie disponibile date de refrint in vivo de nalt5 calitate, precum 

 

§i date in vitro de nalt包 calitate generate cu metida h-CLAT. De asemenea, sunt disponibile 

 

date de refrita publicate pentru metida h-CLAT (3) (14). 

 

Tabelul 1:S ubstane recimandate pentru a deminstra perfirmnIcle telicc pnn metida h-CLAT 

 

Rezultate h-CLAT 

 

pentruC D54 

 

(Interval de 

 

referintA pentru 

 

EC200 

 

n"g /m)2 

 

Pozitiv 

 

(0,5-15) 

 

Rezultate h-CLAT 

 

pentruC D86 

 

(Interval de 

 

referintA pentru 

 

EC 150 

 

n"g /i11)2 

 

Pozitiv 

 

(0,5-10) 

 

CV 75 

 

Estimare in Interval de 

 

vか0l rekdn値血 

 

.tglml2 

 

Stre 

 

fizicA 

 

NRCAs 

 

Substante de verificare 

 

2-12 

 

Sensibilzant 

 

(extrem) 

 

So1id 

 

97-00-7 

 

2,4-diitrclorbenzen 

 

Negativ 

 

(>1,5)3 

 

Pozitiv 

 

(-z40) 

 

5-95 

 

Sensibilzant 

 

(puternic 

 

106-50-3 So 1id 

 

4-fni1endianiin豆 

 

Pozitiv 

 

(10-100) 

 

Pozitiv 

 

(100) 

 

30-500 

 

Sensibilizant 

 

(moderat) 

 

10101-97-0 So 1id 

 

Sulft de nichel 

 

Pozitiv 

 

(10-140) 

 

Pozitiv 

 

(250) 

 

Negativ 

 

(>10)3 

 

Negativ 

 

(>5)3 

 

30-400 

 

Sensibilzant 

 

(moderat) 

 

149-30-4 So 1id 

 

2-Mercaptobenzotiazol 

 

>20 

 

Pozitiv 

 

(20-75) 

 

Pozitiv 

 

(20-90) 

 

2 5-100 

 

Negativ 

 

(>5 000) 

 

Negativ 

 

(>5 000) 

 

Negativ 

 

(>5 000) 

 

Negativ 

 

(>1 000) 

 

Negativ 

 

(>5 000) 

 

Negativ 

 

(>5 000) 

 

Negativ 

 

(>5 000) 

 

Negativ 

 

(>1 000) 

 

>5000 

 

>5000 

 

1500-5000 

 

>1000 

 

Sensibilzant 

 

(slab) 

 

Sensibilizant 

 

(slab) 

 

Non-
sensibilizant 

 

Non-
sensibilizant 

 

Non-
sensibilizant 

 

Non-
sensihilizant 

 

5989-27-5 Lichid 

 

取＋）ーhmonen 

 

39236-46-9 S o1id 

 

iinidazolidinil uree 

 

67-63-0 Lichid 

 

Lzopropanol 

 

56-81-5 Lichid 

 

Glicern豆 

 

50-21-5 Lichid 

 

Acid lactic 

 

150-13-0 S o1id 

 

Acid 4-ainobenzoic 

 

denivat豆 pe baza cniteniilor 

 

Abrevieni: NR C AS = Nu r de inregistrare al Cheniical Abstracts Se rice 

 

Pericolul § i estimareaゆ otenta) in vivo se bazeazこ pe date LLNA (3) (14). Potenta in vivo este 

 

propuse de ECETOC (24). 

 

Pe baza valonilor istorice observate (13) (25). 
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Dm punct de vedere istoric, au fist ibtinute prepinderent rezultate negative pentru acest marker§ i, prin unnare, este de 

 

ateptat, cel mai pribabil, un rezultat negativ. oetervalul furnizat a fist stabilit pe baza celir catev rezultate pizitive istirice 

 

ibservate. iii cazul in care se ibtine un rezultat pizitiv, valiarea CE ar trebui s豆 se incadreze in intervalul de referint豆 raportat. 
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SENS1B!LIZ RA CUTANATA IN VITRO:TEST UL U937 DE ACTIVARE A LINIE! 

 

CELULARE (U-SENSTM) 

 

PRELIMINARE S ! LIMITARI 

 

CONS!DERATII 

 

1. Testul U~SENSTM c uantific五 modificarea produs五 la nivelul e xprimrii unui marker celular 

 

de s upraft asociat c u procesul de activare a monocitelor§ i celulelor dendritice (CD) (§i 

 

afume, C D86), la nivelul liniei celulare umane U937 afectate de limfomul histiocitar n 

 

urma expunerii la substante sensiblizante (1). Nivelurile de exprimare m乞surte ale 

 

markerului celular de s upraf a CD86 de la nivelul uinici celulare U937 sunt apul utilizate 

 

pentru sustinerea diferentierii ntre sensibilizantele§ i nesensibilizantele pentru piele. 

 

2. Testul U~SENSTM a fist evaluati n cadrul unui studiu de validare (2) coordonat de L'Oreal 

 

§i ulterior supus unei eValuhri independente inter pares efectuate de Comitetul Consultativ 

 

S tiinti丘c (ESAC) al laboratorului de referint al Uniunii Europene pentru metode 

 

alternative la testarea pe animale (European Union Reference Laboratory for Alternatives 

 

to Animal Testing - EURL ECVAM) (3). Avand n vedere toate dovezile disponibile§ i 

 

contributiile a utoritttilor de reglementare§ i ale prilor interesate, U~SENSTM a fist 

 

recomandat de EURL ECVAM (4) pentru a fi utilizat n cadrul unei IATA n vederea 

 

sprijinirii diferentierii ntre substantele sensibilizante§i cele nesensibilizante n scopul 

 

clasificrii § i e tichetrii pericolelor.i n documentul s五u de orientare privind raportarea 

 

a bordrilor structurate ale integrtrii datelor§ i ale surselor de informatii individuale 

 

utilizate n cadrul IATA pentru sensibilizarea pielii, OCDE aordeaz五i n prezent o serie de 

 

studii de caz care descriu diferite strategii de testare§ i modele de predictie. Una dintre 

 

diferitele abo rdri definite este bazata pe testul U-sENs (5). In literatura de specialitate (4) 

 

(5) (7) sunt prezentate, de asemenea, exemple de utilizare a datelor U~SENSTM, n 

 

combinatie c u alte informatii, inclusiv date istorice S i actuale valabile despre oameni (6). 

 

3. Testul U~SENSTM s-a dovedit a fi transferabil c瓦tre laboratoare cu experien鱗i n tehnici de 

 

cultura celulara§ i analiza citometriei de flux. Nivelul de reproductibilitate n estimari, care 

 

poate fi preconizat n urma testrii, este de ordinul a 90 %§i 84 % n acela§i laborator§i 

 

ntre laboratoare (8). Rezultatele generate§ i incluse i n studiul de validare (8), precum § i n 

 

alte studii publicate (1), indic五, i n general, faptul c五 ,i n comparatie c u rezultatele LLNA, 

 

precizia de deosebire a sensibilizantelor pentru pidle (§i afume, categoria i din G1S al 

 

ONU/Regulamentul CLP) de substantele nesensibilizante este de 86 % (N = 166)c u o 

 

sensibilitate de 91 % (118/129)§ i o specificitate de 65 % (24/37). In cimparatie c u 

 

rezultatele umane, precizia de deosebire a sensibilizantelor pentru pidle (§i afume, 

 

categoria 1 din G1S al ONU/Regulamentul CLP) de substantele nesensibilizante este de 

 

503 

 



D060575102 

 

77 % (N = 101)c u o sensibilitate de 100 % (58/58)§i o specificitate de 47 % (20/43). 

 

Exista o probabilitate mai mare ca estimarile negative false realizate prin U~SENSTM, 

 

comparativ c u LLNA,sa vizeze substante chimice care prezinth un nivel sch zut pana la 

 

moderat de poten鱗 de sensibilizare c utantt (§i afume, subcategoria lB din G1S al 

 

ONU/Regulamentul CLP)§ i nu substante chimice care prezinta un nivel ridicat de poten負 

 

de sensibilizare cutant五 (§i afume, subcategoria iA din G1S al ONU/Regulamentul CLP) 

 

(1) (8) (9). Coroborate, aceste informatii indic五 utilitatea testului U~SENSTM in ceea ce 

 

prive§te contribuirea la identificarea pericolelor de sensibilizare cutanata. Cu toate acestea, 

 

valorile de precizie furnizate in prezentul document pentru U~SENSTM ca test independent 

 

sunt doar orientative, intrucat testul ar trebui luat in considerare in combinatie cu alte surse 

 

de informatii in contextul unei IATA§i in conformitate cu dispozitiile de la alineatele (7) 

 

§i (8) din Introducerea generala.i n plus, la evaluarea metodelor care nu se bazeazh pe 

 

animale pentru sensibilizarea cutanata, ar trebui retinut faptul ca este posibil ca testul 

 

LLNA§ i alte teste pe animale sa nu reflecte pe deplin situatia oamenilor. 

 

4. Pe baza datelor disponibile in prezent, testul U-SENS TM s-a dovedit a fi aplicabil 

 

substantelor chimice de testat (inciusiv ingrediente cosmetice, de exemplu, conservanti, 

 

surfactanti, agenti activi, coloranti) care acopera o varietate de grupe functionale organice, 

 

de proprietti fizico-chimice, de grade de potent de sensibilizare c utanat五 (determinate in 

 

studii in vivo), precum § i spectrul de mecanisme de reactie cunoscute a fi asociate cu 

 

sensibilizarea c utanatt (§i afume, acceptorul Michael, formarea bazei Sc hiff, agentul de 

 

transfer pe baz5 acrilicA, reactia de substitutie nucleofil豆 bimoleculara [SN2] sau reactia de 

 

substitutie nucleofi1五 aromatic5 [SNAr]) (i) (8) (9) (10). Testul U-sENsTM se a plic五 

 

substantelor chimice de testat care sunt solubile sau care frmeaz乞 dispersii stabile (§i 

 

afume, un coloid sau o suspensie in care substanta c himica de testat nu se s edimenteaza 

 

sau se s epara de solvent/vehicul in diferite faze) intr-un solvent/vehicul adecvat [a se vedea 

 

alineatul (13)].S ubstantele chimice din setul de date, careu au fist raportate ca find 

 

prehaptene (§i afume, substante activate prin oxidare) sau prohaptene (§i afume, substante 

 

care necesit五 activare e nzimatica, de exemplu prin intermediul enzimelor P 450), au fist 

 

corect estimate prin testul U~SENSTM (i) (il).S ubstantele care perturba membrana pit 

 

conduce la rezultate fals pozitive datorit瓦 unei c re§teri nespecifice a expresiei C D86, 

 

intrucat 3 din 7 rezultate fals pozitive aferente cla sificrii de refrint in vivo au fost 

 

surfactanti (1). Ca atare, rezultatele pozitive obtinute c u surfactanti ar trebui sh fie luate in 

 

considerare c u prudent, jar rezultatele negative c u surfactanti ar putea fi titu§i utilizate 

 

pentru a sprijini identificarea substantei chimice de testat ca nefiind nesensibilizant. 

 

S ubstantele chimice de testat fluorescente pot fi analizate prin testul U~SENSTM (1);c u 

 

toate acestea, substantele chimice de testat fluorescente puternice care emit la acee a§i 

 

lungime de unda ca§ i izotiocianatul de n uiresceina (FITC) sau iodura de propidiu (PI) vor 

 

interfera c u detectia prin citimetria de flux§ i, astfel, nu pot fi evaluate fn mid cirect 

 

folosind anticorpi coniugati c u FITC (rezultate pitential fals pizitive) sau PI (viabilitatea 
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nu este nl五s urbi1a). Intr-un astfel de caz, se pot folosi alti anticorpi marcati c u fiuorocrom 

 

sau alti markeni de citotoxicitate, cu conditia sa se poat乞 demonstra c五 acestea o fera 

 

rezultate similare celor generate de anticorpii mancati cu FITC sau PI [a se vedea 

 

alineatul (18)], de exemplu pnin testarea substantelor de verificare din apendicele 2.2. 

 

Avand in vedere cele de mai sus, rezultatele pozitive obtinute c u surfactanti § i rezultatele 

 

negative obtinute c u substantele chimice de testat fluorescente puternic ar trebui 

 

interpretate i n contextul limitrilor mentionate§ i i mpreun五c u alte surse de informatii in 

 

cadrul IATA. in cazul in care existt dovezi care demonstreaza lipsa de aplicabilitate a 

 

testului U~SENSTM la alte categorii specifice de substante chimice de testat, acestea nu ar 

 

trebui utilizate Dentru resDectivele cateaonii sDecifice. 

 

5. Conform descnienii de mai sus, testul U~SENSTM sustine diferentierea intre sensibilizantele 

 

§i nesensibilizantele pentru piele. Ins乞 acesta plate contribui, de asemenea, la evaluarea 

 

potentei de sensibilizare atunci ca nd este utilizat in abordri integrate precum IATA. Cu 

 

toate acestea, se impun studii suplimentare, de prefnint pe baza dateuor c u privire la 

 

oameni, pentru a determina in ce mod ar putea rezultatele U~SENSTM st fundamenteze 

 

evaluarea potentei. 

 

6. Definitiile sunt prevtzute i n apendicele 2.1. 

 

PRINCIPIUL TEST ULUI 

 

7. Testul U~SENSTM reprezinta un test in vitro care c uanti丘c乞 modificarile expresiei 

 

markerului celular de s uprafI乞 la nivelul unei linii celulare umane, celule U93 7, afectate 

 

de limfomul histiocitar in urma expunenii timp de 45士3 ore la substanta c himich de testat. 

 

Markerul de s uprafatC D86 este un marker tipic de activare U937. CD86 este cunoscut ca 

 

fuind o molecu1a co-stimulatorie care plate sa imite activarea mo nocitic5,j ucand un rol 

 

esential i n pregtirea de celule de tip T.Mo dific.rile expresiei markerului celular de 

 

supraftt CD86 se llla soara prin citometria de flux n urma co lornii celulelor c u anticorpi 

 

etichetati cu izotiocianat de fluoresceina (FITC). De asemenea,11la surarea c itotoxicitatii 

 

este efctuat乞 (de exemplu, utilizand PI) in ace1a§i timp c u scopul de a se evalua daca se 

 

produce o reglare in sus a expresiei markerului celular de s uprafat CD86 in cazul 

 

concentratiilor subcitotoxice. Indicele de simulare (1S) al markerului celular de s uprafat 

 

CD86, in comparatie c u martorul tratatc u solvent/vehicul, se ca lculeaza§ i se utilizeaza in 

 

modelul predictiv (a se vedea punctul 19), pentni a sustine diferentierea intre sensibilizante 

 

si nesensibilizante. 

 

DEMONSTRARA PERFORMANTE' 
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8. mnainte de utilizarea de rutina a testului descris i n prezentul apendice pentru metida de 

 

testare B .7 1, laboratoarele ar trebui sa demonstreze performantele tehnice, utlllzand cele 

 

10 substante de verificare enumerate n apendicele 2.2, n conformitate cu bunele practici 

 

privind metodele in vitro (11) .i n plus, utilizatorii testelor ar trebui sa mentint o baz5 de 

 

date istorice generate i n urma v erificrilor de reactivitate (a se vedea punctul 11)§ i cu 

 

martiri pizitivi§i trt可i c u solvent/vehicul (a se vedea punctele 15-16)§ i sa utilizeze 

 

aceste date pentru a confirma faptul ca reproductibilitatea testului i n laboratirul propriu 

 

este asig urtt in timr. 

 

PROCEDURA 

 

9. Acest test se bazeaza pe protocolul nr. 183 al U~SENSTM DataBase service in ALternative 

 

Methods to animal experimentation (DB-ALM) (12). Procedurile standard de operare 

 

(PS0) ar trebui sh fie utilzate la punerea i n aplicare§ i utilizarea testului U~SENSTM n 

 

laborator. S e plate utiliza un sister automat de derulare a testului U-sENs TM dac五 se 

 

plate demonstra c五 acesta genereaza rezultate similare, de exemplu, prin testarea 

 

substantelor de verificare din apendicele 2.2. Componentele S i procedurile principale 

 

pentru testul U~SENSTM sunt descrise i n continuare. 

 

Pregiitirea celulelor 

 

10. Linja ce1u1art umana a fctth de limfomul histiocitic,§ i afume U937 (13), ar trebui sa fie 

 

utilizt乞 pentru efectuarea testului U~SENSTM. Celulele (clona C RL1593.2) ar trebui s五 fie 

 

obtinute de la o banc5 de celule cali丘cata, cum ar fi American Type Culture Collection. 

 

11. Celulele U937 sunt cultivate la 37。 C i n a tmosfer乞 de 5 % C02§i de umiditate, in mediu 

 

RPMI-1640 completat cu 10 % ser fetal de vite! (SFV), 2 ml L-glutamin, 100 de 

 

untt1/ml de penicllina§ i 100 ig/ml de streptomicin乞 (mediu complet). Celulele U937 sunt 

 

trecute, de regu, la 2-3 zile la densitatea de 1,5 sau 3 x i05 celule/ml. Densitatea c elular乞 

 

nu ar trebui si dep醐easca 2 x 106 celule/mi, jar viabiitatea c elulara m乞surt prin 

 

exciuderea albastrului de tripan ar trebui sh fieと 90 % (nu se aplic5 la prima trecere dup 

 

decongelare). mnainte de a le utiliza pentru testare, fiecare lot de celule,S FV sau anticorpi 

 

ar trebui sa fie calificat prin efectuarea unui control de reactivitate. Verificarea de 

 

reactivitate a celulelor ar trebui s乞 fie efectuat folosind martorul pozitiv, acidul picril - 

 

sulfonic (acid 2,4かtrinitrobenzensulfoic: T NBS) (CASRN 2508-19-2, punltate de 

 

と 99 %)§ i acidul lactic ca martor negativ (AL) (CASRN 50-21-5, punitate deと 85 %), 

 

dupa cel putin o stpt包lnana de la decongelare. Pentru verificarea de reactivitate, ar trebui 

 

sa fie testate§ ase concentratii finale pentru fiecare dintre cei dii martiri (TNBS: 1, 12.5, 

 

25, 50, 75, 100ig/ml§ i AL: 1, 10, 20, 50, 100, 200ig/ml).T NBS solubilizat in mediu 

 

complet ar trebui sa pnoduc五 o reactie a CD86 pozitiva§ i legat乞 de concentratie (de 

 

exemplu, i n cazul in care o concentratie pozitiv五, CD86 S .'. ? 150, este urmt乞 de o 
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concentrare c u o vahoare a C D86 S .I crescutt)§l AL solubilizat in mediu complet ar trebui 

 

shproduca o reactie negatiVa a C D86 (a se vedea punctul 21). Ar trebui utilizat pentru 

 

analiza fumai lotul de celule pentru care verificarea de reactivitate a fiste fctuata c u 

 

succes de doug ori. Celulele pot fi reproduse pan5 la§a pte sptamani dup乞 decongelare. 

 

Num甘rul de trecere nu ar trebui sa dep郵easc乞 21. Verificarea de reactivitate ar trebui sa fie 

 

efectuat乞 conform procedurilor descrise la punctele 18-22. 

 

12. i n scopul testarii, celulele U937 sunt insamantte la 0 densitate de 3 x io5 celule/ml sau de 

 

6 x li5 celule/ml§ i cultivate in prealabil in baloane de cultur乞 pentru doug sau, respectiv, o 

 

zi. Ar putea丘 utilizate alte conditii de cultivare prealbil乞 decat cele descrise mai sus daca 

 

este as igurata o argumentare§ tlintific乞 s u丘cienta § i daca se plate demonstra ca aceasta 

 

genereaz五 rezultate similare, de exemplu, prin testarea substantelor de verificare din 

 

apendicele 2.2. n ziua testiri, celulele recoltate din bahonul de c ultur五 sunt suspendate din 

 

nou in mediu de c ultur乞 proaspt, la 5 x i05 celule/ml. Apui, celulele sunt distribuite pe o 

 

plac乞 de 96 de godeuri de 100 F 1 c u fund plat (densitate ce lularh丘 nal乞 de 0,5 x i05 

 

celule/godeu). 

 

Preg註tirea substantelor chimice de testat§ i a substantelor martor 

 

13. Evaluarea solubilitatii este e fctut乞 mnainte de testare.i n acest scop, substantele chimice 

 

de 50 mg/ml in mediu 

 

punltate deと 99 %) ca 

 

nu este so lubila in 

 

de testat se dizolv五 sau se disperseaz五 in mod stabil la 0 concentratie 

 

complet ca prima optiune de solvent sau in dimetilsulfoxid (D1S0, 

 

al doilea solvent/vehicul dach substanta c himica de testat 

 

solventul/vehiculul ca mediu complet. Pentru testare, substanta c himica de testat este 

 

dizolvt乞 intr-o concentratie丘na la de 0,4 mg/ml in mediu complet dach substanta chimica 

 

este solubila in acest solvent/vehicul. Dac乞 substanta c himic乞 este solubil五 fumai fl 

 

D1S0, aceasta se dizolva la o concentratie de 50 mg/ml. S e pot utiliza§l alti 

 

solventi/vehicule decat cele descrise mai sus in cazul in care se prezint瓦 o justificare 

 

stlintifica s uficient5. Ar trebui s t se tina seama de stabihitatea substantei chimice de testat 

 

in solventul/vehiculul final. 

 

14.S ubstantele chimice de testat§ i substan;ele martor se pregtesc i n ziua testrii. Deoarece 

 

nu este efectuat un test de determinare a dozelor, prima dat乞 ar trebui sa丘 e testate§ ase 

 

concentratii丘na le (1, 10, 20, 50, 100§ i 200 ig/ml)i n solventul/vehiculul co respunztor, 

 

丘 e in mediu complet, fie i n mediu de 0,4 % D1S0. Pentru testele ultenioare, incepand c u 0 

 

cantitate de 0,4 mg/ml ntr-un mediu complet sau 50 mg/ml in D1S0, se prepar乞 solutii de 

 

substante chimice de testat, cel putin patru solutii de lucru (§i afume, cel putin patru 

 

concentratii) folosind solvent/vehicul c orespunztor.So lutille de lucru sunt, in丘na l, 

 

utilizate pentru tratare prin adaugarea unui volum egal de suspensie celulara U937 (a se 

 

vedea punctul il de mai sus) la volumul de solutie de lucru din placa pentru a obtine o 

 

dilutie suphimentar5 dubl5 (12). Concentratiile (cel putin patru concentratii) pentru onice 
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test ulterior sunt alese pe baza rezultatelor individuale ale tuturor testeuor anterioare (8). 

 

Concentratiile finale utilizabile sunt de 1, 2, 3, 4, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 

 

45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180§1 200 ig/nl. Concentratia fina1h ma xima 

 

este de 200 ig/ml. n cazul ]n care se o bserva o vahoare pozitiv5 a c D86 la i jag/ml, se 

 

evalueaz乞 o cantitate de 0,1 ig/ml pentru a se afla concentratia substantei chimice de testat 

 

care nu induce C D86 deasupra pragului pozitiv. Pentru fiecare test, BC 150 (concentratia la 

 

care o su bstanttc himic乞 atinge pragul pozitiv ah C D86 de 150 %, a se vedea punctul 19) se 

 

calculeaza daca se observ5 o reactie sub forma unei concentratii pozitive de tip C D86. In 

 

cazul in care substanta c himic5 de testat induce o reactie pozitiVt a C D86 nelegat5 de 

 

concentratie, calcularea BC 150 ar putea sa nu fie releVanta, astfel cum este descris in 

 

protocolul DB-ALM nr. 183 privind U-sENs TM (12). Pentru fiecare test,CV 70 

 

(concentratia la care o s ubstantc himic包 atinge pragul de citotoxicitate de 70 %, a se vedea 

 

punctuh 19) se calculeaza ori de c te ori este posibil (12). Pentru a analiza efectuh reactiei 

 

concentratiei in urma cre§terii CD86, onice concentratii dintre concentratiile utlizabile ar 

 

trebui alese ca fuind repartizate in mod egal intre valoarea EC 150 (sau cea mai mare 

 

concentratie necitotoxica negativa CD86)§i CV70 (sau cea mai mare concentratie admist, 

 

§i afume, 200 tg/mh). Ar trebui s乞 fie testate minimum patru concentratii pe test§ is t 

 

existe cel putin dou五 concentratii comune cu testul (testete) anterior (antenioare) pentru 

 

comparatle. 

 

15. Martorul tratat cu solvent/vehicul § i utilizat in testul U-sENs TM este un mediu complet 

 

(pentru substante chimice de testat solubilizate sau dispersate in mod stabil) (a se vedea 

 

punctuh 4) sau o solutie de 0,4 % D1S0 in mediu complet (pentru substante chimice de 

 

testat solubilizate sau dispersate in mod stabil in D1S0). 

 

16. Martorul pozitiv utilizat in testuh U-sENs TM este T NBS (a se vedea punctuh li), preparat 

 

n mediu complet.T NBS ar trebui utilizat ca martor pozitiv pentru m乞surarea expresiei 

 

CD86 la o concentratie unic5 fnalt n placa (50 ig/ml) determinand o viabilitate c eluhara 

 

de> 70 %. Pentru a obtine o concentratie de 50 ig/ll de T NBS in placa, se preparh o 

 

solutie m a a de i M (§i afume, 293 mg/nl) de T NBS in mediu complet, care este apoi 

 

dihuta de 2 930 de ori in mediu complet pana la o solutie de lucru de 100 tg/ml. Acidul 

 

lactic (AL, CAS 50-21-5) ar trebui utilizat ca martor negativ in cantitate de 200 tg/ml 

 

solubilizat n mediu complet (dintr-o solutie mama de 0,4 mg/rl).i n fiecare plac乞 din 

 

cadi-ut fec乞rui test sunt preparate trei replici de martor netratat in mediu complet, martor 

 

tratat c u solvent/vehicul, precum§i martori negativi§ i pozitivi (12). Ar putea fi utilizati § i 

 

alti martori pozitivi adecvati n cazul in care sunt disponibile date anterioare pentru a 

 

obtine critenii comparabile de acceptare a testelor. Cniteriile de acceptare a testuhui sunt 

 

aceleasi cu cele descrise D entru substanta c himic乞 de testat (a se vedea Dunctuh 12'). 

 

Aplicarea substantelor chimice de testat§i a substantelor martor 
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17. Martorul tratatc u solvent/vehicul sau so 1uInle de luci descrise la punctele 14-16 sunt 

 

amestecate 1:1 (v/v)c u suspensiile de celule preparate pe placa c u fund plat de 96 de 

 

godeuri (a se vedea punctul 12). Pltcile tratate sunt apui incubate timp de 45士 3 ore la 

 

37 oc n solutie c u 5 % CO 2. mainte de incubatie, placile sunt inchise etan§c u membran乞 

 

semipermeail乞 pentru a se evita evaporarea substantelor chimice de testat volatile§ i 

 

contaminarea ncruci§ata intre celulele tratate c u substante chimice de testat (12). 

 

Colorarea celulelor 

 

18. Dup5 45士3 ore de expunere, celulele sunt transferate i ntr-o placa de microtitrare n forl血 

 

de V§ i colectate prin centrifugare. Interferenta i n solubilitate este definit五 ca fuind cristale 

 

sau picaturi observate la microscop la 45+3 ore dup乞 tratament (mnainte de colorarea 

 

celulelor). S e ndeparteaz乞 supernatantele, jar restul celulelor sunt sp乞late o singurt datac u 

 

o solutie salina c u tampon de fosfat (PBS) de 100 tl rece ca gheata co ntinand 5 % ser fetal 

 

de vitel (solutie tampon de colorare). Dup乞 centrifugare, celulele sunt resuspendate n 

 

100 tl de solutie tampon de colorare§ i colorate c u 5 d (de exemplu, 0,25 tig) de anticorpi 

 

anti-CD86 etichetati FITC sau IgGi (izotip) de§o arece la 4。 c timp de 30 de minute, 

 

departe de 1umin五. Ar trebui s乞 se utilizeze anticorpii descri§i i n Protocolul DB-ALM nr. 

 

183 al U-sENs TM (pentru CD86: clona BD-PharMingen #555657: Fun-1 sau clona 

 

Caltag/Invitrogen # MHCD86O1: B U63;§ i pentru IgGi: BD-Pharlingen #555748 sau 

 

Caltag/Invitrogen # G14992). Pe baza experientei dezvoltatorilor de teste, intensitatea 

 

fluorescentei anticorpilor este, de obicei,c onsecvent. intre diferite loturi. Pentru test ar 

 

putea fi utilizate alte clone sau alt furnizor de anticorpi pentru care a foste fctuthc u 

 

succes verificarea de reactivitate (a se vedea punctul 11). Cu toate acestea, utilizatorii ar 

 

putea avea i n vedere titrarea anticorpilor i n conditiile din laboratorul propriu pentru a 

 

defrni cea mai bun乞 concentratie de utilizare.Se poate utiliza§ i un alt sister de detectie, 

 

de exemplu, anticorpi anti-CD86 marcati c u fluorocrom i n cazul n care se poate demonstra 

 

c t ace§ tia genereaza rezultate similare c u cele ale anticorpilor c onugai FITC, de exemplu 

 

prin testarea substantelor de verificare din apendicele 2.2. Dupa s pa1are de dout ori n 

 

100 tl de solutie tampon de colorare§i o datt n 100 .tl PBS rece ca gheaa, celulele sunt 

 

resuspendate in PBs rece ca gheaIa (de exemplu, 125 tl pentru probe analizate manual 

 

e prubet乞 c u e prubet乞 sau 50 i1 utilizand o plac乞c u auto-e§antionare) § i se a dauga solutie 

 

IP (concentratie funala de 3 F g/ml).Se pot utiliza alti markeni de citotoxicitate, cum ar fi 

 

7-aminoactinomicina D (7-AAD) sau albastru de tripan,i n cazul n care se poate 

 

demonstra ca actiunile de colorare alternative genereaza rezultate similare c u IP, de 

 

exemplu, prin testarea substantelor de verificare din apendicele 2.2. 

 

Analiza prin citometria de flux 

 

si viabilitatea ce 1u1ara sunt analizate folosind citometria 

 

interiorul unui segment c u puncte avand o dimensiune 
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(FSC)§ i o granularitate (SSC) stabilite la scara logaritmica pentru a identifica in mod ciar 

 

popu1atia dintr-un prim grup Rl§i a elimina resturile. Pentru fiecare godeu se impune un 

 

numar total vizat de 10 000 de celule in grupul (gate) Rl. Ceiulele din ace1a§i grup Rl sunt 

 

afite pe un segment cu puncte FL3 sau FL4/SSC. Celulele viabile sunt delimitate prin 

 

plasarea unui al doilea grup R2 care s electeaz乞 populatia de celule negative de io dura de 

 

propidiu (canalul FL3 sau FL4). Viabilitatea c elular乞 poate fi calculta folosind urmtoarea 

 

ecuatie prin programul de a naliza citometrica. Atunci cand viabilitatea celulara este 

 

sc5zuta, ar putea fi acumulate panh la 20 000 de celule, inclusiv celuie moarte. In mod 

 

alternativ, pot fi acumulate date timp de un minut dupa initierea analizei. 

 

X 100 

 

Nuln首rul de celule vii 

 

Nulnarul total de celule acumulate 

 

Viabilitatea ce 1Ulara = 

 

Apoi se masoart procentul de celule pozitive FL1 se m乞soar乞 intre aceste celule viabile 

 

grupate sub R2 (in cadrul Rl). Exprimarea C D86 la s uprafa celulei este analizta pe un 

 

segment cu puncte FL1/SSC care for eaza un grup de ceiule viabile (R2). 

 

Pentrn godeurile c u mediu complet/IgGi, markerul de analiza este stabilit in apropierea 

 

populatiei principale, astfel incat martinii tratati c u mediu complet s五 aiba 'gli in 

 

intervalul-tintt 0,6-0,9 %. 

 

Interferenta cuborii este defnitt ca o schimbare a segmentului c u puncte etichetatc u FITC 

 

IgGi (media geometrica IgG1 FL1 S .'.と 150 %). 

 

Indicele de stimulare (s.l.) al C D86 pentru celulele martorilor (netratate sau n solutie de 

 

0,4 % D1S0)§i celulele tratate chimic se ca iculeaz乞 conform ecuatiei urmtoare: 

 

X 100 

 

% din c D86+celule trat ate-% din l gG1+celule trat ate 

 

% din c D86+ celule martori-% din l gG1+ celule martori 

 

S..= 

 

% din celulele netratate ale martorilor IgG 1+:+ denumit drept procent din celulele IgG 1 

 

pozitive FL1 definite c u markerul de a naliza (interval acceptat de ? 0,6 %§ i < 1,5 %, a se 

 

vedea punctul 22) in celulele viabile netratate. 

 

% din ceiuieie tratate/aie martorilor IgG lICD86+: denumit drept procent din celulele IgG 1 

 

pozitive FL1/CD86 11la surte fard deplasarea markerului de a naiiz乞 intre celulele viabile ale 

 

martorilon/tratate. 

 

DATE S ! RAPORTARE 

 

Evaluarea dateuor 

 

20. In testul U-sENs TM se ca lcu1eaz乞 urmtorii parametri: vaboarea CV 70,a dic五 o 

 

c oncentratie care i ndich 70 % din supravieIuirea celuieior U937 (30 % citotoxicitate) § i 
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valoarea BC 150,§i afume, concentratia la care substantele chimice de testat au indus un 

 

indice de stimulare (s.l.) de 150 % pentru CD86. 

 

CV7o se ca 1cu1eazt prin interpolare logliniara folosind urmtoarea ecuatie: 

 

CV70 = Cl + [(Vi - 70) /(Vi -V 2) * (C2 - Ci)] 

 

Unde: 

 

Vi reprezinta valoarea minim豆aVi bilit可ii celulare peste 70 % 

 

V2 reprezit乞 valoarea maxima a via bilitatll celulare sub 70 % 

 

Cl§i C2 sunt concentratii care a rat乞 valoarea vibi1it4ii celulare Vi , respectiv, V 2 

 

"lod〔喝I iり 

 

I Cl Cv’ い 

 

Sepot utiliza alte abordri pentru derivarea valorii CV70, cu conditia s五 se demonstreze ca 

 

acest lucru nu are niciun impact asupra rezultatelor (de exemplu, prin testarea substantelor 

 

de verificare). 

 

BC 150 se calculeaza prin interpolare logliniara folosind urmtoarea ecuatie: 

 

EC1S0=Ci +[(150一S.1.1）ノ（5.1.2一5.1.D*(C2一Cl)] 

 

Unde: 

 

C2 este cea mai mare concentratie n gg/ml cu 5.1. al CD86< 150 % (s.l. i) 

 

C2 este cea mai redusa concentratie n tg/l cu S .!. al CD86? 150 % (s.l. 2). 

 

Ca．・1心1=I 

 

1~ 

 

(1 瓦

，I,

。c、 

’

Did (

. 

r L) 

 

Se calculeazAvalorile EClSO si C V70 
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pentru fiec are test: valorile BC 150§l C V7o individuale sunt utilizate ca instrumente de 

 

investigare a efectului reactiei concentratiei generate de c re§terea C D86 (a se vedea 

 

punctul 14), 

 

valoarea totala a CV 7o este determintt pe baza valorilor viabilitatii medii (12), 

 

valoarea totala a BC 150 este determintt pe baza valorii medii a S .'. al valorilor C D86 

 

pentru substanta c himict de testat prevazutt ca find POZITIVA in urma testului U-SENS 

 

TM (a se vedeapunctul 21) (12). 

 

Model predictiv 

 

21. Pentru masurarea expresiei CD86, fiecare s ubstant chimica de testat este testata in cel 

 

putin patru concentratii §i prin cel putin doua teste independente (efectuate in zile diferite) 

 

pentru a se obtine o singura estimare (NEGATIV sau POZITIV). 

 

Concluzia individuala a unui test U-sENs TM este considerata negativa (denumita fn 

 

continuare ,,N") daca 5.1. al CD86 este mai mie de 150 % la toate concentratiile care nu 

 

sunt citotoxice (viabilitate celulara > 70 %)§i daca nu se observa interferente 

 

(citotoxicitate, solubilitate: a se vedea punctul 18 sau culoarea: a se vedea punctul 19 

 

indiferent de concentratiile care nu sunt citotoxice la care este detectatt interferenta). In 

 

toate celelalte cazuri: atunci cand s.l. al CD86 este mai mare sau egal eu 150 %§i /sau se 

 

observa interferente, concluzia individuala a unui test U-sENs TM este considerata 

 

pozitiva (denumita fn continuare ,P"). 

 

O estimare in urma unui test U~sENsTM este considerata NEGATIVA daca cel putin doua 

 

teste independente sunt negative (N) (figura 1). Daca primele doua te ste sunt ambele 

 

negative LN), estimarea U~sENsTM este considerata NEGATIVA§i nu trebuie sa fie 

 

efectuat un al treilea test. 

 

O estimare in urrna unui test U~sENsTM este considerata POZITIVA daca cel putin doua 

 

teste independente sunt pozitive (P) (figura 1). Daca primele doua teste sunt ambele 

 

pozitive (P), estimarea U~SENSTM este considerata POZITIVA§ i nu trebuie sa fie efectuat 

 

un al treilea test. 

 

Deoarece nu este efectuata o analiza pentru determinarea dozelor, exista o exceptie in 

 

cazul in care, in cadrul primului test, s.l. al CD86 este mai mare sau egal eu 150 % doar la 

 

cea mai mare concentratie care nu este citotoxica. Atunci testul este considerat a fi 

 

NECONCLUDENT (NC)§i ar trebui sa se testeze concentratii suplimentare (futre cea mai 

 

mare concentratie fara citotoxicitate si cea mai scazuta concentratia eu citotoxicitate - a se 

 

vedea punctul 20) in cadrul unor teste suplimentare. In cazul fn care un test este identifi cat 

 

ca find NC, ar trebui sa fie efectuate cel putin inca doua teste, precum § i un al patrulea test 

 

fn cazul in care al doilea§ i al treilea test nu sunt concordante (N§ i/sau P independent) 

 

(figura 1). Testele efectuate n continuare vor fi considerate pozitive chiar daca fumai ff1 
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cazul unei concentra;ii care nu este ci totoxica este generata o vahoare a C D86 egala cu sau 

 

peste 150 %, deoarece valoarea concentratiei a fist可 ustatt pentru substanta c himica de 

 

testat specifica. Estimarea finala va fi bazatt pe rezultatul maj initar al celor trei sau patru 

 

teste individuale (§i afume: dout din trei sau dou乞 din patru) (figura 1). 

 

Figura 1: Model predictiv utilizat n testul U~SENSTM. O estimare U~SENSTM ar trebui s乞 fie analizat乞 n 

 

cadrul unei IATA§ i n conformitatec u dispozltiilc de la punctul 4§l de la punctele 7,8§ i 9 din 

 

introducerea general. 

 

$ 

 

NC & N & P & N 

 

NC & P& N & N 

 

l 

 

NEGATIV 

 

NC & N & P 

 

NC& P& N 

 

$ 

 

NC & N & P & P 

 

NC & P& N & P 
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POZITIV 

 

fumai la cea mai mare 

 

Primele 

 

dou首 teste 

 

I 

 

NC & P 

 

NC & N 

 

N&P 

 

P&N 

 

l 

 

AI treilea test 

 

NC & N & N 

 

N & P& N 

 

P&N&N 

 

Al patrulea 

 

test nu este 

 

n ecesar 

 

NEGATIV 

 

NC & P & P 

 

N & P& P 

 

P&N&P 

 

Al patrulea 

 

test nu este 

 

n ecesar 

 

POZITIV 

 

Prim ele 

 

doud teste 

 

N&N 

 

v 

 

Al treilea test 

 

nu este 

 

n ecesar 

 

NEGATIV 

 

P& P 

 

v 

 

Al treilea 

 

test nu este 

 

necesar 

 

POZITIV 

 

N: Test f五r o vahoare pozitiv a C D86 sau observarea unei interferente; 

 

P: Test c u o vahoare pozitiv a C D86§ i!sau c u observarea unei (unir) interferente; 

 

NC: Neconcludent. Primul test f五r concluzii atunci cimd vahoarea CD86 este pozitiv 

 

concentratie nectotoxc; 
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#: O concluzie血 dvidul豆 de tipul Neconcludent (NC), care este atrbut豆 fumai primului test efectuat determi豆 

 

fn mod automat necesitatea efectrii unui al treilea test pentni a ajunge la o majoritate a concluziilor de tip 

 

Pozitiv (P) sau Negativ (N) fn cadrul a cel putin du豆 din trei teste independente. 

 

$: Casetele przint豆 combinatiile relevante ale rezultatelor obtinute fn cadrul cele trei teste, pe baza rezultatelor 

 

obtinute fn cadrul primelor dou豆 teste prezentate fn caseta de mai sus. 

 

。: Casetele przint豆 combinatiile relevante ale rezultatelor obtinute fn cadrul cele patru teste, pe baza rezultatelor 

 

obtinute fn cadrul primelor trei teste prezentate fri caseta de mai sus. 

 

Criterii de acceptare 

 

22. Atunci ca nd este utilizat testi! U~SENSTM (12), ar trebui sa fie indeplinite urmtoare1e 

 

criterii de acceptare. 

 

U937 

 

CD86. 

 

Las frit1 perioadei de expunere de 45士3 ore, viabilitatea medie a celulelor 

 

deviere a expresiei 

 

trebuit s ' fie c uprnsa i ntre 

 

netratate triple trebuia sa fie > 90 %§ i nu se obse rva nicio 

 

Expresia de baz乞a valorii C D86 a celulelor U937 netratatea 

 

>2%si<25 %. 

 

In cazul n care D1S0 este utilizatc a solvent, valabilitatea martorului tratatc u vehicul 

 

D1S0 este eva1uta prin calcularea unui S .l. al D1S0 fn raport c u celulele netratate, jar 

 

viabilitatea medie a celulelor triple a trebuit s乞 fie > 90 %. Martini! tratatc u vehicul 

 

D1S0 este valabil dact valoarea medie a S .'. triplu al C D86 a fist sub 250 % din 

 

valoarea medie a S .!. al valorii C D86 a celulelor U937 netratate. 

 

Testele sunt considerate valabile dac乞 cel putin dou5 din trei valori IgG1 ale celulelor 

 

U937 netratates -au incadrat intre ? 0,6 %§1 < 1,5 %. 

 

Martorul negativ testat in paralel (acidul lactic) este considerat valabil daca cel puIin doua 

 

din cele trei rep!ici au fist negative (CD86 S .'. < 150 %)S i fhrt citotoxicitate (viabilitate 

 

ce 1u1ara と 70 %). 

 

Mai-torni pozitiv (TNBS) a fist considerat valabil daca cel putin doua din cele trei replici 

 

au fist pozitive (CD86 S .'. z 150 %)§ i fhra citotoxicitate (viabilitate ce lulara? 70 %). 

 

Raportul testului 

 

23. Raportul testului ar trebui sh inclu&t urmtoarele informatii: 

 

SU加tn競chilllicd d testat 

 

Substanta mo nocomponenta 

 

Identificarea c himic五, precum denumirea (denumirile) JUPAC sau CAs,n um五rul 

 

(numerele) SM ILES sau codul InCh', formula s trcturl乞§i /sau alti i denti丘ctori; 

 

aspectul fizic, solubilitate in mediu complet, solubilitate n D1S0, masa moleculara§ i 

 

alte proprietti丘 zico-chimice relevante, daca e xist; 
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Puritatea, identitatea c himica a im purtati1or, dupa caz§i daca este fezabil din punct de 

 

vedere practic etc.; 

 

Tratamentul mainte de efectuarea testului, daca este cazul (de exemplu,i ncizire, 

 

macinar); 

 

Concentratia (concentratiile) testata(e); 

 

Conditiile de depozitare S i stabilitatea, dac乞e xist; 

 

J usti丘carea alegerii solventului/vehiculului pentru丘eca re s ubstant chimic瓦 de testat. 

 

S ubstanta mu1ticomponentt, UVCB§ i amestec: 

 

Caracterizarea, daca este posibil, de exemplu prin identitatea c himica (a se vedea mai sus), 

 

puritatea, aparitia cantitativa§i prpriet毒i1e丘 zico-chimice relevante (a se vedea mai sus) 

 

ale componentelor, dact e xistt; 

 

aspectul 丘 zic, solubilitate in mediu complet, solubilitate fn D1S0§ i alte propriet可i 

 

丘 zlco-chimice relevante, dac乞e xist; 

 

Masa molecular乞 sau masa molecular瓦 aparenta n cazul amestecurilor/polimerilor eu 

 

compozitii cunoscute sau alte in加rmaii relevante pentru efectuarea studiului; 

 

Tratamentul mainte de efectuarea testului, daca este cazul (de exemplu,i nc五lzire, 

 

macinar); 

 

Concentratia (concentratiile) testata(e); 

 

Conditiile de depozitare§ i stabilitatea, dac乞e xist; 

 

Justificarea alegerii solventului/vehiculului pentru fiecare s ubstanI5 c himict de testat. 

 

Martoni 

 

Martor pozitiv 

 

Identificarea c himic乞, precum denumirea (denumirile) IUPAC sau CAS , num乞ru1 

 

(numerele) S 11LES sau codul inCh', formula structurla§ /sa alti identi丘catori; 

 

aspectul fizic, solubilitatea D1S0, masa moleculara§i alte propriet毒i fizico-chimice 

 

relevante, n mhsura fn care este posibil§ i dac五 este cazul; 

 

Puritatea, identitatea c himic乞a impurt五tilor, dup乞 caz§i dac五 este fezabil din punct de 

 

vedere practic etc.; 

 

Tratamentul nainte de efectuarea testului, dach este cazul (de exemplu,i nclzlre, 

 

macinare); 

 

Concentratia (concentratiile) testata(e); 
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Conditiile de depozitare§i stabilitatea, dac乞e xist5; 

 

Trimitere la rezultatele anterioare ale martorilor pozitivi care demonstreazh criterii 

 

adecvate de acceptare a testelor, daa este cazul. 

 

Martor negativ§ i tratat c u solvent/vehicul 

 

I denti丘carea c himica, precum denumirea (denumirile) JUPAC sau CAS ,l u 豆rul 

 

(numerele) S 11LES sau codul inCh', formula s tructural乞§i /sau alti identi丘catori; 

 

Puritatea, identitatea chimica a impuritatilor, dup乞 caz§ i daci este fezabil din punet de 

 

vedere practic etc.; 

 

Aspectul 丘 zic, masa molecular5§i alte propriet毒i zico-chimice relevante in cazul in care 

 

sunt utilizati alti martiri tratati Cu solvent/vehicul decat cei mentionati n Ghidul pentru 

 

teste §i dact acestia existi; 

 

Conditiile de depozitare§ i stabilitatea, daca e xist; 

 

J usti丘carea alegerii solventului/vehiculului pentru丘 ecare s ubstanta chimict de testat. 

 

（ソmdtii de testare 

 

Numele § i adresa sponsorului, ale instalatiei de testare§i ale directorului de studiu; 

 

descrierea testului utilizat; 

 

Linja ce lulara utilizt, conditiile de depozitare§ i sursa acesteia (de exemplu, instalatia de 

 

la au fist obtinute acestea); 

 

citometria de n ux utilizat五 (de exemplu, modelul), inclusiv reglaj ele instrumentelor, 

 

anticorpii § i markerul de citotoxicitate utilizat; 

 

Procedura utilizt乞 pentru a demonstra capabilitatea laboratorului de a efectua testul prin 

 

testarea unir substante de verificare§ i procedura utilizta pentru a demonstra performanta 

 

reproductibilh a testului in timp, de exemplu, datele anterioare privind martini§1 /sau 

 

datele anterioare privind veri丘crile asupra reactivitatii. 

 

Criterii de acceptare a testului 

 

viabilitatea ce lular乞 valorile S .'. ale C D86 obtinute cu martorul tratat cu solvent/vehicul in 

 

comparatie c u intervalele de acceptare; 

 

viabilitatea ce1ulara§i valorile S .'. obtinute cu martorul pozitiv n comparatie c u 

 

intervalele de acceptare; 

 

concentratiilor testate ale substantei chimice de testat. 
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Numtru1 de teste utilizate; 

 

Concentratiile substan;ei chimice de testat, timpul de aplicare§i de expunere utilizat (dact 

 

acestea difera de cele recomandate) 

 

Durata expunerii; 

 

Descrierea criteriilor de evaluare si de decizie utilizate; 

 

Descrierea o ricror mo di丘cri ale procedurii de testare. 

 

Rezultate 

 

Prezentarea tabe1ara a datelor, inclusiv a valorilor C V70 (dach este cazul), a valorilor de 

 

viabilitate cel ulara, a valorilor CE 150 (dac乞 este cazul) obtinute pentru substanta c himich 

 

de testat§i pentru martorul pozitiv fn cadrul fiec包rui test, precum § i o indicatie privind 

 

clasificarea substantei chimice de testat fn functie de modelul predictiv; 

 

O descriere a o ricror alte observatii relevante, dach este cazul. 

 

Discutarea rezultatelor 

 

Discutarea rezultatelor obtinute fn urma testului U~SENSTM; 

 

testului fn contextul unei IATA fn cazul fn care sunt disponibile alte 
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DEFINITII 

 

Precizie: Gradui de concordanta 

 

Aceasta masoara pe 

 

anta tes 

 

intre rezultatele testului§ i valorile de refri叫乞 acceptate. 

 

tuiui § i unu! dintre aspectele relevantei acestuia. Termenul 

 

este adesea utilizat in mod interschimbabil, jar concordanta inseamna pr0p04ia de rezultate 

 

corecte aje unui test (14). 

 

Alp (parcursul raspunsurilor adverse): o serie de evenimente din structura chimica a 

 

unei substante chimice tinta sau un grup de substante chimice similare, de ja evenimentul 

 

molecular declall§tor $nt la un 

 

Reactia concentratiei C D86: 

 

raspuns in vivo de interes (15). 

 

Exista o 

 

concentratiei) atunci cand o concentratie 

 

dependenta de 

 

pozitiva (CD86 

 

concentratie c u o vahoare S .!. a C D86 in crestere. 

 

Substanta c himic: O substanta sau un amestec. 

 

CV70: Concentratia estimata care indict o viabilitate celulara de 70%. 

 

(sau 

 

este 

 

reactie 

 

urmata de 

 

a 
o 

 

Deviere: O deviere este defnitt prin urmatoarele situatii: i) valoarea % corectata a c D86+ a 

 

celei de a treja replici a martorului netratat este mai mica decat 50 % din media vahorii % 

 

corectate a c D86+ a primei§ i celei de a doua rephici ale martonilui netratat;§ i ii) vahoarea % 

 

corectata a c D86+ a celei de a treja rephici a martorului negativ este mai mica decat 50 % 

 

din media valorii % corectate a C D86+ a primei§ i celei de a doua replici ale martorului 

 

negativ. 

 

EC150: concentratiile estimate care arataS .!. de 150 % al expresiei C D86. 

 

Citometria de flux: o tehuica citometrica prin care celulele au fist suspendate i ntr-un flux 

 

fluid una cate una, printr-i focalizare a luminii care excita§i care este difuzata in modele 

 

caracteristice asupra celulelor§ i a componentelor acestora; celulele sunt etichetate frecvent 

 

cu markeni fluorescenti, astfel incat lumina sa fie absorbita mai intai§i apui emisa la 

 

frecvente modificate. 

 

Penicil: Proprietate intrinseca a unui agent sau a unei situatii care are potenIialul de a 

 

produce efecte adverse atunci cand un organism, un sister sau o (sub)popu1atie este expusa 

 

la agentul resDectiv. 

 

IATA (strategie integrata pentru testare§i evaluare): O abordare structurata utihizata 

 

pentm identificarea pericolelor (potential), caracterizarea pericolehor (potenta) /sau 

 

evaluarea s igurani (poteniah/potena § i expunere) pentru o substanta chimica sau un grup 

 

de substante chimice, care se integreaza n mod strategic§ i masoara toate datele 

 

a furniza informa;ii cu privire la decizii de reglementare in ceea 
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potentialele penlchle i/sau nscun§ i/sau necesitatea unir teste suplimentare specitice§ i, prin 

 

urmare, minime. 

 

Amestec: un amestec sau o solutie co mpus/a din dou五 sau mai multe substante. 

 

Substant monocom ponent: O s ubstanIa definita prin compozitia sa ca ntittiV, in care 

 

un singur component principal este prezent in proportie de cel puin 80 % (g/g). 

 

Substant m u1ticomponent: O s ubstanIa definith prin compozitia sa c atitatiV, in care 

 

mai ruit de un singur component principal este prezent intr-o concentratie?: 10 % (g/g)§ i 

 

z de 80 % (g/g). O substanta m ulticomponent乞 este rezultatul unui proces de fabricatie. 

 

Diferenta dintre un amestec§ i o substan鱗 multicomponent乞 este faptul ca un amestec este 

 

obtinut prin combinarea a doug sau mai multe substante chimice fr乞 o reactie chimic. O 

 

substantt multicomponent5 este rezultatul unei reactii chimice. 

 

Martor pozitiv: O replic乞 ce contine toate componentele sistemului de testare§ i care a fist 

 

trtta cu o s ubstat.c unoscuta pentru faptul ca provoaca o reactie pozitiv.. Pentru a 

 

asigura posibilitatea evaluarii V ariabilit4ii in timp a reactiei martorului pozitiv, 

 

amplitudinea reactiei severe nu trebuie s乞 fie excesiv de mare. 

 

Prehaptene: substante chimice care devin sensibilizante prin transfml五ri abiotice, de 

 

exemplu, prin oxidare. 

 

Prohaptene: substante chimice care necesiti activare enzimatic乞 pentru a exercita 

 

potentialul de sensibilizare cutant. 

 

Relevant: Descrierea relatiei dintre test si efectul de interes si dac五 aceasta este relevant. 

 

§iutilt pentru un anumit scop. Aceasta reprezintt masura n care testul m五soart sau prezice 

 

n mod corect efectul biologic de interes. Relevanta include analiza preciziei (a 

 

concordantei) unui test (14). 

 

Fiabilitate: M乞 suri ale faptului ca un test poate fi efectuati n mod reproductibil, n acela§i 

 

laborator §i in laboratoare diferite in timp, atunci c&nd este efectuat utilizand acela§i 

 

protocol. Aceasta se evalueaza prin calcularea reprductibilitatii in acela§i laborator sau 

 

intre laboratoare§ i a repetabilit瓦;i in acelasi laborator (14). 

 

Test: Un test este corpus din unul sau mai multe substante chimice de testat, care sunt 

 

testate concomitent c u un mantor solvent/vehicul § i un martin pozitiv. 

 

Sensibilitate: Pnopo4ia tutunor substantelor chimice pozitive/active clasificate n mod 

 

cinect in urma testului. Aceasta permite m五surarea pneciziei in cazul unui test care 

 

geneneaza rezultate clasificabile in categonii § i constituie un aspect important n evaluarea 

 

nelevantei unui test (14). 

 

fluorescentei la celulele 

 

.'.: Indice de stimulare. Valorile relative ale intensittii medii a 

 

tratate chimic companativ cu celulele tratate cu solvent/vehicul. 
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Martor solvent/vehicul: O prbh netrtt五 care contine toate componentele unui sister de 

 

testare, c u exceptia celor ale s ubstane chimice de testat, dar ncluzand solventul/vehiculul 

 

utilizat. Acesta este utilizat pentru a stabili reactia de baz5 pentru probele tratate cu 

 

substanta c himica de testat dizolvta sau dispersta stabil inace la§i solvent/vehicul. Atunci 

 

ctnd este testtt concomitent cu un martor de mediu,a ceast乞 prob乞in dic五, de asemenea, 

 

dact solventul/vehiculul i nteractioneaza cu sistemul testat. 

 

Specificitate: Propo4ia tuturor substantelor chimice negative/inactive clasi丘cte in mod 

 

corect in urma testului. Aceasta permite lllas urarea preciziei in cazul unui test care 

 

genereaza rezultate c lasi丘cbile in categorii§ i constituie un aspect important in evaluarea 

 

relevantei unui test (14). 

 

tamponat. c u fosfat continand o cantitate de 

 

SO1utie tampon de colorare: O solutie sa lint 

 

5% ser fetal de vitel. 

 

Substant: un element chimie § i co mpu§ii sa i in stare natural乞 sau obtinuti prin onlce proces 

 

de pnoductie, inclusiv onice aditiv necesan pentru a-i p乞stra stabilitatea§ i onice impuritate 

 

care derivt din procesul utilizat, insa e xcluzand onice solvent care poate丘 separat frt a 

 

afecta stabilitatea substantei sau fra a-i schimba compozitia. 

 

Substan鱗 c hmic議 de testat: once s ubstan鱗 sau amestec testt() in cadrul acestui test. 

 

Sistemu1 global armonizat de clasificare§ i etichetare a substantelor chimice al 

 

Organizatiei Natiunilor Unite (G S al ONU): Un sister care propune c lasi丘car 

 

substantelor chimice (substante§ i amestecuri) pe tipuni§ i niveluni standardizate de pericole 

 

丘zice, pentru sa ntte§i pentru mediu,§ i care V izeaza elemente de comunicare 

 

corespunztoare, de exemplu pictograme, cuvinte de semnalizare, fraze de penicil, fraze de 

 

precauie §i fiec u date de securitate, pentru a transmite informatii pnivind efectele adverse 

 

ale acestora, in scopul prt可rii populaiei (inclusiv a angajatonilor, a lucrtorilor, a 

 

transportatonilor, a consumatonilor §i a serviciilor de urgen五)§ i a mediului (16). 

 

UVCB:S ubstante cu compozitie necunoscut乞 sau V aribil, prdu§i de reactie complexa sau 

 

materiale biologice. 

 

Test valabil: Un test considerat a avea s u丘cient乞 relevant§ i丘 abilitte pentru un scop 

 

specific § i care se bazeaza pe principii solide din punct de vedere§ tiinti丘c. Un test nu este 

 

niciodata valabil ntr-un sens absolut, ci doar in legatura c u un scop de丘nit (14). 
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SUBSTANTE DE VERIFICARE 

 

mainte de utilizarea de rutint a testului descris in prezentul apendice la metida de testare 

 

.71, labiratiarele ar trebui sa deminstreze perfirmantele telmice prin ibtinerea in mid 

 

cirect a estimrii U~SENSTM pentru cele 10 substante de verificare recimandate in tabelul i 

 

§iprin obtinerea de valiri pentru CV 70§i EC i5o care sa se incadreze n plaja de valiri de 

 

referntt c irespunztoare pentru cel putin 8 dintre cele 10 substante de verificare. 

 

Sustantele de verificare au fist selectate pentru a reprezenta intervalul de reactii pentru 

 

pericilele sensibilizrii cutanate. Alte criterii de selectie au fist ca substantele s乞 fie 

 

dispinibile in cimerf§ isa fie dispinibile date de refrint in vivo de inalt5 calitate, precum 

 

§i date in vitro de血a lt包 calitate generate cu testul U~SENSTM. De asemenea, sunt 

 

dispinibile date de refrnta publicate pentru testul U-sENsTM (1) (8). 

 

Tab elul 1:S ubstantc recimandate pentru a deminstra perfirmantele tellmce c u testul U~SENSTM 

 

U- U-sENsTM U-sENsTM 

 

sENsTM 

 

Interval de 

 

referint豆 

 

pentru 

 

EC15o i ii 

 

1Wml2 

 

Pozitiv 

 

(S 10) 

 

CV 70 

 

Interval de 

 

refrint豆 

 

n .tg/m12 

 

Solvent/ 

 

Vehicul 

 

Stare Estimare in 

 

fzic証 vivo1 

 

NRCAS 

 

Substante de 

 

verificare 

 

<30 

 

Pozitiv 

 

(S50) 

 

>50 

 

Mediu 

 

complet3 

 

Mediu 

 

complet 

 

Sensibilizant 

 

(puternic) 

 

106-50-3 So 1d 

 

4-fnilendiamin. 

 

Sersibilizant 

 

(putemic) 

 

2508-19-2 Lichid 

 

Acid picril-sulめflic 

 

Pozitiv 

 

(S 20) 

 

l0-100 

 

D1S0 

 

Sersibilizant 

 

(moderat) 

 

141-05-9 Lichid 

 

Maleat de dietil 

 

Pozitiv 

 

(S50) 

 

Mediu 

 

complet 

 

Pozitiv 

 

(10-100) 

 

Pozitiv 

 

(<200) 

 

Negativ 

 

(>200) 

 

Negativ 

 

(>200) 

 

Negativ 

 

(>200) 

 

Negativ 

 

(>200) 

 

>100 

 

D1S0 

 

>100 

 

D1S0 

 

>200 

 

D1S0 

 

>200 

 

>200 

 

Mediu 

 

complet 

 

Mediu 

 

complet 

 

>200 

 

D1S0 

 

SeflS1b111zant 

 

(moderat) 

 

Sersibilizant 

 

(slab) 

 

Sersibilizant 

 

(slab) 

 

Nofi-

serisibilizarit 

 

Nofi-

serisibilizarit 

 

Nofi-

serisibilizarit 

 

Nofi-

serisibilizarit 

 

108-46-3 So 1id 

 

Rezorciflol 

 

104-54-1 S o1id 

 

Alcool crnamic 

 

140-67-0 Lichid 

 

4-alilarisol 

 

8 1-07-2 SO 1id 

 

Zaharin. 

 

56-81-5 Lichid 

 

Glicerin. 

 

50-21-5 Lichid 

 

Acid lactic 

 

69-72-7 S o1id 

 

Acid salicilic 

 

Abrevieni: NR CAs = Numr de inregistrare al Chemical Abstracts Se rvice 

 

Pericolul § i estimareaいo tnta) in vivo se bazeaza pe date LLNA (1) (8). Potenta in vivo este denivatこ pe baza cniteniilor 
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propuse de ECETOC (17). 

 

2 Pe baza valorilor istorice observate (1) (8) 

 

letat c u 10 % ser fetal de vitel, 2 niIVI L-g1utamiこ, 100 uit母i!m1 penici1in豆§ i 
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SENSIILIZ R CUTANATA IN VITRO:TEST UL IL-8 LUC 

 

CONSIDERATII PRELIMINARE S 1 LIMITARI 

 

i. S pre deosebire de testele care analizeaza expresia markerilor celulari de s uprafah, testul 

 

IL8-Luc cuantifica mo dificri1e expresiei IL-8, o citocina aso ciata a ctiVrii celulelor 

 

dendritice (CD).i n linja c elularh raportoare de tip IL-8 deriVath din TIP-i (THP-G8, 

 

determinatt pornind de la linja celular乞mo nocitict acuta la om afctatt de leucemie 

 

TIP-i), expresia IL-8 se mtsoar五 in urma expunerii la substante sensibilizante (1). 

 

Expresia luciferazei este u tilizat豆 apoi pentru a contribui la diferentierea intre 

 

sensibilizantele § i nesensibilizantele pentm piele. 

 

2. Testul IL-8 Luc a fist evaluat in cadrul unui studiu de validare (2) realizat de Centrul 

 

Japonez pentru Validarea Metodelor Alternative (lapanese Centre fir the Validation of 

 

Alternative Methods - JaC VAI), Ministerul economiei, comertului § i industriel (MET!) 

 

§i So cietatea Ja poneza pentru Metode Alternative la Testarea pe Animale (ISAAE) i, 

 

ulterior, supus unei eValuri inter pares independente desf§urate sub auspiciile 

 

JaC VAM (3)§i ale Ministerului S 'n乞t乞4ii, Muncii § i B unasttrii (MILW) cu sprijinul 

 

International Cooperation on Alternative Test Methods ( 'CAT'). Avand in vedere 

 

toate dovezile disponibile§ i contributiile autorit5tilor de reglementare§ i ale prilor 

 

interesate, testul IL-8 Luc este considerat util in cadrul unei IATA pentru a diferentia 

 

substantele sensibilizante de cele nesensibilizante in scopul clasifictrii§i etichetrii 

 

pericolelor. Exemple privind utilizarea dateuor din cadrul testului IL-8 Luc in combinatie 

 

cu alte informatii sunt prezentate in referinte bibliografice (4) (5) (6). 

 

3. Testul IL-8 Luc s-a dovedit a fi transmisibil la laboratoare cu e xperienIa in cultura 

 

celulelor si m5surarea luciferazei. i n cadrul aceluiasi laborator si intre laboratoare ratele de 

 

reproductibilitate au fist de 87,7 %§ i, respectiv, 87,5 % (2). Datele generate in cadrul 

 

studiului de validare (2)§i alte lucrri publicate (1) (6) arata ca, in comparatie c u LLNA, 

 

prin testul IL-8 Luc un numar de 118 din 143 de substante chimice au fist estimate ca fuind 

 

pozitive sau negative, jar 25 de substante chimice au fist estimate ca fund neconcludente; 

 

precizia testului IL-8 Luc privind distinctia intre sensibilizantele pentrn piele (categoria i 

 

din G1S al ONU/Regulamentul CLP)§ i nesensibilizantele pentru piele (neincadrate intr-o 

 

categorie din G1S al ONU/Regulamentului CLP) este de 86 % (ill/i 18) cu o sensibilitate 

 

de 96 % (92/96)§ i o specifucitate de 41 % (9/22). Cu exceptia substantelor din afara 

 

domeniului de aplicabilitate descris mai jis (punctul 5), un numtr de 113 din 136 de 

 

substante chimice au fist estimate ca fuind pozitive sau negative prin testul IL-8 Luc, jar 23 

 

de substante chimice au fost estimate ca丘 ind necincludente; precizia testului IL-8 Luc 
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este de 89 % (101/113), sensibilitatea de 96 % (92/96)§ i speciflcitatea de 53 % (9/17). 

 

Folosind datele despre oameni citate in Urbisch et al. (7), prin testul IL-8 Luc un numr de 

 

76 din 90 de substan;e chimice au fist estimate ca find pizitive sau negative, jar 

 

14 substante chimice au fist estimate ca find necincludente; precizia este de 80 % 

 

(61/76), sensibilitatea de 93 % (54/58)§ i specificitatea de 39 % (7/18). Cu exceptia 

 

substantelor din afara domeniului de aplicabilitate, un numr de 71 din 84 de substante 

 

chimice au fist estimate ca fuind pizitive sau negative prin testul IL-8 Luc, jar 13 de 

 

substante chimice au fist estimate ca丘 ind necincludente; precizia este de 86 % (61/71) , 

 

sensibilitatea de 93 % (54/58)§ i specifcitatea de 54 % (7/13).E xist乞 i probabilitate mai 

 

mare sa apara estimri negative false in urma testului IL-8 Luc fn cazul substantelir 

 

chimice care prezint乞 un nivel sc乞zut/miderat de piten鱗 de sensibilizare cutanati 

 

(subcategiria lA din G1s al ONU/Regulamentul CLP) (6).i mpreun, infirmatiile spriina 

 

rilul testului IL-8 Luc fn ceea ce prive§te identifucarea pericilelir de sensibilizare a pielii. 

 

Valoarea preciziei furnizate pentru testul IL-8 Luc ca§ i test independent este doar 

 

irientativ, i ntruct testul ar trebui luat n cinsiderare fn cimbinatie cu alte surse de 

 

infirmatii i n cintextul unei IATA§ i in cinformitate cu dispizitiile de la alineatele (7)§ i 

 

(8) din Intriducerea generalh.i n plus, la evaluarea testelir care nu se bazeaza pe animale 

 

pentru sensibilizarea cutanata, ar trebui retinut faptul ch este pisibil ca testul LLNA§ i alte 

 

teste pe animale sa nu reflecte pe deplin situatia iamenilor. 

 

4. Pe baza datelir dispinibile, testul 'L-8 Luc s-a divedit a丘 aplicabil substantelir chimice 

 

de testat care acipert o varietate de grupe irg anice functiinale, mecanisme de reactie, 

 

poten鱗 de sensibilizare cutanata (astfel cum a fist stabilit in cadrul studiilir in vivo), 

 

precum § i proprietti fzici-chimice (2) (6). 

 

5. De§l testul IL-8 Luc utilizeaza X-VIV01'1 15 ca S i silvent, prin acesta au fist evaluate in 

 

mid cirect substantele chimice avand Log K 0w >3,5, precum §i cele avand i solubilitate n 

 

apa de apriximativ 100 ig/ml, astfel cum a fist calculat5 prin EP' s uiten, jar perfirmanIa 

 

acestuia de a detecta sensibilizantele cu i silubilitate mai scazut乞i n ap乞 este mai buna 

 

decat a testului IL-8 Luc in care se utilizeaza dimetilsulfoxid (D1S0) ca§ i solvent (2). 

 

i ns乞 rezultatele negative ibtinute n cazul substantelir chimice de testat care nu se dizolv瓦 

 

n 20 mg/ml pit produce rezultate negative false din cauza incapacitatii acestira de a se 

 

dizilva i n X-VIV0lM 15. Prin urmare, nu ar trebui s乞 se ja i n considerare rezultatele 

 

negative n cazul acestir substante chimice.i n cadrul studiului de validare a fist ibservt五 

 

i rat五 ridicata de rezultate negative false i n cazul anhidridelir. in plus, din cauza 

 

capacit五tii metabilice limitate a liniei celulare (8)§ i a cinditiilor experimentale, este 

 

posibil ca prihaptenele (substante care necesith activare me tabilica)§ i prehaptenele 

 

(substante activate prin ixidare cu aer)sa genereze rezultate negative in cadrul testului. Cu 

 

tiate acestea, de§i rezultatele negative pentru prehaptene/prihaptene ar trebui sa fe 

 

interpretate cu pident, prin testul IL-8 Luc 11 din 11 prehaptene, 6/6 prihaptene§ i 
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6/8 prehaptene/prohaptene au fist estimate corect in cadrul setului de date pentru IL-8 Luc 

 

(2). Pe baza revizuirii cuprinztoare efectuate recent asupra a trei teste care nu se bazeaza 

 

pe animale (DPRA,Ke ratino S ensTM§i h-CLAT) pentru a detecta prehaptene§ i 

 

prohaptene (9)§ i pe baza faptului c五 celulele TH P-G8 utilzate in testul IL-8 Luc constituie 

 

o linie ce lulara derivt乞 din TIP-i care este utilizt5 in testul h-CLAT, testul IL-8 Luc 

 

plate contribui, de asemenea, la cre§terea se nsibilit乞tii testelor care nu se ba zeaz5 pe 

 

animale pentru a detecta prehaptene§ i prohaptene in combinatia c u alte teste.S urfactantii 

 

testati pan5 la acest moment au generat rezultate pozitive (false) indiferent de tipul lor (de 

 

exemplu, cationic, anionic sau on-ionic). In cele din urm5, substantele chimice care 

 

interfreaz乞 c u luciferaza pot avea efecte asupra actiVit4ii/m五surrii acesteia, cauz&nd o 

 

inhibitie a parent乞 sau o c re§tere a luminiscentei (10). De exemplu, concentratiile de 

 

丘toestrogen mai mari de i i1 au fist raportate a interfera c u semnalele de luminiscen; 

 

ale altor teste asupra genei raportoare bazate pe lucifraz乞 din cauza supraactivrii genei 

 

raportoare pentru luciferaz乞.i n consecint, trebuie sa se examineze c u atentie expresia 

 

luciferazei o btinut5 la concentratii ridicate de fitoestrogeni sau c ompu§i, care este 

 

suspectata de a produce o activare similar乞 fitoestrogenilor a genei raportoare pentru 

 

luciferazt (11). Pe baza consideratiilor de mai sus, surfactantii, anhidridele§ i s ubstantele 

 

chimice care i nterfreaza c u luciferaza sunt in afara domeniului de aplicabilitate al acestui 

 

test. In cazul in care exist五 dovezi care demonstreaza lipsa de aplicabilitate a testului 'L-8 

 

Luc la alte categorii specifice de substante chimice de testat, testul nu ar trebui utilzat 

 

Dentru resDectivele cateaorii sDeci五ce. 

 

6. Conform descrierii de mai sus, testul IL-8 Luc sustine diferentierea intre sensibilizantele§ i 

 

nesensibilizantele pentru piele.S unt necesare studii suplimentare, de preferat pe baza 

 

datelor umane, pentru a stabili dac5 rezultatele testului 'L-8 Luc pot contribui la evaluarea 

 

potenIei atunci c tnd sunt analizate impreuna c u alte surse de informatii. 

 

7. DefniIiile sunt prevtzute in apendicele 3.1. 

 

PRINCIPIUL TEST ULUI 

 

8. Testul IL-8 Luc u tilizeaz乞 o linie ce lular乞 monocitic瓦 uman五 afctat乞 de leucemie TIP-i 

 

obtinut瓦 de la American Type Culture Collection (Manassas, VA, sUA). Utilizand a ceasta 

 

linie ce lulara, Departamentul de Dermatologie din cadrul Universit瓦tii Sc hoo1 of Medicine 

 

din Tohoku a stabilit o linie ce lulart raportoare IL-8 derivath din TIP-i, denumita TIP-

G8, care poart乞 gene de lucifraza S tab1e Luciferase Orange (SL0)§ iS tab1e Luciferase 

 

Red (SLR) sub controlul promotorilor IL-8§ i, respectiv, ai gliceraldehid-3 -fosfat 

 

dehidrogenazei (GAPDI) (i). Ace st lucru permite m乞surarea ca ntitativ乞 a inductiei genei 

 

luciferaza Drin detectarea luminiscentei seDarat de lumina bine stabilit五 care iroduce 
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substraturi de lucifrazt c a indicator al ac tiVitati IL-8 si GAPDH la celule in urma 

 

expunerii la substante chimice sensibilizante. 

 

9.S istemul de testare c u doug culori cuprinde o luciferaza care emite culoarea portocalie 

 

(sLO;入 max = 580 nr) (12) pentru expresia genica a promotorului IL-8§ i o lucifraz乞 

 

care emite culoarea ro§ie (SLR; 2max = 630 nr) (13) pentru expresia genica a 

 

promotorului martorului intern, GAPDI. Cele douh luciferaze care emit culori diferite la 

 

reactia c u firefly d-luciferin§ i luminiscenta lor se m5soarh simultan in cadrul unei reaclii 

 

intr-o singura etapa prin deta§area emisiilor de amestecul de testare cu ajutorul unui filtru 

 

optic (14) (apendicele 3.2). 

 

10. Celulele TH P-G8 sunt tratate timp de 16 ore c u substanta c himica de testat, dupa care se 

 

mtsoara activitatea luciferazei S L0 (SLOA-LA), care ref1ect乞 activitatea promotorului ILー 

 

8§ i activitatea luciferazei S LR (SLR-LA), care ref1ecta activitatea promotorului GAPDH. 

 

Pentru a facilita inte1egerea abrevierilor, sLO-LA§ iS LR-LA sunt desemnate ca fund 

 

IL8LA §i , respectiv, GAPLA. Tabelul 1 prezinta o descriere a termenilor asociati activitatii 

 

luciferazei in cadrul testului IL-8 Luc. Valorile llla surate sunt utilizate pentru a calcula 

 

valoarea I L8LA no r alizata (nIL8LA), care este raportul dintre IL8LA§ i GAPLA; 

 

inductia nIL8LA (hd-IL8LA), care este raportul dintre mediile aritmetice ale valorilor 

 

misurate de patru ori ale n IL8LA ale celulelor TH P-G8 tratate c u o s ubstan負c himic五 de 

 

testat § i ale valorilor nIL8LA ale celulelor TH P-G8 netratate;§i inhibitia GAPLA (Inh-

GAPLA), care este raportul dintre mediile aritmetice ale valorilor m乞surate de patru ori ale 

 

GAPLA ale celulelor TH P-G8 tratate cu o substanta c himic五 de testat si ale valorilor 

 

GAPLA ale celulelor TH P-G8 netratate, utilizat ca indicator pentru citotoxicitate. 

 

Tab elul 1: Descrierea termenilor asociati ac tidttii luciferazei in testul 'L-8 Luc 

 

Abrevieni 

 

GAPLA 

 

IL8L 

 

nIL8L 

 

Ind-IL8LA 

 

Inh-GAPLA 

 

CVO5 

 

Definitie 

 

Activitatea luciferazei S LR care reflect五 activitatea promotorului 

 

GAPDI 

 

Activitatea luciferazei S L0 care reflect乞 activitatea promotorului IL-8 

 

IL8L/GAPL 

 

nIL8L a celulelor TH P-G8 

 

celulI 

 

GAP 

 

celul 

 

sub stante c himice/IL8L 

 

sub stante chimice/GAPLA 

 

u 
u 

 

C 
c 

 

ne廿肌ate 

 

a celulelor TH P-G8 tratate 

 

netratate 

 

面
い
面
 

 

Concentratia cea maj 

 

devine < 0,05. 

 

s c azuta a 

 

substantei chimice la care Inh-GAPLA 

 

11. E xist5 standarde de perfor anta (PS) (15) pentru a facilita validarea testelor in vitro IL-8 

 

ale luciferazei modificate, care sunt similare c u testul IL-8 Luc,§ i a permite modificarea 
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prompta a Ghidului 442E al OCDE privind testele pentru includerea acestora.S istemul de 

 

acceptare reciproca a dateuor (MAD) al OCDE va丘 garantat doar pentru testele validate in 

 

conformitate c u PS, in cazul in care aceste teste au fist revizuite§i incluse in Ghidul 442E 

 

al OCDE privind testele (16). 

 

DEMONSTRAREA PERFORMANTE! 

 

12. mnainte de utilizarea de rutin5 a testului descris in prezentul apendice pentru metida de 

 

testare B .7 1, laboratiarele ar trebui s5 deminstreze perfrmanle tehnice, utllizand 

 

cele 10 substante de verificare enumerate in apendicele 3.3, in cinformitate cu bunele 

 

practici privind metidele in vitro (17) . n plus, utilizatirii testeuor ar trebui sa mentna o 

 

baz乞 de date istorice generate in urma ve ri丘crilor de reactivitate (a se vedea punctul 15)§ i 

 

cu martiri pizitivi§ i trtati cu silvent/vehicul (a se vedea punctele 21-24)§ i sa utilizeze 

 

aceste date pentru a c in丘r a faptul c乞 repriductibilitatea testului in laboratirul propriu 

 

este asig urata in timD. 

 

PROCEDURA 

 

13. Existt pricedura standard de operare (PSO) n cazul testului IL-8 Luc, care ar trebui 

 

utilizata la efectuarea testului (18). Labiratoarele care diresc sa efectueze testul pot ibりne 

 

linja c elu1arh recimbinanth TH P-G8 de la laboratirul GPC Lab. Ci. Ltd., Tittiri, Japinia, 

 

la semnarea unui acird de transfer de material (ATM) in cinfirmitate cu co ndiIi1e 

 

modelului OCDE. n paragrafele urm乞tiare sunt descrise compinentele§ i pricedurile 

 

principale ale testului. 

 

Preg五tirea celulelor 

 

14. Linja celulara THP-G8 de la GPC Lab. Co. Ltd., Tottiri, Japonia ar trebui sa丘 e utilizt5 

 

pentru efectuarea testului IL-8 Luc (a se vedea punctele 8§i 13). La primire, celulele sunt 

 

multiplicate (2-4 pasaje)§ i pastrate ingheate ca stoc imigen. Celulele din acest stic pit丘 

 

multiplicate pana la maximum 12 treceri sau maximum 6 sptamani. Mediul utilizat pentru 

 

multiplicare este mediul de cultur乞 RPMI-1640 care cintine 10 % ser fetal bovin (FBS), 

 

silutie antibiitic/antimicitica (100 U/ml de penicilin五 G, 100ig/ml de s treptimicina§ i 

 

0,25tg/ml de amftericin乞 B n 0,85 % silutie s almnh) (de exemplu, GIBCO Cat#15240-

062), 0,15ig/ml Purimycin (de exemplu, CAS:58-58-2) § i 300 ig/ml G418 (de exemplu, 

 

C AS: 108321-42-2). 

 

15. mnainte de a丘 utilizate pentru testare, celulele ar trebui s5 fie ca li丘cte prin efectuarea unei 

 

veri丘c五ri de reactivitate. Aceast乞 veri丘care ar trebui e fctuat五 la 1-2 spt百mani sau dup 

 

2-4 de pasaje de la decongelare,c u ajutirul martirului pozitiv, brimura 4-nitribenzil 

 

(4-NBB), (CAS: 100-11-8, c u punitateと 99 %)Si al martirului negativ, acidul lactic (AL) 
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(CAS:50-21-5, c u o punitate ? 85 %). 4-NBB ar trebui sa produc. un raspuns pozitiv la 

 

Ind-IL8LA (と 1,4), jar AL ar trebui sa produch un raspuns negativ la Ind-IL8LA (<1,4). 

 

Sunt utilizate pentru test fumai celulele pentru care verificarea de reactivitate a fist 

 

efctuat乞 c u succes. Verificarea ar trebui s乞 fie e fctuat乞 cinfirm procedurilor descrise la 

 

punctele 22-24. 

 

16. In scopul testarli, celulele TH P-G8 sunt nshmantate la o densitate de 5 x10 5 celule/ml§ i 

 

cultivate n prealabil n baloane de c ulturt timp de 48-96 de ire. In ziua testului, celule 

 

recoltate din balinul de culturt sunt sp凱ate cu RPMI-1640 cintinand 10 % FBS fr乞 

 

antibiotice, § i apul resuspendate i n R PMI-1640 co ntintnd 10 % FBS fara antibiitice la i x 

 

106 celule/mi. Apui, celulele sunt distribuite pe o plach de 96 de gideuri cu fund plat de 

 

culoare neagr乞 (de exemplu, Cistar c at#3603) de 50 tl (5 x i 04 celule/godeu). 

 

Pregitirea substantei chimice de testat§ i a substantelor martor 

 

17.S ubstanta chimica de testat§ i substantele martor se pregtesc fn ziua testarii. Pentru testul 

 

IL-8 Luc, substantele chimice de testat se dizolvt fn X~VIV0TM 15, un mediu fara ser 

 

disponibil fn comert (Linza, 04-41 8Q), pant la cincentratia fnala de 20 mg/ml. Xー 

 

VIV 0T1 15 se adauga la 20 mg de s ubstantc himic乞 de testat (indiferent de solubilitatea 

 

substantei chimice)i ntr-i e prubet五 de micricentrifugare§ i se aduce la un vulur de i ml, 

 

apui se rote§te viguros§ i se a git五 pe un ritir la i Vi tez乞 maxim五 de 8 rpm timp de 30 de 

 

minute la i temperatur乞 ambiant乞 de aproximativ 20。 C. Apui, daca substantele chimice 

 

silide sunt fnca solide, eprubeta este s upus五 pricesului sinic pana ctnd substanta chimic5 

 

este dizolVat五 complet sau dispersat五 n mod stabil. Pentru substantele chimice de testat 

 

solubile din X~VIV0TM 15, solutia este diluata cu un factor de 5 cu X~VIVoTM 15§ i 

 

utilizata ca silutie m a a X-VIV0］、4 15 a substantei chimice de testat (4 mg/rl). n cazul 

 

substantelor chimice de testat care nu sunt solubile fn X-VIV0］、4 15, amestecul este rotit 

 

din mu timp de cel putin 30 de minute, apui centrifugat la 15 000 rpm (にジ 20 000g) timp de 

 

5 minute; supernatantul rezultat este utilizat ca silutie mam乞 X~VIV0TM 15 a substantei 

 

chimice de testat. Utilizarea altor solventi, cum ar fi D1S0, ap, sau mediu de c ultura, ar 

 

trebui s fie j ustificata§ tintific. Procedura detaliat乞 pentru dizilvarea substantelir chimice 

 

este prezentata n apendicele 3.5.s uluiile X-VIV0lM 15 descrise la punctele 18-23 sunt 

 

amestecate 1:1 (v/v)c u suspensiile de celule preparate pe i placa de 96 de godeuri c u fund 

 

Dlat de culoare neagrt (a se vedea Dunctul 16. 

 

18. Primul test are drept scop determinarea cuncentratiei citotoxice§ i examinarea potenIialului 

 

de sensibilizare c utanat5 al substantelur chimice. Folosind X-V1V0lM 15, diluIiile n serie 

 

ale solutiilor mama X~VIV0TM 15 ale sub stantelor chimice de testat sunt efectuate la 

 

factorul dii de dilutie (a se vedea apendicele 3.5) fulusind un bloc de a naliza c u 96 de 

 

godeuri (de exemplu: costar c at#EW-01729-03). n continuare, se adauga 50 F 1 de solu;ie 

 

diluata fn fiecare godeu la 50 tl de suspensie c elulara pe o p1act de 96 de godeuri c u fund 
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plat de culoare neagra. Astfel, pentru substantele chimice de testat care sunt solubile n 

 

X-VIVo］、4 15, concentratiile finale ale substantelor chimice de testat variaza intre 0,002§1 

 

2 mg/ml (apendicele 15). Pentru substantele chimice de testat care nu sunt solubile i n 

 

X-VWo］、4 15 la 20 mg/mi, se determin乞 fumai factorii de diluare care se ncadreaz5 ntre 

 

2§i 210, de§i concentratiile finale reale ale substantelor chimice de testat raman incerte§ i 

 

depind de concentratia s aturat5 a substantelor chimice de testat din solutia mam 

 

XVIVO］、4 1 5. 

 

19. In cadrul testeuor ulterioare (§i afume, a doua, a treja§ i a patra replic乞), solutia mama X-

V 1V0TM 15 este produs乞 la o concentratie de patru ori mai mare dectt concentratia de 

 

viabilitate ce lulara 05 (CVOS; cea mai sc乞zut乞 concentratie la care Inh-GAPLA devine 

 

< 0,05)i n primul experiment. Daca Inh-GAPLA nu scade sub 0,05 la concentratia cea mai 

 

mare i n cadrul primului test, solutia mam乞 X~VIVoTM 15 este preparata la cea mai ridicat 

 

concentratie a primului test. Concentratia CVO S se c alculeaza imp4ind concentratia 

 

solutiei mama din primul test la factorul de diluare pentru CVOS (X) [factorul de dilutie 

 

CVO S (X); factorul de diutie necesar pentm diluarea solutiei mama la CVOS) (a se vedea 

 

apendicele 3.5). In cazul substantelor de testat care nu sunt solubile i n X-VIVO la 

 

20 mg/rl,C VOS este determinat prin concentratia solutiei mama x 1/X. Pentru testele 

 

2-4, este preparat五 a doua solutie mama ca 4 x C VS0 (apendicele 3.5). 

 

20. Dilutiile i n serie ale solutiilor ma a de gradui doi X~VIVoTM 15 sunt realizate cu un 

 

factor de diluare de 1,5 utilizand un bloc de ana1iza cu 96 de godeuri. In continuare, se 

 

adaugh 50 ii de solutie diluat5 n fiecare godeu la 50 il de suspensie celulara i n godeurile 

 

unei pl乞ci de 96 de godeuri cu fund plat de culoare n eagr乞. Fiecare concentratie a fiecrei 

 

substante chimice de testat ar trebui s乞 fie testt乞i n patru godeuri.E§ antioanele sunt apui 

 

amestecate pe un agitator c u p1ac五§ i incubate timp de 16 ore la 37。C§l i n solutie de 5 % 

 

C 02, dup乞 care se misoara activitatea luciferazei conform descrierii de mai jos. 

 

50 .tl/godeu de X~VIV 0TM 15 si de 

 

prepara 

 

roteste 

 

continand 10 % FBS. 

 

21. Martorul tratat c u solvent este amestecul de 

 

50 i1/godeu de suspensie c elulara i n RPMI-1640 

 

22. Martorul pozitiv recomandat este 4-NBB. Intr-o eprubeta de microcentrifugare se 

 

20 mg de 4-NBB, la care se a daug乞 X-VIV0lM 15 pana la i ml. Eprubeta se 

 

viguros §i se a gita pe un rotor la o v iteza maxima de 8 rpm timp de 30 de minute. Dup 

 

centrifugare la 20 000 g timp de 5 minute, supernatantul este diluat cu un factor de 4 n 

 

X-VWo］、4 15§i o cantitate de 500 tl de supernatant diluat se transfer乞i ntr-un godeu din 

 

blocul de analiz乞c u 96 de godeuri.S upernatantul diluat este diluat i n continuare in 

 

X-V1Vo］、4 15 la factori de 2§ i4§ i se a daugh 50 tl de solutie la 50 i1 de suspensie 

 

ce1u1ara TH P-G8 n godeurile unei pl五ci c u 96 de godeuri c u fund plat de culoare neagr五 

 

(apendicele 3.6). Fiecare concentratie a martorului pozitiv ar trebui sa fie testata i n patru 

 

godeuri. Placa se agita pentru un agitator c u plac5§ i se incubeaza intr-un incubator c u C 02 
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timp de 16 ore (37。C , 5 %CO 2), duph care se lllaso ara activitatea luciferazei conform 

 

descrierii de la punctul 29. 

 

23. Martorul negativ recomandat este AL.S e prepara 20 mg de AL intr-o eprubeta de 

 

microcentrifugare de 1,5 ml, la care se adauga X-VWo］、4 15 pana la i ml (20 mg/rl). 

 

dilueaz豆 20 mg/ml de solutie AL c u un factor de 5 in X~VIVoTM 15 (4 mg/mi); 500 ii din 

 

aceast. solutie AL de 4 mg/ml AL se transfera intr-un godeu dintr-un bloc de aaliza cu 96 

 

de godeuri. Aceast乞 solutie este diluat瓦 cu un factor de 2 in X~VIVoTM 15§ i apoi diluat乞 

 

din nou cu un factor de 2 pentru a produce solutii de 2 mg/ml§ i i mg/ml. 50 .tl din aceste 

 

trei solutii§ i martorul tratat cu vehicul (X~VIVoTM 15) se a daug乞 la 50 .tl de suspensie 

 

ce lular瓦 TH P-G8 in godeurile unei pl乞ci de 96 de godeuri c u fund plat de culoare ne agr. 

 

Fiecare concentratie a martorului negativ este testt乞 in patru godeuri. Placa se agit乞 pentru 

 

un agitator cu plac乞§ i se incubeaz乞i ntr-un incubator cu C02 timp de 16 ore (37。C , 5 % 

 

CO 2), dupa care se mtsoar乞 activitatea luciferazei conform descrierii de la punctul 29. 

 

24. Ar putea fi utilizati §i alti martiri pozitivi sau negativi adecvati i n cazul in care sunt 

 

disDonibile date anterioare Dentru a obtine criterii comDarabile de acceDtare a testelor. 

 

25. Ar trebui sa se acorde o atentie deosebita pentru a se evita evaporarea substantelor chimice 

 

de testat volatile§i contaminarea in cruci§at乞i ntre godeuri a substantelor chimice de testat, 

 

de exemplu, prin acoperirea e tan§5 a pl乞cilor mainte de incubatia cu substantele chimice de 

 

testat. 

 

26.S ubstantele chimice de testat si martorul tratatc u solvent necesit乞 efectuarea a 2-4 teste 

 

pentru obtinerea unei e stimari pozitive sau negative (a se vedea tabelul 2). Fiecare test 

 

independent este efectuati ntr-oa lt五 zi c u solutii mam乞 X~VIVoTM 15 proaspete ale 

 

substantelor chimice de testat§ i celuie recoitate in mod independent. Celuiele pot proveni 

 

din cadrul aceieiasi treceri. 

 

、脱Sur豆tori de activitate ale luciferazei 

 

ajutorul unui luminometru c u o m icropiac乞 de 96 de 

 

Japonia), Tristan 941 

 

Waltham, MA, UsA). 

 

exemplu, Phelios (ATTO, Tokyo, 

 

27. Luminiscenta este lll乞 surata c u 

 

godeuri dotat cu filtre optice, de 

 

(Berthold, Bad Wildbad, Germania) §i seria ARVO (PerkinElmer, 

 

pentru a se asigura 

 

fiecare test 

 

caibrat pentru 

 

Pentru aceasta calibrare sunt disponibile luciferaze recombinante 

 

Luminometrul trebuie 

 

reproductibiltatea (19). 

 

de culoarea portocalie§ i ro§ie. 

 

28.Se transfer乞 100 il de reactiv pre?ncalzit Tripluc⑧ Luciferase (Tripluc) prevtzut pentru 

 

test i n ficcare godeu al pl五cii care contine suspensia c elular五 tratath c u sau ftr乞s ubstat 

 

c himica. Placa se a gitt timp de 10 minute la o temperatur五 ambiat5 de aproximativ 20。C . 

 

Placa se plaseaz五 in luminometru pentru mこsurarea activit乞tii luciferazei. Bioluminiscenta 
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timp de 3 secunde丘eca re n absenta (FO)§ i prezenta (Fl)丘 ltrului optic. Ar 

 

furnizeze o justificare pentru utilizarea de valori alternative, de exemplu, fn 

 

de la valorile lll五s urate, de exemplu, 

 

media 士S D a IL8LA, media 士S D a 

 

se masoara 

 

se 

 

modelul de luminometru utilizat. 

 

trebui s五 

 

functie de 

 

29. Parametrii pentru fiecare concentratie sunt calculati 

 

GAPLA, nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA 

 

media 士S D a nIL8LA, media 士S D a Ind-IL8LA, media士S D a Inh-GAPLA§ 

 

IL8LA, 

 

GAPLA 

 

intervalul de ncredere de 95 % al I nd-IL8LA. Defrnitiile parametrilor utilizati in prezentul 

 

punct sunt prevazute in apendicele I§ i, respectiv, IV. 

 

30. Inainte de masurare, diferentierea culorilor i n cadrul testelor de raportare a mai multor 

 

culori este realizata, in general, cu ajutorul detectoarelor (luminometrul § i cititorul placii) 

 

sau cu trecere 

 

pentru ficcare 

 

prevazute cu filtre optice, precum filtrele de tip" sharp-cut" (cu trecere lunga 

 

scurta) sau filtrele ,, trece banda". Coeficientii de transmitere ai丘 ltrelor 

 

culoare a semnalului bioluminiscentei ar trebui calibrati mnainte de testare, conform 

 

apendicelui 3.2. 

 

S! RAPORTARE 

 

DATE 

 

Evaluarea dateuor 

 

31. Criteriile pentru o decizie pozitiva/negativa impun ca n cadrul fiecaati test: 

 

o estimare a unui test IL-8 Luc sa fie apreciatt ca fuind pozitiva daca 0 substanta chimica 

 

de testat are o valoare I nd-IL8LA と 1,4§i limita i nfrioat a intervalului de incredere de 

 

95 % al In d-IL8LA と 1,0 

 

o estimare a unui test IL-8 Luc sa fie apreciatt ca fuind negativa daca o substanta chimica 

 

de testat are 0 vahoare Id-IL8LA z 1,4§i limita inferioara a intervalului de incredere de 

 

95 % al Ind-IL8L < 1,0 

 

Model predictiv 

 

32.Su bstantele chimice de testat care genereaza doua rezultate pozitive la testele 1, 2, 3 sau 4 

 

sunt identificate ca fuind pozitive, jar cele care genereaza trei rezultate negative la testele 1, 

 

2, 3 sau 4 sunt identificate§l presupuse ca fuind negative (tabelul 2). Intre presupusele 

 

substante chimice negative, substantele chimice care sunt dizolvate la cantitatea de 

 

20 mg/ml de X-V0V0］、4 15 sunt estimate ca fund negative, jar substantele chimice care 

 

nu sunt dizolvate la 20 mg/ml de X~V0V0TM 15 nu ar trebui s. fie luate in considerare 

 

(figura 1). 

 

arezultatelor pozitive§ i a celor presupuse drept negative 

 

testul3 testul 4 Estimare finala 

 

Tabelul 2: Criterii dc identificare 

 

testul 2 

 

testul i 
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Pozitiv 

 

Pozitiv 

 

Negativ 

 

Pozitiv 

 

Negativ 

 

Pozitiv 

 

Negativ 

 

Negativ 

 

Pozitiv 

 

Pozitiv 

 

Negativ 

 

Negativ 

 

Pozitiv 

 

Negativ 

 

Pozitiv 

 

Pozitiv 

 

Pozitiv 

 

Presupus negativ 

 

Pozitiv 

 

Pozitiv 

 

Presupus negativ 

 

Pozitiv 

 

Presupus negativ 

 

PresuDus neeativ 

 

Figura 1: Model predictiv pentru estimarea finl乞 

 

'Su bsta nte' 

 

chjmice 

 

Criterii de acceptare 

 

Pozitiv 

 

P resu pus 

 

negatjv 

 

SO1ubi1e la 

 

20 mg/ml 

 

Insolubile la 

 

20 mg/ml 

 

Negatv 

 

一、

＼ 

 

、 

／ 

 

Nu ar 

 

trebui s首 fie 

 

・―- luate ?n 

 

considerare 

 

＼

、一 

 

ノ 

 

33. Atunci ca nd se utilizeaza testul IL-8, ar trebui sa fie indeplinite urmtoarele criterii de 

 

acceptare: 

 

Ind-IL8LA trebuie sa fie peste 5,0 cel p'4n i ntr-o co ncentraIle a martorului pozitiv, 

 

4-NBB, in cadrul fiecarui test. 

 

nd-IL8LA ar trebui sa fie sub 1,4 in onlce co ncentr可le a martorului negativ, acidul lactic, 

 

in cadrul fec乞rui test. 

 

Datele pnovenind din p1五ci1e pentru care valoarea GAPLA din godeunile c u martor c u 

 

celule §i Tnipluc, dar fr. substante chimice, este mai mict decat valoarea ec hivalent五 a de 

 

cinci ori valoarea godeului continand doar mediul de testare (50"1 /godeu de RPMI-1640 

 

continand 10 % FBs§ i 50 i1/godeu X-VW0lM 15) ar trebuisa fie respinse. 
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Datele provenind din plhcile pentru care valoarea Inh-GAPLA a tuturor concentratiilor 

 

substantelor chimice de testat sau martor este mai mi ca de 0,05 ar trebui sa fie respinse. n 

 

acest caz, primul test ar trebui repetat astfel ict cea mai mare concentratie finala a 

 

testului repetat s5 fie cea mai s czutt concentratie fnala a testului anterior. 

 

Raportul testului 

 

34. Raportul testului ar trebui s5 includa urmttoarele i nfriiaIn: 

 

Su加tntl chinzice d testat 

 

S ubstat乞 monocomponent: 

 

Identificarea chimic乞, precum denumirea (denumirile) JUPAC sau CAS , numirul 

 

(numerele) SM ILES sau codul InCh', formula structural.§i /sau alti identificatori; 

 

Aspectul fizic, solubilitatea in a p, masa molecular § i alte propriet乞Ii fizico-chimice 

 

relevante, dache xisti; 

 

Puritatea, identitatea c himic五 a impurit乞tilor, dup乞 caz§ i dac5 este fezabil din punct de 

 

vedere practic etc.; 

 

Tratamentul mainte de efectuarea testului, daca este cazul (de exemplu,i nchlzire, 

 

nla cinare); 

 

so lubilitatea in X-VIV0］、4 15. i n cazul sub stantelor chimice insolubile in X-VIV0］、4 15, 

 

dact este respectt五 precipitarea sau flotatia dupa centrifugare; 

 

Concentratia (concentratiile) testt乞(e); 

 

Conditiile de depozitare§ i stabilitatea, dache xist; 

 

Justificarea alegerii solventului/vehiculului pentru fiecare substat chimict de testat dac. 

 

nu a fist utilizat X VW0lM 15 

 

Substanta multicomponentt, UVCB§ i amestec 

 

sus), 

 

sus) 

 

mai 

 

mai 

 

(a se vedea 

 

(a se vedea 

 

Caracterizarea, dach este posibil, de exemplu prin identitatea chimica 

 

puritatea, aparitia cantitatiVa§ i pr)priet毒ile fizico-chimice relevante 

 

fizico-chimice relevante, daca existt; 

 

ale componentelor, dact existt; 

 

Aspectul fizic, solubilitatea fn ap乞§ i alte propri 

 

Masa mo lecu1ar乞 sau masa molecularh aparenta in cazul amestecurilor/polimerilor cu 

 

compozitii cunoscute sau alte informatii relevante pentru efectuarea studiului; 

 

Tratamentul mainte de efectuarea testului, dach este cazul (de exemplu, fncalzire 

 

macinar); 
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so lubllittea n X-VIV0］、4 15. i n cazul substantelor chimice insolubile n X-VIV0lM 15, 

 

dact este respectta precipitarea sau flotatia dupa centrifugare; 

 

Concentratia (concentratiile) testta(e); 

 

Conditiile de depozitare§i stabilitatea, dac乞e xist. 

 

Justiflcarea alegerii solventului/vehiculului pentru fiecare s ubstant chimic豆 de testat dach 

 

nua fist utilizat X V 1V0lM 15. 

 

Marlくフri 

 

Martor pozitiv: 

 

Identificarea c himich, precum denumirea (denumirile) JUPAC sau CAS , numtrul 

 

(numerele) S 11LES sau codul inCh', formula structurla§ /sau alti identiflcatori; 

 

aspectul flzic, solubilitatea n ap, masa mo 1ecular §i alte proprietti fizico-chimice 

 

relevante, dac乞 existt § i daca este cazul; 

 

puritatea, identitatea c himica a impurit乞tilor, dupa caz§ i dac5 este fezabil din punct de 

 

vedere practic etc.; 

 

Tratamentul nainte de efectuarea testului, daca este cazul (de exemplu, nct1zir, 

 

mhcinar); 

 

Concentratia (concentratiile) testath(e); 

 

Conditiile de depozitare§i stabilitatea, dach exist; 

 

Trimitere la rezultatele anterioare ale martorilor pozitivi care demonstreazt criterii 

 

adecvate de acceptare, dac5 este cazil. 

 

Martor negativ: 

 

Identificarea chimic乞, precum denumirea (denumirile) IUPAC sau CAS , nurnirul 

 

(numerele) CAS si/sau alti identificatori; 

 

puritatea, identitatea chimica a impuritatilor, dup乞 caz§ i dach este fezabil din punct de 

 

vedere practic etc.; 

 

aspectul fizic, masa molecular五§ i alte propriet4i flzico-chimice relevante n cazul n care 

 

sunt utilizati alti martiri negativi decat cei mentionati in Ghidul pentru teste§ i dach ace§tia 

 

existi; 

 

Conditiile de depozitare§i stabilitatea, dac. exist; 

 

Justificarea alegerii solventului pentru fiecare s ubstanth chimict de testat. 
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am町ii de testare 

 

Numele § i adresa s ponsoriluiフ ale instalatiei de testare§ i ale directorului de studiu; 

 

descrierea testului utilizat; 

 

linja ce lular豆 utilizt, conditiile de depozitare§i sursa acesteia (de exemplu, instalatia de 

 

la a fist ibtimlta aceasta); 

 

num百rul lotului§i iriginea FBC, denumirea furnizirului, nu trul litului de pe placa de 96 

 

de godeuri cu fund plat de culoare neagra§i num瓦rul lotului reactivului Tripluc; 

 

numhrul de trecere §i densitatea celular5 utilizate pentru testare; 

 

metida utilizta pentru n umrarea celulelor pentru血s包 mantare mainte de testare§ i 

 

m包surile luate pentru a asigura distrib'4ia imigena a nu arului de celule; 

 

luminometmi utilizat (de exemplu, midelul), inclusiv reglajele aparatului, substratul de 

 

lucifraz乞 utilizat, precum §i deminstrarea masurtirilor co respunztiare ale 

 

luminiscentei pe baza testului de contril descris la apendicele 3.2; 

 

pricedura utihzta pentru a demonstra performantele de labiratir la efectuarea testului (de 

 

exemplu, prin testarea unir substante de verificare) sau pentru a deminstra performanta 

 

reproductibilh a testului i n timp. 

 

Procedura de testare 

 

numtrul de replici§l teste efectuate; 

 

concentratiile substantei chimice de testat, pricedura de aplicare§l timpul de expunere 

 

utilizate (fn cazul n care acestea difera de cele recimandate); 

 

Descrierea criteriilor de evaluare si de decizie utilizate; 

 

descrierea criteriilor de acceptare a studiului utilizate; 

 

Descrierea iricrir midificri ale pricedurii de testare. 

 

Rezultate 

 

m包surtorile IL8LA si GAPLA; 

 

calculele pentm nIL8LA,h d-IL8LA § i Inh-GAPLA; 

 

intervalul de incredere de 95 % al Ind-IL8LA; 

 

un grafic care descrie curbele de raspus n functie de diz五 pentru inductia a ctivittii 

 

luciferazei si viabilitate; 

 

O descriere a iricrir alte ibservatii relevante, dach este cazul. 
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Discutarea rezultatelor 

 

Discutarea rezultatelor obtinute c u ajutorul testului IL-8 Luc; 

 

Analiza rezultatelor testului m contextul unei IATA in cazul in care sunt disponibile alte 

 

informatii relevante. 

 

Con cluzi 
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DEFINITII 

 

Precizie: Gradui de co ncordan乞 intre rezultatele testului§ i valorile de refri叫乞 acceptate. 

 

Aceasta misoari performanta testuiui§l unu! dintre aspecteie reievantei acestuia. Termenu! 

 

este adesea utilizat in mod interschimbabil, jar concordanta nseamn. pr0p04ia de rezuitate 

 

corecte aje unui test (16). 

 

Alp (parcursul rispunsurilor adverse): o serie de evenimente din structura c himic瓦 a 

 

unei substante chimice tint乞 sau un grup de substante chimice simiiare, de ja evenimentui 

 

molecular decianStor $ni la un rispuns in vivo de interes (20). 

 

Substanti chimici: O substanti sau un amestec. 

 

CVO5: Viabiiitatea celulari 05,§l afume concentratia minimi la care substantele chimice 

 

prezinti o vahoare Inh-GAPLA mai mici de 0,05. 

 

FInSLO-LA: Abrevierea utilizati n raportul de validare§ i in pubhicatiile anterioare privind 

 

testui IL-8 Luc referitor la Ind-IL8L. Pentru definitie, a se vedea Ind-IL8LA. 

 

GAPLA: Activitatea luciferazei S table Luciferase Red (SLR) (?. max = 630 nr), 

 

regiementati de promotorul GAPDI, care demonstreazi viabiiitatea celulari§ i numirul de 

 

celule viabiie一 

 

Penicil: Proprietate intrinseci a unui agent sau a unei situatii care are poteniaiui de a 

 

produce efecte adverse atunci cind un organism, un sister sau o (sub)popu1atie este expusi 

 

la agentul respectiv. 

 

IATA (strategie integrati pentru testare§i evaluare): O abordare structurati utilizati 

 

pentru identificarea pericolelor (potential), caracterizarea pericoieior (potenta) §i /sau 

 

evaluarea siguranei (potenia1/poteni§l expunere) pentru o substanti chimici sau un grup 

 

de substante chimice, care se integreazi in mod strategic§i misoari toate datele relevante 

 

pentru a fumiza informa;ii cu privire la decizii de reglementare n ceea ce prive§te 

 

potentialele pericoie§i /sau riscuri /sau necesitatea unir teste suplimentare specifice§ i, prin 

 

-SLR-LA: Abrevierea utiiizati in raportul de validare§ i n pubhcatiiie anterioare privind 

 

testui IL-8 Luc referitir la Inh-GAPLA. Pentru definitie, a se vedea Inh-GAPLA. 

 

IL-8 (Inter1eukn-8): O citokini derivati din celuieie endoteliale, fibroblaste, cheratinocite, 

 

macrofage § i monocite care cauzeazi chemotaxia neutrofilelor § i a§ i a limfocitelor T. 

 

Stab1e Luciferase Orange (sLO) (?max = 580 nr), 
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Ind-IL8LA: Inductia n multipli a IL8L.Se obtine prin imp4irea valorii nIL8L a 

 

celulelor TH P-G8 tratate c u substante chimice la valoarea celulelor TH P-G8 nestimulate si 

 

reprezinth inductia ac tiVit4i promotonilui 'L-8 prin intermediul substantelor chimice. 

 

Inh-GAPLA: Inhibarea GAPLA.Se obtine prin i mp4irea valorii GAPLA a celulelor 

 

THP-G8 tratate c u substante chimice la valoarea celulelor TH P-G8 netratate§ i reprezintt 

 

citotoxicitatea substantelor chimice. 

 

Prag minim de inductie (PII): concentratia cea mai sc乞 zuta la care o s ubstan真 chimic乞 

 

ndepline§te criteriile pozitive 

 

Amestec: un amestec sau o solutie com pus/乞 din doug sau mai multe substante. 

 

Substant 111o nocoIllponent: O s ubstanta defint乞 prin co mpoziIia sa ca ntittiv, in care 

 

un singur component principal este prezent in proportie de cel puin 80 % (g/g). 

 

Substant multicomponent: O s ubstan負 definitt prin compozitla sa catitativ五, in care 

 

exista mai multe componente principale intr-o concentratieと 10 % (g/g)§ i <80 % (g/g). O 

 

subst antt multicomponenta este rezultatul unui proces de fabricatie. Diferenta dintre un 

 

amestec § i o s ubstan鱗 multicomponenta este faptul c乞 un amestec este obtinut prin 

 

combinarea a douh sau mai multe substante chimice fara o reactie c himic. O s ubstant乞 

 

multicomponenth este rezultatul unei reactii chimice. 

 

nIL8LA: Activitatea luciferazei S L0 care renecta activitatea promotorului IL-8 (IL8L), 

 

normalizta prin activitatea luciferazei S LR care ref1ect. activitatea promotorului GAPDI 

 

(GALPA) . Aceasta reprezint乞 o activitate a promotorului 'L-8 dupa analizarea v ibilit可ii 

 

celulare sau a numarului de celule. 

 

nSL0-LA: Abrevierea utilzt乞 n raportul de validare§ i in publicatiile anterioare privind 

 

testul IL-8 Luc referitor la nIL8LA. Pentru definitie, a se vedea n IL8LA. 

 

「e si care a fost 

 

itiVa. Pentru a 

 

lartor pozitiv: O replic五 ce contine toate componentele sistemului de testai 

 

provoacら o reactie poz 

 

timp a reactiei martorului pozitiv, 

 

ca 

 

in 

 

cunoscuta pentru 

 

cu o s ubstanta 

 

asigura posibilitatea evalu乞rii v ariabilittii 

 

ampinudinea reactiei severe nu tretuie sa ne excesiv Qe mare. 

 

Prehaptene: S ubstante chimice care devin sensibilizante prin transfornri abiotice. 

 

Prohaptene: S ustate chimice care n ecesit乞 activare enzimtic五 pentru a exercita 

 

potentialul de sensibilizare c utant. 

 

Re1evant: Descrierea relatiei dintre test si efectul de interes si dac乞 aceasta este relevant. 

 

§iutil5 pentru un anumit scop. Aceasta reprezintt llla sura n care testul msoart sau prezice 

 

n mod corect efectul biologic de interes. Relevanta include analiza preciziei (a 

 

concordantei) unui test (16). 

 

Fiabilitate: M乞s uri ale faptului ca un test poate fi efectuat n mod reproductibil, n ac elaSi 
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laborator §i in laboratoare diferite in timp, atunci cand este efectuat utilizand ac ela§i 

 

protocol. Aceasta se evalueaza prin calcularea reprductibilit乞til n a cela§1 laborator sau 

 

intre laboratoare §i a repetabilitatn in a cela§1 laborator (16). 

 

Test: Un test este corpus din unul sau mai multe substante chimice de testat, care sunt 

 

testate concomitent cu un martor solvent/vehicul§ i un martor pozitiv. 

 

Sensibilitate: Proportia tuturor substantelor chimice pozitive/active clasificate in mod 

 

corect in urma testului. Aceasta permite masurarea preciziei in cazul unui test care 

 

genereaza rezultate clasificabile n categorii § i constituie un aspect important in evaluarea 

 

relevantei unui test (16). 

 

SL0-LA: Abrevierea utilizata in raportul de validare§ i in publicatiile anterioare privind 

 

testul IL-8 Luc referitor la IL8L. Pentru definitie, a se vedea IL8L. 

 

SLR-LA: Abrevierea utilizata in raportul de validare§ i in publicatiile anterioare privind 

 

testul IL-8 Luc referitor la GAPLA. Pentru definitie, a se vedea GAPLA. 

 

Martor solvent/vehicul: O proba netratata care contine toate componentele unui sister de 

 

testare, cu exceptia celor ale substantei chimice de testat, dar incluzand solventul/vehiculul 

 

utilizat. Acesta este utilizat pentru a stabili reactia de baza pentru probele tratate cu 

 

substanta chimica de testat dizolvata sau dispersata stabil inace la§i solvent/vehicul. Atunci 

 

cand este testata concomitent c u un martor de mediu, aceasta proba indica, de asemenea, 

 

daca solventul/vehiculul interactioneaza c u sistemul testat. 

 

Specificitate: Propo4ia tuturor substantelor chimice negative/inactive clasificate in mod 

 

corect in urma testului. Aceasta permite masurarea preciziei in cazul unui test care 

 

genereaza rezultate clasificabile n categorii§ i constituie un aspect important in evaluarea 

 

relevantei unui test (16). 

 

Substan: Un element chimic § i c ompu§i acestuia n stare naturala sau obtinut prin once 

 

proces de productie, inciusiv onice aditiv necesar pentru a mentine stabilitatea produsului§ i 

 

onice impuritate rezultata din procesul utilizat, dar cu exceptia oricarui solvent care plate丘 

 

separat fra a influenta stabilitatea substantei sau fra a schimba compozitia acesteia. 

 

Surfctant: Numit§ i agent tensioactiv, aceasta este o substanta, cum ar丘 un detergent, care 

 

poate sa reduca tensiunea la suprafata a unui lichid§ i, astfel, sa ii permita acesteia spumarea 

 

sau penetrarea solidelor; este cunoscut, de asemenea, ca agent de umectare. (TG437) 

 

Substanta chimica de testat: once substanta sau amestec testat(a) in cadrul acestei 

 

1 testului IL-8 Luc. Linja 

 

in genele pentru luciferaza 

 

THP-G8: O linie celulara raportoare IL-8 utilizata n 

 

celulara TIP-i similara racrofagului uran a fost transfectata 

 

SL0§ i S LR sub controlul promotorilor IL-8§ i, respectiv, GAPDI. 

 

Sistemu1 global armonizat de clasificare§ i etichetare a substantelor chimice al 
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lrganrzatiei Natiuni1or Unite (G1S al ONU): Un sister care propune clasl丘carea 

 

§i amestecuri) n functie de tipuri§ i niveluri standardizate de 

 

pericole pentru mediu§ i care se refer la elemente 

 

pictograme, cuvinte de avertizare, declaratiic u 

 

誼ntte si 

 

substantelor chimice (substante 

 

pericole 丘 zice, pericole pentru 

 

corespunztoare, precum 

 

,ole, declaratii de securitate§i恥 e tehnice de s iguran pentru a transmite 

 

informatii privind efectele adverse ale acestora n scopul prot求rii populatiei (inciusiv 

 

angaj atorii, lucrtorii, transportatorii, consumatorii §i cei care se oc up乞 de serviciile de 

 

urge叫五)§ i a mediului (21). 

 

UVCB:S ubstante cu compozitie necunoscut乞 sau Va riabil乞, prdu§i de reactie co mplext sau 

 

materiale biologice. 

 

Metod豆 de testare valabilA: Un test considerat a avea su丘cient乞 relevanta si丘a bilitte 

 

pentru un scop s peci丘c§ i care se bazeaza pe principii solide din punct de vedere§ tiinti丘c. 

 

Un test nu este niciodatt valabil i ntr-un sens absolut. ci doar n 1eg5tur. cu un scop de丘nit. 
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ApendiceIe 3.2 

 

PRINCIPIUL MAS URARII ACT WITATII LUCIFERAZEI SI AL DETERMINARII 

 

COEFICIENTILOR DE T RANSMISIE AI FILTRULUI OPTIC PENTRU S LO S ! S LR 

 

Se plate utiliza lultiReporter Assay Sys tem - Tripluc -c u un luminometru de tip 

 

microplaca prevazut c u un sister de detectare a mai multor culori, care plate fi montat 

 

la un filtru optic [de exemplu, Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar 

 

LB941 (Berthold)]. Filtrul optic utilizat pentru rasurare este un filtru de 600-620 mn 

 

cu trecere lunga sau scurta, sau un filtru de 600-700 mn de tip band pass. 

 

、亜surarea luciferazelor in dou豆 culori c u un filtru optic. 

 

Acesta este un exemplu folosind filtrul Phelios AB-2350 (ATTO). Acest luminometru 

 

este preV包zut cu un filtru de 600 mn c u trecere lunga (R6O HOYA Co., de 600 nr LP, 

 

filtrul nr. 1) pentru scindarea luminiscentei S L0 (2max = 580 nr) siS RL (2max = 

 

630 nr). 

 

Pentru 

 

enzime 

 

a determina coeficientii de transmitere ai filtrului LP de 600 nr, folosind 

 

purificate pentru luciferaza S L0§iS 

 

intensitatii bioluminiscentei S LO si S LR 

 

LR, masurati mai intai i) intensitatea 

 

fra filtru (FO)§l ii) intensitatea 

 

bioluminiscentei S L0§ i S LR care a trecut prin filtri LP de 600 nr (filtrul 1)§ i iii) 

 

calculati coeficienii de transmitere ai filtrului LP de 600 nr pentru S LO§ i S LR care 

 

sunt rentionati in continuare. 

 

Transmission coefficients 

 

Filter i 

 

SL0 Transmission 

 

coefficients 

 

Filter i 

 

SLR Transmission 

 

coefficients 

 

Abbreviation Defimtion 

 

KOR~ 

 

The filter's transmission 

 

coefficient for the S L0 

 

KRR60 

 

The filter's transmission 

 

coefficient for the S LR 

 

Atunci cand intensitatea S LO§i S LR in e§antion este definita ca O§i , respectiv, R, i) 

 

intensitatea luminii fhra filtru (complet optic) FO§l ii) intensitatea luminii care 

 

transmite prin filtrul LP de 600 nr (filtrul 1) F1 sunt descrise maijos. 

 

FO=O+R 

 

Fl =KOR6o x O +K RR6o x R 

 

Aceste formule ar putea fi reformulate, dupa cum urreaz: 

 

(

F0

"= 

(

F1

)K 

~ 

 

R60 

 

i 

 

KRR60 

 

) 

 

0 

 

R 

 

ノ
ー
、
 

 

、
、
l
ー
ノ
》
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Apui, filisind fact 

 

Fl masurte, puteIi 

 

inii de transmitant乞 ca 1cul可i (KOR60 § i K RR60)§i a vand valorile FO S i 

 

calcula valoarea O§i R, dupt cum urmeaz: 

 

、
I
ー
ノ
 

 

0 
一 

 

「Hl 
「ト 

 

ノIー、 

 

一 

 

、 、
ー

》 

 

i 

 

i 

 

KOR6O K RR60 

 

ノIー 

 

「 

 

、、ー 
Iノ 

 

0 
R 

 

ノ〈

I
・ 、
、 、 

 

Materiale S i metode pentru determinarea factorului de transmitant 

 

のReactivi 

 

Enzime simple purificate luciferaze: 

 

Enzima S L0 puri 

 

Enzima S LR puri 

 

丘ctt lii丘lizt乞 

 

丘c飢alii丘liz肌a 

 

(care, pentru activitatea de validare, au fist ubtinute de la laboratorul LIP Lab. Co 

 

Ltd., Tottiri, Japunia cu linja celulara TH P-G8) 

 

Reactiv pentm testare 

 

Reactivul pentru testare Tripluc⑧ Luciferase (spre exemplu, de la TOYOBO 

 

Cat#MR-30 1) 

 

Iediu: pentru testul luciferazei (30 ml, stocat la 2-8。C ) 

 

Concentr. 

 

reacti 

 

vului 

 

Cuncentratie 

 

丘nala 

 

mediu 

 

m 

 

Cantitate 

 

necesara 

 

RPMI-1640 

 

FBS 

 

10% 

 

27ml 

 

3ml 

 

のPrepararea s 0毎iei enziniatice 

 

Sedizolva u e nzima lucifraza purifct5 lipoflizata fne prubeta, ad包ugand 200 i1 de 

 

10~ 100 mI Tris/ICi sau Hepes/ICl (pI 7,5~ 8,0), se completeaz乞 cu glicerol n 

 

pnoporie de 10 % (g/v), se imparte silutia enzimei in alicute de 10 .tl in eprubete de 

 

unic乞 flosint de 1,5 ml§ i se depoziteaza intr-un cungelator la -80。 .S 11ut 

 

enzimtica ingheIt乞 plate fi utilizta timp de maxim§a se luni. La utilizare, se adaugt 

 

i ml de mediu pentru testul luciferazei (RPMI-1640 cu 10 % FBS) in fiecare e prubet五 

 

care co叫ine so 1uii1e enzimatice (solutie en zimtic5 diluat)§ i se p五streaza pe gheaa 

 

ientru a D reveni dezactivarea. 

 

③Mdsurra bioluminおcen戸 

 

Reactivul pentru testare 

 

temperatura carnerei, f 

 

Tripi 

 

うintr 

 

uc⑧ Luciferase (Tripluc) se decongeleaz5§ i se ptstreaz5 la 

 

-o baie de ap, fie la temperatura a biant乞.S e activeaz 
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luminometrul c u 30 de minute mainte de inceperea mtsurtorii pentru a permite 

 

stabilizarea fotomultiplicatorului. Se transfra 100 i1 de so 1uie enzimtica di1uta pe o 

 

p1act c u 96 de godeuri de culoare neagrt (cu fund plat) (e§antion de referinttS L0 

 

pentru #B 1, #B2§ i #B3§ i e§antlonu1 de referin鱗S LR pentru #D 1, #D2, #D3).S e 

 

transfer乞 apui 100 i1 de Tripluc preinca1zit in fiecare godeu al p1乞cii care contine 

 

sol'4ia enzimtica di1ut, folosind o pipeti.S e a gita placa timp de 10 minute la 

 

temperatura camerei (aproximativ 25。 C) folosind un agitator pentru p1ac. Dach apar 

 

bule inso luiile din godeuri acestea sunt eliminate.S ea§a za placa in luminometru 

 

pentru a m乞sura activitatea luciferazei. Bioluminiscenta se m乞soara timp de 3 secunde 

 

fiecare in bsenta (FO)§ i preze叫a (Fl)丘 ltului optic. 

 

Coeficientul de transmisie al filtrului optic a fist calculat dup乞 cum urmeaz: 

 

Coeficientul de transmisie [SL0 (KOR60)] = (#B1 al F1+ #B2 al Fl+ #B3 al Fl) / (#Bl 

 

al FO+#B 2 al FO+#B 3 al FO) 

 

Coeficientul de transmisie [SLR (KRR0)] = (#Dl al F1+ /D2 al Fl+ /D3 al Fl) / (/D1 

 

al FO+ #D2 al FO+ #D3 al FO) 

 

Factorii de transmitant calculati se uti1izeaz五 pentru toate m五surtori1e efectuate 

 

folosind acelasi luminometru. 

 

Controlul ca littii echipamentului 

 

Ar trebui sa fie utilizate procedurile descrise in protocolul IL-8 Luc (18) 
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SUBSTANTE DE VERIFICARE 

 

mainte de utilizarea de ru tina a testului descris n prezentul apendice la metida de testare 

 

B.7 1, laborato arele ar trebui s . demonstreze performantele tehnice prin obtinerea es timarii 

 

n urma testului IL-8 Luc pentru cele zece substante de verificare recomandate n tabelul i§ i 

 

prin obtinerea de valori care s乞 se incadreze n plaj a de valori de refrin博 corespunztoare 

 

pentru cel putin ipt dintre cele zece substante de verificare (selectate pentru a reprezenta 

 

intervalul de raspunsur pentru pericolele de sensibilizare cutant5). Alte criterii de selectie 

 

au fist ca substantele s五 fie disponibile i n come4§ is i fie disponibile date de refrint in 

 

vivo de nalt乞 calitate, precum§ i date in vitro de na1t乞 calitate generate c u testul IL-8 Luc. 

 

De asemenea, sunt disponibile date de refrinta publicate pentru testul IL-8 Luc (6) (1). 

 

Tabelul 1:S ubstantc recomandate pentru demonstrarea performantelor tclmlcc cu testul IL-8 Luc 

 

Interval de refrint五 

 

(ig/m1)3 

 

Estimarea 

 

'L-8 Luc2 

 

'L-8 Luc 

 

MIT5 

 

CV054 

 

Estimarea 

 

lnWv0 

 

0,5-2,3 

 

4-9 

 

60-250 

 

a1-0A 

 

a04-0, 

 

0,01-0,07 

 

>2000 

 

>2000 

 

>2000 

 

2,3-3,9 

 

9-30 

 

250-290 

 

5 00-700 

 

>2000 

 

>2000 

 

>2000 

 

>2000 

 

>2000 

 

Pozitiv 

 

Pozitiv 

 

Pozitiv 

 

Pozitiv 

 

Pozitiv 

 

Pozitiv 

 

Negativ 

 

Negativ 

 

Negativ 

 

Sensibihzant 

 

(Extrem) 

 

Sensibihzant 

 

(Puternic) 

 

Sensibilizant 

 

(Moderat) 

 

SenSitn1izant 

 

(Moderat) 

 

Sensbilzant 

 

(S1b) 

 

Sensibilzant 

 

(S1b) 

 

Non-
sensibilizant 

 

Non-
sensibilizant 

 

Non-
sensibilizant 

 

Solubilitate 

 

in 

 

X-VIVO15 

 

la 

 

20 mg/ml 

 

hsol ub 

 

S1ubi1 

 

Insolubil 

 

So1ubi1 

 

Insolubil 

 

Insolubil 

 

So1ubi1 

 

Substante de verificare Nr.CAS S tare 

 

97-00-7 So 1id 

 

50-00-0 Lichid 

 

149-30-4 So 1id 

 

107-15-3 Lichid 

 

97-90-5 Lichid 

 

140-67-0 Lichid 

 

So1id 

 

3810-74-
o 

 

56-81-5 Lichid S o1ubi1 

 

67-63-0 Lichid S o1ubi1 

 

2,4-dnitroclorbenzen 

 

Formddehid. 

 

2-mercaptobenzotiazol 

 

Etilendamin. 

 

Etilen glicol dimetacrilat 

 

4-lilanisol (Estragol) 

 

Streptomicin. sulfat 

 

Glicerin. 

 

Izopropanol 

 

Abrevieni: Nr.CAS = Numr de inregistrare al Chemical Abstracts S ervice 

 

1Potena iii vivo este derivat. pe baza criteriilor propuse de ECETOC (19). 

 

2 Pe baza valorilor anterioare observate (1) (6). 

 

3Valorile CVOS§ i IL-8 Luc MIT au fost calculate folosind solubilitatea in ap. dat. de EP' s uiteTM. 

 

4CVOS: concentr叫ia minim. la care substanele chimice prezint. o valoare Inh-GAPLA mai mic. de 0,05. 

 

5MIT: concentratiile cele mai sc.zute la care o substan. chimic. indepline§t criteriile pozitive. 
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INDICI sI CRITERI' DE APRECIERE 

 

nIL8LA (nSL0-LA) 

 

Repetarea J -th (= 1-4)a concentratiei i-th (i = 0-11) se lll .soara pentru IL8LA (sLO-LA) 

 

§i, respectiv, GAPLA (SLR-LA). Valoarea IL8LA norma1izt乞, denumit乞 n IL8L (nSLO-
L) si de丘nita ca: 

 

nIL8LA1」 = IL8LAり/GAPLA1」 

 

Aceasta este unitatea de masur乞 de baza in cadrul acestui test. 

 

Ind-IL8LA (FInSL0-LA) 

 

Cre§terea in multipli a mediei nIL8LA (nSL0-L) pentru repetitia la concentratia iーth, in 

 

comparatie c u aceasta la concentratia 0, Id-IL8LA, reprezint乞 principala m乞sur a acestui 

 

test. Acest coeficient este scris prin urmttoarea frmu1: 

 

Ind - IL8LA1 ={( 1/4) X乞」 nIL8LA1」)/{(1/4) X2」 nIL8LAO]) 

 

Laboratorul principal a propus ca o vahoare de 1,4 si co respund乞 unui rezultat pozitiv pentru 

 

substanta c himic乞 testta.A ceast乞 vahoare este baztt pe examinarea datelor istorice ale 

 

laboratorului principal. Echipa de gestionare a datelor a utilizat apoi aceas t vahoare in toate 

 

etapele studiului de validare. Rezultatul principal,I nd-IL8LA, constituie raportul dintre 

 

dout mcdii aritmetice, astfel cum se a rt瓦 n ecuatie. 

 

Interval de incredere de 95 % (CI 95 %) 

 

Intervalul de incredere de 95 % (CI 95 %), care este bazat pe coeficient, poate fi estimat 

 

pentru a indica precizia m.surrii acestui rezultat principal. Limita inferioar乞 a CI de 95 %と 

 

i ndlct faptul ca valoarea nIL8LA cu o concentratie i-th este semnificativ mai mare decat 

 

cea cu martor tratat cu solvent.E xista mai multe mo dalitati de a construi CI de 95 %. In 

 

acest studiu am utilizat metida c unoscut乞 drept teorema lui Fieller.A ceasta teorema privind 

 

intervalul de incredere de 95 % este o btinut乞 din urmtoarea formul: 

 

-Bーマ12一4Ac -B＋マ12一4AC 

 

2A ' 2A 

 

一」2 

 

一 一 5しし，‘ 

 

C =諸 - t~975(v) X -, and n0 = 4, 

 

1l'パ 

 

JI 

 

B＝一2×X×弘 
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又0= (1/n~) x乞］n IL8LA~], s d言 = {1/(n~ - 1)) X乞］ (nIL8LA~] -又0)2 

 

与= 4,島 = (l/nyl) x昌 (nIL8LAり), s d多1 = {lノ(ny] _ i)) X昌 (nIL8LAリ _豆）2 

 

t。 .く‘'.' este 97.5 iercentile din distributia t ce ntrala cu', grade de libertate. unde 

 

v・ノI八Yノ ノ よ ’ v � 

 

ノ ，つ ～」2、 ‘ノ ．っ、2 ノ～」2、 、 

 

1=（晋＋譜〕ノl（晋）ノ（no一1)+（譜）ノ（nyl一i)I 

 

Inh-GAPLA (II-SLR-LA) 

 

Valoarea Inh-GAPLA reprezint包 un doeficient al medici GAPLA (SLR-LA) pentru 

 

repetarea concentratiei i-th血com par可ie c u cea c u martor tratat c u solvent, jar aceasta este 

 

scrisa prrn 

 

Inh一GAPLA, ={(1/4)×x/GAPLA,ノ｝ノ｛(1/4) × x/GAPLAQノ｝ 

 

Intrucat valoarea GAPLA este numitorul nIL8LA, o vahoare extrem de mic乞 determin乞 o 

 

variatie mare a vahorii nIL8LA. Prin urmare, valorile nd-IL8LA avand o vahoare extrem 

 

mich a Inh-GAPLA (sub 0,05) ar putea fi considerate a reprezenta un nivel sc豆 zut 

 

predizie. 
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SCHEMAMETODELOR DE DIZOLVARE A S UBSTANTELOR ChIuICE PENTRU 

 

TESTUL 'L-8 LUC. 

 

(a) Pentru su bstan1e chimice dizolvate n X-VIV0］、4 15 la 20 mg/ml 
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Dc首 substanta c himi由 este so IubiIi n X-

V'VITi 15 (primul test) 

 

9 

 

- 

 

Un factor de dilutie de 5 

 

20 mg/ml 

 

Un factor de dilutie de 2 

 

, 

 

So1utie mam首 

 

(4 mg/mI) 

 

ロ白ロロロロロロI I‘�山 

 

ユ・叱Im」 

 

ロ ‘ーーーーーーーーーーーーーー一ー一ーー一ー一ー一ー 

 

2 iWmI 

 

4"vml 

 

l
s"d;u戸 L s uspns"ce!uI,5 pそ。piaci de 96 deゃ .deurl50 L1:501 

 

ロロロヒ」日口口日日ロロヒ」 

 

コ5m割ml 

 

c 

 

sestabileste cea mai mare concen traie a urm白toarelorexpermente 

 

concentratia minim' la care Inh-GAPLA devine 

 

ン05 [concentratia solutiei mam' x 1/factor de 

 

dilutie (X)] 

 

り 
“ 

」 
“ 

い 
謂
 

 

く
J
ユ
く
。 ，上仁一 

 

Conceetra, finalii n訓 do.'ea. altreilea ,i l patrulea experiment 

 

0 く一ー一ー一ーー一ー一ー一 

 

testul 2, 3 sau 4 

 

MartorX-VlV0lM 15 

 

IIIも(ml 4”も加 ‘ 

 

0」 喝(ml 2i叱(ITu 

 

, 

 

lx 

 

Un faニtor de dilutie de 1,5 

 

� 

 

se 

 

4x CVOS 

 

, 

 

(4x concentratia solutiei 

 

mam' x 1/X) 

 

L」ロロ目目‘''‘山 

 

Adait L ceIuleIe de p o placide 96 deゃde u川 S0"l: 50叫 

 

2xCV05 

 

ロロロロロロロロロロロ日／ 
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(b) Pentru substantele chimice insolubile n X-VIVOTM 15 la 20 mg/rn 

 

Dac首substanta c himi由 este in5o lubil白 fn Xー 

 

V'VITi 15 (primul test) 

 

, 

 

- 

 

S . rt stes , 

 

20 rWゲe ce 
ntrfuhe

d 

 

▲diIiiiinn f tnrnfつ 

 

supernatantul 

 

(So1utie marn) 

 

【
，
 

刈 

 

国口口目目‘ロロロL' 山 

 

xi-1C24 xiに弱 xlお4 x1i6 x114 刈 

 

0 xl 1512 x11128 x1132 x118 x112 

 

早5 
d'u

' 
l
a 
5u3pna'ce 

Iuladp. p
i
ad de % deゃ 

deun{5。I:50LI 

 

ロロ日口巨」ヒ」ロ日日日“」日 

 

0x
l/204&

幻Ilo2 
1/E1

2xl之E石 
xl/128

xl/64 
xl/32 xlIl6 

xl/8 刈ノ4 
xl/2 DIlutIefO x111~24 x11256 xll4 lll x114 

 

CVo5; concentratla minim' la care lnh・GAPLA devine 

 

<0,05 (concentratla solutiei mam' x 1/factor de 

 

dilutie (X)] 

 

こ
」
ユ
く
9
（
三
一
 

 

曾 

 

. . . � 

 

Cinc. etratia f,nalii n al dodea. al treilea ai訓patruk'experiment 

 

x1/
480 xl/1~24’ー歯’ 

 

testul2, 35au4 

 

MartorX-ViV0m 15 

 

xl/8 

 

xlllC xl/4 

 

lx 

 

Un factor de dilutie de 1,5 

 

4x C V5 (4x concentratia solutiei 

 

marn x 1/X) 

 

<l I日口日日‘ 日 国 日 山 

 

Aコ‘コ‘こeIukI・ " FeこF・ニ‘ゴe9'de即deuri 450" : 50回 

 

, 

 

日ロロロロロロロロロロイ 
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Apendicele 3.6 

 

SCHEMAMETODEI DE DIZOLVARE A 4-NBB PENTRU MARTORUL POZITIV AL 

 

TESTULUI IL-8 LUC. 

 

ロ 

 

Martorul pozitiv: 4-NBB (insolubil ?n X~VlV0TM 15 

 

フu� 

 

� 

 

Seroteste si se 

 

centrifugheaz言 supernatantul 

 

xl 

 

Dilutie la un factor de 2コ 

 

く 

 

il il 

 

xl/16ロ xl /8ロ xl /4ロ 

 

Adaos la celulele de pe o plac首 de 

 

96 de godeuri (50il:50l) コ 

 

l 

 

Martor XV VOTI 15 

 

xl/32ロxl!16ロ xl /8ロ 

 

Martor X-VlV0''' 15 
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(9) In partea C, se a daug乞 urmtoare1e capitole: 

 

,,C.52 ST UDIU E XTINS ASUPRA REPRODUCERII PE DURATA UNE' GENERATI' 

 

PENTRU S PECIA MEDAKA (MEDAKA EXTENDED ONE GENERATION 

 

REPRODUCTION TEST -MEOGRT) 

 

INTRODUCERE 

 

1. Aceas t乞 metoda de testare este echivalent乞c u Orientarea OCDE privind testarea (TG) 

 

nr. 240 (2015).S tudlul extins asupra reproducerii pe durata unei generaりi pentru specia 

 

medaka (MEOGRT) descrie o metoda de testare c uprinz包toare bazata pe expunerea de 

 

pe§ti, de-a lungul mai multor generaIii, pentru a furniza date relevante pentru evaluarea 

 

riscurilor ecologice§i a riscurilor legate de substantele chimice, inclusiv substante 

 

chimice suspectate de a provoca tulburari ale sistemului endocrin (EDC). Expunerea in 

 

testul MEOGRT c ontinua ptlt la ecloziune (timp de doua stpt五mani dupa fertilizare, sdf) 

 

in cea de a doua generatie (F2). Ar fi necesare investigaIii suplimentare pentru a justifica 

 

utlitatea extinderii generatiei F2 dincolo de momentul ecloziunii; in acest moment, nu 

 

e xista suficiente informatii pentru a asigura conditiile sau criteriile relevante care s瓦 

 

garanteze extinderea generaIiei F2.i nsa acea sth metoda de testare plate fi actualizata pe 

 

mhsurh ce sunt luate in considerare informatii §i date noi. De exemplu, orientrile privind 

 

extinderea generaIiei F2 prin reproducere pot fi utile in anumite circumstante (de exemplu 

 

substantele chimice c u potential ridicat de bioconcentrare sau c u indicatii privind efecte 

 

transgenerationale la alti taxoni). Aceasta m etoda de testare poate fi utilizat乞 pentru a 

 

evalua efectele cronice potentiale ale substantelor chimice, inciusiv ale substantelor 

 

chimice care pot provoca tulburri ale sistemului endocrin, asupra pe§ tilor. Metida pune 

 

accent, in principal, pe efectele potentiale relevante asupra populatiei (§i afume, efecte 

 

adverse asupra supravieuirii, dezvoltrii, cre§terii S i reproducerii) pentru calcularea unei 

 

concentratii frt efect observat (CFEO) sau a unei concentratii efective (CEx), de§l ar 

 

trebui remarcat faptul ca abordrile CEx sunt rareori adecvate pentru studii ample de acest 

 

tip, unde este posibil sら nu fie practica o c re§tere a numarului de concentratii de testare 

 

pentru a permite determinarea CEx dorite, ceea ce plate cauza, de asemenea, probleme 

 

seiiniificative de bunastare a animalelor din cauza n umarului mare de animale utilizate. 

 

Pentru substantele chimice care nu necesit乞 o evaluare de-a lungul" mai multor generaIii" 

 

sau substantele chimice care nu sunt substante chimice care pot provoca tulburhri ale 

 

sistemului endocrin, ar putea fi mai adecvate alte metode de testare (1).S pecia ja ponez乞 

 

medaka este specia potrivit乞 pentru a fi utilizt乞 n cadrul acestei metode de testare,a vand 

 

in vedere ciclul de V iat. scurt al acesteia§ i posibilitatea de a-i determina sexul genetic (2), 

 

aceasta fuind c onsiderta a fi o c omponenta e sentiala in cadrul acestei metode de testare. 

 

Metodele specifice§ i punctele finale de observatie detaliate in prezenta me tod. sunt 
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aplicabile fumai pentru specia ja ponez5 medaka. Alte specii de pe§tl mici (de exemplu 

 

pe§tele-zebra) pot fi adaptate la un protocol de testare similar. 

 

2. Aceast. metoda de testare masoara mai multe puncte finale biologice.S e aco rda o 

 

importan鱗 deosebita efectelor negative potenIlale asupra parametrilor relevanti pentru 

 

populatie, inciusiv supravietuirea, dezvoltarea bruta,c re§terea §i reproducerea. In al doilea 

 

rnd, pentru a furniza informatii mecaniciste§i pentru a asigura o legatura intre rezultatele 

 

altor tipuri de studii in teren§i in laborator, n cazul n care e xist瓦 dovezi a posteriori 

 

pentru o substant chimica care declan§eaz瓦 o activitate potential provocatoare de tulburri 

 

ale sistemului endocrin (de exemplu, o activitate androgenica sau e strogenica i n cadrul 

 

altor teste§ i analize), se obtin alte informatii utile prin m乞surarea valorii mRNA a 

 

vitlogenin e i (vtg) (sau a proteinei vitelogenina, VTG), a caracteristicilor sexuale 

 

secundare fenotipice (SSC) aferente sexului genetic, precum § i evaluarea histopatologiei. 

 

Ar trebui remarcat faptul ct, n cazul in care o s ustant chimic乞 de testat sau metabolitii 

 

誠i nu sunt suspectati de a fi EDC, este posibil sa nu fie necesara m乞surarea acestor puncte 

 

finale secundare§l ar putea fi adecvate mai puIine studii cu utilizare intensivh a resurselor 

 

§ i animalelor (1). De丘nitille utilizate n cadrul acestei metode de testare sunt prezentatei n 

 

apendicele 1. 

 

CONSIDER TII PRELIMINARE S ! LIMITARI 

 

3. Din cauza numarului limitat de substante chimice testate§i al laboratoarelor implicate in 

 

procesul de validare a acestui test destul de complex, se prevede ca, atunci cand un numtr 

 

suficient de studii sunt disponibile pentru a confirma impactul acestui nou model de studiu, 

 

metida de testare va fi analizth §i , dact este necesar, va fi revizuita in contextul 

 

experientei dobandite. Datele pot fi utilizate la nivelul 5 din Cadrul conceptual al OCDE 

 

pentru testarea§l evaluarea perturbatorilor endocrini (3). Metida de testare incepe prin 

 

expunerea pe§tilor adulti (generatla FO) la substanta c himc乞 de testat i n faza de 

 

reproducere. Expunerea contnu乞 n etapa de dezvoltare§ i reproducere la generaia Fl§l de 

 

eclizare la generatia F2; astfel, testul permite evaluarea atat a parcursului endicrin 

 

structural, ct§ i a celui activa;ional. O abordare bazt pe forta probant乞 a datelor poate fi 

 

aplicat乞 atunci ca nd se i nterprete az乞 punctele finale aferente sistemului endocrin. 

 

4. Testul ar trebui sa includa un numr adecvat de persiane pentru a asigura i putere 

 

s u丘cienta de evaluare a punctelor 丘 nale relevante ale reproducerii (a se vedea 

 

apendicele 3), asigurandu-se in a cela§i timp faptul ca numarul de animale utilizate 

 

constituie minimul necesar din motive de bunastare a animalelor. Av'nd n vedere num五rul 

 

mare de animale utilizate pentru testare, este impirtant s乞 se analizeze cu atentie 

 

necesitatea efctu五rii testului in raDort cu datele existente care ar Dutea contine deja 
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infirmatii relevante privind multe dintre punctele finale din MEOGRT. In acest sens, se 

 

plate ibtine a sistent5 in contextul Cadrului OCDE privind testele de toxicitate la pe§ tl (1). 

 

Metida de testare a fist c inceputa in principal pentru a distinge efectele unei singure 

 

substante. Inst, dact se impune efectuarea unui test asupra unui amestec, ar trebui luat in 

 

ile pentru scopul de reglementare 

 

considerare dach acesta va ofeni rezultate acceptab 

 

prev5zut. 

 

5 

 

6. mnainte de inceperea testului, este important sa existe informatii c u privire la proprietaIlle 

 

de testat, in special pentru a permite adiptarea de 

 

este necesar sa existe o metoda ana1itic乞 suficient de 

 

fizico-chimice ale substantei chimice 

 

solutii chimice stabile. De asemenea, 

 

sensibila pentru verificarea concentratiilor substantelor chimice de testat. 

 

PRINCIPIUL TEST ULUI 

 

7. Testul incepe prin expunerea masculilor§ i femelelor mature din punct de vedere sexual 

 

(cel putin 12 sdf) in perechi de reproducere, timp de 3 s iptamani, jar in aceast乞 perioada 

 

substanta c himica de testat este distribuita n organismul generatiei parentale (FO) confirm 

 

compirtamentului shu tixicicinetic. Cat mai aproape posibil de prima zi a celei de a patra 

 

s pttmani, se co lecteaza o ua pentru a incepe generaIia Fl. In periiada de c re§tere a 

 

generaiei Fl (in total 15 sptmani), se analizeaz五 capacitatea de eclozare§i 

 

supravieuirea. In plus, pe§tii sunt inclu§i ne§a ntlin la 9-10 sdf pentru punctele finale de 

 

dezvoltare § i se analizeaz乞 perioada de depunere a icrelir timp de trei spt五m&ni, de la 12 

 

la 14 sdf. O generatie F2 incepe dup5 a treja spt乞mant de la evaluarea repriducerii, 

 

aceasta fuind crescuta Dafla la i ncheierea Drocesului de ecloziune. 

 

CRITERIH'E DE VALUMTATE A TEST ULUI 

 

8.Se aplict urmttiarele criterii de valabilitate a testului: 

 

concentratia ixigenului dizolvat ar trebui s乞 fie, pe parcursul test5nii,と 60 % din valoarea 

 

inshintre 

 

uis t fie mai 

 

cupr 

 

treb 

 

saturatiei aerului; 

 

Temperatura medie a apei pe intreaga durata a studiului ar trebui sa fie 

 

24 o C si 26 o C. Abaterile scurte de la medie in acvarii individuale nu ar 

 

maride2。C; 

 

Fecunditatea medie a martorilor n fiecare dintre generatii (FO§ i Fl) ar trebui sh fie mai 

 

mare de 20 de o ut per pereche pe zi. Fertilitatea tuturor o ulor priduse in timpul analizei 

 

ar trebui s乞 fue mai mare de 80 %. In plus, 16 dintre cele 24 de perechi de reproducere 

 

martor recomandate (> 65 %) ar trebui sa pnoduca mai mult de 20 de o u乞 pe pereche pe zi; 
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capacitatea de eclozare la martin ar trebuis乞 fie?: 80 % (medie) (pentru fiecare dintre 

 

gener可iile Fl§l F2) 

 

rata de supravietuire dupa eclozare, pan la 3 sdf §i dupa 3 sdf, pant in etapa finala pentru 

 

gener可ia Fl (§i afume, 15 sdf) ar trebui s乞 fie?: 80 % (medie) §i , respectiv, ?: 90 % 

 

(medie), la martiri (Fl); 

 

trebuie s乞 existe dovezi care sa demonstreze mentinerea s tisfctoare a concentratiilor 

 

substantei utilizate in test in intervalul de士 20 % din valorile medii masurte. 

 

In ceea ce priVe§te temperatura apei, de§i nu este un criteriu de validitate, duplicatele in 

 

cadrul unui tratament nu ar trebui sa fie diferite unele faa de altele din punct de vedere 

 

statistic, jar grupurile de tratament din cadrul testului nu ar trebui s乞 fie diferite unele fa博 de 

 

altele din punct de vedere statistic (pe baza mtsurtorilor de temperatura zilnice§i excluz&nd 

 

abaterile de scurta durata). 

 

9. De§i se piate observa i scadere a reproducerii la grupurile cu expunere mai mare, ar trebui 

 

s乞 existe reproducere suficienta in cel putin al trelea cel mai mare gmp§ i in toate 

 

grupurile mai miei de FO pentru a umple incubatiarele de eclizare.i n plus, ar trebui sa 

 

existe i ratt adecvat de supravieuire a embrionilir in al treilea cel mai mare grup de 

 

expunere § i n grupurile mai miei de expunere din Fl pentru a permite evaluarea punctelir 

 

finale la e§ationarea subadultilor (a se vedea punctele 36§ i 38§ i apendicele 9). In plus, ar 

 

trebui s乞 existe cel putin un nivel minim de supravietuire dupt eclozare (~ 20 %)i n cel de 

 

al doilea cel mai mare grup de expunere din Fl. Acestea nu sunt criterii de validitate, ca 

 

atare, ci recomandri pentru a permite calcularea valorilor CFEO sigure. 

 

10. Dach se o bserva o abatere de la criteriile de validitate a testului, cinsecintele ar trebui s五 

 

fie luate in considerare in raport cu fiabilitatea rezultatelor testului, jar aceste abateni§ i 

 

consideratii ar trebui st fie incluse in raportul testului. 

 

DESCRERA METODE! 

 

Aparatur豆 

 

11. Echipamentulo biSnuit de laborator i, in special, urmtoarele: 

 

(a) aparat de misurare a oxigenului§ i pI-metru; 

 

(b) echipament pentru determinarea durit毒1i§ i alcalinit瓦til apei; 

 

(c) ap aratur五 adecvatt pentru controlul temperaturii, de preferat c u monitorizare 

 

continua; 

 

(d) rezervoare din material chimie inert§ i de capacitate a daptat乞 la valonile recomandate 

 

de血 crcare§ i densitate a populatiei (a se vedea apendicele 3); 

 

(e) balantt c u precizie a decvat5 (mai exact, precizie de士 0,5 mg). 
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Ap五 

 

12. Onice tip de a pa i n care specia de testats upravietuie§te § i c re§te o perioad五 ndelungta n 

 

mod co respunzator plate丘 utilizta ca a p五i n scopul testrii. Apa ar trebui s5 prezinte O 

 

calitate c onstanta pe durata testului. Pentru a obtine certitudinea c乞 apa de dilutie nu 

 

i nnuenteaza i n mod necorespunztor rezultatele testelor (de exemplu, prin complexare cu 

 

substanta c himica de testat) sau nu a fcteazh negativ comportarnentul pe§tllor 

 

reproductori, ar trebui prelevate periodic probe pentru aaliz5. n cazul fn care se cunia§ te 

 

calitatea relativ co nstat5 a apei de dilutie, ar trebui sa se m5soare, de exemplu la§ase luni, 

 

continutuli n metate grele (de exemplu, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd§ i Ni), anioni § i cationi 

 

principali (de exemplu,c a2, 1g2, Na, K, Cl-,s 042), pesticide, carbon organic total§ i 

 

materii solide fn suspensie. Unele caracteristici chimice ale unei ape de dilutie acceptabile 

 

sunt prezentate i n apendicele 2. pH-u! apei ar trebui sa fie cuprins fn intervalul 6,5-8,5, dar 

 

pe durata unui anumit test, acesta ar trebui sa se incadreze ntr-un interval de士 0,5 unitati. 

 

Sistemul de expunere 

 

13. Nu se speci丘c瓦 modelul §i materialele utilizate pentru sisternul de expunere. Pentru 

 

sau alt 

 

testelor 

 

sa se utilizeze sticl乞, ote! inoxidabil 

 

care nu a fost contarninat fn cadrul 

 

construirea sistemului de testare ar trebui 

 

material inert din punct de vedere chimic 

 

acestui test, un sister de expunere adecvat plate fi corpus 

 

ntinuu (4)(5)(6)(7)(8)(9)( 10)( 11)( 12)( 13). 

 

anterioare. In scopurile 

 

dintr-un sister c u flux c o 

 

Solutii de testat 

 

14.So 1utia marna a substantei chimice de testat ar trebui sa fie introdus五i n sistemul de 

 

expunere printr-o pomp5 c orespunz5toare. Debitul solutiei marna ar trebui sa fie calibrat in 

 

conforrnitate c u confirrnarea analitica a solutiilor de testat nainte de fnceperea expunerii§ i 

 

verificat din punct de vedere volumetric fn mod regulat, pe durata testului.S olutia de testat 

 

din ficcare camera este reiinoita fn mod corespunzator (de exemp垣 minimum cinci 

 

refilnoiri de volurn/zi pan乞 la 16 reinnoire/zi sau un debit de maxim 20 ml/mmn flux),i n 

 

functie de stabilitatea substantei chimice de testat§ i de calitatea apei. 

 

15.S oluIii1e de testat din concentratiile alese se prepar乞 prin diluarea unei solutii ram. 

 

S 01utii1e marna ar trebui sa se prepare, de prefrint, pur§i sirplu prin amestecarea sau 

 

agitarea substantei chirnice de testat fn apa de dilutie prin mij hoace recanice (de exemplu, 

 

agitare §i /sau ultrasoni丘care). Pentru obtinerea unei solutii marna c u o concentratie 

 

c orespunztoare se pot folosi coloane/sisteme de saturare sau metode de dozare 

 

pasiv五 (14). Ar trebui sa se depun五 toate eforturile pentru evitarea solventilor sau a 

 

purt五torilor deoarece: (1) anumiti solventi pot avea ca rezultat toxicitatea§i /sau r五spunsuri 

 

nedorite sau nea§teptte, (2) testarea substantelor chimice peste solubilitatea lor in ap 

 

(astfel cum se plate fntampla frecvent prin utihizarea solventilor) poate duce la determinni 
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inexacte ale concentratiilor efective, (3) utilizarea solventilor in teste pe termen mai lung 

 

plate conduce la un grad semnificativ de ,,biofilmare" asociatc u activitatea mic robian, 

 

ceea ce ar putea avea un impact asupra conditiilor de mediu§i a capacitaIii de a mentine 

 

concentratule de expunere§ i (4) in absenta unir date istorice care s乞 demonstreze c乞 

 

solventul nu in且uenteaz5 rezultatul studiului, utilizarea solventilor necesit乞 un tratament al 

 

martorului tratat cu solvent care are implicaIii asupra bun5strii animalelor,i ntruct sunt 

 

necesare animale suplimentare pentru efectuarea testului. In cazul substantelor chimice 

 

care sunt di丘cll de testat, ar putea fi utilizat un solvent, in ultim豆 i nstant,§ i ar trebui 

 

consultat documentul de orientare nr. 23 al OCDE privind testarea toxicitatii acvatice a 

 

substantelor S i amestecurilor dificile (15) pentru a determina cea mai buna me tod. 

 

Alegerea solventului va fi determinata de proprietttile chimice ale substantei chimice de 

 

testat § i de disponibilitatea dateuor istorice privind utilizarea solventului. In cazul in care se 

 

utilizeaza solventi purtatori, ar trebui s乞 se evalueze martiri solventi adecvati, in plus fat 

 

unu 

 

(negativi) (diar apa de dilutie). 'f cazul in care utilizarea 

 

enti 

 

de martinii non-solv 

 

solvent este inevitabila§ i se priduce activitatea microbiana (buo-filmare), se recomanda 

 

inregistrarea/raportarea blo-丘lmrii pe rezervor (cel putin stpthmanal) pe durata testului. 

 

In mod ideal, concentratia solventului ar trebui s乞 fie mentinut五c onstanth n martorul 

 

solvent § i n toate tratamentele pentru testare. In cazul n care concentratia solventului nu 

 

este me ntinuta co nstant乞, in martorul solvent ar trebui utilizat乞 cea mai mare concentratie 

 

n cadrul tratamentului pentru testare. In cazurile i n care se utilizeaz乞 solvent purt五tor, 

 

concentratiile maxime ale solventilor nu ar trebui sa dep5§easc5 100 il/l sau 100 mg/l (15) 

 

§ise recomanda s5 se mentina concentratia solventului la un nivel ct mai scazut posibil 

 

(de exemplu,< 20 iil/l) pentru a se evita efectul potential al solventului asupra punctelor 

 

finale mhsurate (16). 

 

Animalele de testare 

 

Selctlraざ i pおtrra p賀telui 

 

16.S pecia testatt este medaka j aponez乞 Oryzias latipes, datoritt ciclului sau de viata scurt§ i 

 

posibilit毒ii de determinare a sexului genetic. De§i alte specii de pe§ti mici pot丘 adaptate 

 

la un protocol de testare similar, metodele specifice S i punctele finale de observatie 

 

detaliate in prezenta metoda de testare sunt aplicabile fumai pentru medaka ja ponez乞 (a se 

 

vedea punctul 1). Medaka este indusa c u u§urint pentru a se inmulti in captivitate;e xista 

 

metode publicate pentru cultura sa (17) (18) (19), precum § i date din cadrul testelor 

 

referitoare la mortalitatea pe termen scurt, la primele stadii de viatt§i ntregul ciclu de 

 

viata (5) (6) (8) (9) (20). Titi pe§tii sunt e xpu§i la lumint timp de 16 ore§ i 8 ore la 

 

ntuneric. Pe§tii vor fi hr乞niti c u creveti n s aramura vii, specia Arteria spp., larve nauplius 

 

care pot丘 suplimentate c u hran五 sub frm乞 de fulgi din comert, dac乞 este necesar. mrana 

 

sub frm乞 de fulgi din comert ar trebui analizat乞i n mod regulat pentru i denti丘carea 

 

contaminantilor. 
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17.A tta timp ca t se respecta practici de c re§tere adecvate, nu este necesar niciun protocol 

 

specific de c ultura. De exemplu, pe§tii medaka pot丘 crescuti in bazine de 2 1 cu 240 pet 

 

larvari pentru fiecare bazin pana la 4 sdf, apoi a ce§tla pot fi crescuti in bazine de 2 1 c u 

 

10 pe§ti per bazin pana la 8 sdf, dupa care sunt transferati in perechi de reproductie in 

 

bazine de 2 1. 

 

4climatareaざi selec,tiaP賀tiんr 

 

18. Pe§tii pentru testare ar trebui s乞 fie selectati dintr-un singur stoc de laborator care a fost 

 

aclimatat timp de cel putin doua stpthmani mainte de test in conditii de calitate a apei§ i de 

 

iluminare similare celor utilizate in cadrul testului (Nota:A ceast五 perioadt de aclimatare 

 

nu este o perioad乞 de expunere prealabila in situ).Se recomand乞sa se obtin乞 pe§ti pentru 

 

testare dintr-o c ultura intern, deoarece transportul pe§tilor adulti este stresant§i poate 

 

afecta reproducerea fiabil. Pe§tii ar trebui hr五niti c u creveti in sa ramut vii, larve 

 

nauplius, de doug ori pe zi in perioada de detinere§ i in faza de expunere, hrana fuind 

 

suplimentata de un tip de hran乞 sub forma de fulgi disponibila in comert, daca este necesar. 

 

Pentru a initia acest test§i a asigura o replicare a decVatt, se consider瓦 ca sunt necesare 

 

minim 42 de perechi de reproductie (54 de perechi de reproducie in cazul in care este 

 

necesar un martor solvent din cauza lipsei unor date istorice care s五 sus ting utilizarea 

 

e xclusiV五 a martorului solvent). In plus, fiecare pereche de reproductie din generaIia FO ar 

 

trebui sa fie v erifict乞 pentru a fi XX-XY (§i afume, o relatie co mplementarh normalt de 

 

cromozomi sexuali la fiecare sex) pentru a evita o posibila includere a masculilor spontani 

 

XX (a se vedea punctul 39). 

 

19. In faza de aclimatare, ar trebui s乞 se inregistreze mortalitatea la pe§tii de c ultura§ is t se 

 

aplice urmttoarele criterii dup乞 o perioad乞 de instalare de 48 de ore: 

 

Mortalitatea mai mare de 10 % la populatia de c ultura in perioada de§a pte zile dinaintea 

 

transferului in sistemul de testare: se respinge intregul lot; 

 

Mortalitatea intre S %§ i 10 % la populatia de cultur瓦 in perioada de§a pte zile dinaintea 

 

transferului in sistemul de testare: se asigura aclimatarea pentru§ apte zile in plus fat de 

 

perioada de aclimatare de doug sptamani; dach mortalitatea este peste 5% in a doua 

 

perioad乞 de§ apte zile, se respinge intregul lot; 

 

Mortalitatea sub S % la populatia de culturh in perioada de§ apte zile premergtoar 

 

transferului in sistemul de testare: se accept乞 lotul. 

 

20. Pe§tii nu ar trebui sa beneficieze de tratament pentru bili fn perioada de dou五s ptamani de 

 

aclimatare dinaintea testului§i in perioada de expunere, jar tratarea bolilor ar trebui sa fie 

 

complet e vitat, daca este posibil. Pe§tii c u semne clinice de boala nu ar trebui utilizati in 

 

cadrul studiului. Ar trebui sh fie ptstrata o e videnta a observatiilor §i a oricror tratamente 

 

D ro丘lactice si teraneutice in Derioada de c ulturt iremerg5toare testului. 
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21. Faza de expunere ar trebui sa fie i nitiata c u pe§tl adulti avand sexul genetic stabilit, care 

 

sunt dismorfici sexual, din rezerva laboratorului de animale mature din punct de vedere 

 

reproductiv § i crescute la o temperaturt de 25士 2。C . Pe§tn ar trebui identificati ca 

 

reproductori dovediti (§i afume,sa fi produs progenituri viabile) ns pt豆mana 

 

premergtoare expunerii. Pentru intregul grup de pe§ti utilizati n cadrul testului, intervalul 

 

greutatilor individuale pe sexe la nceputul testului ar trebui mentinut in limitele de士 20 % 

 

din media a ritmetic乞 a greut4ii la a cela§i sex. Un s ube§antion de pe§ti ar trebui cantrit 

 

mainte de test pentru a estima greutatea medie. Pe§tele selectionat ar trebui s5 fie de cel 

 

putin 12 sdf, avand o greutate de ? 300 mg in cazul femelelor Si de ? 250 mg n cazul 

 

masculilor. 

 

TIPUL TEST ILUI 

 

Concentratii de testare 

 

concentratii de substante chimice, plus martor(i). Toate 

 

considerare atunci cand se selecteazt 

 

relatiile cantitative strcturt-activitte 

 

matem 

 

inclusiv 

 

sa丘e 

 

22.Se recomand乞 utilizarea a 

 

sursele de informatii ar 

 

intervalul concentratiilor de testare 

 

(QSAR), datele extrapolate din teste analoage, rezultatele testeuor pe pe§ ti, cum ar丘 testele 

 

privind mortalitatea a cuta (capitolul c. i din prezenta a nex), testul de reproducere a 

 

pe§tllor pe termen scurt (capitolul C .48 din prezenta anexa)§i alte metode de testare, de 

 

exemplu, capitolele C.15,C .37, c.41, c.47 sau C .49 din prezenta a nex乞 (21) (22) (23) (24) 

 

(25) (26), dac.e xista, sau, dact este necesar, dintr-un test de stabilire a intervalului care ar 

 

putea include o fz乞 de reproducere. Dach este necesar, testul de stabilire a intervalului 

 

plate fi efectuati n conditii (calitatea apei, sistemul de testare, aportul de animale) similare 

 

cu cele utilizate pentru testul definitiv. In cazul in care este necesara utilizarea unui solvent 

 

§i nu sunt disponibile date istorice, testul de stabilire a intervalului plate fi utilizat pentru 

 

identificarea caracterului adecvat al solventului. Concentratia cea mai mare de testare nu ar 

 

trebui sh dep醐easca solubilitatea na p5, 10 mg/l sau 1/10 din 96h-LCS0 (27). Concentratia 

 

cea mai s cazuti ar trebui s乞 fie un factor de il pana la 100 de ori mai mic dect cea mai 

 

mare concentratie. Utlizarea a cinci concentratii n cadrul acestui test permite nu fumai 

 

masurarea rela;iilor doza-raspuns, ci§ i determinarea concentratiei celei mai sc乞zute pentru 

 

care este observat un efect (LOEC)§ i CFEO, care sunt necesare pentru evaluarea riscurilor 

 

n cadrul anumitor programe sau j urisdictii de reglementare. In general, factorul de 

 

separare dintre concentratii nominale ale substantei chimice de testat ntre niveluri de 

 

tratament adiacente este S 3,2. 

 

Duplicate in cadrul grupurilor de tratament§ i al martorilor 

 

23. Ar trebui sa fie utilizate minim§a se camere de testare duplicate pentru丘 ecare concentratie 

 

de testare (a se vedea apendicele 7). In faza de reproducere (cu exceptia generatiei FO), 
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structura de replicare este dublata pentru evaluarea fcundithtil §i fiecare duplicat are doar 

 

o si ngura pereche de reproductie (a se vedea punctul 42). 

 

Pe langa co ncentratiile de testat, ar trebui血 fie supuse testrii un martor a pa de diluIie , 

 

dach este necesar, un martor solvent. Ar trebui sh se utilizeze un nu r dublat de camere 

 

duplicate pentru martiri pentru a asigura o putere s tatistich a decvatt (§i afume, pentru 

 

martiri ar trebui sa fie utilizate cel putin douasprezece duplicate). n faza de reproducere, 

 

1umarl duplicateuor din martiri sunt dublate (§i afume, minim 24 de duplicate§i fiecare 

 

duplicat are o s ingura pereche de reproductie). In urma reproducerii, duplicatele martiri ar 

 

trebui sa contina cel ruit 20 de embrioni (pe§te). 

 

24 

 

PROCEDURA 

 

Inceperea testuiui 

 

25. Pe§tele adult activ din punct de vedere repriductiv, care este utilizat pentru inceperea 

 

generatiei FO in cadrul testului, este selectat pe baza a doua criterii: vrsta (de obicei 

 

peste 12 sdf, dar se recomandt sa nu se dep醐easca 16 sdf)§ i greutatea (ar trebui s乞 fie de 

 

?: 300 mg in cazul femelelor § i de?: 250 mg in cazul masculilor). 

 

26. Perechile femele-masculi care corespund s pecificatiilor de mai sus sunt mutate ca perechi 

 

individuale in fiecare duplicat din bazin,§ i afume dou乞sprezece duplicate in martiri§i 

 

§ ase duplicate in tratamente chimice la inceputul testului. Acestor bazine li se distribuie in 

 

mod aleatoriu un tratament (de exemplu, Ti-TS§i martor)§ i un duplicat (de exemplu, A-L 

 

la martiri§i A-F la tratament), jar apoi sunt introduse in sistemul de expunere cu debitul 

 

adecvat pentru fiecare bazin. 

 

Conditi! de expunere 

 

27. Apendicele 3 cuprinde o prezentare completa a parametrilor§ i co nditiiior de testare. 

 

Respectarea acestor specificatii 

 

punctelor finale la pe§tii martor 

 

ar trebui sa aib包 drept rezultat existenta unir valori ale 

 

similare c u cele enumerate in apendicele 4. 

 

28. In timpul testului, oxigenul dizolvat, pI-ul 

 

§i temperatura ar trebui s乞 fie misurate in cel 

 

putin un vas de testare al fiecarui grup de tratament§ i martor. Ca§ i cerinte minime, aceste 

 

misur'tori, cu e xceptia temperaturii, ar trebui efectuate o dat五 pes pt乞mana in perioada de 

 

expunere. Temperatura medie a apei pe intreaga durat乞 a studiului ar trebui 5t fie c uprins五 

 

intre 24。 C§ i 26。 C pe parcursul testrii. Temperatura ar trebui s乞 fie m乞suratt in ficcare zi 

 

in perioada de expunere. pI-ul apei ar trebui sh fie cuprins in intervalul 6,5-8,5, dar pe 

 

durata unui anumit test, acesta ar trebui sa se incadreze intr-un interval de士 0,5 unittti. 

 

Duplicatele in cadrul unui tratament nu ar trebui sa fie diferite uncle fata de altele din 

 

punct de vedere statistic, jar grupurile de tratament din cadnil testului nu ar trebui sa fie 
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diferite unele ft de altele din punct de vedere statistic (pe baza mhs urtorilor de 

 

temperatut zilnice§i excluzand abaterile de s curta durat). 

 

Durata expunerii 

 

29. Testul expune pe§ti reproductori sexual din generatia FO timp de trei spt5m&ni. 

 

s pt5nlana 4, aproximativ in ziua de testare 24, ses tb1le§te Fl, jar perechile 

 

h
叱
 

 

reproductie FO sunt eutanasiate, fuind inregistrate greutatea§ i lungimea (a se vedea punctul 

 

34). Aceasta este ur att de expunerea generaIiei Fl timp de alte 14 spt511l.ni (in total 

 

15 spt5mani 

 

generaIla 

 

Fl)§i a 

 

eclozare. Durata total乞 a testului este de 

 

generaiel F2 timp de doug spt瓦mani pana la 

 

19s ptalllani (§i afume, pana la eclozarea F2). 

 

Calendarele pentru testare sunt prezentate in tabelul 2§l explicate in detaliu in 

 

apendicele 9. 

 

Regimul de hr証nire 

 

30. Pe§tii pot丘 hr乞niti cu creveti ins aramur五 Arteria spp. (larve nauplii de 24 de ore) ad 

 

libitum, fuind asigurat un supliment de hrana sub fr a de fulgi din c 0me4, dac5 este 

 

necesar. 'rafa sub frmt de fulgi din comert ar trebui a nalizata in mod regulat pentru 

 

detectarea co ntaminanIllor precum pesticidele organoclorurate, hidrocarburile aromatice 

 

policiclice (HAP), bifenilii policlorurati (PCB). Ar trebui sa se evite produsele alimentare 

 

cu un nivel ridicat de s ubstante active endocrin (§i afume futoestrogeni) care ar putea 

 

compromite r5spunsul testului. Hrana neconsumat乞§ i materiile fecale ar trebui inltturte 

 

din vasele de testare, dupa caz, de exemplu prin c ur乞tarea cu atentie a fundului fiec豆rui 

 

bazin cu ajutorul unui sifon. Prtile laterale§i partea i nfrioar五 a fuec乞rui bazin ar trebui, de 

 

asemenea, s t fie cur豆te o data sau de doug ori pe s ptaman乞 (de exemplu, prin razuire cu 

 

o spatul). Un exemplu de program de htnire se ghseSte i n apendicele 5. Rata de hranire 

 

depinde de nu arul de pe§ti per duplicat. Prin urmare, se reduce rata de hrhnire dach e xista 

 

cazuri de mortalitate intr-un duDlicat. 

 

Determinare analitici si misuritori 

 

31. mnainte de inceperea perioadei de expunere, ar 

 

asigurt乞 

 

corespunzitoare a sistemului de alimentare cu substanta chimici. Ar trebui 

 

functionarea 

 

stabilite toate 

 

metodele analitice necesare, inclusiv cuno§ tinte suficiente privind stabilitatea substantei 

 

chimice in cadrul sistemului de testare. n timpul testirii, concentratiile substantei chimice 

 

de testare se determini la intervale adecvate, de preferini cel putin o dati pe siptimini, 

 

intr-un duplicat, pentru fuecare grup de tratament, cu rotire intre duplicate din cadrul 

 

aceluiasi grup de tratament i n fiecare siptimini. 

 

32.i n timpul testirii, debitele diluantului§ i ale solutiei mami ar trebui verificate periodic i n 

 

mod corespunzitor (de exemplu, cel puIin de trei ori pe siptimini). S e recomandi ca 

 

rezultatele si fue bazate pe concentratii misurate.i nsj,i n cazul in care concentra;ia 

 

567 

 



D060575102 

 

chimice de testat in solutie a fist mentinuta la un nivel satisfacator in 

 

substantei 

 

intervalul 士 20 % din media valirilir masurate pe durata testului, atunci rezultatele pot丘 

 

bazate fie pe valorile niminale, fie pe valorile masurate.i n cazul s ubstanlor chimice care 

 

se acumuleaza n pe§ti in mid semnificativ, concentratiile de testare pit scadea pe masura 

 

ce pe§tii cresc. n astfel de cazuri, se recimanda ca rata de reinniire a silutiei de testat din 

 

fiecare camera s. fie adaptata pentru a mentine cincentratiile de testare cat mai cinstant 

 

pisibil. 

 

Observatd ,i p"nctガ11al mds" rlt 

 

33. Punctele 丘 nale masurate includ fecunditatea, fertilitatea, eclizarea, cre§ terea §i 

 

s upravieuirea pentru evaluarea unir pisibile efecte asupra pipulatiei. De asemenea, ar 

 

trebui sa se emita zilnic observatii c u privire la cimportament, jar irice cimportament 

 

n eibl§nuit ar trebui sa丘e nitat. Alte puncte丘 nale mecanistice includ nivelurile mRNA 

 

hepatice ale vtg sau nivelurile de priteine VTG determinate prin imunodizare ( 28), 

 

markeni fenitipici sexuali, cum ar丘 papilele initatoarelir anale caracteristice masculilir, 

 

evaluarea histoligica a sexului ginadal§ i evaluarea histipatiligica a rinichilor,丘ca tului §i 

 

ginadei (a se vedea lista punctelir丘 nale din tabelul 1). Tiate aceste puncte丘 nale 

 

s peci丘ce sunt evaluate in cintextul determinarii sexului genetic al individului, pe baza 

 

prezentei sau absentei sexului masculin la specia medaka, ce determina valiarea dry a 

 

genei (a se vedea punctul 41). In plus, este evaluat timpul necesar pentru repriducere. In 

 

plus, pit fi derivate raporturi sexuale fenitipice simple pe baza infirmatiilir obtinute din 

 

numararea papilelir inotatoarelir anale pentru ca丘ec are peSte medaka sa丘e i denti丘cat ca 

 

fuind丘e mascul, fue femela fenotipica. Nu ar丘 de a§teptat ca prin aceasta metida de testare 

 

sa se detecteze abaterile mideste din rata de sex preconizata, deiarece numarul relativ mic 

 

de pe§ti per duplicat nu va asigura o su丘cienta putere statistica. De asemenea, in cursul 

 

evaluarii histipatiligice, gonada este evaluata§i sunt efectuate analize mult mai pertinente 

 

Dentru evaluarea fenitiDului aonadei in cintextul sexului aenetic. 

 

34. Sc ipu1 principal al acestei metide de testare este de a evalua efectele piten;iale relevante 

 

asupra pipulatiei ale unei substan;e chimice de testat. Punctele 丘na le mecaniciste (VTG, 

 

ssC§i anumite efecte histopatiligice ale ginadelor) pot, de asemenea, sa cintribuie la 

 

determinarea masurii n care onice efect este mediat prin intermediul activitatii endocrine. 

 

mnsa, aceste puncte丘 nale mecanistice pit丘 , de asemenea, influentate de pribleme 

 

sistemice sau alte tipuri de toxicitate. In cinsecinta, histipatilogia 丘c atului§ i a rinichilir 

 

poate , de asemenea, evaluata n detaliu, pentru a contribui la o mai buna intelegere a 

 

iricaror raspunsuri de la nivelul punctelor丘n ale mecaniciste. nsa, chiar daca nu sunt 

 

efectuate aceste evaluari detaliate, animaliile brute observate incidental in evaluarea 

 

histopatologica ar trebui titu§i observate§l raportate. 

 

Eutanasierea P賀tilor 
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35. La finalul expunerii generatillor FO§l Fl, atunci ca nd se constituie s ub-e§antioane de peti 

 

subadulti, pe§tii ar trebui sa fie eutanasiati c u can tithti adecvate de solutie a nestezica [de 

 

exemplu, metan sulfonat de tricain, 1S-222 (CAS.886-86-2), 100-500 mg/i]c u o soiu;ie 

 

tampon de 300 mg/i NaIに03 (bicarbonat de sodiu,CAS . 144-55-8) pentru a reduce iritatia 

 

membranei mucoase. in cazul in care pe§tii manifsta semne de s ufrintconsi derbil乞 (se 

 

poate prezice in mod sigur suferinta fiarte grav5§ i decesui)§ i considerati se co nsidera ca 

 

ace§tia sunt muribuiizi, animalele ar trebui anesteziate§ i eutanasiate§ i tratate drept 

 

mortaiitate i n scopul analizei dateuor. Atunci c td un pe§te este eutanasiat din cauza 

 

morbidittii, acest aspect ar trebui observat§l raportat. In functie de momentul in care 

 

pe§tele este eutanasiat in timpul studiului, se poate proceda ja retinerea pe§teiui pentru 

 

analiza histoDatologica (xarea Destelui Dentru o Dosibii乞 histoDato1ogie. 

 

Man加ularea mdん rざialarvelor d p賀t 

 

Colectarea oudlor d たperecんた d reproduc;ie pentru a propaga urmd tarea gner' ie 

 

36. Coiectarea o u乞ior se face in prima zi (sau in primeie dou乞 ziie, dach este necesar) a 

 

s pt五manii de testare 4 pentru a trece de ja FO ja Fl§i a spt乞manii de testare 18 pentru a 

 

trece de ja Fila F2.S pthmana de testare 18 corespunde pe§tilor aduiti din generatia Fl, 

 

15 sdf (spt五mani dup五 fertilizare). Este important ca toate icreie 5t fie eliminate din 

 

ficcare bazin cu o zi mainte de inceperea co iecttrii acestora pentru a asigura faptui c乞 toate 

 

icrele coiectate de ja o pereche de reproductie provin de la 0 singurt depunere de icre. In 

 

urma depunerii icrelor, femelele medaka i§i poarta uneori icrele aproape de anus pan五ca nd 

 

acestea pit丘 depozitate pe un substrat. In absenta unui substrat in bazin, icrele se gasesc 

 

fie ataate de o fmei, fie pe partea infrioara a bazinuiui. In functie de locul in care se 

 

afia, icrele sunt fie in dep包rtte c u gri de fmel, fie sifonate de la partea infrioar五 i n 

 

sptam&na de testare 4 a generatiei FO§ i in spthmana de testare 18 a generatiei Fl. Toate 

 

icrele coiectate i n cadrul unui tratament sunt adunate la un lic mainte de a fi distribuite la 

 

camerele de incubare. 

 

37. Filamentele din ou, care tin o u五le depuse laola1ta, ar trebui i ndephrtte. Icrele fertilizate 

 

(maxim 20) sunt colectate de ja ficcare pereche de reproductie (i pereche per duplicat), 

 

sunt adunate la un lic prin tratament § i distribuite in mod sistematic i n camere de incubare 

 

c orespunztoare (apendiceie 6, 7). Cu ajutorul unui microscop de disectie de buna caiitate, 

 

se pot vedea semnele fertiiizrii/dezvoitare precoce, cum ar fi ridicarea membranei de 

 

fertilizare (corion), diviziunea ce iuiar乞c ontinuh sau formarea blastulei. Camerele de 

 

incubare pot丘 introduse in acvarii de tip ,incubator" montate separat pentru ficcare 

 

tratament (caz i n care trebuie sa se ln乞 soare parametrii de calitate a apei§ i concentratiile 

 

substantei chimice de testat n acestea) sau n acvariul c u duplicate i n care vor丘 pastrte 

 

larvele eciozate (de exemplu, embrionui eclozat) vor五 limitate. In cazui i n care este 

 

n ecesara o a doua zi de colectare (ziua de testare 23), toate icrele din ambele zile ar trebui 
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safie grupate§l apul redistribuite in mod sistematic in fiecare dintre duplicatele pentru 

 

tratament. 

 

Creざtra icrelrpdnd た eclozare 

 

38. Icrele fertilizate sunt agitate in mod continuu, d exemplu, in incubatorul de icre prin 

 

intermediul bulelor de aer sau prin balansarea ve rtical乞a incubatorului de icre. Mortalitatea 

 

icrelor fertilizate (embrionilor) este ve ri丘ctt§ i nregistrt乞 zilnic. 'crete moarte sunt 

 

scoase din incubatoare (apendicele 9). Ina§a ptea zi dup乞 fertilizare (zdf), agitarea este 

 

o prit乞 sau redusa astfel inctt icrele fertilizate sa se depuna pe parteai nferioar瓦 a 

 

incubatorului. Astfel se promoveaz乞 eclozarea, de regul乞 in ur atoarea sau urmtoarele 

 

doua zile. Pentru fiecare tratament si martor, sunt numtrte larvele (larve tinere; embrioni 

 

eclozati) (baza de duplicate). 0uale fertilizate care nu au eclozat pana in perioada 

 

echiValentt cu dublul zilei mediane a incubatiei din martor (de regula, 16 sau 18 zdf) se 

 

consider包 neviabile si sunt eliminate. 

 

39. In fiecare bazin duplicat se transfri douasprezece larve. Larvele din camerele de incubatie 

 

sunt grupate§ i distribuite in mod sistematic in bazine duplicate (apendicele 7) . Acest lucru 

 

se poate realiza prin selectarea aleatorie a unei larve din rezerva de tratament §i prin 

 

ad乞ugarea secVentiala a unei larve, printr-o extragere nediferentiat, intr-un acvariu 

 

duplicat. Fiecare din bazine ar trebui sh contina un numtr egal (n = 12) de larve eclozate 

 

(maximum 20 de larve fiecare). Daca nu exist. suficiente larve pentru a umple toate 

 

duplicatele pentru tratament, se recomanda s乞 se asigure un numar ctt mai mare posibil de 

 

duplicate cu 12 larve. Larvele pot fi manipulate in conditii de siguran鱗 cu pipete din sticl乞 

 

cu diametru mare. Larvele suplimentare sunt eutanasiate cu anestezici. Pe parcursul celor 

 

cteva s pt瓦mani anterioare frmarii perechilor de reproductie, ar trebui sa se inregistreze 

 

ziua in care se o bserv五 primul eveniment de reproducere in fiecare duplicat. 

 

Formarea perechilor de reproductie 

 

ルierea 飢0坑toarelor ざ i determinarea sexuんi geuot加ic 

 

40. Determinarea sexului genotipic prin t五ierea unor pri din inottoare se realizeaza la 9-10 

 

sdf (§i afume,s pt五mana de testare 12-13 pentru generatia Fl). Toti pe§tli dintr-un bazin 

 

sunt anesteziati (folosind metode aprobate, de exemplu, IACUC) § i se preleva o mi ca 

 

proba de tesut din extremitatea dorsala sau ventralt a inottoarei caudale a fiechrui pe§ te 

 

pentru a determina sexul genotipic al exemplarului (29). Pe§tii dintr-un duplicat pot fi 

 

adpostiti in cu§ti mici, dac五 este posibil unul in fiecare cu§c乞,i n bazinul duplicat. In mod 

 

alternativ, dii pe§ti pot fi tinuti in fiecare cu§ct dac五 se pot diferentia unul de cel瓦lalt. Una 

 

dintre metode este de s乞 se taie i n mod diferentiat inottoarea caudala (d exemplu, 

 

extremitatea dorsal. fta de cea ventrala) atunci cand se preleva proba de tesut. 
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41. Se xul genotipic al speciei medaka este determinat de o gena i dentifictt§i incadrta intr-un 

 

§i r (dy) care este si tutt pe cromozomul Y. Prezenta dy in dich un exemplar XY, 

 

indiferent de fenotip, jar absen;a dry i ndica un exemplar XX, indiferent de fenotip (30); 

 

(31). Acidul dezixiribonucleic (ADN) din ficcare t乞iere a i nottoarei este extras5, jar 

 

prezenta sau absenta dry plate fi determinat瓦 prin metode de reactie in lant a pilimerazei 

 

(PCR) (a se vedea apendicele 9 din capitolul C .41 din prezenta anex乞 sau apendicele 3§ i 4 

 

de la punctul 29). 

 

tbilira Perechilor d rproductie 

 

42. Infirmatiile privind sexul genitipic sunt utilizate pentru a stabili perechile de repriductie 

 

XX-XY, indiferent de fenotipul extern care plate fi midificat prin expunerea la 0 s ubstant 

 

chimica de testat. In ziua urm乞toare celei in care se determin乞 sexul genitipic al fiec乞rui 

 

pe§te, se aleg i n mod aleatoriu doi pe§ti XX§ i dii pe§ti XY provenind din ficcare duplicat 

 

§i se stabilesc douh perechi de repriductie XX-XY. 'f cazul in care un duplicat nu are dii 

 

pe§ti XX sau dii pe§ti XY, ar trebui st se o btinh pe§ti adecvati din alte duplicate in cadrul 

 

tratamentului. Prioritatea este de a obtine num乞ru1 recomandat de perechi de repriductie 

 

duplicate (12) pentru ficcare tratament§ i pentru martiri (24). Pe§tli cu anomalii evidente 

 

(probleme ce tin de vezica urinara, defrm5ri ale colianei vertebrale, variatii de mrime 

 

extreme etc.) ar fie xclu§i de la stabilirea perechilir de repriductie. In faza de repriducere 

 

Den tru Fl. ficcare bazin duDlicat ar trebui s言 contin五 fumai i Dereche de reDroductie. 

 

E§antionarea subadultilor si evaluarea punctelor finale 

 

恥antionara p賀tilor din perechea d non-reproduc;ie 

 

43. Dup5 constituirea perechilor de reproductie, pe§ti neselectati pentru reproducere ulteriiarh 

 

sunt eutanasiati pentru mhs urarea punctelir finale ale subadultilor in sptalnana de 

 

testare 12-13 (F1). Este extrem de important ca pe§ti sa fie manipulati ina§a feli ncat 

 

sexul genotipic determinat pentru selectia perechilor de reproductie s乞 pit乞 fii nc乞 

 

depistat la un exemplar. Toate datele colectate sunt analizate in contextul sexului genotip ic 

 

al pe§telui specific. Ficcare pe§te este utilizat pentru o varietate de lll乞 surtiri ale punctelir 

 

finale, inclusiv: determinarea ratelir de supravietuire in cazul pe§tilir tineri/subadulti 

 

(spttmanile de testare 7-12/13 (Fl), a cre§terii in lungime (se plate m乞sura lungimea 

 

standard dachi not乞toarea ca udal乞 a fist scurttt ca urmare a prelevrii de pribe pentru 

 

analiza sexului genetic. Lungimea titalt plate fi misurat乞 n cazul in care fumai i 

 

pirtiune a initatiarei caudale, cea dirsal五 sau ventral, este e§antionta pentru dry, 

 

precum § i masa cirpirala (§i afume, masa umeda, uscare prin tamponare), valoarea mRNA 

 

a vtg (sau VIG)§ i papilele anale ale inottoarelor (a se vedea tabelele 1§ i 2). Este de 

 

precizat ca greutatea§ i lungimea perechilor de reproductie sunt necesare, de asemenea, 

 

pentru calcularea c re§terii mcdii in cadrul unui grup supus tratamentului. 
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恥antionara Jesutului 'i nおurarea vitelogeninei 

 

44. Ficatul este disecat§i ar trebui sa fie p乞strat laS -70 oc pan五 la m乞surarea mRNA a vtg 

 

(sau VTG). Ciada pe§telui, inciusiv nittiarea a nal, este pastrata i ntr-o silutie fixtivt 

 

a decvat乞 (de exemplu, Davidson's) sau fitografit乞 astfel nctt papilele i nittoarei anale s t 

 

fie luate n calcul la o data ulterioara. [Daca se dore§te, pit fi prelevate alte tesuturi (§i 

 

afume, ginada)§ i pastrte n acest miment.] Concentratia VTG din ficat ar trebui sa fie 

 

c uantificatt printr-i tehnica E LISA imiliaga (a se vedea pricedurile recimandate pentru 

 

medaka n apendicele 6 din capitilul C.48 din prezenta anex5). In mod alternativ, metidele 

 

pentru cuantificarea valirii mRNA a vtg,§ i afume, extragerea mRNA a genei vtg I dintr-i 

 

prob5 de ficat§i cuantificarea numhrului copiilir genei vig I (per ng de mRNA tital ) prin 

 

reactia PCR c atitativ, au fist stabilite de A genIia S U pentru protectia mediului (29). In 

 

locul determinrii num包rului de cipii ale genei Vig in grupurile martor§ i de tratament, i 

 

me toda mai accesibilh din punctul de vedere al resurselor§ i mai puIin dificil包 din punct de 

 

vedere tehnic va stabili midificarea relativa (multipicarea) a expresiei vtg I fn grupurile 

 

martor si de tratament. 

 

Caracteristici sexuale secundare 

 

45. In conditii nirmale, fumai pe§tii medaka masculi care sunt maturi din punct de vedere 

 

sexual sunt prev瓦zuti cu papile care se dezvOltt pe placile unite ale anumitor raze ale 

 

nittoarei anale ca i ca racteristic乞 sexuala secundar乞, iferind un posibil marker biilogic 

 

pentru efectele perturbatoare ale sistemului endocrin. Metida de cintabilizare a papilelir 

 

nittoarei anale (numtil de placi unite cu papile) este prezentata i n apendicele 8. De 

 

asemenea, nu hrul papilelor i nittoarei anale per exemplar este utilizat pentru a clasifica 

 

respectivul exemplar ca§i mascul sau femela fenotipic() la nivel extern i n vederea 

 

ca lculrii unui raport al sexului simplu per duplicat. Un pe§ te medaka c u onice numr mai 

 

mare de O este definit ca fuind mascul; un pe§te medaka c u zeri papile ale ino tatiarei anale 

 

este defmit c a丘 ind fmel. 

 

Evaluarea fcundit五tii si a frti1it豆tii 

 

46. Fecunditatea § i fertilitatea sunt evaluate ins ptdmanile de testare 1-3 la generaIia FO§ii n 

 

spt5nlanile de testare 15-17 la generatia Fl. 0uale sunt colectate zilnic pentru fiecare 

 

pereche de reproducie timp de 21 de zile consecutiv. 0u包le sunt u§ir eliminate de la 

 

femelele prinse i n plasa§ i/sau sifonate de la partea inferioara a acvariului i n fuecare 

 

dimineata. Fecunditatea§ i fertlitatea sunt i nregistrate zilnic pentru fiecare pereche de 

 

reproducie duplicat. Fecunditatea este definith c a fuind numhrul de o ua depuse, jar 

 

fertilitatea este de丘nit乞 din punct de vedere functional ca fuind numarul de o u乞 fertilizate § i 

 

viabile i n momentul numrrii. Num5rtoarea ar trebui e fctuatt ca t mai c urand pisibil 

 

duDa cilectarea o ulOr. 

 

572 

 



D060575102 

 

47. Fecunditatea duplicata este inregistrat. zilnic ca fuind nu arul de o ua per pereche de 

 

reproductie care se a nalizeaza prin procedurile statistice recomandate folosind mediile 

 

duplicate. Fertilitatea duplicata reprezinta suma nu hr1ui de o ua fertile produse de o 

 

pereche de reproductie i mprtit乞 la suma numarului de 0ut produse de perechea respectivt. 

 

Din punct de vedere statistic, fertilitatea este analizat五 ca procent per duplicat. Capacitatea 

 

de eclozare dup1cat乞 este numdrul de larve i mprit la num5rul de embrioni incrcati (de 

 

regult, 20). Din punct de vedere statistic, capacitatea de eclozare este analizata ca procent 

 

per duplicat. 

 

恥antionarea adultilor§i evaiuarea punctelor finale 

 

恥antimara p賀tiルr或nperechea de reproduc;ie 

 

48. Duph sptamana de testare 17 (§i afume, duph lansarea cu succes a generaiei F2), adultii 

 

Fl sunt eutanasiati si se e valueaz包 diverse puncte finale (a se vedea tabelele i§ i 2). 

 

i nottoarea anal乞 este procesata imagistic pentru evaluarea papilelor inot5toarei anale (a se 

 

vedea apendicele 8)§i /sau coada, imediat din spatele anusului, este indep乞rtt乞§i fixat 

 

pentru numtrarea ulterioara a papilelor. O po4iune a notttoarei caudale poate 丘 

 

e§ antionat乞 § i a rhivata n acest moment pentru verificarea sexului genetic (diny), dac乞 se 

 

dore§te. Dach este necesar, se poate preleva o probh de tesut pentru a repeta analiza dniy 

 

pentru verificarea sexului genetic al anumitor pe§ti.Se deschide cavitatea corpului pentru a 

 

permite perfuzarea cu so luIii fixative adecvate (de exemplu, Davidson's) mnainte de 

 

submersarea intregului corp in solutia fixativh. i nsa, in cazul in care se parcurge o etapa 

 

adecvata de permeabilizare mnainte de fixare, nu este necesar s5 se deschid. cavitatea 

 

corpului. 

 

HistoPatologie 

 

49. Fiecare pe§te este evaluat histologic pentru patologie i n tesutul gonadal (30); (29). Astfel 

 

cum este mentionat la punctul 33, alte puncte finale mecanistice evaluate in cadrul acestui 

 

test (§i afume, VTG,SSC§ i anumite efecte histopatologice ale gonadelor) pot fu 

 

influentate de toxlclt乞tl sistemice sau de a lt乞 naturi. i n consecn, histopatologia fucatului 

 

§i a rinichilor plate fi, de asemenea, evaluatt n detaliu, pentru a contribui la o mai bund 

 

nelegere a o ricaror r乞spunsuri de la nivelul punctelor finale mec aficiste. i nsa, chiar daca 

 

nu sunt efectuate aceste e valuri detaliate, anomaliile brute observate incidental in 

 

evaluarea histopatologica ar trebui totu§i observate§ i raportate. Ar putea fia vut乞i n vedere 

 

,, citirea de sus in jos" de la cel mai mare grup de tratament (comparativ c u martorul) la un 

 

tratament fara efect, nsa se recomandt consultarea ghidului privind histopatologia (29). 

 

De regul包, toate probele sunt prelucrate/secIionate, dupa care sunt citite de patolog. n 

 

cazul in care se utilizeaza o abordare de ,,citire de sus injos", se observa ca procedura Rao-

S cott Cochrane-Armitage by S lices (RS CAB S)a plic乞 principiul bazat pe a§teptar 

 

conformc reia, pe m乞sura ce cresc nivelurile dozei, va c reSte, de asemenea, impactul 
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biologic (patologia). Prin urmare, se va pierde putere daca se ja n considerare doar o 

 

singura doza, cea mai mare, fra dozele intermediare.i n cazul i n care nu este necesara o 

 

analiza s ttistich pentru a determina dach doza mare nu produce efecte, atunci aceasta 

 

abordare poate fia cceptbila. Fenotipul gonadei este, de asemenea, derivat din a ceast5 

 

evaluare 

 

4iteo厨erlノαtii 

 

50. MEOGRT furnizeaza date care pot fi utilizate (de exemplu, n cadrul unei abordri bazate 

 

pe forta probant乞 a datelor) pentru a evalua simultan cel putin dou乞 tipuri generale de 

 

parcursuri ale raspunsurilor adverse (AlP) care culmineazt cu deficienta de reproducere: 

 

(a) parcursuri mediate de sistemul endocrin, implicand perturbarea axului hipotalamo - 

 

hipofizo-gonadal (HPG) endocrin; § i (b) parcursurile care determini reduceni n ceea ce 

 

prive§te supravietuirea, cre§terea (lungime§ i greutate)§ i reproducerea prin toxicitate 

 

nemedita de sistemul endocrin. Punctele finale m乞surte, de regula, n testele de toxicitate 

 

c ronica, cum ar fi testul privind intregul ciclu de viat§ i testul privind etapele de via鱗 

 

timpunii sunt, de asemenea, incluse i n acest test§ i pot fi utilizate pentru a evalua pericolele 

 

prezentate a tat de modurile de actiune toxica nemeditt de sistemul endocrin, ct§ i de 

 

parcursunile de toxicitate meditt de sistemul endocrin.i n timpul testului, ar trebui s五 se 

 

e mit乞 zilnic observatii cu privire la comportament, jar onice comportament neobi§ nuit ar 

 

trebui sa fie notat. In plus, onice mortalitate ar trebui s乞 fie nregistnat五§i ar tnebui st fie 

 

calcult supravietuirea pan乞 la sacnificanea pe§tilor (spt5mana 6/7), supravieuirea dup 

 

sacrificarea la e§antionul de subadulti (in 9-10 sdf)§ i supravietuirea de la momentul 

 

realizrii de perechi ptn la prelevarea de probe de la peSti adulti. 

 

Tab elul 1: Prezentarea punctelor finale ale MEOGRT* 

 

Generatie 

 

Punct final 

 

Etapa de viat 

 

Fl, F2 

 

Eclozare (% si timp p&n乞 la eclozare 

 

Fl 

 

Suprvietuire 

 

Embrion 

 

(2 sdf) 

 

Exemplare 

 

Fl 

 

S upravietuire 

 

Crestere 

 

(lungime § i greutate) 

 

Vi telogenin 

 

(rnRNA sau protein) 

 

Caracteristici sexuale secundare 

 

(papil乞 nottoar anal) 

 

hnere 

 

(4 sdf) 

 

Subadu1t 

 

(9 sau 10 sdi) 
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FO, Fl 

 

Fl 

 

Procent sex extern 

 

Timp p&n la prima depunere 

 

Adult Reproducere 

 

(12-14 sdf) (fecunditate§1 fertilitate) 

 

Adult S uprVlcure 

 

(15 sdf) Crestere 

 

(lungime § i greutate) 

 

Caracteristici sexuale secundare 

 

(papil乞 nottoare ana) 

 

Histopatologie 

 

(gonad, 五 cat, rinichi) 

 

*Aceste puncte fraie trebuie sa fie analizate din punct de vedere statistic 

 

CALENDAR 

 

51. Un calendar pentru MEOGRT ilustrat in tabelul 2 arani testul. MEhGRT cuprinde 4 

 

s pttm'ni de expunere la adultii din FO§ i 15s tptamani de expunere la generatia Fl, 

 

precum § i perioada de expunere pentni cea de a doua generaie (F2), pana la ecloziune 

 

(2 sdf). Activitatea desf§urta pe parcursul MEOGRT este si ntetizta in apendicele 9. 
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Tabelul 2: Calendarele pentru expuncre§i punctele finale de msurar pentru MEOGRT. 

 

Calendarul MEOGRT pentru expunere si puncte finale 

 

Adult 

 

Subadu1t 

 

Modelul experimental cuprmde 

 

7 grupuri de duplicate 

 

o 5 pentru tratamente cu 

 

substante chimice de testat 

 

o 2 pentru tratamente cu martor 

 

(4, in cazul in care se utilizeaz豆 

 

solvent) 

 

Model in cadrul grupului 

 

0 12 duplicate pentru 

 

reproducere, patologie pentru 

 

adulti §i SSC (s百pt. li-18) 

 

o 6 duplicate pentru eclozare, 

 

suprvieuie, vtg;§ i - ssc§ i 

 

cre§tere subadulti (spt. l-9) 

 

caracteristici sexuale secundare; 

 

: spt5mni; 

 

vitelogenin豆 

 

Fi 1 2 3 4 

 

Fl 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

 

F2 1 2 

 

Spt豆11lanade 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

 

Etapa de vat cheie Embruon Larve Exemplare tinere 

 

Puncte finale 

 

Fecunditate Fi Fi 

 

Fertilitate Fi Fi 

 

Eclozare Fi F2 

 

Suprvieuire Fi Fi Fi 

 

Cr§ter Fi Fi Fi 

 

itelogellia Fi 

 

Sex secundar Fi Fi 

 

Histovatoloeie Fi 

 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

 

Spt豆mna de 

 

testare 

 

RAPORTAREA DATELOR 

 

AnaUza S tatiStiC豆 

 

52. Intrucat sexul genotipic este determinat la titi pe§tii pentru testare, datele ar trebui 5a fie 

 

analizate separat pentru fiecare sex genotipic (§i afume, masculi XY§ i femele XX). In 

 

cazul i n care acest lucru nu este posibil, puterea s tatistica a o ricrei analize va fi redu 

 

considerabil. Analizele statistice ale datelor ar trebui, de preferin, 5t urmeze procedurile 

 

descrise in documentul OCDE intitulat ,,Current Approaches in the S ttistical Analysis of 

 

Ecotoxicity Data: A Guidance to Application" (32) (Metode actuale de a naliza sttistic瓦 a 

 

datelor privind ecotoxicitatea: un ghid pentru aplicare) (32). Apendicele 10 ofrt orientri 

 

supimentare pentru analiza s tatistic. 

 

53. Modelul testului§i selectia testeuor statistice ar trebui st perita existenta unei puteri 

 

adecvate pentru detectarea s chimbrilor de im portant biologict i n punctele finale in cazul 

 

in care CFEO va fi raportata (32). Este posibil ca raportarea unir concentratii de efect§i a 

 

unir parametri relevan;i sa depinda de un cadru de reglementare. Ar trebui sa se identifice 

 

variatia procentuala la fiecare punct final care este important de detectat sau estimat. 
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posibil sh nu se aplice 

 

poth fi conceput un 

 

apermite acest lucru. Este 

 

si sa nu 

 

, 

 

pentru toate punctele finale. Prin 

 

unctelor finale pentru 

 

a experimentului. In 

 

asupra p 

 

adecvate 

 

finale 

 

criterii 

 

punctele 

 

Modelul testului trebuie adaptat pentru 

 

aceea§l Varlatie procentuala la toate 

 

experiment fezabil care sa indeplineasc乞 aceste 

 

indreptatA 

 

proiectri 

 

sa 丘e 

 

unei 

 

atentia 

 

vederea 

 

ca 

 

ln 

 

urmare, este important 

 

experimentul respectiv 

 

apendicele 10 este disponibil五 o diagram乞s ttistica §i o rientri pentru a aiuta la tratarea 

 

dateuor § i la alegerea celui mai adecvat test sau model statistic pentru a fi utilizat. Pot fi 

 

alte bordri statistice, cu conditia ca acestea s五 fie justificate din punct de vedere 

 

utilizate 

 

stiintific. 

 

54. Va fi necesar ca variatiile sa fie analizate in cadrul fiechrui set de probe duplicat folosind 

 

analiza variantei sau procedurile tabelelor de co ntingen, precum § i metode adecvate§ i 

 

suficiente de a naliza s tatistic五 pe baza acestei analize. Pentni a realiza o co mparaie 

 

multipla intre rezultatele obtinute la concentratii individuale§ i cele pentru martiri, se 

 

recomand乞 procedura de tip ,,step-down" (de exemplu, testul Jonckheere-Terpstra) pentru 

 

rspunsuri continue. n cazul in care datele nu sunt consecvente c u i relatie concentratie-

rspuns mo notona, ar trebui s瓦 se utilizeze testul Durmett sau Dunn (dupa o transformare 

 

a decvata a dateuor, daca este necesar). 

 

55. Pentru fecunditate, o uale sunt numrte zilnic, dar pot fi analizate ca numar total de o ua 

 

sau ca m sura repetata. Apendicele 10 prezintt detaliile privind modul in care este analizat 

 

acest punct final. Pentru datele privind histopatologia, care sunt sub frma de punctaje de 

 

gravitate, a fost elaborat un nou test statistic, Rao-Scott Cochran-Armitage by S 1ices 

 

(RISCABS) (33). 

 

56. Ar trebui s五 fie raportate onice puncte finale observate in tratamentele chimice care sunt 

 

semnificativ diferite de martinii c orespunztori. 

 

Consideratii privind analiza dateuor 

 

Utilizarea niveんriんr d tratament compromおe 

 

57. 0 serie de factori sunt luati in considerare atunci ca nd se stbile§te daca un duplicat sau 

 

intregul tratament demonstreaz瓦 toxicitate evidenta, ian acesta ar trebui sa fie exclus de la 

 

a naliza. Toxicitatea e videnta este definita ca > 4 eazuri de mortalitate in onice duplicat 

 

intre 3§i 9 sdf, care nu poate fi explicta prin croare tehnic乞. Alte semne ale toxicithti 

 

evidente includ hemonagia, compontamentele anormale, modalittile anormale de flot, 

 

anorexia § i onice alte semne clinice de b oalh.i n ceea ce prive§te semnele subletale de 

 

toxicitate, ar putea fi necesane evaluni calitative care ar trebui intotdeauna efectuatei n 

 

raport Cu Ufl grup de martiri dintr-un vas eu a p5 de dilutie (exclusiv a p乞c urta).i n cazul in 
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care se o bserv五 toxicitatea eVi denta la tratamentul (tratamentele) de la cel mai mnalt nivel, 

 

se recomanda ca tratamentele respective sa fie cenzurate de la a na1z. 

 

Martoni soんent 

 

58. Utilizarea unui solvent ar trebui a vut豆i n vedere doar ca ultim乞 solutie, dup乞 epuizarea 

 

tuturor celorlalte o pりuni de livrare a substantei chimice. n cazul utlllz5rli unui solvent, ar 

 

trebui sa se utilizeze concomitent o a pa de dilutie. La i ncheierea testului, ar trebui e fctuat 

 

o evaluare a potentialelor efecte ale solventului. Aceasta se rea1izeaza printr-o comparatie 

 

statistica i ntre grupul de martori solvent§ i grupul de martori ap乞 de dilutie. Cele mai 

 

relevante puncte finale care trebuie luate n considerare fn a ceast乞 analiza sunt factorii 

 

determinanti ai cre§terii (greutate), deoarece ac e§tia pot丘 afectati prin toxicit4i 

 

generalizate. i n cazul n care se detecteaza diferente semnificative din punct de vedere 

 

statistic la aceste puncte finale intre grupul cu martor tratat cu ap乞 de dilutie§ i grupul c u 

 

martor tratatc u solvent, ar trebui sa se recurg乞 la cea mai buna apreciere profesional乞 

 

pentru a determina dach validitatea testului este c ompromis. In cazul n care cci doi 

 

martiri difri, tratamentele expuse la substanta c himic乞 ar trebui comparate c u martorul 

 

tratat c u solvent,c u exceptia cazului i n care se c unoa§te faptul c乞 se prefer乞 o comparatie 

 

c u martorul tratatc ua p乞 de dilutie. n cazul n care nu e xist乞 diferente semnificative din 

 

punct de vedere statistic intre cele doua grupuri c u martori, se recomanda ca tratamentele 

 

expuse la substanta chimica de testat s. fie comparate cu cele ale grupului (grupul cu 

 

martor tratat c u solvent§i grupul cu martor tratatc u a pt de dilutie), cu exceptia cazului fn 

 

care se cunoa§te faptul ca se prefra fumai comparatia cu grupul c u martor tratat c u a pt de 

 

dilutie sau c u grupul c u martor tratatc u solvent. 

 

Raportul testului 

 

59. Raportul testului ar trebui s5 inc1uda urmatoarele: 

 

Subtnt chimicd de testat:ProPrie癖i de nati'庖lizica 糾 dcd este relewmち Proprie蹴i jizicoー 

 

chimice; 

 

Date de identificare a substantei chimice. 

 

S ubstanta monocomponentt: 

 

aspectul fizic, solubilitatea fn ap乞§ i alte proprietti fizico-chimice relevante; 

 

datele de identi丘care chimict, precum denumirea JUPAC sau CAs, num乞ru1 CAS sau 

 

codul shu InCh', formula structuralt, puritatea, identitatea chimich a im purittti1or, dup 

 

cum este necesar§ i fezabil din punct de vedere practic etc. (inclusiv continutul n carbon 

 

organic, dach este necesar). 

 

S ubstant乞 multicomDonenta. UVCB si amestecuri: 
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in masura in care este posibil, caracterizata prin identitatea chimica (a se vedea mai sus), 

 

aparitia cantitativa§i propriet可1le fizico-chimice relevante ale constituentilor. 

 

めecui de testare: 

 

numele § tiintific,s uSa, daca exista, sursa§i metida de colectare a iualir fertilizate, 

 

precum § i manipularea ulterioara. 

 

a)11或tii de testare. 

 

Perioada (perioadele) de expunere la lumina; 

 

Modelul de testare (de exemplu, dimensiunea camerei, volumul materialului §l al apei, 

 

numarul camerelor de testare§i al duplicateuor, numarul larvelor pe duplicat); 

 

metida de preparare a solutiilor mama§ i frecventa reinnoirii (ar trebui s t se specifice 

 

agentul de solubilizare§ i concentratia sa, atunci cand este folosit); 

 

metida de dozare a substantei chimice de testat (de exemplu, pompe, sisteme de diluare); 

 

eficienta de recuperare a metodei§i concentrtiile de testare nominale, limita de 

 

cuantificare, mediile valorile masurate § i abaterile lor standard in vasele de testare§ i 

 

metida prin care acestea au fist obtinute, precum § i dovezi ca masuratorile se refera la 

 

concentratiile substantei de testat in solutie reala; 

 

caracteristicile apei de dilutie: pH, duritate, temperatura, concentratia oxigenului dizolvat, 

 

nivelul clorului rezidual (daca a fist masurat), carbonul organic total (daca a fist masurat), 

 

solide in suspensie (daca au fist masurate), salinitatea mediului de testare (daca a fist 

 

masurata) si alte masuratori facute; 

 

concentratiile de testare nominale, mcdiiie valorilir masurate § i deviatiile standard ale 

 

acestora; 

 

calitatea apei din vasele de testare, pH, temperatura (zilnic)§i concentratia oxigenului 

 

dizolvat; 

 

informatii detaliate legate de hrana [de exemplu, tipul de alimente, sursa, cantitatea 

 

administrata § i丘 ecventa]. 

 

Rezultate: 

 

dovezi privind faptul ca martinii au indeplinit criteriile generale de validare; 

 

datele pentru martor (plus martorul tratat eu solvent atunci cand este utilizat)§ i grupurile 

 

de tratament, dupa cum urmeaza, eclozarea (capacitatea de eciozare§ i timpui pana la 

 

eclozare) pentru Fl§ i F2, rata de s upravieuire dupa eciozare pentru Fl, cre§tere 

 

(lungimea § i greutatea corporala) pentru Fl, sexul genotipic§ i diferentierea sexuala (de 

 

exempiu, caracteristiciie sexuale secundare pe baza papileior inotatoarelor anale§ i a 
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histologiei anale§i gonadale) pentru Fl, sexul fenotipic pentru Fl, caracteristicile sexuale 

 

secundare (papilele nottoarelor anale) pentru valoarea mRNA a vtg (sau proteina VTG) 

 

pentru Fl, evaluarea histopatologica (gonada, 丘 catul i rinichii ) pentru Fl§i reproducerea 

 

(fecunditate § i fertilitate) pentru F0 , Fl; (a se vedea tabelele i§ i 2). 

 

abordarea analizei statistice (anaiza regresiei sau analiza variantei)§ i tratarea dateuor 

 

(teste statistice§i modele utilizate); 

 

concentratia fr乞 efect observat (CFEO) pentru ficcare r乞spuns evaluat; 

 

concentratia cea mai scdzuta pentru care este observat un efect (LOEC) pentru fiecare 

 

rspuns evaluat (la p = 0,05);CEx pentru fiecare r乞spuns evaluat, dach este cazul, precum 

 

§i intervalele de ncredere (de exemplu 90 % sau 95 %)§i un grafic al modelului ajustat 

 

utilizat pentru calcularea lor, panta curbei c oncentr叫ie-raspuns, formula modelului de 

 

regresie, parametrii estimati ai modelului§ i erorile standard ale acestora. 

 

Once abatere de ac easta metida de testare§ i abateni de la cniteniile de acceptane, precum § i 

 

consideratii privind eventualele consecinte asupra nezultatului testului. 

 

60. Pentru rezultatele msurrilor punctelor finale, ar trebui sa fie prezentate valorile medii§i 

 

deviatiile lor standard (n functie de duplicat§ i concentratie, dach este posibil). 

 

580 

 



D060575102 

 

REFERINTE BIBLIOGRAFICE 

 

(1) OCDE (2012). Fish Toxicity Testing Framework, Environment, Health and 

 

Sa fty Publications,Se ries on Testing and Assessment (nr. 171), OrganizaIia 

 

pentru Cooperare§i Dezvoltare Economica, Paris. 

 

(1) Padilla s, Cowden J, Hinton DE, Yuen B, Law s, Kullman S W, Johnson R, 

 

Hardman RC, Flynn K§ i Au DWT. (2009). Use of Medaka in Toxicity 

 

Testing. Current Protocols in Toxicology 39: 1-36. 

 

(2) OCDE (2012b). Guidance Document on S tandardised Test Guidelines for 

 

Evaluating Endocrine Disrupters. Environmental Health and S afty 

 

Publications, Se ries on Testing and Assessment, (nr. 150),O rganiz可ia 

 

pentm Cooperare§ i Dezvoltare E conomica, Paris. 

 

(3) Benoit DA, Mattson VR, Olson DL. (1982). A Continuous-Flow Mini-
Diluter S ystem for Toxicity Testing. Water Research 16: 457-464. 

 

(4) Yokota H, Tsuruda Y, Maeda M, Oshima Y, Tadokoro H, Nakazono A, 

 

Honjo T§ i Kobayashi K. (2000). Effect of Bisphenol A on the Early Life 

 

S tage in Japanese Medaka (Oryzias Latipes). Environmental Toxicology and 

 

Chemistry 19: 1925-1930. 

 

(5) Yokota H,Se ki M, Maeda M, Oshima Y, Tadokoro H, uOnjo T§ i 

 

Kobayashi K. (2001). Life-Cycle Toxicity of 4-Nonylphenol to Medaka 

 

(Oryzias Latipes). Environmental Toxicology and Chemistry 20: 2552-2560. 

 

(6) Kang U, Yokota H, Oshima Y, Tsuruda Y, Yamaguchi T, Maeda M, Imada 

 

N, Tadokoro H§ i uonjo T. (2002). Effects of 17f3-Estradlol on the 

 

Reproduction of Japanese Medaka (Oryzias Latipes). Chemosphere 47: 71-
80. 

 

(7)Se ki M, Yokota H, Matsubara H, Tsuruda Y, Maeda M, Tadokoro H§1 

 

Kobayashi K. (2002). Effect of Ethinylestradiol on the Reproduction and 

 

Induction of Vitellogenin and Testis-Ova in Medaka (Oryzias Latipes). 

 

Environmental Toxicology and Chemistry 21: 1692-1698. 

 

(8)Se ki M, Yokota H, Matsubara H, Maeda M, 

 

(2003). Fish Full Life-Cycle Testing for 

 

Tadokoro H§ i Kobayashi K. 

 

the Weak Estrogen 4-T 

 

Pentylphenol on Medaka (Oryzias L atipes). Environmental Toxicology 

 

Chemistry 22: 1487-1496. 

 

ert-
and 

 

(9) Hirai N, Nanba A, Koshio M, Kondo T, Monta M§ i Tatarazako N. (2006a). 

 

latipes) Exposed to 173-

'fing Performance in S ex-
ization of Japanese Medaka (0?yzi 

 

iol:Effbct of ExI〕osure PeriodonS 

 

eniiii 

 

stradiol: Effect of Exposure Period 

 

F
E
 

 

Transformed Females. Aquatic Toxicology 79: 288-295. 

 

581 

 



D060575102 

 

(10) lirai N, Nanba A, Koshio M, Kondi T, Monita M§ i Tatarazako N. 

 

(2006b). Feminization of Japanese Medaka (Oryzias lat lp es ) Exposed to 

 

17β-Estradiol: Formation of Testis-Ova and Se x-Transfr ation During 

 

Early-Ontogeny. Aquatic Toxicology 77: 78-86. 

 

(11) Nakamaura A, Tamura I, Takanobu H, Yamamuro M, Iguchi T§ i 

 

Tatarazako N. (2015). Fish Multigeneration Test with Preliminary S hort-
Term Reproduction Assay for Estrone Using Japanese Medaka (Oryzias 

 

Latipes). Journal of Applied Toxicology 35:11-23. 

 

(12) Agenia S UA pentru protecIia mediului (2013). Validation of the Medaka 

 

Multigeneration Test: Integrated S ummary Report. Publicatie disponibil乞 la 

 

adresa: http ://www.epa.gov/scipoly/s ap/eetings/20 13/062513meeting.html. 

 

(13) Adolfsson-Erici M, Akerman G, Jahnke A, Mayer P§ i lcLachlan M 

 

(2012). A Flow-Through Passive Dosing S ystem for Continuously 

 

S upplying Aqueous S olutions of Hydrophobic Chemicals to 

 

Bioconcentration and Aquatic Toxicity Tests. Chemosphere 86: 593-599. 

 

(14) OCDE (2000). Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of 

 

Difcult S ubstances and Mixtures. OECD E nvironnental Health and S afty 

 

Publications, S eries on Testing and Assessment, (nr. 23), Organizatia pentru 

 

Cooperare §i Dezvoltare E conomic, Paris. 

 

(15) Hutchinson TH.,S hi11abeer N., Winter 'J§ i Pickford DB. (2006). Acute 

 

and Chronic Effects of Carrier S o1vents in Aquatic Organisms: A Critical 

 

Review. Review. Aquatic Toxicology 76: 69-92. 

 

(16) Denny JS ,S pehar RL, Mead KE§ i YousuffS C. (1991). Guidelines for 

 

Culturing the Japanese Medaka,0グ zias latipes. US EPA/600/3-91/064. 

 

(17) Koger Cs, Teh S J§ i Hinton DE. (1999). Variations of Light and 

 

Temperature Regimes and Resulting Effects on Reproductive Parameters in 

 

Medaka (Oryzias Lat加es). Biology of Reproduction 61: 1287-1293. 

 

(18) Kinoshita M, Murata K, Naruse K§ i Tanaka M. (2009). Medaka: Biology, 

 

Management, and Experimental Protocols, Wiley- Blackwell. 

 

(19) Gormley K§ i Teather K. (2003). Developmental, Behavioral, and 

 

Reproductive Effects Experienced by Japanese Medaka in Response to 

 

S hort-Term Exposure to Endosulfan. Ecotoxicology and Environmental 

 

safety 54: 330-338. 

 

(20) Capitolul C. 15 din prezenta a nex, Pe§te, test de toxicitate pe termen scurt 

 

privind stadiul embrionar§ i de pe§ti tineri. 

 

582 

 



D060575102 

 

(21)Capitolul C .37 din 

 

screening cu durta 

 

prezenta a nex, 

 

scuna 

 

pentru 

 

androgenice§ i a inhihnrii aromatazei. 

 

Analiza de 21 de zile pentru pe§ti: 

 

detectarea a ctiVit毒ii estrogenice§1 

 

(22) Capitolul C .41 din prezenta a nex, Testul de dezvoltare s exualh a pe§tilor. 

 

(23) Capitolul C .48 din prezenta ane x, Analiza 

 

pe§ti. 

 

ducerii pe termen scurt la 

 

(24) Capitolul C .47 din prezenta a nex, Pe§ti, Testul de toxicitate m stadii de 

 

V itt timpurii. 

 

(25) Capitolul C .49 din prezenta a nex, Testi! de toxicitate acu t. la embrionii de 

 

pe§ti (FET). 

 

(26) Wheeler JR, Panter 

 

S etting for Fish In 

 

1067- 1076. 

 

GI, Weltje L§l Thorpe KL. (2013). 

 

Vivo Endocrine Sc reening Assays. 

 

Test Concentration 

 

Chemosphere 92: 

 

(27) Tatarazako N, Koshio M, lori I, Monita M§i Iguchi T. (2004). Validation 

 

of an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Method for Vitellogenin in the 

 

Medaka. Journal of HealthScience 50: 301-308. 

 

(28) OCDE (2015). Guidance Document on Medaka Histopathology Techniques 

 

and Evaluation. Environment, Health and Sa ft Publications,S eries 

 

Testing and Assessment (nr. 227).O rganizia 

 

Dezvoltare E conomic, Paris. 

 

Cooperare 

 

on 

 

si 

 

, 

 

(29) Nanda I, Hornung U, Kondi M,S chmid M§ i S chart1 M. (2003). Common 

 

S pontaneous S ex-Reversed XX Males of the Medaka liyzias Latipes. 

 

Genetics 163: 245-25 1. 

 

(30)S hinomiy, A, Otake H. Togashi K. Hamaguchi S§ i Sa kaizumi M. (2004). 

 

Field S urVey of Se x-ReVersals in the Medaka, Oryzias Latipes: 

 

Sexing of Wild Populations, Zoological S clence 21: 613-619. 

 

(31) OCDE (2014). 

 

Ecotoxicity Data: 

 

exist as a separate 

 

Genotypic 

 

urrent Approaches in the S tatistical Analysis of 

 

guidance to application (annexes to this publication 

 

C
A
 

 

document), OECD Publishing, Paris. 

 

(32) Green JW, springer TA,S au1nier AN 

 

Analysis of Histopathology Endpoints. 

 

Chemistry 33: 1108-1116. 

 

583 

 

§i S wintek J. (2014).S tatistical 

 

Environmental Toxicology and 

 



D060575102 

 

DEFINITII 

 

Substant五 c hhnic五: o s ubstanta sau un amestec. 

 

ELISA: test de imunoadsorbtie c u anticorpi marcati enzimatic 

 

Fecunditate = n um五rul o utlor; 

 

Fertilitate = n umaru1 o ualor viabile/fecunditate; 

 

Lungimea cozii (LC): se refra la lungimea c uprinsa intre vrful botului§ i ca patul radiilor 

 

de mijioc ale inottoarei caudale§ i este utilizata la pe§tii la care este di丘cil de precizat unde 

 

se tennina coloana vertebrala (www.fishbase.org) 

 

Capacitatea de eclozare = larve/numarul de embrioni icrcti in tr-u incubator 

 

IACUC: Comitetul pentru ingrijirea§ i utilizarea animalelor 

 

Lungimea standard (SL) se refer la lungimea unui pe§te m五surat de la vtrful botului pana 

 

la extremitatea posterioara a ultimei vertebre sau la extremitatea posterioarh a liniei laterale 

 

a pedunculului. Cu alte cuvinte, aceasta masurtoare exclude lungimea nottoarei caudale. 

 

(www.fishbase.org) 

 

Lungimea total豆 (LT) se refera la lungimea c uprinsa intre vril botului§ i vrful lobului 

 

mai lung a nottoarei caudale, masurat' de regula c u lobii comprimati de-a lungul liniei 

 

laterale. Acesta este o masurtoare in linie dreapt乞, nu una m五surt五 urmtnd curbura 

 

corpului (www.fishbase.org) 
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Lー一ー一ー一ーーーーーーーーーーーーー一ーー 

 

Figura 1: Descrierea diferitelor lungimi folosite 

 

CEx: (concentratie e fctiVa pentru un efect x %) reprezinth concentratia care determin五 o 

 

vahoare x % a unui efect asupra organismelor testate intr-un timp de expunere dat in 

 

comparatie c u uf martor. De exemplu, o vahoare EC 5o este concentratia estimta sh produ 

 

un efect asupra unui punct final de testare la 50% dintr-o populatie e xpus豆i ntr-un timp de 

 

expunere stabilit. 

 

Testul in regim dinamic este un test cu flux continuu de solutii de testare prin sistemul de 

 

testare in perioada de expunere. 

 

Axa HPG: axul hipotalamo-hipofizo-gonadal. 

 

IUPAC: Uniunea Internationala de Chimie Pura§i A phicta. 

 

Rata de i nc豆rcare: greutatea umed乞 a pe§telui per volum de apA. 

 

Concentratia cea mai scAzutA pentru care este observat un efect (LOEC) este cea mai 

 

scAzutA concentratie testatA a unei substante chimice de testat la care se constatA un efect de 

 

reducere senmificativ din punct de vedere statistic asupra c re§terii (la p< 0,05) in 

 

comparatie cu martorul. nsA toate concentratiile de testare mai mari decAt LOEC ar trebui 

 

sA aibA un efect nociv egal cu sau mai mare decAt cele observate la LOEC. Atunci cAnd 

 

aceste douA conditii mentionate nu pot fi indephinite, ar trebui furnizatA o exphicatie 

 

completA a modului de alegere a LOEC (§i, prin urmare, CFEO). Apendicele 5§ i 6 oferA 

 

orientAni n acest sens. 

 

Concentratia letalA medie (LC50): este concentratia unei substante chimice de testat care 

 

este consideratA hetahA la 50 % din organismehe testate pe durata testului. 
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Concentratia fara efect observat (CFEO) este concentratia de testare imediat sub LOEC 

 

care, atunci cand este comparata c u martorul, nu are niciun efect semnificativ din punct de 

 

vedere statistic (p< 0,05)i ntr-un timp de expunere stabilit. 

 

S11LES: S pecificatie pentru i nregistrarea simplificata a structurii moleculare sub forma de 

 

text liniar. 

 

Densitatea populatiei: numarul de pe§ti pe unitatea de volum de apa. 

 

Substanta chimica de testat: onlce substanta sau amestec testat utilizand prezenta metida 

 

de testare. 

 

UVCB: substan;e cu c ompozitie necunoscuta sau variabila, produ§i de reactie complexa sau 

 

materiale biologice. 

 

VTG: vitelogenina este o fosfolipoghcoproteina precursoare a proteinelor din vitellus care 

 

n mod normal apare la femelele active din punct de vedere sexual din toate speciile ovipare. 

 

SDF: saptamani dupa fertilizare 
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ANUMITE CA RACTERISTII CH IMI E ALE APEl DE DILUTIE ACCEPTABILE 

 

�c o n c eitratie-lhnit' 

 

5 mg/i 

 

2 mg/h 

 

i ig/l 

 

10 ji剖! 

 

5mn飢 

 

5on飢 

 

25 n飢 

 

i jig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i jig/l 

 

i jig/l 

 

i jig/l 

 

i jig/l 

 

i jig/l 

 

ilOn帥 

 

ilOn帥 

 

ilOn飢 

 

Substant註 

 

Particule i n suspensie 

 

Carbon organic total 

 

Amoniac neionizat 

 

Chor rezidual 

 

Totalul pesticidelor organofosforoase 

 

Total pesticide organociomrate plus bifenihi pohiclorurati 

 

Total dlor organic 

 

Aluminiu 

 

Arsen 

 

Crom 

 

Cobalt 

 

Cupru 

 

Fier 

 

Plumb 

 

Nichel 

 

Zinc 

 

Cadmiu 

 

Mercur 

 

Argint 
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CONDITI' DE TESTA RE PENTRU MEOGRT 

 

1.S pccii recomandate Me dakjaponez乞 (Oryzias latipes) 

 

2. Tipul de testare Continuu n regim dinamic 

 

3. Temperatura apei Temperatura nominl乞 de testare este de 25 oc. Temperatura medie pe 

 

durata testului n fiecare bizin este de 24-26。 c. 

 

4. clittca iluiriinatului Becuri fiuorescente (spectru larg§ i~ l50 lumni/m2) 

 

(~l50 lux). 

 

16 h de l uin, 8 h de i ntucrlc 

 

6. Rata de fnc乞rare F0: 2 adulti!duplicat; Fl:l ntat乞c u maxim 20 deo u乞 (embrioni) 

 

/duplicat, redus乞 la 12 embrioni /duplicat la eclozare, apul 2 adulti 

 

(pereche de repr)ducIle XX-XY) la 9-10 sdf pentru faza de reproducere 

 

7. Volum minim utilizabil n 1,8 1 (de exemplu, dimensiunca camerei de testare: 18 x 9 x 15 cm) 

 

camera de testare 

 

8.Sc himburle de volum ale Minim 5 refnoiri de volum/zi pan乞 la maxim 16 refimoiri de volurn/zi 

 

solutiilor de testare (sau un debit de 20 rrillrrrin) 

 

9. Vrsta organismelor de testare FO:> 12s df7, ns乞 se recomand乞s乞 nu se dep喬easc乞 16 sdf 

 

la initiere 

 

10. Numru! dc organisme per F0: 2 pe§ti (pereche mascul§ i feme); Fl: Maxim 20 peti 

 

duplicat (ou)/dup!icat (produ§l din perechi de reproducie FO§ i Fl). 

 

11. Numr de tratamente 5 tratamente chiniice de testare plus martorii (martorul) adccvat 

 

(adecva1) 

 

12. Numru! de duplicate per Minimum 6 duplicate pe tratament pentru o s ubstant乞c himic乞 de testat 

 

tratament § i minim 12 duplicate pentru martor§ i pentru martorul tratatc u solvent, 

 

dach se uti!izeaz乞 (numru1 de duplicate este dublu n faza de 

 

reproducere n Fl) 

 

13. Numru1 de organisme per test Cel puin 84 de pe$i n FO§ i 504 n Fl. (fn caza! in care se uti!izeaz乞 un 

 

mai-tor tratatc u solvent, atunci se uti!izeaz乞 108 pe§ti n F0§1 648 de 

 

pe$i n Fl). Unitatea numrat乞 este cea reza!tat乞 dup乞 eclozarea 

 

embrionilor. 

 

i. Regirnul de hranire Pe§ti sunt brnitl c u c reveti de saramur, ArterIa spp., (nauplii de 24 de 

 

ore) ad libitum, brana 丘 ind sup!imentat乞 de un tip de brand sub frm de 

 

fulgi disponibi!乞 in c ome4, dach este necesar (un exemp!u de program 

 

de brnire prin care s乞 se asigure o cre $ere§ i o dezvoltare adecvate 
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reproducere sigurd se g乞se§te n apendicele 6). 

 

pentru a spnjim o 

 

Nu e xit乞,c u excepla cazului n care oxigenul dizolvat se apropie de< 

 

60 % din valoarea de saturatie n aer 

 

Ap乞c urt乞 de s uprf , din puuri sau recontituit乞 sau a p乞 de la robinet 

 

declorizt. 

 

lu primul rand, 19s pt乞mni (incubi4ie de la FO la F2) 

 

Capacitate de eclozare (Fl§ i F2); rata de supravietuire LF 1, de la 

 

eclozare la 4 sdf (sfar§itul etapei larvare/inceputul etapei de pe$i tineri), 

 

de la 4 la 9 (sau 10) sdf (de la nceputul etapei de pe§ti tineri la etapa de 

 

subaduli) § i de la 9 la 15 sdf (de la etapa de subaduli la ncheierea 

 

etapei de adulti)j;c re§tere (Fl, lungime § i greutate la 9§ i 15 sdf); 

 

caracteristici sexuale secundare (Fl, papilele nottoarelor anale la 9§ i 

 

15 sdf); itelogenin乞 (Fl, valoarea mRNA a vtg sau proteina VTG la 

 

15 sdf); sexul fenotipic (Fl, prin histologia gonadelor, la 15 sdf); 

 

reproducere (FO§ i Fl, fecunditate § i fertilitatea timp de 21 de zile); timp 

 

pn乞 la depunere (Fl);§ i histopatologia (Fl, gonad乞, ficat§ i rimcbi la 

 

15 sdf) 

 

15. Aerarea 

 

16. Apa de dilutie 

 

17. Perioada de expunere 

 

18.Puncte finale biologice 

 

(primare) 

 

19. Cnteni de validitate a testului Oxigen dizolvat de ?_60 % din valoarea saturatiei aerulul; temperatura 

 

medie a apei de 24-260C pe parcursul testului; reproducerea c u succes a 

 

unui procent de >65 % dintre femelele din solutiile (solutia) martor; 

 

fecunditatea medie zilnic乞 >20 de ou la martor(i); capacitatea de 

 

eclozare と 80 % (in medie) la martori (la ficcare dintre generaile Fl§ i 

 

F2); supraieuirea dup乞 eclozare p&n乞 la 3 sdfと 80 % (in medie) § i de 

 

la 3 sdf p&n乞 la ncheiere pentru generi4iaと 90 % (in medie) la martori 

 

(Fl), concentrIile substanei chimice de testat n soluie ar trebui 

 

mentmute n mod s tisfctor n intervalul + 20 % din valorile medii 

 

msurte. 
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0RIENTAR' PRIVIND VALORILE TIPICE ALE MARTORILOR 

 

Ar trebui remarcat faptul c乞 aceste valori ale martirilor se bazeazら pe un numr limitat de studii 

 

de validare§i pot face ibiectul unir modifcri n lumina experientei viitiare. 

 

Cre,tr 

 

S unt efectuate m五surttori de greutate§l de lungime pentru titi peSti e§a ntionti la 9 (sau 

 

10)§ i la 15 s pt包mtni dup五 fertilizare (sdf). Ace st protocol va genera valori preconizate de 

 

greutate umed, la 9 sdf, de 85-145 mg la masculi§i 95-150 mg la femele. Valorile 

 

preconizate de greutate, la 15 sdf, sunt de 250-330 mg la masculi§ i de 280-350 mg la 

 

femele. De§i pit exista abaten s ennificative de la aceste intervale pentru fiecare pe§te, 

 

valorile medii ale greut5ti care se afa n mod seninificativ in afara acestor intervale, n 

 

special cele mai scazute, ar sugera probleme legate de hr.nire, controlul temperaturii, 

 

calitatea apei, bili sau onlce combinatie a acestor factiri. 

 

Eclozare 

 

Reu§ita ec lozrii la martiri este, de regul, de aproximativ 90 %, inst valorile sctzute 

 

precum 80 % nu sunt rare. Reu§ita eclozrii sub 75 % plate indica agitarea i nsuficienta a 

 

o ut1or in curs de dezvoltare sau atentia necorespunztoare la manipularea oualor, cum ar fi 

 

lipsa eliminrii n timp util a oualor miarte, ceea ce conduce la o infestare fungic. 

 

prlvie'ir 

 

Ratele de supravietuire p&n乞 la 3 sdf de la eclozare§ i dupa 3 sdf sunt, de regu, de 90 % 

 

sau mai ruit n cazul martorilor, dar ratele de s upravieuire reduse in primele stadii de vlat, 

 

de 80 % in cazul martorilor, nu sunt alarmante. Ratele de supravietuire in cazul martorilor 

 

care nu dep醐esc 80 % ar fi motive de ingrijorare Si pot indica o curtare i nsuficientt a 

 

acvariilor, ceea ce determina pierdeni de pe§ti larvari prin imbolnavire sau sufocare din 

 

cauza nivelurilor sca zute de oxigen dizolvat. Mortalitatea poate sa apara, de asemenea, ca 

 

urmare a unei vtamri in timpul c ur rii bazinului§i prin pierderea de pe§ti larvari in 

 

sistemul de evacuare al bazinului. 

 

Gena vitlgen加d 

 

absolute ale genei viilgen in e (Vig) care sunt exprimate ca§ i copii/ng din 

 

cedurilor sau a 

 

mare la 

 

ca acest 

 

ori mai 

 

pro 

 

de 

 

neobisnuit 

 

pot varia semnificativ intre laboratoare din cauza 

 

procentul Vig ar trebui s乞 fie de aproximativ 200 

 

martor fat. de masculii din solutia martor. Nu este 

 

1000§i 2000; insa procentele mai mici de 200 sunt suspecte §i pot indica 

 

contaminarea probelor sau probleme legate de procedura /sau reactivii 
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Caracteristici sexuale secundare 

 

Pentru masculi, intervalul normal al caracteristicilor sexuale secundare, detmit ca hind 

 

numarul total de segmente n radiile papilelor mo ttoarelor anale, este de 40-80 de segmente 

 

la 9-10 sdf. Ptnt la 15 sdf, intervalul pentru masculii din solutia martor ar trebui sa fie in jur 

 

de 80-120§ i O pentru femelele din solutia martor. Din motive neexplicate, n cazuri rare, 

 

unii masculi nu dezvo1t5 papile pana la implinirea a 9 sdf dar, intrct toIi masculii din 

 

solutia martor dezvolta papile pan5 la i mplinirea a 15 sdf, acest lucru se int&mpl乞, cel mai 

 

probabil, din cauza dezvoltrii inttrzite. Prezenta papilelor la femelele din solutia martor 

 

indict prezenta masculilor XX in populatie. 

 

Masculli %二Y 

 

mai 

 

suri 

 

ncidena normala pe fond a masculilor XX n cultur乞 pare a fi de aproximativ 4 % sau 

 

ja ma 

 

incidenta 

 

ereditarL 

 

Ar trebui sa se 

 

Iulatie. I ntuct 

 

urmare, este 

 

sunt u tilizati pentru a 

 

§terea temperaturii. 

 

masculi XX in 

 

prin 

 

XX nu 

 

cre 

 

de 

 

putin la 25。 C, aceasta crescand odta cu 

 

a se reduce la minim propori 

 

aib乞 o componentt genetica§ i, 

 

cultur乞 § i asigurarea c乞 masculii 

 

pentm 

 

masculilor XX pare s t 

 

monitorizarea stocul de 

 

propaga stocul de cultura reprezint乞 un mij boc eficient de a reduce incidenta masculilor XX 

 

in populatie. 

 

4C万vitatea de depunere a oudルr 

 

Activitatea de depunere a ouhlor in duplicatele martor ar trebui m onitorizath zilnic mainte 

 

de evaluarea fcundit可ii. Perechile din solutia martor pot fi evaluate din punct de vedere 

 

calitativ vizual pentru a obtine dovezi privind activitatea de depunere a icrelor. Pana la 

 

implinirea a 12-14 sdf, maj oritatea perechilor din solutia martor ar trebui s乞 depun乞 icre. 

 

Numarul redus de perechi de depunere a icrelor pana la implinirea acestei perioade i ndic5 

 

existenta unor posibile probleme legate de s五nttea, maturitatea sau bunastarea pe§tilor. 

 

Fecun硫tate 

 

Pe§ti metaka sa nt0§i§l bine h瓦nlt depun icre zilnic pana la implinirea perioadei de 12-14 

 

sdf, producand ntre 15§i 50 de icre pe zi. In ceea ce prive§te producIla de icre, 16 din cele 

 

24 perechi de reproducere din soh4ia martor recomandate (>65 %) ar trebui s乞 produc乞 mai 

 

mult de 20 de icre per pereche pe zi, puttnd ajunge ptna la aproximativ 40 de icre pe zi. O 

 

cantitate mai mica dectt aceasta poate indica perechi de reproducIie imature, malnutrite sau 

 

neS乞ntoaSe. 

 

Fertilitate 

 

Procentul de icre fertile pentru perechile de reproducere din solutia martor este, de regula, 

 

situat in intervalul de 90 %, fuind frecvente valorile medn§ i cele superioare ptna la 90 %. 

 

Ratele de fertilitate mai mici de 80 % pentru icrele din solutia martor sunt suspecte§ i pot 

 

indica fie indivizi nesanto§i, fie condiIii de cultura mai putin ideale. 
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UN EXEMPLU DE PROGRAM DE IRANIRE 

 

Un exemplu de program de r乞nire pentru a asigura o c re§tere§ i dezvoltare a decvt. in 

 

vederea s ustineri unei reproducenl fiabile este prezentat in tabelul 1. Abaterile de la acest 

 

program de b nire pot fi acceptabile, dar se recomandt ca acestea sa fie testate pentru a se 

 

verifica dach se respecta conditia de c re§tere§i reproducere acce ptabila. Pentru a respecta 

 

programul de b nire sugerat, mnainte de inceperea testului trebuie sa se determine greutatea 

 

uscta a crevetilor insa ramurt pe volum de d可ecti ale crevetilor respectivi. Acest lucru se 

 

plate realiza prin cantrirea unui volum definit de dej eetul de creveti in saramura care au 

 

fost uscate timp de 24 de ore la 60 oc pe un recipient can trit in prealabil. Pentru a tine 

 

seama de greutateas瓦 rurilor din dej ectii, un volum identic de aceea§l solutie salin包 utilizat 

 

in dej eetui ar trebui sa fie, de asemenea, uscat,c a nttrit§ i s cazut din greutatea dej ectiilor in 

 

saramura uscate. n mod alternativ, crevetii in saramura pot fi filtrati §l cltitl cu ap包 distllat 

 

mainte de uscare, eliminand astfel necesitatea de a m五sura greutatea unui" corp de sare". 

 

Aceste informatii sunt utilizate pentru a transforma informatiile din tabel din greutate usct 

 

de creveti in sa ramur乞 in volum de dei eetui ale crevetilor ins ar amur乞 utilizate individual ca 

 

こctii1e crevetilor in 

 

corect乞 a crevetilon 

 

ptrile alicote din 

 

greutatea usc 

 

verifica 

 

ca 

 

se 

 

hrana pentru pe§ti. In plus, se recomanda 

 

saramur乞s乞 fie cantrites ptamanal pentru a 

 

in sa ramurh utilizati ca hran. 
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I aoeiui i: bxemDiu cte rrOgram cte nrarnre 

 

limp (lupa eciozare) 'reveti in saramura (2reutate 

 

uscata in m21peSte/zi) 

 

Ziua 1 0,5 

 

Ziua2 0,5 

 

Ziua3 0,6 

 

Ziua4 0,7 

 

Ziua5 0,8 

 

Ziua 6 

 

Ziua 7 

 

Ziua 8 

 

Ziua9 2,2 

 

Ziua 10 2,8 

 

Ziuall 3,5 

 

Ziua 12 4,2 

 

Ziua 13 4,5 

 

Ziua 14 4,8 

 

Ziua 15 5,2 

 

Zilele 16-21 5,6 

 

Sa ptamana 4 ノ,ノ 

 

S a ptamanaつ 9,0 

 

Sa Dtamana6 ILO 

 

S a ptamana I 13, 

 

S a ptamanaざ -SaCrmCare ZZコ 
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EXEMPLE DE CAMERA DE INCUBATIE A ICRELOR 

 

Exeinpiul4 

 

I� 

 

心 

 

．ー

一 

 

'-

/ 

 

Acest incubator este format dintr-o epnibeta de centrifuga din sticla sectionata transversal, 

 

care este conectata printr-un man§on din otel inoxidabil§ i fixt五 cu capacul c u filet al 

 

centrifugei. O eprubet5 mica din sticla sau din 

 

este pozitionatt 

 

suspenda icrele 

 

in apropierea prtii inferioare 

 

ote! inoxidabil este proiectata prin 

 

rotunjite, formand u§or bule de aer 

 

§i pentru a reduce transmiterea 

 

facilit&nd totodata schimbul de substante chimice 

 

Exe7pん！B 

 

Iき 

 

intre 

 

intre 

 

肌
・
a
 

 

capac 

 

pentru 

 

icre a infectiilor saprofite fungice, 

 

incubator § i rezervorul de pastrare. 

 

吏9 

 

包 

 

一 

 

血 

 

. 

 

! 

 

‘
、
豊
 

 

●

〇 

 
ー

一 
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Acest incubator este format dintr-un corp cilindric din s tic1a (cu diametru de 5 cm§ i 

 

n1time de 10 cm)§ i dintr-o p1asa meta1ict din ote! inoxidabil (0,25 p§ i ochiul de p1as乞 

 

de 32) care este prin血 de partea i nferioara a corpului c u un mnel PTFE. Incubatoarele sunt 

 

suspendate de la bara de ridicare la bazine§i se a gita vertical (o amplitudine de aproximativ 

 

5 cm) intr-un ciclu co respuztor (aproximativ o dta la 4 secunde) pentru icrele de medaka. 
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SCHEMAGRUPARI! 

 

TESTARE 1'IEOGRT 

 

S! POPULAR!! DUPLICATELOR PE PAR URSUL METODE' DE 

 

Figura 1: Gruparea§i repopularea duplicateuor pe parcursul metodei MEhGRT. Cifra s 

 

仕tamcnt 

 

parcursul 

 

sau % dintr-o solutie martor. Datorit首 grprii, identitatea duplicateuor nu este 

 

un 

 

pe 

 

testului. Este de precizat faptul c首 termenul ,,icre" se refrt la icre viabile, fertilizate 

 

(echivalente c u embrioni). 

 

Puncte finale 

 

eclozare 

 

sup ravietuirel 

 

crestere, VTG, ssc 

 

reproducere, patologie, ssc 

 

1 

 

F 

 

! 

 

個 
個 

個 
個 

 

pool 

 

viable eggs 

 

個 
個 

 

' 

 

一 
一 

一 
一 

一 
一 

一 
一 

一 
一 

一 
一 

 

個
個
個
個
個
個
個
個
個
個
個
個
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Tratamente § i duplicare. 

 

Metida de testare recomanda 

 

material tehnic de calitate si 

 

cinci tratamente c u substante chimice de testat utiliz&nd 

 

un martor negativ. Nu 乞rul duplicateuor per tratament 

 

rmane constant pe parcursul testului MEOGRT, jar numarul duplicateuor in tratamentul 

 

solutie martor este dublu ft乞 de onice tratament c u o s ubstata c himic五 de testat. 

 

generaia FO, fiecare tratamentc u substante chimice de testat 

 

tratamentul c u martor negativ are 12 duplicate. Recomandhm in 

 

are 

 

rid 

 

§aseduplicate, 

 

insistent s乞 

 

floseasc五 solventi, jar in caz contrar, in raportul MEOGRT ar trebuis五 se prez 

 

nu 

 

cu 

 

La 

 

jar 

 

nu se 

 

inte o 

 

justificare tat pentru utilizarea unui solvent,c t§ i pentru alegerea solventului. De 

 

asemenea, dact se utilizeaza un solvent, sunt necesare doug tipuri de martiri: a) un martor 

 

tratatc u solvent§i b) un martor negativ. Aceste doua grupuri de martiri ar trebui st 
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cuprind五 fiecare o rezerv乞co mp1et五 de duplicate i n toate punctele perioadei de desfurarea 

 

testului MEOGRT. Pe parcursul dezVo1trii organismelor supuse testhrii din generaia Fl (§i 

 

F2, pana la eclozare),aceas ta s tructur de duplicate ramane aceea§i. Ins乞,i n stadiul de adult, 

 

atunci ca nd se constituie perechile de reproducere n Fl, nu 5rul perechilor duplicat de 

 

reproducere pentru fiecare tratament se dubleaza n mod optim; prin urmare,e xista maxim 

 

12 perechi de duplicate i n cadrul fecarui tratament c u sub stante chimice de testat§i 24 de 

 

perechi de duplicate n grupul de martiri (§i alte 24 de perechi de duplicate i n martorul tratat 

 

cu solvent, dact este necesar). Momentul ecloziunii la embrionii depu§i de perechile din Fl 

 

se determin瓦 pe aceea§ i s tructur乞 de duplicate ca§i in cazul embrionilor depu§i de perechile 

 

din FO, ceea ce nseanll. initial§a se duplicate pentru fiecare tratament c u s ubstanth c himica 

 

§i12 duplicate n grupul (grupurile)c u martiri. 
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Apendicele 8 

 

NUMARAREA PAPILELOR INOTATOARE! ANALE 

 

Materiale § i reactivi principali 

 

Microscop de disectie (cu ca mer乞 video ta§t乞 optional) 

 

Fixator [de exemplu, Davidson's (Bouin's nu este recomandat)], dac乞 num乞rtoarea nu este 

 

efctuta din imagine 

 

Pro ce duri 

 

Dupt necropsie, inottoarea a na1乞 ar trebui sa fie procest乞 imagistic pentru a permite 

 

num包rrea co nvenbil包 a papilele inottoare1or anale. Chiar dach procesarea imagistic5 este 

 

metoda recomandati, inottoarea a nala poate丘丘 xtac u丘 xtor Davidson's sauc u un alt 

 

丘 xtor adecvat timp de aproximativ i minut. Este important ca inottoarea anal乞s t fie 

 

m entinuta la nivel plan in timpul 丘 xarii pentru a permite numrarea mai u§oar a papilelor. 

 

Carcasa c u inottoarea anala poate fi pastratt in fixatorul Davidson's sau in alt fixator 

 

adecvat pana la a na1iz五.S e numra pl乞cile comune (a se vedea figura 1)c u papile care jes 

 

in afra din marginea posterioara a pl五cii comune. 

 

Fi2ura 1: Papila inotAtoarci anale) 
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CALENDARUL DETALIAT AL MEOGRT 

 

航pt註m含ni1e de testare 1-3 (FO) 

 

Pe§tii reproductori din gener可ia FO, care au indeplinit criteriile de selectie (a se vedea 

 

punctele 16-20) sunte xpu§i timp de treis ptamani pentru a permite gameIilor§i tesuturilor 

 

gonadale in curs de dezvoltare sa fie expuse la substanta chimict de testat. Fiecare bazin 

 

duplicat g五zduie§te o singur五 pereche de pe§ti de reproducere印e reche de reproducere cu 

 

fmel5 XX-mascul XY).O utle depuse sunt colectate, nu rate§ i evaluate pentru fertilitate 

 

timp de 21 de zile consecutiv, incepand c u ziua de testare 1. 

 

舗pt豆11lana de testare 14 (FO si i) 

 

Este preferabil ca icrele (embrionii) fecundate (fecundati) § i viabile (viabili) sa fie colectate 

 

i ntr-os ingura zi; ins乞, in cazul n care nu e xist乞 suficienti embrioni, embrionii pot fi 

 

colectati pe parcursul a doug zile. Daca au fist colectati timp de doug zile, titi embrionii din 

 

cadrul tratamentelor care au fist colectati in prima zi sunt grupai cu cei colectati n a doua 

 

zi. Apul titi embrionii grup可i pentru fiecare tratament sunt distribuiti in mod aleatoriu in 

 

fiecare dintre incubatoarele duplicate la 20 de embrioni per incubator. Mortalitatea icrelor 

 

fertilizate (embrionilor) este Ve rificata§i i nregistrat乞 zilnic. Icrele moarte sunt scoase din 

 

incubatoare (moartea la icrele fertilizate poate fi reprezentt乞, n special n stadiile 

 

incipiente, printr-o pierdere s emni丘ctiVa a transluciditatii § i schimbarea coloratiei din 

 

cauza coagulrii§i /sau a precipitrii proteinelor, rezultand un aspect alb-opac; OCDE 210). 

 

Nota: In c azil in care un singur tratament necesita o a doua zi de colectare, toate 

 

tratamentele (inclusiv martinii) trebuie sa urmeze a ceast五 procedur五. In cazul in care, dup 

 

cea de a doua zi de colectare,e xista un numr insuficient de embrioni n cadrul unui 

 

tratament pentru a ncrca 20 de embrioni per incubator, se reduce n umarul de embrioni 

 

nctrcati n cadrul respectivului tratamentului specific la 15 embrioni per incubator. Dach nu 

 

e xista suficienti embrioni pentru a icrca 15 dintre ace§tla i ntr-un incubator, se reduce 

 

nunhrul de incubatoare duplicate p&n5 cand e xistt suficienti embrioni pentru a incrca 

 

15 dintre a ce§tia intr-un incubator. In plus, n gener叫la FO ar putea丘 adaugte mai multe 

 

perechi de reproducere pentru fiecare tratament § i martiri pentru a produce mai multe icre 

 

astfel ict s乞 se可 ug la numarul recomandat de 20 de icre per duplicat. 

 

In ziua de testare 24, perechile de reproducere din FO sunt eutanasiate § i se inregistreazt 

 

greutatea§i lungimea. Dac五 este necesar, perechile de reproducere din FO pot丘 pastrte 

 

pentru o perioad五s uplimentara de 1-2 zile pentru reinceperea Fl. 

 

航pt豆Illanh1e de testare 5-6 (Fl) 

 

Cu una pan乞 la dou五 zile mainte de data anticipta a nceperii e cloznii, se opre§te sau se 

 

reduce agitarea icrelor aflate n faza de incubatie pentru a accelera eclozarea. Pe masurt ce 

 

embrionii eclozeaz乞 in fiecare zi, larvele sunt grupate prin intermediul tratamentului § i 
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distribuite in mod sistematic in fiecare bazin c u duplicate larvare n cadrul unui anumit 

 

tratament, care contine maxim 12 larve. Acest lucru se realizeaza prin selectarea aleatorie a 

 

larvelor §i plasarea unei singure larve in duplicate succesive, in urma unei extrageri 

 

nediscriminatorii, trecand in ordine prin duplicatele de tratament specifice pant can d toate 

 

duplicatele din cadrul tratamentului au 12 icre.i n cazul in care nu exist五 suficiente larve 

 

pentru a umple toate duplicatele, se asigur faptulc t e xista c t mai multe duplicatec u 

 

12 larve pentru a incepe faza Fl. 

 

Icrele fertilizate care nu au eclozat pana in perioada ec hivalent五c u dublul zilei mediane a 

 

incubatiei din martor se consi der五 neviabile § i sunt eliminate.S e iregistreaz五 num瓦rul 

 

larvelor § i se ca 1culeaz乞 reu§ita ec lozhrii (capacitatea de eclozare) la ficcare duplicat. 

 

航pt豆Ill含ni1e de testare 7-11 (F1) 

 

S e verifica§ i se i nregistreaz乞 zilnic supravietuirea pe§tilor larvari in toate duplicatele. In 

 

ziua de testare 43, se inregistreazh nu hru1 de pe§ti s upravieuitori din fiecare duplicat, 

 

precum §i numhrul initial de larve introduse in duplicat (nominal dou乞sprzece). Acest lucru 

 

permite calcularea ratei de supravieuire de la eclozare la etapa de subadult. 

 

航pt註11lanh1e de testare (Fl) 

 

In ziua de testare 78-85, este prelevta o proba mich din inottoarea ca udala a fiecarui pe§te 

 

pentru a determina sexul genotipic al individului (§i afume, t.ierea inottoarlor) pentru titi 

 

pe§tli. Aceste informatii sunt utilizate pentru a stabili perechi de reproducere. 

 

n termen de trei zile de la determinarea sexului genotipic al fiecarui pe§te, se stabilesc in 

 

mod aleatoriu 12 perechi de reproducere pentru ficcare tratament § i 24 de perechi pentru 

 

ficcare martor.S e s electeaz乞 in mod aleatoriu§ i apui se grupeaz乞 dup乞 sex doi pe§ti XX§ i 

 

XY din ficcare duplicat, jar apul dintre ace§ tia se s electeaz5 in mod aleatoriu pe§ti pentru a 

 

stabili o pereche de reproducere (de exemplu, perechea XX-XY).S e stabilesc minim 

 

12 replici per tratament chimic§ i minim 24 de duplicate pentru martor c u o pereche de 

 

reproducere pentru ficcare duplicat. In cazul in care un duplicat nu are doi pe§ti XX sau dii 

 

pe§ti XY disponibili pentru grupare, atunci ar trebui sa se o btin5 pe§ti c u genotipul de gen 

 

adecvat din alte duplicate in cadrul tratamentului. 

 

Restul de pe§ti (maximum 8 pe§ti per duplicat) sunt eutanasiati§ i supu§i pre1evrii de probe 

 

pentm diferite puncte finale ale subadultilor. Datele dry (XX sau XY) pentru toate probele 

 

de subadulti sunt retinute pentru a se asigura c乞 toate datele privind punctele finale pot fi 

 

asociate c u sexul genetic al fiec包rui pe§te. 

 

航pt豆111合nh1e de testare 13-14 (F1) 

 

Expunerea c ontinua pe masura ce perechile de reproducere subadulte devin adulti. In ziua 

 

de testare 98 (§i afume, ziua dinaintea inceperii colec trii icrelor), icrele sunt eliminate ttt 

 

din acvarii,c t§ i din ferdle. 
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航pt豆11lanh1e de testare 15-17 (F1) 

 

Icrele eclozate sunt colectate zilnic timp de 21 de zile consecutiv in fiecare duplicat§ i 

 

evaluate pentru fecunditate § i fertilitate. 

 

航pt五11lana de testare 18 (repetarea s豆 pt五11lanii de testare 4) (F1§i F2) 

 

In ziua de testare 120, se co lecteaza icre din fiecare bazin duplicat dimineata. Icrele 

 

colectate sunt evaluate, jar icrele fertilizate (cu filamentele eliminate) de la丘eca re pereche 

 

de reproducere sunt grupate pe tratamente§i distribuite sistematic in camerele de incubare a 

 

icrelor, fuind introduse 20 de icre fertilizate in fiecare incubator. Incubatoarele pot fi 

 

introduse in ,,bazine incubatoare" separate constituite pentru fiecare tratament sau in bazinul 

 

duplicat care, n momentul eclozhri, va contine larvele eclozate. Este preferabil ca 

 

embrionii s乞 fie colectati intr-o s ingur瓦 zi; isa, daca nu exist乞 suficienti embrioni, embrionii 

 

pot fi colectati pe parcursul a doua zile. Dach au fost colectati timp de dou五 zile, toti 

 

embrionii din cadrul tratamentelor care au fist colectati in prima zi sunt grpaic u cci 

 

colectati in a doua zi. Apui toti embrionii grup叫i pentru ficcare tratament sunt distribuiti in 

 

mod aleatoriu in ficcare dintre incubatoarele duplicate la 20 de embrioni per incubator. 

 

Nott: In cazul in care un singur tratament necesita o a doua zi de colectare, toate 

 

tratamentele (inciusiv martorii) trebuie s瓦 urmeze ace asta procedura.i n cazul in care, dup 

 

cea de a doua zi de colectare,e xist乞 un n umr insuficient de embrioni n cadrul unui 

 

tratament pentru a incrca 20 de embrioni per incubator, se reduce n umhrul de embrioni 

 

ncrcti n cadrul respectivului tratamentului specific la 15 embrioni per incubator. Dach nu 

 

a incrca 15 dintre ace§tla intr-un incubator, se reduce 

 

pna c&nd existt suficienti embrioni pentru a incrca 

 

exista suficienti embrioni pentru 

 

numarul de incubatoare duplicate 

 

15 dintre acestia intr-un incubator. 

 

In ziua de testare 121 (sau ziua de testare 122, pentru a se asigura un bun inceput pentru F2), 

 

perechile de reproducere Fl sunt eutanasiate S i analizate pentru punctele finale la adulti. 

 

Dact este necesar, perechile de reproducere din Fl pot fi pastrate pentru o perioad乞 

 

sup1imentart de l-2 zile pentru reinceperea F2. 

 

航pt五manh1e de testare 19-20 (F2) 

 

Cu una pana la doug zile mainte de data antlclpta a inceperii ec lozri, se opr§te sau se 

 

reduce agitarea icrelor aflate in faza de incubatie pentru a accelera eclozarea. In cazul in 

 

care testul se ncheie prin finalizarea procesului de eclozare la generatia F2, larvele sunt 

 

num包rte§ i eliminate in fiecare zi. Embrionii care nu au eclozat dupa un timp de incubatie 

 

prelungit, definit ca fuind de perioada echivalent五 dublului zilei medii de eclozare in martor, 

 

sunt considerate neviabile). 
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ANALIZA sTATIsTICA 

 

Tipurile de date biologice generate in cadrul MEOGRT nu sunt unice§ i,c u exceptia dateuor 

 

privind patologia, au fist elaborate multe metodologii statistice adecvate pentru analiza 

 

corespunztoare a dateuor similare in functie de caracteristicile dateuor, inciusiv 

 

normalitatea, omogenitatea variantei, dach proiectul studiului se preteaz la testarea ipotezei 

 

sau la analiza regresiei, la testele parametrice comparativ c u cele neparametrice etc. Ca§i 

 

principiu general, analizele statistice sugerate respect5 recomandrile OCDE pentru datele 

 

privind ecotoxicitatea (OCDE 2006), jar in figura 2 se plate observa o diagram乞 decizional乞 

 

pentru analiza dateuor MEOGRT. 

 

se presupune c乞 , de cele mai multe ori, seturile de date vor a fia raspunsuri monotone.i n 

 

plus, ar trebui s乞 fie iuta in considerare problema utilizrii unui test statistic unidirectional, 

 

fta de un test statistic bidirectional. Cu exceptia cazului n care exista un rationament 

 

biologic care ar indica faptul c乞 testul unidirectional este inadecvat, se recomand五 utilizarea 

 

testelor unidirectionale. Chiar daca urmtoarea sectiune recomanda anumite teste statistice, 

 

dact sunt elaborate metode statistice mai adecvate§ i/sau mai puternice pentru a fi aplicate 

 

in cazul datelor specifice generate in MEOGRT, aceste teste statistice ar fi utilizate pentm a 

 

valorifica aceste avantaje. 

 

Datele MEOGRT ar trebui analizate separat pentru fiecare sex genotipic. Exista doua 

 

strategii de a naliza a dateuor de la pe§tii c u sex inversat (fie masculi XX, fie ferdle XY). 1) 

 

Se cenzureazh toate datele de la pe§tii c u sexul inversat pe parcursul intregului test,c u 

 

exceptia prevalentei sexului inversat din fiecare duplicat. 2) Datele de la titi pe§tii c u sexul 

 

inversat sunt laste n setul de date§ i analizate pe baza genotipului. 

 

Date privind histopatologia 

 

Datele privind histopatologia sunt raportate c a punctaje de severitate care sunt evaluate 

 

ajutorul unei proceduri statistice nou dezvoltate,§ i afume Rao-Scott Cochrane-Armitage 

 

叫
可
 

 

S1ices (RSCABS), (Green e t al., 2014). Ajustarea Rao-Scott retine informatii privind 

 

replicarea testului 

 

punctaj ele de sev 

 

procedura by 1ices integreaza a§ teptarea biologic乞 conformc reia 

 

eritate tind s乞c reasca o dt乞c u cresterea concentratiilor de tratament. 

 

Pentru fiecare diagnostic, datele de 

 

mai mare a patologiei decat martinii 

 

Date privind fecunditatea 

 

ie§ire RSCABS speci丘c五 tratamentele c u o 

 

§i gradui de severitate aferent. 

 

prevalent 

 

Anauizele pentru datele privind fecunditatea constau i ntr-un test de tip ,,step-down" 

 

Jonckheere-Terpstra sau Williams pentru determinarea efecteuor tratamentuuui, c u conditia 

 

ca dateue st fie consecvente c u o reuatie c oncentrtie-rtspuns monoton五. Cu un test de tip 

 

,,step-down", toate comparatiiue se realizeazh la nivelul de semnificatie de 0,05§ i fra 

 

ajustare pentru nmaruu comparatiilor realizate. Datele sunt prev甘zute a fi consecvente c u o 

 

relatie c oncentratie-raspuns monotona, dar acest lucru plate fi verificat fie prin inspectia 
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construirea de contraste liniare§ i pitrtice ale mij loacelor de 

 

a dateuor prin clasificare. Cu e xcepIia cazului fn care contrastul 

 

vizual乞 a dateuor, fie prin 

 

duph o transformare 

 

pttrtic este senmificativ§ i contrastul liniar nu este seirinificativ, se efectueazt testul 

 

tendintei. 1n caz contrar, se utl1izeazt testul Dunnett pentru determinarea efectelor trattri 

 

aceste 

 

Toate 

 

dact datele sunt distribuite in mod normal cu variatii omogene. In cazul fn care 

 

sunt indeplinite, se uti1izeazt testul Dunn cu o ajustare Bonferomii-Holm. 

 

icate sunt efectuate independent de onice test global F- sau Kniskal-Wallis. Mai 

 

eralizat c u eroni Poisson 

 

justificate din punct de 

 

cerinte nu 

 

testele ind 

 

multe detalii sunt furnizate in OCDE 2006. 

 

Pot fi utilizate metode alternative, cum ar fi un model liniar gen 

 

statistic dac乞 se utilizeaza 

 

sunt 

 

aviz 

 

pentru numhrrea icrelor (frt transformare), dach acestea 

 

vedere statistic (Cameron§ i Trividi, 2013).S e recomand乞 un 

 

o metod乞a lterntiv. 

 

Num豆rarea zi1nic豆a icrelor in cadrul unei generatii unice 

 

Modelul ANOVA este dat de Y = timp*timp + tratament + *tratament + timp*tratament + 

 

*timp*tratament, cu efecte aleatonii ale duplicatului (generare*tratament)§i timp<duplct 

 

(tratament), peritand existenta unor componente inegale ale variantei pentru ambele tipuri 

 

de la o generatie la alta. Aici, timpul se refera la frecvenIa numrrii o ualor (de exemplu, zi 

 

sau spt乞mana). Aceasta este o a naliza a m乞surilor repetate, stabilindu-se c orelaii intre 

 

observatii c u privire la ac elea§i duplicate, care reprezint5 natura mhsuritor repetate a dateuor. 

 

Efectele principale ale tratamentului sunt testate folosind testul Dunnett (sau Dunnett-Isu), 

 

care se austeazh in functie de nu aru1 de comparatii.S e impun可 usthri pentru efectul 

 

principal al gener可iei sau timpului, deoarece, c u a ce§ti dii factori, nu exista niciun nivel de 

 

"control" §i fiecare pereche de niveluri reprezinta o comparatie a interesului posibil. Pentru 

 

aceste doug efecte principale, daca testul F pentru efectul principal este semnificativ la 

 

nivelul de 0,05, atunci se pot testa comparatli pe perechi intre niveluri ale factorului 

 

respectiv la nivelul de 0,05 f五ra aust乞ri suplimentare. 

 

Modelul include interactiuni cu dout§ i trei factori, astfel inc&t, de exemplu, un efect 

 

principal, de pild瓦 pentru timp, s乞 nu pott fi senmificativ chiar dach timpul are un impact 

 

semnificativ asupra rezultatelor. Astfel, in canil in care o interactiune cu dii sau trei factori 

 

care implic乞 timp este semnificativa la nivelul de 0,05, atunci se pot accepta comparatiile 

 

nivelurilor de timp la nivelul de semnificatie de 0,05, fura o ajustare ulterioart. 

 

Urmtoarele sunt testete F pentru senm戸c可ia tratamentului fn intervalul de timp,a§ a-
numitele fragmente din tabelul ANOVA. in cazul fn care, fragmentul pentru tratament din 

 

Fl§i timpul 12 este semnificativ la nivelul de 0,05, atunci c ompar可iile pe perechi pentru 

 

tratament din cadrul Fl§ i timpul 12 pOt fi acceptate f五ra可 usttri ultenioare. Afirmatii 

 

similare sunt valabile in cazul testelor pentru timp n Fl§i tratament, precum§ i pentru 

 

generatie intr-un interval de timp§ i tratament. 

 

n cele din urm, pentru compar可ii care nu se incadreaza in niciuna dintre categoriile de 

 

mai sus,c omparaiile ar trebui realizate folosind ajustarea Bonferroni-Holm la valorile p. 
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Informatii suplimentare privind analizele unir astfel de modele se gasesc in licking (1985) 

 

§iin Hochberg§l Tamhane (1987). 

 

In mid alternativ, datele brute sunt inregistrate§i prezentate in raportul privind studiul ca§i 

 

fecunditate (numr de icre) per duplicat pentru丘 ecare zi. Ar trebui sa se calculeze media 

 

duplicta a dateuor brute, dup5 care sa se apuice transformarea la r5d乞cin乞 ptrt乞. Ar trebui 

 

sase calculeze ANO VA unidirectionala pe mediile duplicate transfirmate, apui contrastele. 

 

De asemenea, poate丘 util s5 se inspecteze vizual datele despre fecunditate pentru丘e car 

 

tratament §i /sau duplicat c u ajutorul unei diagrame cu puncte care a恥eaza date in timp. 

 

Acest lucru va permite o evaluare infrmal五 a efectelor pite叫iale in timp. 

 

Toate celelalte date biologice 

 

Analizele statistice se bazeaza pe ipiteza s ubiacent乞c t, printr-o selectie co recta a dozei, 

 

datele vir fi minitinice. Astfel, se presupune c乞 datele sunt minitinice§i sunt evaluate in 

 

mod firmai pentrn monotonicitate prin utilizarea unir contraste liniare§ i phtratice.i n cazul 

 

n care datele sunt minitinice, se recimand乞 un test Jinckheere-Terpstra asupra tendintei 

 

mediilor duplicate (astfel cum a fist recimandat in OCDE 2006). In cazul in care cintrastul 

 

ptratic este semnificativ§ i cintrastul liniar nu este semnificativ, datele sunt cinsiderate a丘 

 

non-monitinice. 

 

In cazul in care datele sunt nin-minitinice, n special din cauza raspusului redus al celui 

 

mai puternic sau al primeuor dou五 cele mai puternice tratamente, ar trebui sa se aibt n 

 

aceste tratamente. 

 

a tuturor datelor 

 

vedere cenzurarea setului de date astfel nctt analiza sa se fc乞 far 

 

Aceasta decizie va trebui luata pe baza rationamentului profesiinal §1 

 

disponibile, in special a celir care indic乞 toxicitate evidenta la respectivele niveluri de 

 

In cazui greut可i§ i al lungimii, nu se recomand五 transfrmri, de§i acestea ar putea丘 uneori 

 

necesare. i ns5 se recomanda o transformare la nivelul lig in cazul dateuor privind 

 

vitelogenina; pentru datele SS C se recomand乞 i transformare la niveiul r五d乞cinii ptrte 

 

(papila inottoarei anale); se recimandt i transformare a valorii arcsin-radhcina patrat 

 

pentru dateie privind proportia ecioz乞ri, procentul de s upravieuire, raportul de gen§ i 

 

pricentul icrelor fertile. Timpul pentru eclizare§i timpul pentru prima depunere ar trebui sa 

 

丘e considerati drept interval pan包 la datele evenimentelor, jar embrionii individuali 

 

neeclozati in perioada s tabilita sau duplicatele care nu eclozeazt nicio data sunt tratate drept 

 

date cenzurate de drept. Timpul pan乞 la eclozare ar trebui sa fie caiculat din ziua m edia乞 a 

 

eclozrii la fiecare duplicat. Aceste puncte finale ar trebui s五丘 e analizatec u ajutorul unui 

 

model de penicil pnipiriinal Cix c u efecte mixte. 

 

Datele biologice provenite de la probele de adulti prezint五 i s ingur乞 mtsurtoare per 

 

duplicat, §l afume, exlst un pe§te XX§ i un pe§te XY per acvariu duplicat. Prin urmare, se 

 

recomandh efectuarea unui test ANO VA unidirectional pe mediile duplicate. In cazul n care 

 

sunt ndepiinite ipotezele ANOVA (normalitatea § i omogenitatea variantei, astfel cum au 

 

fist evaluate pe valorile reziduale aie ANOVA prin testul S hapiro-Wilks § i, respectiv, 

 

Levene), ar trebui sa se utilizeze contrastele Dunnett pentru determinarea tratamentelor 
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diferite de martor. Pe de a lt乞 parte, daci ipotezele ANOVA nu sunt indeplinite, atunci ar 

 

trebui血 se efectueze un test Dunn pentru a stabili tratamentele care au fist diferite de 

 

martir. Se recomanda i prcedur乞 similar乞 pentru datele care sunt prezentate sub firm乞 de 

 

pricente (fertilitate, eclizare§ i s upraVieulre). 

 

Datele bioligice obtinute din pribele subadulte prezint乞 intre i§ i 8m乞s urtiri per duplicat, 

 

§iafume, pit exista numere variabile de indivizi care cintribuie la media duplicatului 

 

pentru fiecare sex genotipic. Prin urmare, se recimand乞 utilizarea unui mide! ANOVA cu 

 

efecte mixte§ i apui a cintrastelir Dunnett in cazul in care au fist adeverite ipitezele de 

 

nirmalitate §i de imigenitate a variantei (pe valirile reziduale ale efectelir mixte 

 

ANOVA). Daca acestea nu s-au adeverit, ar trebui sa fie efectuat un test Dunn pentru a 

 

stabili tratamentele care au fist diferite de martor一 

 

Figura 2: Diagram pentru procedurile statistice recimandate pentru analiza dateuor MEOGRT. 
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C.53 TEST UL PRIVIND C RSTERA S ! DEZVOLTAREA LARVELOR DE 

 

AMFIBIENI (LAGDA) 

 

INTRODUCERE 

 

1. Aceast& metod& de testare este echivalent&c u Orientarea OCDE privind testarea nr. 241 

 

(2015). Necesitatea de a dezvolta§i de a valida un test care plate s&i denti丘ce § i s& 

 

caracterizeze consecintele adverse ale expunerii la substante chimice toxice la amfibieni 

 

apare ca urmare a preocup&rilor privind faptul c& nivelurile substantelor chimice din 

 

mediu pot cauza efecte adverse at&t la oamern, c&t§ i la animale. Orientarea OCDE privind 

 

testarea din Testul c u privire la c re§terea § i dezvoltarea larvelor de amfibieni (LAGDA) 

 

descrie un test de toxicitate la o specie de amfibieni, care analizeaz&c re§terea § i 

 

dezvoltarea, de la fertilizare la inceputul perioadei juvenile. Este un test (de regul&, 

 

16 s&pt&m&ni ) care evalueaz& dezvoltarea timpurie, metamorfoza, supraviepairea, 

 

c re§terea § i maturizarea partial& a sistemului de reproducere. Aceasta permite, de 

 

asemenea, m&surarea unei senii de alte puncte finale, care permite evaluarea prin 

 

diagnosticare a substan;elor chimice suspectate de a perturba sistemul endocrin (EDC) sau 

 

a altor tipuni de substante toxice pentru dezvoltare S i reproducere. Metida descnis& in 

 

aceast& metod& de testare constituie rezultatul activit&tii de validare cu privire la broasca 

 

african& cu gheare (Xenopus laevis), care a fist desf§urat& de AgenIia S UA pentru 

 

protectia mediului (U.s. EPA),§i al activit&tii de sprijin desf§urate in Japonia (1). De§i 

 

alte specii de am丘 bieni pot丘 adaptate la un protocol de testare pentru c re§tere§ i 

 

dezvoltare, capacitatea de a determina sexul genetic constituind o component& important&, 

 

metodele specifice§i punctele finale de observatie detaliate in prezenta metod& de testare 

 

sunt aplicabile fumai in cazul Xenopus laevis. 

 

2. LAGDA se rVe§te drept test de nivel superior asupra unui amfibian pentru colectarea de 

 

informatii mai cuprinz&toare despre concentratie-r&spuns c u privire la efectele adverse 

 

adecvate pentru a丘 utilizate in i denti丘carea § i caracterizarea pericolelor, precum § i in 

 

evaluarea riscurilor ecologice. Testul se i ncadreaz& la nivelul 4 din Cadrul conceptual al 

 

OCDE pentru testarea§ i evaluarea substantelor chimice care perturb& procesele endocrine, 

 

in cazul in care testele in vivo furnizeaz&, de asemenea, date privind efectele adverse 

 

asupra punctelor丘 nale relevante pentru sistemul endocrin (2). Modelul experimental 

 

general implic& expunerea embrionilor X laevis din etapele 8-10 din Nieuwkoop§i Faber 

 

(NF) (3) la cel putin patru concentratii difenite din substanta chimic& de testat (in general, 

 

stabilite cel putin la intervale demi-loganitmice)§ i martor(i) p&n& la implinirea a 

 

10 s&pt&m&ni dup& timpul median i n etapa 62 din NF in martor,c u o prob& secundar& 

 

intermediar& in etapa 62 din NF [S 45 dup& fertilizare; de regul&, in jurul a 45 de zile 

 

(zdf)]. In丘eca re concentratie de testare exist& patru duplicate c u opt duplicate pentru 
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martor. Punctele finale evaluate in timpul expunerii (la proba secundara intermediara§1 la 

 

proba finalt la i ncheierea testului) includ respectivii indicatori ai toxicit毒i generalizate: 

 

mortalitate, comportament anormal§ i determinan de c re§tere (lungime §i greutate), precum 

 

§i puncte finale concepute pentru caracterizarea unir roduni de actiune s peci丘ce ale 

 

toxicitatii endocrine care vizeaza procesele丘 ziologice mediate de estrogen, androgen sau 

 

tiroida. Metida acorda atentie, in primul rand, efectelor poteniale relevante asupra 

 

populatiei (§i afume, efectele adverse asupra supravietuirii, dezvoltarii, cre§terii § i 

 

dezvoltarii reproductive) pentru calcularea unei concentratii la care nu se observa niciun 

 

efect (NOEC) sau a unei concentratii efective care provoaca o modificare x % (CEx) a 

 

punctului final masurat. De§i ar trebui remarcat faptul ca abordarile CEx sunt rareori 

 

adecvate pentru astfel de studii ample, unde cre§terea numarului de concentratii de testare 

 

pentru a permite determinarea CEx dorita ar putea sa nu fie practica. De asemenea, ar 

 

trebui remarcat faptul ca metida nu acopera faza de reproducere in sine. Definitiile 

 

utilizate in cadrul acestei metode de testare sunt prezentate in apendicele 1. 

 

CONSIDERATII PRELIMINARE S ! LIMITAR! 

 

3. Din cauza numarului limitat de substante chimice testate§ i al laboratoarelor implicate in 

 

pnocesul de validare a acestui test destul de complex, in special reproductibilitatea intre 

 

laboratoare nu este documentata cu date experimentale pana la aceasta data, se prevede ca, 

 

atunci cand un fumar suficient de studii sunt disponibile pentru a confirma impactul 

 

acestui nou model de studiu, onentarea 241 a OCDE privind testarea va fi analizata § i, 

 

daca este necesar, va fi revizuita in contextul experientei dobandite. LAGDA este un test 

 

important pentru a aborda potentiali factori care contribuie la declinul populatiei de 

 

amfibieni prin evaluarea efectelor expunerii la substantele chimice in etapa larvara 

 

sensibila, in care efectele asupra supravieuirii§i a dezvoltarii, inclusiv a dezvoltarii 

 

normale a organelor de reproducere, pot afecta negativ populatiile. 

 

4. Testul este conceput pentru a detecta (un) efect(e) apical(e) ca urmare a mecanismelor 

 

endocrine § i neendocrine§ i include puncte finale de diagnosticare care sunt partial 

 

specifice principalelor modalitati endocrine. Ar trebui remarcat faptul ca pana la elaborarea 

 

LAGDA nu a existat un test validat care sa serveasca acestei functii pentru amfibieni. 

 

5. i nainte de inceperea testului, este important sa existe informatii cu privire la proprietaIile 

 

fizico-chimice ale substantei chimice de testat, in special pentm a permite adoptarea de 

 

solutii chimice stabile. De asemenea, este necesar sa existe o metoda analitica suficient de 

 

sensibila pentat verificarea concentratiilor substantelor chimice de testat. Pe o durata de 

 

aproximativ 16 saptamani, testul necesita un fumar total de 480 de animale,§ i afume 

 

embrioni X. laevis (sau 640 de embrioni, in cazul in care se utilizeaza un martor solvent), 
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asigura o putere s uficlenta a testului i n vederea eVa lurii punctelor finale relevante 

 

cre§terea, dezvoltarea§l maturizarea sistemului de reproducere. 

 

pentru 

 

precum 

 

6. mnainte de utilizarea metodei de testare pentru testarea unui amestec i n scopul 

 

reglementrii, trebuie luati n considerare dach aceasta va ofeni rezultate acceptabile pentru 

 

procesul de reglementare prevazut. In plus,a ceasta testare nu evalueaza fecunditatea n 

 

mod direct, astfel nctt aceasta nu plate fia plicbila pentru a fi utiliztt ntr-un stadiu mai 

 

avansat deckt nivelul 4 din Cadrul conceptual al OCDE pentru testarea§ i evaluarea 

 

substantelor chimice care perturb五 procesele endocrine. 

 

BAZA ST IINTIFI A PENTRU METIDA DE TESTA R 

 

7. O mare parte din i nlegerea noastra ac tualt privind biologia amfibienilor a fist dobandit乞 

 

utilizand specia model de laborator X. laevis.A ceasta specie plate fic ultivta i n mod 

 

curent i n laborator, ovulatia plate fi indusa prin utilizarea gonadotropinei coriomce umane 

 

(hCG), jar stocurile de animale sunt imediat disponibile la cresctorii de animale din 

 

comert. 

 

8. La fel ca la toate vertebratele, reproducerea la amfibieni este sub controlul axei gonadale 

 

pituitare hipotalamice (HPG) (4). Estrogenii § i androgenii sunt mediatori ai acestui sister 

 

endocrin, ghidand dezvoltarea§ i fiziologia I esuturilor dimorfice sexual.E xista trei faze 

 

distincte n ciclul de V iaIh al amfibienilor, cand a ceasth a x. este deosebit de activa: (1) o 

 

diferentiere gonadalt i n timpul dezvoltrii larvelor, (2) dezvoltarea caracteristicilor sexuale 

 

secundare § i maturizarea gonadal乞 n faza j uVenil乞§ i (3) reproducerea functionala a 

 

adultilor. Fiecare dintre aceste trei ferestre de dezvoltare este susceptibil乞 de perturbare 

 

e ndocrina din cauza anumitor substante chimice precum estrogenii § i androgenii, 

 

conductnd in cele din urm la o pierdere a capacitatli de reproducere a organismelor. 

 

9. Gonadele incep s乞 se dezvolte i n etapa 43 din NF, atunci c&nd se dezvolt瓦 pentru prima 

 

dt瓦 creasta gonadal乞 bipotential乞. Diferentierea gonadelor incepe i n etapa 52 din NF, 

 

atunci cand celulele germinale primare fie migreaz5 spre tesutul tisular medular (masculi), 

 

fie rhnlan i n regiunea cortical乞 (femele) a gonadelor aflate i n dezvoltare (3). Acest proces 

 

de diferentiere sexual乞 a gonadelor a fost raportta prima dt乞 ca fuind susceptibil de a fi 

 

modificat chimic la Xenopus in anui 1950 (5) (6). Expunerea mormolocilor la estradiol in 

 

aceasta perioad5 de diferenIiere a gonadelor duce la inversarea sexului la masculi care, 

 

atunci cand ajung la vrsta a dulta, sunt femele complet funcIionale (7) (8). Inversarea 

 

functional5 a sexului femelelor n cel al masculilor este, de asemenea, posibila § i a fost 

 

raportta i n urma implantri de te sut testicular la mormoloci (9).i ns., de§i expunerea la 

 

un inhibitor al aromatazei ca uzeaza, de asemenea, inversarea functional乞 a sexului la X 

 

tropicalis (10), nu s-a demonstrat c五 aceasta apare la X. laevis. Din punct de vedere istoric, 

 

efectele substantelor toxice asupra diferentierii gonadelor au fist evaluate prin examinarea 
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histologica a gonadelor la metamorfoza, jar inversarea sexelor a putut fi determinata doar 

 

prin analizarea ratelor sexuale. Pana de curand, nu a existat niciun mijioc de determinare 

 

dlrect. a sexului genetic la Xnps.i nsa, o stabilire recentaa markerilor legati de sex la 

 

X. laevis permite determinarea sexului genetic§ i permite identificarea directaa animalelor 

 

c u sexul inversat (1 1). 

 

10. La masculi, dezvoltarea juvenila apare atunci c td cresc nivelunle de testosteron din 

 

s&nge, ceea ce corespunde dezvoltarii caracteristicilor sexuale secundare, precum §i 

 

dezvoltarii testiculelor. La femele, estradiolul este produs de ovare, ducand la aparitia 

 

vitelogeninei (VTG) in plasma§ i a ovocitelor vitelogenice in ovar, precum §i la 

 

dezvoltarea oviductelor (12). Oviductele reprezinta caracteristici sexuale secundare la 

 

femele, care functioneaza in etapa de maturare a ovocitelor in timpul reproducerii. 

 

Ovocitele sunt acoperite cu un strat gelatinos atunci cand trec prin oviduct§ i se colecteaza 

 

in ovisac, gata de fertilizare. Dezvoltarea oviductului pare a fi reglata de estrogeni intrucat 

 

dezvoltarea este corelata cu nivelurile de estradiol din sange la X. laevis (13)§ i X 

 

tropicalis (12).S -a raportat dezvoltarea oviductului la masculi in urma expunerii la 

 

co mpu§i bifenili policlorrai (14)§ i 4-te$-octilfnol (15). 

 

PRINCIPIUL TEST ULUI 

 

11. Modelul experimental implica expunerea embrionilor X laevis din etapele 8-10 din NF, pe 

 

calea apei, la cel puIin patru concentratii diferite din substanta chimica de testat§ i 

 

martor(i) pana la implinirea a 10 saptamani dupa timpul median in etapa 62 din NF in 

 

martor, cu o proba secundara intermediara in etapa 62 din NF. DeSi poate fi posibila, de 

 

asemenea, dozarea de substante chimice fiarte hidrifobe prin intermediul hranei, exista o 

 

e xperiena redusa in utilizarea acestei caj de expunere in acest test pana in prezent. in 

 

fiecare concentratie de testare exista patru duplicate cu opt duplicate pentru fiecare martor 

 

utilizat. Punctele finale evaluate in cursul expunerii le includ pe cele care indica toxicitatea 

 

generalizata [§i afume, mortalitatea, comportamentul anormal§ i determinarile privind 

 

c re§terea (lungime§ i greutate)], precum § i punctele finale prevazute a caracteriza modurile 

 

de actiune ale toxicitatii endocrine care vizeaza procesele fiziologice mediate de estrogen, 

 

androgen sau tiroida (§i afume, histopatologia tiroidiana, histopatologia gonadei§ i a 

 

canalului gonadal, dezvoltarea anormala, vitelogenina din plasma (optional) § i raportul 

 

sexului ge notiuic/fnotiDic). 

 

CRTERIn'E DE VA LIDITATE A TEST ULUI 

 

12.S e aplica urmatoarele criterii de valabilitate a testului: 
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concentratia oxigenului dizolvat ar trebuisa fie, pe parcursul testrii, ? 40% din valoarea 

 

saturatiei aerului; 

 

temperatura apei ar trebuisa fie in intervalul de 21士 1。 C, jar diferentele intre duplicate§ i 

 

diferentele intre tratamente nu ar trebui s t dep陶easc五 1,0oC ; 

 

pH-ui solutiei de testat ar trebui s5 fie mentinut intre 6,5§i 8,5, jar diferentele intre 

 

duplicate § i diferentele intre tratamente nu ar trebui sA depAeascA 0,5; 

 

ar trebui sA existe dovezi care sA demonstreze mentinerea satisfacAtoare a concentratiilor 

 

substantei utilizate in test in intervalul de士 20 % din valorile medii mAsurate; 

 

mortalitatea in perioada de expunere ar trebui sA fieS 20 % in fiecare duplicat in martiri; 

 

viabilitate de ? 70 % la icrele alese pentru a incepe studiul; 

 

timpul median pAnA la etapa 62 din NF ai martorilor ar trebui sA fie de S 45 de zile. 

 

Greutatea medie a organismelor de testat in etapa 62 din NF§ i la incheierea testului la 

 

martiri § i martiri trtai c u solvent (dacA se utilizeazA) ar trebui sA atingA 1,0士 0,2§ i, 

 

respectiv, 11,5士 3g. 

 

13. De§i nu este un criteriu de validitate, se recomandA ca cel puIin trei niveluri de tratament 

 

cu trei duplicate necompromise sA fie disponibile pentru analizA. Mortalitatea excesivA, 

 

care compromite un tratament, este definitA ca> 4 mortalitAti (>20 %) la 2 sau mai multe 

 

duplicate care nu pot fi explicate prin eroare tehnicA. Cel putin trei niveluri de tratament 

 

f五rA toxicitate evidentA ar trebui sA fie disponibile pentru analizA.Se mne1e de toxicitate 

 

evidentA pot include, printre altele, plutirea la suprafaA, stagnarea pe fundul rezervorului, 

 

motare inversA sau neregulatA, lipsa activitAIii la a pariIie la s uprafa鱗§i lipsa de reacIie la 

 

stimuli, anomalii morfologice (de exemplu, difrmit4i ale membrelor), leziuni hemoragice 

 

si un eder abdominal. 

 

14. In cazul in care se observA o abatere de la criteriile de validitate a testului, consecintele ar 

 

trebui sA fie luate in considerare in raport c u fiabilitatea rezultatelor testului, jar aceste 

 

abateni Si consideratii ar trebui sA fie incluse in raportul testului. 

 

DESCRERA METODELOR 

 

AparaturA 

 

15. Echipamentul o bi§nuit de laborator i, in special, urmAtoarele: 

 

(a) aparaturA de control al temperaturii (de exemplu, aparate de incAizire sau aparate de 

 

rAcire ajustabile la 22。士 1。C ); 

 

termometru; 

 

un microscop binocular pentru disectie§ i instrumente de disectie; 

 

、J 
, 

 

b 
c 

 

‘

、 

‘

、 
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(d) ca mera digitai五c u o rezolutie de cel p'4in 4 megapixel§ ic u functie micro (daci este 

 

necesar); 

 

balantt ana litica a vand o capacitate de m五surare p&n' la 0,001 mg sau 1 ig 

 

aparat de mas urare a oxigenului dizolvat§la pl-ului; 

 

命り 
D 

 

(g) 

 

Apu 

 

Srd si calitate 

 

de masurare a intensitatii luminii care plate m乞sura in luc§i 

 

10. 1oate ti houosita onlce apa de dulutie care este disponibla la nivel local(d e exemplu, apa de 

 

izvor sau apa de la robinet filtrat乞 prin filtru de carbune)§ i care permite cre§terea § i 

 

dezvoltarea n ormal乞 a X laevis§ i ar trebui s. existe dovezi privind c re§terea normal乞 in 

 

aceasta apa.in truct calitatea apei locale plate varia in mod semnificativ de la o zon包 la 

 

alta, ar trebui efectut5 o analizt a calit4ii apei, in special daca nu sunt disponibile date 

 

istorice privind utilitatea respectivei ape pentm cre§terea larvelor de a mfibieni. In cazul in 

 

care se c unoa§te calitatea relativ constanth a apei de dilutie, ar trebui血 se masoare, mnainte 

 

de inceperea testului§i /sau, spre exemplu, la§a se luni, continutul in metale greie (de 

 

exemplu, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd§ i Ni), anioni § i cationi principali (de exemplu,c a2+, 1g2+, 

 

Na, K, Clー,s 042), pesticide, carbon organic total§ i materii solide in suspensie. Unele 

 

caractenistici chimice ale unei ape de dilutie acceptabile sunt prezentate in apendicele 2. 

 

a)ncentn4ja de io或ddin aPa de testare 

 

17. Pentru ca glanda tiroida sa sintetizeze hormoni tiroidieni pentru a sustine metamorfoza 

 

normal乞, ar trebui sa existe o cantitate suficient乞 de iodid pentru larve printr-o combinatie 

 

de surse apoase§ i alimentare. In prezent, nu exist乞 orientri stabilite fn mod empiric pentru 

 

concentratii de iodid minime in alimente sau in ap五 pentru a asigura dezvoltarea 

 

c orespunztoare. Cu toate acestea,c a ntittile de iodid disponibile pot afecta reactivitatea 

 

sistemului tiroidian la agentii activi asupra tiroidei, un factor de altfel cunoscut c a 

 

i nnuen鱗nd activitatea bazalt a glandei tiroide, ceca ce trebuie luat in considerare in 

 

momentul interpretrii rezultatelor histopatologiei tiroidei. Pe baza unir lucrri anterioare, 

 

efectuarea cu succes a testului este demonstrtt atunci ca nd concentratiile de iodid (Iー) din 

 

apa de dilutie variaza intre 0,5§ i 10 .ug/l. In mod ideal, concentratia minima de iodid din 

 

apa de dilutie pe parcursul testului ar trebui sa fie de 0,5 ig/l (adaugtt sub formt de 

 

c lorurh de sodiu sau de potasiu). Dach apa pentru testare este reconstituit. din ap 

 

deionizata, ar trebui sa se adauge jod intr-o concentratie minima de 0,5ig/l. Ar trebui sh se 

 

raporteze concentratiile de iodid misurate din apa de testare (§i afume, apa de dilutie)§ i 

 

suplimentarea apei de testare c u jod sau c u alte s.ruri (dac五 se utilizeaz5). Continutul de 

 

jod plate fi msurt, de asemenea, fn aliment(e),i n plus ft de apa de testare. 
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Sistemul de expunere 

 

18. Testul a fist dezvoltatc u ajutorul unui sister de diluare n regim dinamic. Cimponentele 

 

sistemului ar trebui s乞a iba componente care in tr五i n cintact cu apa confectionate din 

 

s ticl, ote! inoxidabil§i /sau alt material inert din punct de vedere chimic. Bazinele de 

 

expunere ar trebui sh fie acvarii din s ticl豆 sau Ote1 inoxidabil, jar volumul utilizabil al 

 

acestora ar trebui s五 fie i ntre 4,0§i 10,0 1 (adancimea m inima a apei de 10-15 cm). 

 

Sis temu1 ar trebui sh pota sustine toate concentratiile de expunere, un martor§ i un martor 

 

tratat c u solvent, dact este necesar, cu patru duplicate per tratament § i ipt i n martiri. 

 

Debitul fiectrui bazin ar trebui s五 fie constant, tinandu-se cont atat de mentinerea 

 

conditiilor biologice, ct§ i de expunerea la substanta c himica.S e recomand乞 ca debitele sa 

 

fie adecvate (de exemplu, cel putin 5 inlocuiri pe zi) pentru a evita scaderea concentratiei 

 

chimice din cauza metabolismului tt a organismelor de testare, c .t § i a 

 

microorganismelor acvatice prezente i n acvariile, sau c乞i 1e abiotice de degradare 

 

(hidrolz, fotolz乞) sau disipare (volatilizare, sorblie). Bazinele de tratament ar trebui s五 

 

fie distribuite i n rod aleatoriu i ntr-o pozitie n cadrul sistemului de expunere pentru 

 

reduce eventualele efecte de pozitie, inclusiv variatiile u§oare ale temperaturii, intensitatii 

 

luminii etc.). Informatii suplimentare privind instalarea sistemelor de expunere i n regim 

 

dinamic pot fi obtinute prin intermediul Ghidului standard AST 1 pentru efectuarea 

 

testelor de toxicitate ac uta pe materiale de testare cu specii de pe§ tl, macronevertebrate § i 

 

amfibieni (16). 

 

Livrarea substantei chimice: preg五tirea solutiilor de testat 

 

19. Pentru a prepara solutiile de testati n sistemul de expunere, solutia mam乞a substantei 

 

chimice de testat ar trebui sa fie dozat5 in sistemul de expunere prin intermediul unei 

 

pompe adecvate sau al unui alt aparat. Debitul solutiei mama ar trebui sa fie calibrati n 

 

conformitate c u confirmarea a nalitica a solutiilor de testat mainte de inceperea expunerii§ i 

 

veri丘cat din punct de vedere volumetric fn mod regulat, pe durata testului.S 01utia de testat 

 

din丘eca re ca mera ar trebui reilnoita ca volum de cel putin 5 ori pe zi. 

 

Metida uti1izth pentru a introduce substanta c himich de testati n sister poate varia n 

 

functie de proprietaIile sale fizico-chirice. Prin urmare, nainte de test, ar trebui s乞 se 

 

obtin包 informatii de refrintc u privire la substanta c hirica, ce sunt relevant瓦 pentru 

 

determinarea ca pacitatii de testare a acesteia. Informatii utile c u privire la proprietatile 

 

specifice substantei chimice de testat includ forrula structural, greutatea rolecular, 

 

puritatea, stabilitatea n a pa§i la lumin五, pKa§ iK 0w, solubilitatea n a pa (de preferint fn 

 

rediul de testare)§ i presiunea vaporilor, precur § i rezultatele unui test efectuat pentru 

 

biodegradabilitate rapid乞 [metida de testare C .4 (17) sauC .29 (18)].S olubilittea§ i 

 

presiunea vaporilor pit丘 folosite pentru a calcula constanta legii lui Henry, care va a rta 

 

daca Dot 5乞 se Droduct Dierderi din cauza evaDorrii substantei chirice de testat. 

 

20 
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sa fie a nalizt五c u 

 

fizico-chimice ale 

 

sus ar trebui 

 

propriet可ile 

 

mai 

 

de 

 

informatiile enumerate 

 

studiului va depinde 

 

§i, frt aceste date, rezultatele testelor ar putea fi dificil de 

 

test fhrt 

 

proiectul 

 

de testat 

 

Efectuarea acestui 

 

atentie, deoarece 

 

substantei chimice 

 

interpretat sau inutile. Ar trebui s乞 fie disponibil五 o metod5 analitict丘 abil乞 de cuantificare 

 

a substantei chimice de testat i n solutiile de testare,c u precizia§ i limita de detectie 

 

cunoscute § i raportate.S ubstantele chimice solubile n ap乞 pot丘 dizolvate n alicote de ap 

 

de dilutie la o concentratie care permite livrarea la concentratia de testare vizata in cadrul 

 

unui sister in regim dinamic.S ubstantele chimice lichide sau solide la temperatura 

 

camerei §i moderat solubile i n a pa pot necesita saturatori lichid:lichid sau lichid:solid (de 

 

exemplu, co loana din vtt de s ticla) (19). De§i plate fi posibila, de asemenea, dozarea de 

 

substante chimice fiarte hidrofobe prin intermediul hranei, exist五 o experien負 redus五 in 

 

utilizarea respectivei c乞 i de expunere in acest test. 

 

21. S 01utii1e de testat din concentratiile alese se prepara prin diluarea unei solutii mam. 

 

S 01utia mam五 ar trebui s五 se prepare, de preferinti, prin simpla amestecare sau agitare a 

 

substantei chimice de testat n apa de dilutie prin mijloace mecanice (de exemplu, 

 

amestecarea sau ultrasonificarea). Pentru obtinerea unei solutii mam乞c u o concentratie 

 

c orespunztoare se pot folosi coloane/sisteme de saturare sau metode de dozare 

 

pasiV五 (20).S e prefera utilizarea unui sister de testare fard co-solventi; ns五 substante 

 

chimice de testat diferite vor avea proprietti丘 zico-chimice variate care vor necesita 

 

probabil bordari diferite pentru prepararea apei de expunere la o substanta c himic5. Ar 

 

trebui sa se depuna toate eforturile pentru evitarea solventilor sau a purt乞torilor deoarece: 

 

(1) anumiti solventi pot avea ca rezultat toxicitatea §i /sau r乞spunsuri nedorite sau 

 

n ea§teptate, (2) testarea substantelor chimice peste solubilitatea lor in a p乞 (astfel cum se 

 

poate i nttpla frecvent prin utilizarea solventilor) poate duce la deterinari inexacte ale 

 

concentratiilor efective, (3) utilizarea solventilor n teste pe termen mai lung poate conduce 

 

la un grad semnificativ de ,,biofilmare" asociat c u activitatea m icrobian, ceea ce ar putea 

 

avea un impact asupra conditiilor de mediu§ i a ca pacit5tii de a mentine concentratiile de 

 

expunere § i (4) in absenta unor date istorice care s乞 demonstreze c瓦 solventul nu 

 

in且uenteaz五 rezultatul studiului, utilizarea solventilor necesita un tratament al martorului 

 

tratat c u solvent care are implicatii semnificative asupra bunastrii animalelor,in truct sunt 

 

necesare animale suplimentare pentm efectuarea testului. In ceca ce prive§ te substantele 

 

chimice care sunt di丘cil de testat, ar putea fi utilizat, i n ultim5 instant, un solvent§ i ar 

 

trebui sa se consulte documentul de orientare al OCDE privind testarea toxicit乞4ii acvatice 

 

a substantelor§ i amestecurilor di丘cile (21) pentru a determina cea mai bunh metodt. 

 

Alegerea solventului va丘 determintt de proprietatile chimice ale substantei chimice de 

 

testat § i de disponibilitatea datelor istorice despre martor c u privire la solvent. In absenta 

 

datelor istorice, caracterul adecvat al unui solvent ar trebui determinat nainte de efectuarea 

 

studiului de丘nitiv. n cazul i n care utilizarea unui solvent este inevitbila§ i se produce 

 

activitatea microbiana (bio-filmare). se recomanda inreaistrarea/rarortarea bio-llltrii re 
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rezervor (cel putin s pthlnana1) pe durata testului. In mod ideal, concentratia solventului ar 

 

trebui sa fie me ntinuta constanta in martorul solvent§l in toate tratamentele pentru testare. 

 

In cazul in care concentratia solventului nu este m entinuta c onstanta, in martorul solvent ar 

 

trebui utilizta cea mai mare concentratie in cadrul tratamentului pentru testare. In cazurile 

 

n care se utilizeaz5 solvent purttor, concentratiile maxime ale solventilor nu ar trebui s5 

 

dep陶easct 100 i1/i sau 100 mg/i (21)§ i se recomand5 s乞 se m entint concentratia 

 

soiventuiui la un nivel ct mai s c乞zut posibil (de exempiu, 'z20 .ti/l) pentru a evita 

 

eventualele efecte aie solventului asupra punctelor finale masurte (22). 

 

Animalele de testare 

 

助ecia de testare 

 

22.S pecia de testare este X laevis, deoarece aceasta este: (1) cultivt, de regula, in 

 

laboratoare din intreaga lume, (2) u§or de obtinut prin intermediul furnizoriior comerciaii 

 

§i (3) prezinta posibilitatea de a determina sexul genetic. 

 

Ingrびirea 'i reproducerea exemp后rんr adulte 

 

23. Ingrijirea§ i reproducerea a decvta a X laevis sunt descrise intr-o orientare standardiztt 

 

(23).A dpostirea § i ingrijirea X laevis sunt descrise, de asemenea, dec tre Read (24). 

 

Pentru a induce reproducIia, se inecteaz乞 intraperitoneai intre trei§ i cinci perechi de 

 

femeie§ i masculi adulti cu gonadotropin五 corionica umanh (hCG). Exemplarele femele§ i 

 

masculi, sunt injectate c u, de exemplu, aproximativ 800-1 000 UI§ i, respectiv, 500-800 UI 

 

de hCG dizoivata in solutie saiina de 0,6-0,9 % (sau in solutia lui Ringer pentru broa§te, o 

 

solutie saiina izotonic5 pentru utilizare la amfibieni; 

 

www.hermes.mbl.edu/bioiogicaibulietin/compendium/comp -RGR.htmi). Volumul de 

 

necIie ar trebui sa fie de aproximativ 10 .tl/g greutate corporal5 (~ 1 000 i1). Ulterior, 

 

cuplurile reproductoare induse sunt tinute n bazine de mari dimensiuni, ferite de 

 

perturb ari§ i n conditii statice pentru promovarea amplexusuiui. Fundul fiectrui bazin de 

 

reproducere ar trebui s五 fie prevazut cu un fund fais din plas乞 din Ote1 inoxidabil (de 

 

exemplu, cu o ricli de 1,25 cm), care sa permit瓦ca derea icrelor pe fundul bazinului. 

 

B roa§te1e injectate c u hCG dup-amiaza trziu vor depune, de regu1, cea mai mare parte a 

 

icrelor pan乞 la j umtttea diminetii zilei urmtoare. Dupa ce se eiibereazt§ i se fertiiizeaz 

 

o cantitates u丘cient乞 de icre, aduitii ar trebui sa fie ndep五rtati din bazinele de reproducere. 

 

'crete sunt apoi colectate§ i straturile gelatinoase sunt eliminate prin tratare c u L-cistein乞 

 

(23). Ar trebui st se prepare o solutie de 2 % L-cisteina, jar pH-ui ar trebui st fie ajustat la 

 

8,1 c u Nail de i M. Aceasta solutie de 21 oc se a daugt intr-un vas Erlenmeyer de 500 mi 

 

care contine jcreie de la o s ingurt depunere§ i se rote§te u§or timp de unu sau dou5 minute, 

 

jar apoi se c 1te§te bine de 6-8 ori c u a pa de c uiturh la 21。 C. Icrele sunt apoi transferate 

 

ntr-un vas de cristalizare S i se stabileste viabilitatea de > 70 %,c u anomalii minime la 

 

nivelul embrionilor care Drezint5 diviziunea c e1ular. 
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TIPUL TEST ILUI 

 

Concentratii de testare 

 

24.Se recomanda utilizarea a minimum patru concentratii chimice§ i martiri adecvati (inciusiv 

 

martiri c u solvent, dact este necesar).i n general, se recomanda o separare a concentratiei 

 

(factor de spatiere) de cel ruit 3,2. 

 

25. In scopul acestui test, rezultatele studiilor existente asupra am丘 blenlor ar trebui utilizate, 

 

inm tsura in care este posibil, la determinarea celei mai mari concentratii de testare, astfel 

 

incat sa se evite concentratiile in mod evident toxice. Informatiile, spre exemplu, din relatii 

 

cantitative s tructura-activitte, citirile incrucl§te§ i datele provenite de la studiile existente 

 

pe amfibieni, cum ar丘 testul metamorfozei la a m丘bieni, metida de testare C .38 (25)§i 

 

testul teratogenezei la embrionii de broasc乞 - Xmps (23)§i /sau testele efectuate asupra 

 

pe§tllor, cum ar丘 metodele de testare C .48 ,C .41§iC .49 (26) (27) (28), pot contribui la 

 

poate realiza un 

 

pentru stabilirea 

 

stabilirea acestei concentratii. Inainte de a derula testul LADDA, se 

 

intervalului. Se recomand乞 ca expunerea 

 

s五 fie co ntinut五 timp 

 

testare s五 fie stabilite 

 

termen de 24 de ore de la fertilizare si 

 

jar concentratiile de 

 

testare sa nu fie mai mari decat un factor 

 

experiment pentru stabilirea 

 

intervalului s乞 fie in itit乞 in 

 

de 7-14 zile (sau mai ruit, dach este necesar), 

 

astfel incat intervalele dintre concentratiile de 

 

de 10. Rezuitatele obtinute in urma exp erimentului de stabilire a intervalului ar trebui sa 

 

serveasca la stabilirea celei mai mari concentratii de testare in cadrul LAGDA. Este de 

 

precizat c ,i n cazul in care trebuie sa fie utilizat un solvent, ar putea fi stabilit caracterul 

 

adecvat al a solventului (§i afume, dacら acesta plate avea un impact asupra rezuitatului 

 

studiului) in cadrul studiului de stabilire a intervalului. 

 

Duplicate in cadrul grupurilor de tratament§ i al martorilor 

 

26. Ar trebui st se utilizeze cel putin patru bazine duplicate pentru fiecare concentratie de 

 

testare § i cel puIi opt duplicate pentru martiri (i, martor c u solvent, dach este necesar) 

 

(de exemplu, nu aru1 de duplicate din martor§ i onice martin c u solvent ar trebui st fie de 

 

doug ori mai mare decat numarul de duplicate din ficcare grup supus tratamentului, pentru 

 

a se asigura o putere sttistica adecvta). Ficcare duplicat ar trebui s乞c ontin五 cel mult 20 

 

de animale. Numarul minim de animale prelucrate ar fi 15 (5 pentru s ube§antioanele din 

 

etapa 62 din NF§ i 10 exemplare juvenile). ns, se a daug瓦 animale suplimentare in丘eca re 

 

duplicat pentru a se lua in calcul posibilitatea montalittii, mentinandu-se in ac ela§i timp un 

 

n umhr critic de 15. 

 

PROCEDURA 

 

Prezentarea testului 
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27. Testul este initiat c u embrioni nou eclozaIl (etapele 8-10 din NF)§i poate continua ptn5 la 

 

dezvoltarea j uveni1a. Animalele sunt examinate zilnic pentru identificarea mo rta1t毒ii§ i a 

 

o ricaror semne de comportament anormal. In etapa 62 din NF, se colecteaz五 un 

 

s ube§antion de larve (p&n乞 la 5 animale per duplicat)§ i se examineaz豆 diferite puncte 

 

finale (tabelul 1). Dupi ce toate animalele au ajuns n etapa 66 din NF,§i afume, la 

 

ncheierea metamorfozei (sau dupt 70 de zile de la initierea testului, oricare dintre acestea 

 

survine mai ntti), se procedeaza in mod aleatoriu la sacrificare (dar f五ri sube§a ntionare) 

 

pentru a reduce numarul de animale (10 pe bazin) (a se vedea punctul 43), jar animalele 

 

rimase sunt n continuare expuse pini la implinirea a 10 siptimini de la timpul median in 

 

etapa 62 din NF din martor. La incheierea testului (e§antionarea j uVeni1), se efectueazi 

 

misuritori sui,limentare (tab elul 1 ') 

 

Conditii de expunere 

 

28. Apendicele 3 cuprinde o prezentare completi a parametrilor de testare. In perioada de 

 

expunere ar trebui misurate zilnic oxigen dizolvat, temperatura § i pH-ui solutiilor de 

 

testare. Conductivitatea, alcalinitatea § i duritatea se misoari o dati pe luni. n cazul 

 

temperaturii apei din solutia de testat, diferentele intre duplicate§ i tratamente (intr-o 

 

singuri zi) nu ar trebui si depieasci 1,0。 C. De asemenea, in cazul pl-ului soluliilor de 

 

testare, difrentele intre duplicate§i tratamente nu ar trebui si fie mai mari de 0,5. 

 

29. Bazinele de expunere pot丘 sifonate zilnic pentru a indepirta alimentele neconsumate§ i 

 

de§eurile, astfel incit si se evite contaminarea inc ruci§ti a bazinelor. Ar trebui si se 

 

acorde atentie reducerii la minim a stresului § i traumei la animale, in special i n timpul 

 

deplasirii, al c uriirii acvariului§ i al manipulirii. conditiile/activitiile stresante, precum 

 

zgomotul puternic§1 /sau neincetat, lovirea acvariilor, vibratiile in bazin, ar trebui evitate. 

 

Durata expunerii la s ubstanta chimici de testat 

 

30. Expunerea este initiati la embrionii nou eciozati (etapele 8-10 din NF)§ i se continui pini 

 

la implinirea a zece siptimini dupi timpul median in etapa 62 din NF (S 45 de zile de la 

 

initierea testului) in grupul martor. In general, durata LAGDA este de 16 siptimini 

 

(maximum 17 s pti ani). 

 

Initierea testului 

 

31. Pentru animalele pirinti utilizate pentm iiIierea testului ar丘 trebuit si se dovedeasci 

 

anterior ci se poate determina sexul genetic al progeniturilor lor (apendicele 5). Dupi ce 

 

adultii au depus icre, embrionii sunt colectati, tratati c u cisteini pentru a elimina stratul de 

 

gelatini§ i Ve ri丘cati pentru viabilitate (23). Tratamentul c u cisteini permite manipularea 

 

embrionilor n timpul ve ri丘cirii ftri lipirea de suprafete.Ve ri丘carea are boc sub un 

 

microscop de disectie, utilizind o pipeti oculari de dimensiuni corespunzitoare pentru a 

 

elimina embrionii neviabili.S e preferi ca, pentru test, si se utilizeze icrele din cadrul unei 
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singure depuneri care determina o viabilitate de peste 70 %. Embrionii din etapele 8-10 din 

 

NF sunt distribuiti i n mod aleatoriu i n bazine de tratare prin expunere care con tin un volum 

 

pna cand fiecare bazin contine 20 de embrioni. Embrionii ar 

 

gri五 pe durata acestui transfer pentru a reduce la minim stresul 

 

vat乞mare. La 96 ore dup乞 fertilizare, 

 

superioara a colianei de a p乞§ i st incea p乞 

 

adecvat de apa de dilu;ie 

 

s乞fie manipulati cu 

 

de manipulare § i pentru a evita onice 

 

trebui 

 

cauzat 

 

mormolocii ar trebui s豆 se deplaseze spre partea 

 

s乞 se prinda de p乞rtile laterale ale bazinului. 

 

Regimul de hrinire 

 

32. Modificarea ratei hranei§i a ratei de alimentare i n diferite etape ale vietii X laevis 

 

constituie un aspect fiarte important al protocolului LAGDA.H r乞nirea e xcesiv乞 a larvelor 

 

in etapa larvar乞 conduce, de regul, la 0 cre§tere a incidentei§i gravitatli scoliozei 

 

(apendicele 8)§i ar trebui e vittt. Pe de a lth parte, hhnirea ne corespunzatoare i n faza 

 

larvar五 conduce la rate de dezvoltare fiarte variabile intre martiri, ceea ce platesa 

 

comprimit乞 puterea sttistic乞 sau s t creeze cinfuzie la nivelul rezultatelor testului. 

 

Apendicele 4 prezint五 regimul alimentar§i de hr五nire recomandat pentru larve§ i 

 

exemplarele juvenile pentni X laevis in conditii dinamice, dar sunt permise alternative cu 

 

conditia ca organismele supuse test乞riis乞 creasc五 § i s五 se dezvolte i n mod s tisfactor. Este 

 

important de remarcat ca,i n cazul i n care se masoara punctele finale speci丘ce sis temului 

 

endocrin, hrana ar trebui sa nu contina substante active endocrin, precum famna de soja. 

 

Hrd n i realarvelor 

 

33. 'rafa larvara recomandat consta n furaje de i nceput pentru p5strhVi, discuri de alge 

 

pirUlia § i chipsuri de alge (de exemplu, fulgi TetraFin⑧, Tetra, Germania) amestecati n 

 

ap5 de cultur五 (sau dilutie). Acest amestec se a dministreaza de trei ori pe zi in zilele 

 

luc rito are§ i o data pe zi i n weekend. Mormolocii sunt hr包nlti, de asemenea, cu crevetii n 

 

saramur乞 Arteria spp., cu nauplii de 24 de ore, de doug ori pe zi i n timpul spt瓦manii §1 o 

 

dat瓦 pe zi in weekend, ncepand cu ziua 8 dupa fertilizare. 'rafa larvara, care ar trebui s包 

 

fie consecvent5 i n丘 ecare vas de testare, ar trebui s5 permita cre§ terea § i dezvoltarea 

 

cirespunztiare a animalelor de testare, pentru a asigura reproductibilitatea§ i 

 

transferabilitatea rezultatelor testului: (1) timpul median pan乞 la etapa 62 din NF la martiri 

 

ar trebui sa fie S 45 de zile§ i (2) se recomand乞 o masa medie cuprins五 intre 1,0士 0,2 g in 

 

etapa 62 din NF la martiri. 

 

Hrm Puietuんi deP町犯 

 

34. De i ndt乞 ce metamorfoza este completa, regimul de hranire consta in alimentare cu 

 

broasca cu mare de calitate superioara, de exemplu,S inking Frog Food -3/32 (Xenopus 

 

Express, FL,S UA) (apendicele 4). In cazul broscutelor (puiet timpuriu), granulele sunt 

 

macinate scurt i ntr-un aparat de macinat cafea sau blender ori zdrobite cu mij ar§i pistil 

 

pentru a reduce dimensiunea acestora. Dup乞 ce puietul ajunge la o dimensiune suficient de 

 

619 

 



D060575102 

 

mare pentru a consuma granule, nu mai este ne cesara mhci narea sau zdrobirea. Animalele 

 

ar trebui hrhnite o dtt pe zi. 'rafa puietului ar trebui sa permit五 cre§ terea § i dezvoltarea 

 

c ore spunztoare a organismelor: se recomanda o greutate medie inca drta in valoarea 

 

11,5士 3 g la puietul din martor la terminarea testului. 

 

Chimie ana 1itic註 

 

35. mnainte de initierea testului, ar trebui s5 se determine stabilitatea substantei chimice de 

 

testat (de exemplu, solubilitatea, caracterul degradabil Si volatilitatea)§ i toate metodele 

 

analitice necesare, de exemplu, folosind informatiile sau cunoStintele existente. Atunci 

 

cnd dozarea este realizata prin apa de dilutie, se recomanda ca solutiile de testat din 

 

concentratia din fiecare bazin duplicat s乞 fie analizate mnainte de inceperea testului, pentru 

 

a verifica perfrmanta sistemului. In perioada de expunere, concentratiile substantei 

 

chimice de testat se determinh la intervale adecvate, de preferin鱗 in fiecare sptaman乞 

 

pentru cel putin un duplicat din ficcare grup de tratament, eu rotire intre duplicate din 

 

cadrul a celuia§i grup de tratament in ficcare s ptaman. Se recomand五 ca rezultateles乞 fie 

 

bazate pe concentratii misurate. Insh, in cazul in care concentratia substantei chimice de 

 

testat in solutie a fist mentinuta in mod s atisfactor, pe tot parcursul testului, in limitele 

 

valorii de士 20 % din concentratia nominal乞, rezultatele pot fi bazate fie pe valori 

 

nominale, fie pe cele ma surte. De asemenea, coeficientul de variatie (CV) al 

 

concentratiilor de testat mtsurate pe durata testhrii din cadrul unui tratament ar trebui s乞 fie 

 

mentinut la maxim 20 % pentru ficcare concentratie. Atunci cand concentratiile masurate 

 

nu r5nlan in intervalul de 80-120 % din concentratia nominala (de exemplu, la testarea 

 

substantelor chimice fiarte biodegradabile sau adsorbtive), ar trebui sa se determine§ i sa 

 

se exprime concentratiile de efect in raport cu media aritmetica a concentratiei in cazul 

 

testelor in regim dinamic. 

 

36. Debitul apei de dilutie§ i al solutiei mamt ar trebui s五 fie verificat la intervale 

 

corespunztoare (de exemplu, de trei ori pe s ptaman乞) in perioada de expunere. In cazul 

 

substantelor chimice care nu pot fi detectate la uncle sau la toate concentratiile nominale 

 

(de exemplu, din cauza degradrii rapide sau a adsorbtiei in vasele de testare sau ca urmare 

 

a a cumulrii unei substante chimice marcate in organismele animalelor expuse), se 

 

recomand乞 ca rata de reinnoire a solutiei de testare din ficcare camert sa fie adaptat乞 

 

pentru a mentine concentratiile de testare constante, n m乞sura posibilittii. 

 

lbservatii § i m註s ur註tori ale punctelor finale 

 

i sunt cele care indica toxicitatea, inclusiv 

 

37. Punctele finale evaluate in cursul expuneri 

 

mortalitatea, comportamentul anormal, cum ar fi semnele clinice ale bolii§i /sau toxicitati 

 

precum §i determinrile de c re§tere (lungime § i greutate)§ i punctele finale ale 

 

toxicitatea generala, ctt§ i la modurile endocrine de 

 

estrogen, androgen sau tiroid豆. n plus, concentratia 
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de plasmh VTG plate fi masurata, o pIional, la ncheierea testului.Mas urarea VTG plate fi 

 

utila pentru i nte1egerea rezultatelor studiului i n contextul mecanismelor endocrine i n cazul 

 

substantelor chimice suspectate de a perturba sistemul endocrin. Punctele finale§ i 

 

calendarul masur5torilor sunt sintetizate fn tabelul 1. 

 

Tab elul 1: Prezentarea punctelor finale ale LAGDA 

 

Puncte finale* 

 

Zilnic 

 

Esantionare 

 

intermediar豆 

 

(esantionare 

 

larvar) 

 

Incheierea testului 

 

(esantionare de 

 

puieti) 

 

Mortalitate si anomalii 

 

Timp pan豆 la etapa 62 dm NF 

 

Histopatologie (glanda tiroid) 

 

Morfometrie (crestere in greutate si 

 

lungimの 

 

Indice somatic al ficatului (LS1) 

 

Raporturile sexului genetic/fenotipic 

 

Histopatologie (gonade, canale de 

 

reproducere, rinichi§ i ficat) 

 

Vitelogenina (VTG) (optional) 

 

出 Toate punctele fraie sunt analizate statistic 

 

Mortalitate si observatii zilnice 

 

38. Toate bazinele de testare 

 

X 

 

X 

 

X 
X 

X 

 

X 

 

X 
X 

X 

 

ar trebui verificate zilnic pentru identificarea exemplarelor 

 

moarte, jar mortalitatea se i nregistreaz乞 pentru丘ec are bazin. Exemplarele moarte ar trebui 

 

s乞fie ndep五rtate din bazinul de testare imediat dupa ce au fist observate.S tadiu1 de 

 

dezvoltare al animalelor moarte ar trebui sa fie clasificat fie ca fuind stadiul 58 din NF 

 

(aparitie pre-membru anterior), stadiul 58 din NF - stadiul 62 din NF - stadiul 63 din NF - 

 

stadiul 66 din NF (fntre stadiul 62 din NF§ i absorbtia com plet5 a cozii) sau stadiul 66 dupt 

 

NF (etapa post-larVar'). Rate ale mo rtalitatii de peste 20 % pots乞 indice conditii de testare 

 

necorespunztoare sau efecte toxice evidente ale substantei chimice de testat. Animalele 

 

tind st prezinte cea mai mare sensibilitate la evenimentele de mortalitate neindusa de 

 

substante chimice i n primele cteva zie de dezvoltare dupa evenimentul de depunere a 

 

icrelor § i n plin prices metamorfic. O astfel de mortalitate ar putea fie videntiata de datele 

 

de control. 

 

39. In plus, ar trebui sa se inregistre 

 

malformatii evidente (de 

 

scolioza ar trebui sa fie 

 

exemp 

 

egat de comportamentul anormal, 

 

eziuni. Observatiile referitoare la 

 

ー
ー
 

 

onice observatie 

 

sau 

 

clasificate i n functie de severitate (de 

 

, scolioz) 

 

(incidenta)§ 

 

mm 

 

11umhrat 
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exemplu, nu este remarcabilh - NR, minim - 1, moderat - 2, sever - 3; apendicele 8). Ar 

 

trebui s乞 se depuna eforturi pentru a se asigura ca limitarea prevalentei scoliozei moderate 

 

§igrave (de exemplu, sub 10 % la martiri) pe parcursul studiului, de§l o mai mare 

 

preva1ent a anomaliilor in martiri nu ar constitui neaprat un motiv pentru oprirea 

 

testului. Comportamentul normal, in cazul exemplarelor larvare, este caracterizat prin 

 

suspendarea in coloana de a p言c u ciada ridicatA deasupra capului, btaia ritmic a§ i regulat5 

 

a inot乞toarei caudale, ridicarea periodic乞 la supraf , opercularea § i receptivitatea la 

 

stimuli. Un comportament anormal ar include, de exemplu, plutirea la s upraf , ramanerea 

 

pe fundul bazinului, mnotare inVersata sau neregulata, lipsa de activitate la suprafaa§ i lipsa 

 

de reactie la stimuli. In cazul animalelor post-metamorfice, in plus fat de 

 

comportamentele anormale de mai sus, ar trebui s乞 se inregistreze diferentele mari de 

 

consum de hranh intre tratamente. Malformatiile evidente§ i leziunile majore ar putea 

 

include anomalii morfologice (de exemplu, deformri ale membrelor), leziuni hemoragice, 

 

eder abdominal§ i infectii bacteriene sau fungice. Aparitia leziunilor pe capul puietilor, in 

 

pozitia posterioara nh rilor, ar putea fi indicatii ale unir niveluri de umiditate insuficiente. 

 

Aceste determinri sunt calitative§ i ar trebui considerate analoage semnelor cimice de 

 

boa/stres § i ar trebui sa fie realizate prin comparatii cu exemplarele din martori. In cazul 

 

in care rata a paritiei este mai mare la bazinele expuse decat in cazul martorilor, atunci 

 

acestea ar trebui considerate dreDt dovada de toxicitate e vident. 

 

Sub-esantionarea larvarh 

 

1rzenmr genera坑asubー町antiondrii たrvare: 

 

40. Mormolocii care au ajuns in stadiul 62 din NF ar trebui s5 fie eliminati din bazine§ i fie 

 

mutati in urmtoarea parte a expunerii, intr-un bazin nou, sau separati fizic 

 

separator. Mormolocii sunt verificati in 

 

care un mormoloc individual ajunge in 

 

rmasi in aceiasi bazin cu un 

 

e§antionati, fie 

 

de mormolocii 

 

fiecare zi§ i se inregistreaz瓦 ziua de studiu in 

 

stadiul 62 din NF. Caracteristica definitorie utilizt乞 in aceast乞 evaluare este forma capului. 

 

s5fie redus ca dimensiune, astfel incat acesta este vizual de 

 

ca S i trunchiul mormolocului, jar membrul anterior se alla la 

 

atunci exemplarul respectiv ar fi considerat ca ajungand in 

 

Atunci ca nd capul a ajuns 

 

aproximativ aceea§i ltime 

 

nivelul ptrii centrale a inimii 

 

stadiul 62 din NF. 

 

41. Obiectivul este de a esantiona un numr total de cinci mormoloci aflati in stadiul 62 din 

 

NF in ficcare bazin duplicat. Aceasta ar trebui s五 fiee fctuat乞 c u totul in rid aleatoriu, dar 

 

decis五 a priori. Un exemplu ipotetic de bazin duplicat este prezentat in figura 1. In cazul 

 

in care existh 20 de mormoloci supravietuitori intr-un anumit bazin atunci ca nd primul 

 

exemplar ajunge in stadiul 62 din NF, ar trebui sa se a leaga cinci numere aleatorii de la i 

 

la 20. Mormolocul nr. i este primul exemplar care va ajunge in stadiul 62 din NF, jar 

 

mormolocul nr. 20 este ultimul exemplar dintr-un bazin care va ajunge in stadiul 62 din 

 

622 

 



D060575102 

 

NF. In mod similar, daca e xist. 18 larve s uprameIultoare intr-un bazin, ar trebui血 se 

 

aleaga cinci numere aleatorii de la 1 la 18. Aceasta ar trebui sa fie efectuata pentru fiecare 

 

bazin duplicat atunci ca nd primul exemplar supus testrii ajunge in stadiul 62 din NF. In 

 

cazul in care e xist乞 rate de mortalitate i n cadrul e§ antionrii in stadiul 62 din NF, probele 

 

rAmase trebuie s . fie prelevate din nou in mod aleatoriu pe baza n umaru1ui de larve r乞m ase 

 

pna in stadiul 62 din NF§ i a num乞rului de probe suplimentare necesare pentru a se ajunge 

 

la un total de cinci probe provenite din respectivul duplicat. In ziua i n care un mormoloc 

 

ajunge in stadiul 62 din NF, se face trimitere la diagrama de e§ antionare i ntocmitt pentru a 

 

stabili dach exemplarul respectiv este selectat sau separat fizic de mormolocii rama§i 

 

pentru a fi expus in continuare. In exemplul prezentat (figura 1), primul exemplar care 

 

urmeaza sa aungら in stadiul 62 din NF (§i afume, caseta nr. 1) este separat fizic de 

 

celelalte larve, este expus in continuare§i este inregistrata ziua de studiu in care 

 

exemplaml ajunge i n stadiul 62 din NF. Ulterior, exemplarele hr. 2§ i 3 sunt tratate in 

 

ace1a§i mod ca§ i nr. 1, jar apoi exemplarul nr. 4 este prelevat pentm c re§tere§ i histologia 

 

tiroidiana (conform acestui exemplu).A ceasta procedurh continuh pana cand cel de al 

 

20-lea exemplar fie se al包tur乞 celorlalte exemplare care au trecut de stadiul 62 din NF, fie 

 

este e§antionat. Procedura de selectie aleatorie utilizath trebuie sa asigure pentru丘e care 

 

organism testat probabilitatea e gal五 de a fi selectat. Acest lucru plate fi realizat prin 

 

utilizarea o richrei metode de selectie aleatorie, dar impune, de asemenea, ca fiecare 

 

mormoloc s五 fie prins in plas乞 la un anumit moment in perioada de sube§ationare in 

 

stadiul 62 din NF一 

 

Figura 1: Exemplu ipotetic de regim de eSa ntlonare in stadiul 62 din NF, pentru un singur bazin duplicat. 

 

Ti mp 

 

> 

 

Bazin c u o s ingur首 replic首 - f首r首 cazuri de mortalitate 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

' 

12 13 14 15 16 17 18 19 20 

 

sunt: (1) timpul pant in stadiul 62 

 

stadiul 62 din NF), (2) anomaliile 

 

Sub-SantiOn 

 

Larve individuale 

 

ロ 

 

42. Pentru sube§antionarea larvart, punctele finale obtinute 

 

din NF (§i afume, numtrul de zile ntre fertilizare § i 

 

externe, (3) morfometria (de exemplu, greutate § i lungime)§i (4) histologia tiroidei. 

 

Eutanasierea morroルcUir 

 

43.S ube§antionul de mormoloci in stadiul 62 din NF (5 exemplare per duplicat) ar trebui s乞 fie 

 

eutanasiati prin imersiune timp de 30 de minute in cantitati adecvate (de exemplu, 500 ml) 
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de so 1utie a nestezica (de exemplu, 0,3 % solutie de metan sulfonat de tricain包 1S-222, 

 

CAS.886-86-2). So luIla 1S-222 ar trebui sh fie tamponat乞c u bicarbonat de sodiu la o 

 

vahoare a pl-ului de aproximativ 7,0, deoarece solutia 1S-222 neta ponata este aci da§1 

 

iritanta pentru pielea b roa§tei, determinand o absorbtie scこ zutt§ i stresarea s uplimentar 

 

inutila a organismehor. 

 

si se 

 

mod 

 

44.C u ajutorul unei plase de tip si ta se scoate un mormoloc din camera experimentala 

 

(plaseaza) in sohutia de eutanasiere. Exemplarul este eutanasiat in 

 

tor§ i este pregtit pentru autopsie atunci c&nd nu reactioneaza ha stimuli 

 

transport 

 

corespunz 

 

externi, cum ar fi ciupirea membrului din spate c u o pereche de forceps. 

 

皿ガometrie (greutateざ iんngilllり 

 

45.Ma surtorile greuthtii in stare umed乞 (cea mai a propiat乞 vahoare mg)§ i lungimea bot-

c loac五 (SVL) (la valoarea cea mai apropiata de 0,1 mm) pentru fiecare mormoloc ar trebui 

 

efectuate imediat dup乞 ce acesta nu mai reactioneaz乞c a urmare a anesteziei ( figura 2a) . 

 

Pentru masurarea SV L dintr-o fotografie se poate utiliza un software de a nahiza a imaginii. 

 

Mormolocii ar trebui uscati mnainte de ca ntrire pentru a indep乞rta excesul de a p. Dup五 

 

masurarea dimensiunii corpului (greutate § i SV L) ar trebui sa se inregistreze§ i s乞 se noteze 

 

onlce anomalii morfologice brute§i /sau onice semne cinice ale toxicit可i, precum scohioza 

 

(a se vedea apendicehe 8), pete§il1e§ i hemoragia§ i se recomanda documentarea digitah. 

 

Este de precizatca pete§iile reprezinta mici pete hemoragice de culoare ro§ie sau v i§in 

 

a parute pe piek c a urmare a rupturilor capilare. 

 

aルctarea ざili xarea tes uturilor 

 

46. Pentru sube§antionarea larvehor, se e valueaz乞 glandele tiroide pentru histohogie. Partea 

 

posterioar五 a trunchiului inferior p&na la membrele posterioare se indep五rteaz乞 § i se 

 

e limin乞. Carcasa t乞iat乞 este fixat乞 n fixatorul Davidson. Volumul fix atoruhui din rezervor 

 

ar trebui st fie de cel puin 10 ori mai mare deckt vohumul aproximativ al tesuturilor. Ar 

 

trebui sh se procedeze la agitarea sau circularea c orespunz5toare a fixatorului pentru 

 

fixarea tesutunilor de interes. Toate besutunile r5man i n fixatorul Davidson timp de cel putin 

 

48 de ore, dar nu mai mult de 96 de ore, dup' care acestea sunt c ltite c u apa deionizata§ i 

 

ptstrate in frahina neutrh tamponata 10 % (1) (29). 

 

I五stologia glandei 

 

47. Fiecare s ube§antion de larve (Iesutuni fixe) este analizat din punct de vedere histologic in 

 

ceea ce prive§te ghandele tiroidei,§ i afume diagnostic§i grad de gravitate (29) (30). 

 

Figura 2: Repere pentru msurrea lungiuiii bot-cloac乞 pentru LAGDA in stadiul 62 din NF (a)§l pui dc 

 

br〕asc乞 (b). Caracteristicile definitorii ale stadiului 62 din NF (): capul przint乞aceea§ l可lm cu 

 

mr 

 

scurt乞 decAt diametral bulbului olfactiv (vedere dorsd), 

 

(vedere Ve ntrl). Imagini adaptate din materialul 
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Nieuwkoop §l Faber (1994). 

 

b. Esantionare jirveniti 

 

Lungime bロtー亡�ロョこミ 

 

a.S ub-e5 atmare伯n・ariほta diしlNF 62 

 

Ver'tra i 

 

Lun馴me bロtー亡liョ亡i 

 

Sfr§itu1 expunerii larvare 

 

48.A vand i n vedere num五rl initial de mormoloci, se preconizeazh c五 este probabil s五 existe 

 

un procent redus de exemplare care nu se dezvo1t乞 normal § i care nu incheie procesul de 

 

m etamorfz豆 (stadiul 66 din NF) tntr-un interval rezonabil de timp. Perioada de expunere a 

 

larvelor nu ar trebui s五 dep醐easca 70 de zile. Onice mormoloci r乞ma§i la finalul acestei 

 

perioade ar trebui sh fie eutanasiati (a se vedea punctul 43), greutatea lor i n stare ume da§ i 

 

SV L ar trebui sa fie lllas urate, ace§tia ar trebui sa fie clasificati pe stadii conform 

 

Nieuwkoop §i Faber, 1994§ i se n oteaza onice anomalii legate de dezvoltare. 

 

Sacrifcarea dup五 stadin! 66 din NF 

 

49. Zece exemplare din fiecare bazin ar trebui s t se dezvolte i n continuare din stadiul 66 din 

 

NF (resorbtia complett a cozii) ptla la incetarea expunerii. Prin urmare, dupa ce toate 

 

animalele au ajuns i n stadiul 66 din NF sau dp乞 70 de zile (oricare dintre acestea survine 

 

mai i ntai), ar trebui s乞 se procedeze la sacrificare. Animalele care au trecut de stadiul 66 

 

din NF§ i care nu vor continua sa fie expuse ar trebui sh fie selectate in mod aleatoriu. 

 

50. Exemplarele care nu sunt selectate pentru continuarea expunerii sunt eutanasiate (a se 

 

vedea punctul 43). Pentru fiecare exemplar se masoar乞 stadiul de dezvoltare, greutatea 

 

§i se realizeaza o autopsie macroscopic乞.S exu1 fenotipic (pe 

 

este notat ca sex feminin, masculin sau nedeterminat. 
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恥antionare de puieti 

 

Prezentarea 賀antiondri d pui車 

 

51. Exemplarele ramase co ntinu乞sこ fie expuse p&na la 10 sptam&ni dup五 timpul median in 

 

stadiul 62 din NF, in martorul c u apa de dilutie ("/sau n martorul c u solvent, dac乞 este 

 

cazul). Las fr§itul perioadei de expunere, animalele r豆mase (maximum 10 broa§te pentru 

 

fiecare duplicat) sunt eutanasiate§i se lllasoa rh sau se e va1ueaza§i se inregistreaza 

 

diferitele puncte finale: (1) morfometria (greutate§ i lungime), (2) ratele sexului 

 

fenotipic/genotipic, (3) greutatea ficatului (indicele somatic al丘ca tului), (4) histopatologie 

 

(gonade. canale de reDroducere. ficat si rinichi') si oDtional (5') valoarea VTG a Dlasmei. 

 

Eutanasierea broastelor 

 

52. Probele de puieti, broa§tele dupa etapa m etamorfic5, sunt eutanasiate printr-o inecie 

 

intraperitoneal乞 de anestezic, de exemplu, 1S-222 de 10 % intr-o solutie tamponata de 

 

fosfat a decvatt.E§an tlonarea broa§telor poate fi efctuata dupa ce acestea nu mai 

 

reactioneaza (de obicei,i n aproximativ 2 minute de la injectare, in cazul n care se 

 

uti1izeaz 1S-222 de 10 % ntr-o doza de 0,01 ml per gram de broasca). Chiar dac乞 puui de 

 

broa§te ar putea fi scufundati i ntr-o concentratie mai mare de anestezic (1S-222), 

 

experienta a demonstratc乞 este nevoie de mai ruit timp pentru c a acestea s五 fie 

 

anesteziate utilizand aceast乞 metoda § i ar fi posibil c a durata s乞 nu fie a decvat乞 pentru a 

 

permite e§antionarea. Injectarea a siguri o eutanasiere e丘cient乞 § i rapid五 mnainte de 

 

e§a ntlonare. E§a ntionarea nu ar trebui sa inceapa pan5 ca nd nu este co nfirmta lipsa de 

 

reactie a broa§telor, pentru a se obtine certitudinea c t exemplarele sunt moarte.i n cazul in 

 

care broa§te1e ma nifst5 semne de s ufrintco nsiderabi1a (se plate prezice in mod sigur 

 

suferinta fiarte grava§i decesul)§ i considerati se co nsider5 ca ace§tia sunt muribunzi, 

 

animalele ar trebui anesteziate§ i eutanasiate§ i tratate drept mortalitate n scopul analizei 

 

dateuor. Atunci ca nd o broasca este eutanasiat五 din cauza morbidittii, acest aspect ar trebui 

 

observat § i raportat. In functie de momentul i n care broasca este eutanaslata i n timpul 

 

studiului, se plate proceda la retinerea acesteia pentru analiza histopatologica (fixarea 

 

broa§tei pentru o posibila histopatliogie). 

 

皿)rfometrie (greutate ',iんn郡rり 

 

53.M乞s urtorile greut乞Iii umede§i ale SV L (figura 2 b) sunt identice c u cele prezentate pentru 

 

subesantionarea larvar. 

 

Valoarea I/7'G din plasmd (p$imり 

 

54. VTG este un marker biologic acceptat la scar乞 larg乞 care rezult五 in urma expunerii la 

 

substante chimice estrogenice.i n cazul LAGDA, valoarea VTG din plasma poate fi 

 

11las urata optional in cadrul e§a ntloanelor de puieti (acest lucni poate fi relevant n special 

 

n cazul n care substanta chimica de testat este s uspectata ca fuind un estrogen). 
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55. Membrele posterioare ale pulelor e utanaslaIi sunt taiate, jar sa ngele este colectat c u 

 

ajutorul unui capilar heparinizat (de§i ar putea fi adecvate metode alternative de colectare a 

 

話 ngelui, cum ar fi punctia cardiach).Sa nge1e este expuizati ntr-o e prbeta de 

 

microcentrifuga (de exemplu,c u un volum de 1,5 ml)§i centrifugat pentru obtinerea 

 

plasmei. Probele de plasmt ar trebui pastrate la o temperatura de cel ruit -70 oc pana la 

 

determinarea VTG.C oncentraIia VTG din plasma poate fi mtsurata printr-un test de 

 

imunoadsorbtie c u anticorpi marcati enzimatic (ELISA) (apendicele 6) sau printr-o metod乞 

 

alternativ, cum ar fi spectrometria de mash (31).Se prefr5 anticorpi specifici speciei 

 

dtorit五 unei sensibiiit4i sporite. 

 

Detenninarea sexului genetic 

 

56.S exul genetic ai fiecarui pui de baltら este evaluat pe baza markerilor dezVoltaIi de 

 

Yoshimo et al. (11). Pentru determinarea sexului genetic, se co lecteaz乞§ i se pastreaz乞 

 

(partial sau integral), intr-o epruet乞 de m icrocentrifug, un membru posterior (sau onice 

 

alt tesut)i ndepartat fn timpul disectiei (la broa§te, pot fi obtinute probe din once t esut). 

 

T esuturiie pot fi pastrate la temperatura de -20。 c sau la temperaturi mai miei pth la 

 

izolarea acidului dezoxiribonucleic (ADN). Izolarea ADN-ului din tesutuni poate fi 

 

realizta cu ajutorul unor kituri disponibile fn comer, jar analiza pentru detectarea 

 

prezentei sau absentei marcatorului este efectut五 printr-o metod乞 de reactie in lant a 

 

polimerazei (PCR) (apendicele 5). In general, concordanta dintre sexul histologic§ i 

 

genotip fntre animalele din grupul martor la momentul e§ antion乞rii puietilor in grupurile 

 

martor este mai mare de 95 %. 

 

Colectarea ざi ixarea fesuturilor pentru histopatologie 

 

57. Gonadele, canalele de reproducere, rinichii S i ficatul sunt colectate pentru analiza 

 

histologica in timpul e§ antionrii finale.Se deschide cavitatea bdominala §i se diseca§ i se 

 

cntre§te ficatul. Apoi, se fndepdrteaza c u atentie organele digestive (de exemplu, 

 

stomacul, intestinele) din partea infrioara a abdomenuiui pentru a evidentia gonadele, 

 

rinichii §i canalele de reproducere. Ar trebui si fie notate onice anomalii morfologice 

 

evidente ale gonadelor.i n cele din urma, ar trebui indep包rtate membrele posterioare dach 

 

nu au fost fndepartte fn prealabil in vederea co iectrii sa ngeiui. Ficatul colectat§ i carcasa 

 

cu gonadele iaste in situ ar trebui sa fie introduse imediat in fixatorul Davidson. Volumul 

 

fixatorului din rezervor ar trebui sa fie de cel putin 10 ori mai mare decat volumul 

 

aproximativ al tesuturilor. Toate tesuturile r乞man fn fixatiail Davidson timp de cel putin 

 

48 de ore, dar nu mai mult de 96 de ore, dup乞 care acestea sunt c ltite c u a pa deionizat乞§ i 

 

pstrate fn frmalina n eutrh tamponata 10 % (1) (29). 

 

I五stiPa加ligie 

 

58. Fiecare e§antion de puiet este supus evaluarii histologice pentru identificarea patologiei la 

 

gonade, canale de reproducere, rinichi § i lesut hepatic,§ i afume diagnostic§ i grad de 
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gravitate (32). Din aceas ta evaluare reiese, de asemenea, fenotipul gonadei (de exemplu, 

 

ovar, testicul, hermafrodit) , impreuna c u lll五s uratorile individuale ale sexului genetic, 

 

aceste obse rvatii pot fi utilizate pentru a calcula raporturile sexului fenotipic/genotipic. 

 

RAPORTAREA DATELOR 

 

Analiza S tatiStiC註 

 

59. LAGDA genereaza trei forme de date de analizat din punct de vedere statistic: (1) date 

 

continue cantitative (greutate, S VL, Ls', VTG), (2) date despre timpul p&na la evenimente 

 

pentru ratele de dezvoltare (§i afume, zile ptna la stadiul 62 din NF de la momentul 

 

initierii testului)§ i (3) date ordinale sub for 乞 de punctaje de severitate sau stadii de 

 

dezvoltare obtinute in urma e valuarilor histopatologice. 

 

60.S e recomanda ca modelul testului§ i selectia testului statistic s乞 permita existenta unei 

 

puteri adecvate pentru detectarea schimbrilor de importantt biologica in punctele finale in 

 

cazul in care va fi raportta valoarea CFEO sau CEx. Analizele statistice ale datelor (in 

 

general, baza medie a duplicatelor) ar trebui, de preferinti, s. urmeze procedurile descrise 

 

in documentul intitulat ,,Current Approaches in theS ttistical Analysis of Ecotoxicity 

 

Data: A Guidance to Application" (33) (Metode actuale de ana liza sttistic乞 a datelor 

 

privind ecotoxicitatea: un ghid pentru aplicare). Apendicele 7 al acestei metode de testare 

 

prezinth arborele decizional de a naliza s tatistica recomandat§ i orientarea pentru tratarea 

 

datelor § i alegerea celui mai adecvat test sau model statistic care sa fie utilizat in LAGDA. 

 

61. Datele provenite din e§ antionarea puietilor (de exemplu,c re§tere, LS1) ar trebui sa fie 

 

analizate pentru fiecare sex genotipic separat, deoarece sexul genotipic este determinat 

 

pentru toate broa§te1e. 

 

Consideratii privind analiza dateuor 

 

Utilizarea d duplicate Hrlt lll e nt comproinおe 

 

62. Duplicatele § i tratamentele pot fi compromise din cauza excesului de mortalitate prin 

 

toxicitate e videnta, boal乞 sau eroare tehnica. Dach un tratament este compromis din cauza 

 

unei boui sau a unei eroni tehnice, ar trebui s乞 existe trei tratamente necompromise cu trei 

 

duplicate necompromise disponibile pentru a nalizt. tf cazul in care apare o toxicitate 

 

vident乞 la tratamentul (tratamentele) puternic(e), este de preferat ca cel putin trei niveluri 

 

de tratament cu trei duplicate necompromise s乞 fie disponibile pentru ana liza [in 

 

conc ordanta c u abordarea privind concentratia maxima tolerata din orientrile OCDE 

 

privind testele (34)]. In plus f鱗 de mortalitate, semnele de toxicitate eVi denta pot include 

 

efecte comportamentale (de exemplu, plutirea la s uprafa, stagnarea pe fundul bazinului, 

 

mi§carea inversa sau ne regulata, lipsa actiVit4ii de revenire la suprafat), leziuni 
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mortologice (de exemplu, leziuni hemoragice, eder abdominal) sau inhibarea reacIiilor 

 

alimentare normale la compararea ca litatiVa c u exemplarele martor. 

 

Martrul tratat c u soんent 

 

63. La incheierea testului, ar trebui e fctutt o evaluare a potentlalelor efecte ale solventului 

 

(dact se utilizeaz乞). Aceasta se realizeaza printr-o comparatie sttistica intre grupul de 

 

martiri solvent§i grupul de martiri a p5 de dilutie. Cele mai relevante puncte finale care 

 

trebuie luate in considerare in ace asta a naliz五 sunt factorii determinanti ai cresterii 

 

(greutate § i lungime), deoarece ace§tia pot fi afectati prin toxicitati generalizate. In cazul in 

 

care se detecteaz乞 diferenle semnificative din punct de vedere statistic la aceste puncte 

 

finale intre grupul cu martor tratat cua p乞 de dilutie§ i grupul cu martor tratat cu solvent, ar 

 

trebui s五 se recurg乞 la cea mai bunt apreciere profesional乞 pentru a determina dach 

 

validitatea testului este c ompromis. In cazul in care cei dii martiri difer五, tratamentele 

 

expuse la substanta c himic乞 ar trebui comparate cu martorul tratatc u solvent,c u e xcepia 

 

cazului in care se c unoa§te faptul c豆 se prefra o c omparatie c u martorul tratatc u ap乞 de 

 

dllutie. 'f cazul in care nu e xista diferente semnificative din punct de vedere statistic intre 

 

cele doua grupuri c u martiri, se recomandt ca tratamentele expuse la substata c himic瓦 de 

 

testat sa fie comparate c u cele ale grupului (grupul c u martor tratat c u solvent§ i grupul c u 

 

martor tratat cua p乞 de dilulie),c u exceptia cazului in care se c unoa§te faptul c t se prefer乞 

 

fumai comparatia c u grupul c u martor tratat cu apt de dilutie sau cu grupul c u martor tratat 

 

c u solvent. 

 

Raportul testului 

 

64. Raportul testului ar trebui s5 includa urmtoarele: 

 

Subtnt chimicd de testat: 

 

propriet4i de natut fzica§ i, dac. este relevant, propriet毒i fizico-chimice; 

 

S ustant乞 monocomponentt: 

 

aspectul fizic, solubilitatea in ap乞§ i alte propriet毒i五 zlco-chimice relevante; 

 

datele de identificare c himica, precum denumirea IUPAC sau CAs, num五rul CAS sau 

 

codul s乞 u InCh!, formula structurala, puritatea, identitatea c himica a impuritatilor, 

 

dupa cum este necesar§ i fezabil din punct de vedere practic etc. (inclusiv conIiutul 

 

in carbon organic, daca este necesar). 

 

S ubsta鱗 m ulticomponentt, UVCB§ i amestecuri: 

 

n m瓦sura n care este posibil, caracterizat乞 prin identitatea c himict (a se vedea maj 

 

sus), aparitia c atitativ乞§ i prpriettile fizico-chimice relevante ale constituentilor. 

 

めecui de testare: 
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numele § tnntlfic,s u§a, dac. e xisth, sursa §i metida de colectare a o ua1or fertilizate, 

 

precum §i manipularea ulterioart. 

 

incidenta sciliozei la martinii istorici pentru cultura ma h utilizath. 

 

Conditli d testare: 

 

perioada (perioadele) de expunere la luin; 

 

modelul de testare (de exemplu, dimensiunea camerei, volumi! materialului§i al apei, 

 

nu 5rul camerelor de testare§i al duplicateuor, numaru1 organismelor de testare pe 

 

duplicat); 

 

metida de preparare a solutiilor mam豆§ i frecventa refnnoirii (ar trebui s五 se specifice 

 

agentul de solubilizare § i concentratia sa, atunci ctnd este folosit); 

 

metida de dozare a substantei chimice de testat (de exemplu, pimpe, sisteme de diluare); 

 

eficienta de recuperare a metodei§ i concentratiile de testare nominale, limita de 

 

cuantificare, mediile valorilor masurate§ i abaterile lor standard n vasele de testare§i 

 

metida prin care acestea au fist obtinute, precum § i dovezi c乞 m五surtonile se refr乞 la 

 

cincentratiile substantei de testat n solutie real'; 

 

caracteristicile apei de diutie: pH, duritate, temperatur五, concentratia oxigenului dizolvat, 

 

nivelul clorului rezidual (dac乞 a fist m乞surt), iodul total, carbonul organic total (dac乞 a 

 

fist mas urt), solide n suspensie (dach au fist mhs urte), salinitatea mediului de testare 

 

(dach a fist mas urata)§i alte mtsurtiri facute; 

 

cincentratiile de testare nominale, mediile valorilor masurte§ i deviatiile standard ale 

 

acestora; 

 

calitatea apei din vasele de testare, pH, temperatur瓦 (zilnic)§ i concentratia oxigenului 

 

dizolvat; 

 

informatii precise legate de hran乞 [de exeniplu, tipul de aliment(e), sursa, cantitatea 

 

administrath si frecventa]. 

 

R ezu l tate. 

 

dovezi privind faptul c t martinii au indeplinit criteriile de validitate; 

 

date pnivind martoml (plus martorul tratat cu solvent, atunci cand este utilizat)§ i grupunile 

 

de tratament, dupt cum urmeaza: mortalitatea § i anomaliile observate, timpul pt la etapa 

 

NF 62, evaluarea histologiei tiroidei (doar pnoba de larve), cre§terea (greutatea§ i 

 

lungimea), LS1 (fumai proba de pe§ti tineri), ratele sexului genetic/fenotipic (fumai pentru 

 

proba de peSti tineri), rezultatele examenului histopatologic pentru gonade, canalete de 
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reproducere, rinicfli§1 flcat( numai prota de pe§ti tinerij§ i valoarea V Iじa plasmel 

 

(fumai pentru proba de pe§ti tineri, daca este preleVt); 

 

abordarea analizei statistice§i a trtari dateuor (testul statistic sau modelul utilizat); 

 

concentratia f?tra efect observat (CFEO) pentru ficcare rtpuns evaluat; 

 

concentratia cea mai sc zut豆 pentru care este observat un efect (LOEC) pentru ficcare 

 

rspuns evaluat (la L = 0,05); CEx pentru ficcare raspuns evaluat, dach este cazul, precum 

 

§ i intervalele de incredere (de exemplu 95 %)§ i un grafic al modelului ajustat utilizat 

 

pentru calcularea lor, panta curbei c oncentrae-r5spuns, formula modelului de regresie, 

 

parametrii estimati ai modelului§ i erorile standard ale acestora. 

 

onice abatere de la metida de testare§l abaten de la criteriile de acceptare, precum § i 

 

consideratii privind eventualele consecinte asupra rezultatului testului. 

 

65. Pentru rezultatelemお urrilor punctelor finale, ar trebui sa fie prezentate valorile mcdii§ i 

 

deviatiile lor standard (in functie de duplicat§ i concentratie, dach este posibil). 

 

66. Timpul mediu pan瓦 la etapa NF 62 ar trebui calculat§ i prezentat ca medie a medianelor 

 

duplicateuor §l a deviatiei standard a acestora. De asemenea, pentru tratamente, o medie de 

 

tratament ar trebui calculat五§ i prezentat瓦 ca medie a medianelor duplicatelor§ i a deviatiei 

 

standard a acestora. 

 

631 

 



D060575102 

 

REFERINTE BIBLIOGRAFICE 

 

(1)A ge域ia S U pentru protecia mediului (2013). Validarea testului privind 

 

c re§terea §i dezvoltarea larvelor de a m丘bieni: Integrated S umiar Report. 

 

(2) OCDE (2012a). Guidance Document on S tandardised Test Guidelines for 

 

Evaluating Endocrine Disrupters. Environment, Health and S afty 

 

Publications, S eries on Testing and Assessment (nr. 150), Organizaia pentru 

 

Cooperare § i Dezvoltare Ec onomict, Paris. 

 

(3) Nieuwkoop PD§i Faber J. (1994). Normal Table of Xn(ps laevis 

 

(Daudin). Garland Publishing, Inc, New York, NY, sUA. 

 

(4) Kloas W§i Lutz I. (2006). Amphibians as Model to S tudy Endocrine 

 

Disrupters. Journal of Chromatography A 1130: 16-27. 

 

(5) Chang C, Witschi E. (1956). Genic Control and Hormonal Reversal of Se x 

 

Differentiation in Xenopus. Journal of the Royal S ociety of Medicine 93: 

 

140-144. 

 

(6) Gallien L. (1953). Total Inversion of Se x in Xnps laevis Daud, Following 

 

Treatment with Estradiol Benzoate Administered During Larval S tage. 

 

Comptes Rendus Hebdomadaires des S6 ances de l'Acad6mie des S cienceS 

 

237: 1565. 

 

(7) Villalpando I§ i Merchant-Larios H. (1990). Determination of the S ensitiVe 

 

S tages for Gonadal Se x-Reversal in Xenopus Laevis Tadpoles. International 

 

Journal of Developmental Biology 34: 281-285. 

 

(8) Miyata s, Koike S§ i Kubo T. (1999). Hormonal Reversal and the Genetic 

 

Control of S ex Differentiation in Xenopus. Zoological S cience 16: 335-340. 

 

(9) Mikamo K§ i Witschi E. (1963). Functional Se x-Reversal in Genetic 

 

Females of Xenopus laevis, Induced by Implanted Testes. Genetics 48: 1411. 

 

(10) Olmstead AW, Kosian PA, Korte JJ, Holcombe GW, Woodis K§ i Degitz 

 

sJ. (2009)a.Se x reversal of the Amphibian, Xnps tropicalis, Following 

 

Larval Exposure to an Aromatase hihibitor. Aquatic Toxicology 91: 

 

143-150. 

 

(11) Yoshimoto s, Okada E, Umemoto H, Tamura K, Uno Y, Nishida-Umehara 

 

C, Matsuda Y, Takamatsu N,S hiba T§ i Ito I. (2008). A W-linked DIー 

 

Domain Gene, Dl-W, Participates in Primary Ovary Development in 

 

Xenopus Laevis. Proceedings of the National Academy of S ciences of the 

 

United S tates of America 105: 2469-2474. 

 

632 

 



D060575102 

 

Degitz 

 

Frog: 

 

-123. 

 

(12) limstead AW, Korte JJ , Woodis KK, Bennett BA, Ostazeski S§ i 

 

sJ. (2009) b. Reproductive Maturation of the Tropical Clawed 

 

Xenopus tropicalis. General and Comparative Endocrinology 160: 117 

 

(13) Tobias ML, Tomasson J§ i Kelley DB. (1998). Attaining and Maintaining 

 

S trong Vocal Sy napses in Female Xmps laevis. Journal of Neurobiology 

 

37: 441-448. 

 

(14) Qin ZF, Qin XF, Yang L, Li HT, Zhao XR§ i Xu XB. (2007). 

 

Feminizing/Demasculinizing Effects of Polychlorinated Biphenyls on the 

 

S econdary S exua1 Development of Xnps Laevis. Aquatic Toxicology 84: 

 

32 1-327. 

 

WE,S prando RL, 

 

Degitz sJ. (2011). 

 

in a Long Term 

 

(15) Porter KL, Olmstead AW, Kumsher DM, Dennis 

 

Holcombe GW, Korte JJ, Lindberg-Livingston A§ i 

 

Effects of 4-7'ert-Octylphenol on Xenopus Tropicalis 

 

Exposure. Aquatic Toxicology 103: 159-169. 

 

(16) ASTM. (2002).S tandard Guide for Conducting Acute Toxicity Tests on 

 

Test Materials with Fishes, Macroinvertebrates, and Amphibians.AST 1 

 

E729-96, Philadelphia, PA, sUA. 

 

(17) Capitolul C.4 din prezenta anex', Test de biodegradabilitate rapidt. 

 

(18) Capitolul C.29 din prezenta anex, Biodegradabilitatea rapida - C02 in 

 

vase inchise ermetic (testul Headspace). 

 

DE (1999). 

 

539-55 1. 

 

(19) Kahl MD, Russom CL, DeFoe DL Sl Hammermeister 

 

Saturation Units for Use in Aquatic Bioassays. Chemosphere 39: 

 

(20) Adolfsson-Erici M, Akerman G, Jahnke A, Mayer P, lcLachlan 1S 

 

(2012). A flow-through passive dosing system for continuously supplying 

 

aqueous solutions of hydrophobic chemicals to bioconcentration and aquatic 

 

toxicity tests. Chemosphere, 86(6): 593-9. 

 

(21) OCDE (2000). Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of 

 

Difficult S ubstances and Mixtures. Enviroiiment, Health and S afety 

 

Publications, S eries on Testing and Assessment (nr. 23), Organizaia pentru 

 

Cooperare § i Dezvoltare Economich, Paris. 

 

(22) Hutchinson TH,S hi11abeer N, Winter MJ§ i Pickford DB. (2006). Acute 

 

and Chronic Effects of Carrier SO 1vents in Aquatic Organisms: A Critical 

 

Review. Review. Aquatic Toxicology 76: 69-92. 

 

633 

 



D060575102 

 

(23)AST 1 (2004).S tandard Guide for Conducting the Frog Embryo 

 

Teratogenesis Assay - Xnps (FETAX). ASTM E 1439 - 98, Philadelphia, 

 

PA,S U. 

 

(24) Read BT (2005). Guidance on the Housing and Care of the African Clawed 

 

Frog Xenopus Laevis. Royal S ociety for the Prevention of Cruelty to 

 

Animals (RSPCA), Horsham, S ussex, U.K., 84 pp. 

 

(25) Capitolul C.38 din prezenta anex, Anahza metamorfozei la a m丘bieni. 

 

(26) Capitolul C.48 din prezenta anex乞, Analiza reproducerii pe termen scurt la 

 

pe§ti. 

 

(27) Capitolul C.4 i din prezenta anex, Testul de dezvoltare se xual乞 a pe§tilor. 

 

(28) Capitolul C.49 din prezenta anex, Testul de toxicitate a cut包 la embrionii de 

 

pe§ti (FET). 

 

(29) OCDE (2007). Guidance Document on Amphibian Thyroid 

 

Histology.Environment, Health and S afety Publications,S eries on Testing 

 

and Assessment. (nr. 82) Organizaia pentru Cooperare§i Dezvoltare 

 

E conomic, Paris. 

 

(30) Grim KC, Wolfe M, Braunbeck T, Iguchi T, Ohta Y, Tooi O, Touart L, 

 

Wolf DC§ i Tietge J. (2009). Thyroid Histopathology Assessments for the 

 

Amphibian Metamorphosis Assay to Detect Thyroid-Active S ubstances, 

 

Toxicological Pathology 37: 415-424. 

 

(31) Luna LG§ i Coady K.(2014). Identification of X laevis Vitellogenin Peptide 

 

Biomarkers for Quantification by Liquid Chromatography Tandem Mass 

 

S pectrometry. Anal昇ical and Bioanal舛ical Techniques 5(3): 194. 

 

(32) OCDE (2015). Guidance on histopathology techniques and evaluation. 

 

Environment, Health and Sa fety Publications,S eries on Testing and 

 

Assessment (nr. 228), Organizaia pentru Cooperare§i Dezvoltare 

 

E conomic, Paris. 

 

(33) OCDE (2006). Current Approaches in the S ttistical Analysis of 

 

Ecotoxicity Data: A Guidance to Application. Environment, Health and 

 

Sa fety Publications,S eries on Testing and Assessment (nr. 54),O rganizai 

 

pentru Cooperare§ i Dezvoltare Economic五, Paris. 

 

(34) Hutchinson TH,B6 gi C, Winter 'J, Owens JW, 2009. Benefits of the 

 

Maximum Tolerated Dose (lTD) and Maximum Tolerated concentration 

 

(MTC) Concept in Aquatic Toxicology. Aquatic Toxicology 9 1(3): 197-202. 

 

634 

 





D060575102 

 

DEFINITII 

 

Punctele finale apicale: care provoac5 efecte la nivel de populatie. 

 

Substant五 c himic: o s ubstanta sau un amestec 

 

ELISA: test de imunoadsorbtie cu anticorpi marcati eiizimatic 

 

CEx: (concentratie e fectiv5 pentru un efect x %) reprezinta concentratia care determina o 

 

vahoare x % a unui efect asupra organismelor testate intr-un timp de expunere dat in 

 

comparatie cu un martor. De exemplu, o vahoare EC 5o este concentratia estimt' sa produ 

 

un efect asupra unui punct final de testare la 50% dintr-o populatie expus乞 intr-un timp de 

 

expunere stabilit. 

 

zdf: Zile dupa fertilizare 

 

Test fn regim dinamic: un test cu flux continuu de solutii de testare prin sistemul de testare 

 

in perioada de expunere. 

 

Axa HPG: axul hipotalamo-hipofizo-gonadal 

 

IUPAC: Uniunea Interationala de Chimie Pura§ i A plicata. 

 

Concentratia cea mai scazut乞 pentru care este observat un efect (LOEC) este cea mai 

 

scazut5 concentratie testt5 a unei substante chimice de testat la care se constata un efect de 

 

reducere sen-mificativ din punct de vedere statistic asupra cre§terii (la p< 0,05) in 

 

comparatie cu martorul. ns5 toate concentratiile de testare mai mari dect LOEC ar trebui 

 

s五aiba un efect nociv egal cu sau mai mare dect cele observate la LOEC. Atunci cand 

 

aceste dou5 conditii mentionate nu pot fi indephinite, ar trebui furnizta o exphicatie 

 

complet瓦 a modului de alegere a LOEC (§i, prin urmare, CFEO). Apendicele 7 ofera 

 

orientri fn acest sens. 

 

Concentratia letal豆 medie (LC50): este concentratia unei substante chimice de testat care 

 

este considerta letalt la 50 % din organismele testate pe durata testului. 

 

Concentratia fr豆 efect observat (CFEO) este concentratia de testare imediat sub LOEC 

 

care, atunci cand este co mpart五c u martorul, nu are niciun efect semnificativ din pun-ct de 

 

vedere statistic (p< 0,05) in-tr-un timp de expunere stabihit. 

 

S11LES: specificatie pentru inregistrarea s imphificta a structurii moleculare sub frmh de 

 

text hiniar. 

 

Substanta chhnic註 de testat: Once substantt sau amestec testat utilizand aceasta metod5 

 

de testare. 
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UVCB: substante c u compozitie necunoscut五 sau v ariめi1, produ§i de reactie co mp1ex乞 sau 

 

materiale biologice. 

 

VTG: vitelogenina este o fsflipoglicoprotein乞 precursoare a proteinelor din vitellus care 

 

n mod normal apare la femelele active din punct de vedere sexual din toate speciile ovipare. 

 

637 

 



D060575102 

 

ANUMITE CA RACTERISTII CH IMI E ALE APEl DE DILUTIE ACCEPTABILE 

 

�c o n c eitratie-lhnit' 

 

5 mg/i 

 

2 mg/h 

 

i ig/l 

 

10 ji剖! 

 

5mn飢 

 

5on飢 

 

25 n飢 

 

i jig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i jig/l 

 

i jig/l 

 

i jig/l 

 

i jig/l 

 

i jig/l 

 

ilOn帥 

 

ilOn帥 

 

ilOn飢 

 

Substant註 

 

Particule i n suspensie 

 

Carbon organic total 

 

Amoniac neionizat 

 

Chor rezidual 

 

Totalul pesticidehor organofosforoase 

 

Total pesticide organociomrate plus bifenihi pohiclorurati 

 

Total chor organic 

 

Aluminiu 

 

Arsen 

 

Crom 

 

Cobalt 

 

Cupru 

 

Fier 

 

Plumb 

 

Nichel 

 

Zinc 

 

Cadmiu 

 

Mercur 

 

Argint 
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CONDITI' DE TESTA RE PENTRU LAGDA 

 

1.S pecia de testare xen ps laevis 

 

2. Tipul de testare Continuu n regim dinamic 

 

3. Temperatura apei Temperatura nominal乞 este de 21 oc. Temperatura medie pe durata 

 

testului este de 21 + 1。 c (dlferer4ele i ntre duplicate§ i i ntre tratamente 

 

nu ar trebui s乞 dep喬easc乞 1,0 oc) 

 

4. cdittca iluimnatului Becuri fluorescente (spectru larg) de 600-2000 luc§i (lumeni/rn2) la 

 

suprafa apei 

 

5. Perioad乞 de expunere la lumin乞 12 h de luin, 12 h de i ntuneric 

 

6. Volumul solutiei de testare si 4 - 10 1 (adancime a apei de minimum 10-15 er) 

 

vasul de testare (bazin) Bazin din s tlcl乞 sau ~tel in~xidabil 

 

7.S chimburile de volum ale constante, avand n vedere mentinerea conditiilor biologice§ i 

 

soluiilor de testare expunerea la substanac hiric乞 (de exemplu, 5 reirmoiri pe zi ale 

 

volumului n bazin) 

 

8.V rsta organismelor de testare stadiile 8-10 din Nieuwkoop§ i Faber (NF) 

 

la initiere 

 

9. Numrul de organisme per 20 de exemplare (embrioni)/bazin (duplicat) n momentul iii4ierii 

 

duplicat expunerii§ i 10 exemplare (exemplare tinere)/bazin (duplicat) dup 

 

stadiul 66 din NF p&n la i ncetarea expunerii 

 

10. Numr de tratamente Minim 4 tratamente eu substane cbimice de testat, plus martorul 

 

(martorii) adecvat (adecvati) 

 

11. Numrul de duplicate per 4 duplicate per tratament pentru substanta c hiric乞 de testat§ i 8 

 

tratament duplicate pentru martor(i) 

 

12. Numrul de organisme per Minim 80 de duplicate per tratament pentru substanta chimic乞 de testat 

 

concentratie de testare § i 160 de duplicate pentru martor(i) 

 

13. Apa de dluie Onice ap乞 care permite cre$erea§ i dezvoltarea norml乞 a speciei X 

 

laevis (de exemplu, ap乞 de izvor sau ap乞 de la robinet 丘 ltrat乞 eu 

 

crbune) 

 

14. Aerarea Nu este necesar, dar este posibil乞 aerarea bazinelor n cazul n care 

 

nivelurile de oxigen dizolvat scad sub limitele recomandate, jar 

 

cresterea debitului solutiei de testare este maxirizat. 
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15. Oxigenul dizolvat din so iu1ia Oxigen dizolvat: ? 40 % din vaioarea s tura1iei aeruiui sau? 3,5 mg/i 

 

de testare 

 

6,5-8,5 (diferentele i ntre tratamente§i intre duplicate nu ar trebui s乞 

 

dep喬easc乞 0,5) 

 

10-250 mg CaC 03Il 

 

(A se vedea apendicele 4) 

 

Din stadiile 8-10 din NF p&n la zece spt乞m&ni dup乞 perioada median 

 

p&n乞 la stadiul 62 din NF ii grupul martor eu ap乞§ i!sau c u solvent 

 

(maxim 17 s pt乞m&ni) 

 

Mortalitatea (§i anomalii aparente), timpul pan乞 la stadiul 62 din NF 

 

(eantlon de larve), evaluarea histologiei tiroidei (e§antlon de larve), 

 

cre$erea (greutatea § i lungimea), indicele somatic al ficatului 

 

(e§antionul de puieti), ratele sexului genetic/fenotipic (e§antionul de 

 

puieti), bistopatologia pentru gonade, canalele de reproducere, rinichi§ i 

 

ficat (e§antion de puiei)§ i valoarea VTG din plasm (optional, 

 

e§antionul de puiei) 

 

Oxigenul dizolvat ar trebui s乞 fie de > 40 % din valoarea saturatiei 

 

aerului; temperatura medie a apei ar trebui s乞 fie n liiiitele valorii de 

 

21 + 1 oc, jar diferenele i ntre duplicate§ i i ntre tratamente ar trebui s乞 

 

fie< 1,0。 c; pH-ui solutiei de testare ar trebui s乞 fie cuprins i ntre 6,5§ i 

 

8,5; mortalitatea n martor ar trebui s乞 fieS 20 % n fiecare duplicat, jar 

 

perioada medie pan la stadiul 62 din NF n martor ar trebui s乞 fieS 45 

 

zile; greutatea medie a organismelor de testat n etapa 62 din NF§ i la 

 

ncheierea testului la martori si martori tratati c u solvent (da乞 se 

 

utilizeaz) ar trebui s乞 ating乞 1,0 + 0,2§ i, respectiv, 11,5 + 3 g; ar trebui 

 

s乞existe dovezi care s乞 demonstreze mentinerea s atisfctoare n solutie 

 

a concentratiilor substantei chiniice de testat n liiriitele a + 20 % din 

 

valorile medii msurate. 
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REGIM DE IRANIRE 

 

Ar trebui remarcat faptul ch , de§i se recomanda acest regim de hrhnire, sunt permise 

 

alternative, c u conditia c a organismele de testare s5 c reasc乞§ i s5 se dezvolte intr-un ritm 

 

corespunztor. 

 

Iriinirea larvelor 

 

Prgtira a limen叫ieiたryeル 

 

A. 1:1 (v/v) TroutS tarter: alge/TetraFin⑧ (sau un produs echivalent); 

 

1. Trout S tarter: se a esteca 50 g de TroutS tarter (granule mici sau pral)§ i 300 ml dea pa 

 

filtrat五a decvat乞 intr-un blender la viteza mare timp de 20 de secunde 

 

2. un amestec a lg/TetrFin⑧ (sau un produs echivalent); se ame stec. 12 g de dischete de alge 

 

pirulina§ i 500 ml de a pa filtrata i ntr-un blender la vi tez乞 mare timp de 40 de secunde, se 

 

a mestec乞 12 g de TetraFin⑧ (sau un produs echivalent)c u 500 ml de a p.丘 ltrat乞, jar apoi 

 

acestea se c ombint pentru a constitui 11 de 12叫 alge s pirulin郵 i 12 g/l TetraFin⑧ (sau un 

 

produs echivalent). 

 

3.Se co mbna volume egale din amestecul Trout S tarter§ i din amestecul a lg/TetraFin⑧ (sau 

 

un produs echivalent) 

 

in saramur乞 sunt sparte intr-un litru de a pa s ratt (prepart五 prin 

 

la 11 de aph deionizta). Crevetii in saramura sunt recoltati dup 

 

la temperatura am biant乞 sub lumin五 constant5. Pe scurt, se permite 

 

timp de 30 de minute prin oprirea a errii. Chisturile care 

 

Creveti in s aramur: 

 

15 ml de ou乞 de creveti 

 

adaugarea a 20 ml NaCl 

 

aerarea timp de 24 de ore 

 

saramura 

 

asezarea crevetilor in 

 

plutese in partea superioar五 a recipientului cilindric sunt deversate§ i eliminate, jar crevetii 

 

sunt trecuti prin filtre c orespunzttoare§i adu§i la 30 ml ci ap5 fltrt. 

 

B 

 

Iケotocolul d h庖fIre 

 

Tabelul i cuprinde o refrintc u privire la tipul§ i cantitatea de hrana utilizat5 in stadiile 

 

larvare ale expunerii. Exemplarele ar trebui sa fie rnite de trei ori pe zi, de luni pt乞 

 

vinen, § i o data pe zi in weekend. 

 

Tab elul 1: Regimul de brnir pentru larvele X laevis in conditii dinamice 

 

Creveti i n sa ramur豆 

 

Trout S tarter: alge/TetraFin@sau un 

 

produs echivalent) 

 

In weekend 

 

(o dat五 pe zi) 

 

In timpul s豆 pt豆manii 

 

(de dou豆 ori pe zi) 

 

In weekend 

 

(o dat五 pe zi) 

 

in timpul s五 pt五m合nii 

 

(de trei ori pe zi) 

 

Th fl1)* 

 

(Dupえ fertilizare) 
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Zilele 4-14 

 

(ins豆 pt豆mani1e 0-1) 

 

踊 pt五mana 2 

 

踊 pt豆mana 3 

 

踊 pt豆mana 4 

 

踊 pt豆mana 5 

 

踊 pt豆mana6 

 

踊 pt豆mana 7 

 

S豆 ntmni1e 8-10 

 

0,33 ml 

 

2ml 

 

0,67 ml 

 

3ml 

 

5ml 

 

6ml 

 

6ml 

 

7ml 

 

7ml 

 

2,4ml 

 

4,0 ml 

 

4,0 ml 

 

4,4 ml 

 

4,6ml 

 

4,6ml 

 

4,6ml 

 

0,5 ml 

 

(inzilele 8-15) 

 

1ml 

 

(din ziua 16) 

 

i il 

 

i ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

0,5 ml 

 

(in zilele 8-15) 

 

1ml 

 

(din ziua 16) 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

* Ziua O este defi血ta ca fuind ziua in care este realizta inecia hCG. 

 

Tranzitia de la regimul alimentar larvar la cel pentru puieti 

 

Atunci c tnd larvele incheie metamorfoza, acestea trec la o fr ula de regim alimentar 

 

pentru puieti, care este explictt in continuare. In timpu 

 

al larvelor ar trebui redus pe lnas urh ce cre§te cantitatea 

 

acestei tranzitii, regimul alimentar 

 

de hrant pentru 

 

rvare S. ln 

 

se poate realiza prin scaderea proporional五 a hranei larvare§ i 

 

puieti. Acest lucru 

 

acela§i timp, 

 

propo4lonal a hranei pentru puieti, pe masur ce丘 ecare grup de cinci mormoloci 

 

stadiul 62 din NF§i se apropie de incheierea metamorfozei in stadiul 66 din NF. 

 

'rafa puietului de pe§te 

 

Regimul a limentrpentru puiグ 

 

cresterea 

 

dep醐esc 

 

Duph incheierea metamorfozei (stadiul 66), regimul alimentar se schimba doar in cazul 

 

alimentatiei pentru broasca de mare de calitate s uperioar乞 de 3/32 inch (Xenopus E xpresslM, 

 

FL,S U) sau o cantitate e chiValentt. 

 

Prepararea gnmukルrzdrobiたPentru trali町iadeたsta或“lたrlノarたcel de Puiet 

 

Granulele alimentare pentru broasca de mare sunt mtcinte pentru un timp scurt intr-un 

 

aparat de lll瓦 cinat cafea, un blender sau un mojar§ i pistil pentru a reduce dimensiunea 

 

ximativ 1/3. Prin procesarea e xcesivt se produce praf, ceea ce nu este 

 

Protル0んi d hrdn ire 

 

Tabelul 2 cuprinde o refrin鱗 cu privire la tipul§ i cantitatea de hran乞 utilizta n stadiul de 

 

puiet § i de adult. Animalele ar trebui hr五nite o dat豆 pe zi. Ar trebui mentionat ca, n timp 

 

metamorfozei exemplarelor, acestea continua sa primeasca o po4iune din c reVeIii 

 

sar amur乞 p&n乞 c&nd> 95 % din exemplare incheie metamorfoza. 
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txemp1arele nu ar rreiui sa rie nrarnte in ziua incneiern testului, pentru ca tirana sa nu 

 

distorsioneze mas urtori1e greut4n. 

 

Tabelul 2: Regimul de brnire pentru puie如 X laevis nco nd4ii dinaiice. Ar trebui remarcat faptul 

 

exemplarele nemetamorfozate, inclusiv cele a c ror metamrfz乞a fist i nt&rzit乞 de tratamentul c hiiic, nu 

 

pit mnca granule nezdribite. 

 

Timpul Volum granule zdrobite Volum granule integrale 

 

(S豆pt豆mani dup豆 data metamorfozei mediane) (mg pe pui de b roasc豆) (mg pe pui de b roasc) 

 

Ca nd exemplarele incheie metamorfoza 25 0 

 

踊 pt豆mani1e 0-1 25 28 

 

踊 pt豆mani1e 2-3 0 110 

 

踊 pt豆mani1e 4-5 0 165 

 

踊 pt豆mani1e6 -9 0 220 

 

* Prima zi din s ptamna 0 este data metamorfozei mediane la exemplarele din martor. 
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DETERMINAREA SE XULUI GENETIC (SEX RE GENETICA) 

 

Metida de stabilire a sexului genetic pentru Xn(ps laevis se bazeaza pe studiul lui 

 

Yishimiti e t a l., 2008. Dach este necesar, pit fi obtinute proceduri in detaliu din aceast五 

 

publicatie. Dach se co nsider五 adecvat, pit fi utilizate metide alternative (de exemplu, qPCR 

 

de mare capacitate). 

 

Primaze X. laevis 

 

Marker DMーw 

 

Direct: 5 '-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3' 

 

Invers: 5 '-GGGCAGAGTCACATATACTG-3' 

 

Martor pozitiv 

 

Direct: 5 '-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-' 

 

invers: 5 '-AACTGCTTGACCTCTAATGC-

Purificarea ADN 

 

sau cutanat, utilizand, de exemplu, kitul Qiagen 

 

tesut muscular 

 

(cat. nr. 69506) sau un pridus similar in cinfirmitate cu 

 

piate fi eluat din coloanele de centrifugare utilizand mai 

 

se 

 

町 

 

a genera e§antiiane mai cincentrate dac五 acest lucru 

 

ADN-ul este destul de s tabila,a§a dar 

 

ncruci§te care ar putea cinduce la i 

 

de precizat c5 

 

cintaminri 

 

femele, sau invers. 

 

issue Kit 

 

Purificarea ADN din 

 

DNeasy Buoid and T 

 

instructiunile kitului. ADN-ul 

 

putin瓦 solutie-tampin pentru 

 

cinsidera necesar pentru PCR. Este 

 

trebui s五 se acirde atentie evit包ri 

 

caracterizare gre§it乞 a masculilor ca 

 

PCR 

 

Un mide! de protocol care utilizeaz乞J ump startT1 Taq de la s igrna este prezentat in tabelul 

 

i 

 

Tabelul 1: Model de protocol care utlizeaz乞J ump Start m Taq de la Si gma 

 

tFinal] 

 

1x(tD 

 

Amestec principal 

 

11 

 

NFW 
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10 X sol叫e tampon 2,0 

 

M gCl2 (25mM) 2,0 2,5 nim 

 

dNTP (10 mm ficcare) 0,4 200 .t 

 

Marker pentru primz乞 (8 .tM) 0,8 0,3 .t 

 

Marker invers pentru primz乞 (8 0,8 0,3 tM 

 

tM) 

 

Martor pentru primz乞 (8 .tM) 0,8 0,3 .t 

 

Martor invers pentru primaz乞 (8 0,8 0,3 tM 

 

tM) 

 

J ump Start]M Taq 0,4 0,05 

 

unit叩Itl 

 

Model ADN 1,0 ~ 200 pg/.tl 

 

Nott: La pregtirea amestecurilor principale, se pregtesc can tit乞ti suplimentare pentru a 

 

completa onice pierdeni care ar putea a prea n timp introducenii c u pipeta (de exemplu: 

 

25x ar trebuis乞 se floseasca doar pentru 24 de reacIi). 

 

Reactie．・ 

 

Amestec principal 19,0F 1 

 

Model 

 

Total 20,0" 1 

 

Pqβl Thermocycler. 

 

Etapa 1. 94 oc i min 

 

Etapa 2. 94 oc 30 sec 

 

Etapa 3. 60。 c 30 sec 

 

Etapa 4. 72 oc i min 

 

Etapa 5. Treceti la etapa 2. 35 de cicluri 

 

Etapa 6. 72。 c i min 

 

Etapa 7. 4 oc mentinere 

 

Produsele PCR pot丘 testate imediat i ntr-un gel sau pastrte la 4。 c. 

 

Electrofrez証 in gel de a garoz五 (3 %) (model de protocol) 
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50X7二4E 

 

Tris 24,2 g 

 

Acid acetic glacial 5,71 ml 

 

Na2 (EDTA)・2H20 3,72 g 

 

S e adaug乞 ap la 100 ml 

 

1xz4E 

 

120 392 ml 

 

SIX TAB 8ml 

 

士1 4 grz 

 

3 p4i de a garoz瓦 NusieveTM GTGTM 

 

1 partea de agarozt Fisher e 1ectroendosmozt s ctzuta (EEO) 

 

Metoda 

 

1. Se preparh un gel de 3 % prin a daugarea a 1,2 g de amestec cu a garoza la 43 mliX TAE.Se 

 

a gith pentru a desface buc5tile mari. 

 

2. Amestecul cu agarozA se血 c五lze§te fn cuptorul cu microunde p&nら la dizolvarea complet乞 (a 

 

se evita丘 erberea).S e lash 5a se raceasci lent. 

 

3. S e a dauga 1,0 iL de b romurt de etidiu (10 mg/rl).S e rote§te balonul. Trebuie remarcat 

 

faptul ct bromura de etidiu este mutagena,a§a dar ar trebui s乞 se utilizeze pentru a ceasta 

 

etap乞 substantele chimice alternative, in llla sura in care acest lucru este posibil din punct de 

 

vedere telmic, pentru a reduce riscurile pentru s包nttea lucrtorilor1 

 

4. S e toarna gel fn frma cu pieptenele.S e race§te complet. 

 

5. Se a daugt gel in aparat.Se a copera gelul cu iX TAB. 

 

6. S e a dauga i i1 de 6 x colorant de ncrcare la五 ecare 10 i1 de produs PCR. 

 

7. S e introduc esantioane in aodeuri cu Drneta. 

 

din 

 

sau 

 

din 

 

1in conformitate c u articolul 4.1 din Directiva 2004/37/CE a Parlamentului European§i a Consiliului 

 

29 aprilie 2004 privind proteclia l urtorilor impotriva riscurilor legate de expunerea la agenti cancerigerii 

 

mutagerii la locul de munch [a§ asea directiv. s pecila in sensul articolului 16 alineatul (1) 

 

Directiva 89/391/CEE a Consiliuluij (ji L 158, 30.4.2004, p. 50). 
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8. Se a nalizeaza la 160 de vo1Ii constant timp de~ 20 de minute 

 

In figura i este prezentth o imagine de gel de a garoz乞 care in dic乞 modele de exemplare de 

 

sex masculin si feminin. 

 

Figura 1: Imagine c u gel de a garozt care indict modelul orientativ de band巨 pentru un exemplar mascul 

 

(d'), (band乞 unich ~ 203 pb: DIRTi)§ i im exemplar femel乞 (早) (dout beirzi la~ 259 bp: Dl-W§i 203 

 

bp:DIRT1). 

 

-/Dl-W 

 

' DIRTi 

 

REFERINTE BIBLIOGRAFICE 

 

Yoshimoto s, Okada E, Umemoto H, Tamura K, Uno Y, Nishida-Umehara C, Matsuda Y, 

 

Takamatsu N,S hiba T, Ito M. 2008. A W-linked DI-domain gene, DM-W, participates in 

 

primary ovary development in Xnps laevis. Proceedings of the National Academy of 

 

Sciences of the United S tates of America 105: 2469-2474. 
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MASURAREA VITELOGENINEI 

 

lAsurarea viteligeninei (VTO) se face utiliz&nd o me tod乞 de anali za de imunoadsorbliec u 

 

anticirpi marcati enzimatic (ELIsA), care a fist dezvoltth initial pentru VTO a speciei 

 

fathead mimiow (Parks e t a l., 1999). tf prezent, nu existA anticirpi disponibili in comert 

 

pentru X laevis. Cu toate acestea, avAnd n vedere abundenta de infirmatii pentru aceastA 

 

priteinA § i dispinibilitatea unir servicii de priductie de anticorpi in cimert eficiente din 

 

punctul de vedere al costurilor, este rezinabil ca labiratoarele sA piatA desfA§ura c u u§urntA 

 

un test E LISA pentru a efectua aceastA mAsurAtoare (limstead e t a l., 2009). De asemenea, 

 

limstead e t al. (2009) iferA o descriere a analizei, astfel cum a fist midificatA pentru VTG 

 

la X tropicalis, prezentatA fn continuare. Metida utilizeazA un anticirp realizat impitriva 

 

VTG a speciei X tropicalis, dar este cuniscutA, de asemenea, ca fuind aplicabilA pentru 

 

VTG a speciei X laevis. Ar trebui remarcat faptul cA pit fi utilizate, de asemenea, testele 

 

ELISA necimpetitive§ i cA este posibil ca acestea sA aibA limite de detectie mai mici decat 

 

metida descrisA mai jis. 

 

Materiale si reactivi 

 

S er c u primul anticirp (Ab) pre-adsirbit 

 

Se amestecA i parte de ser Anti-X tropicalis VTG c u primul Ab c u diuA pArti de plasmA de 

 

mascul c u martor§i se lasA la temperatura camerei timp de~ 75 de minute, sea§ eazA silutia 

 

pe ghe可A timp de 30 de minute, se centrifugheazA > 20k x O timp de 1 irA la 4 0C, se 

 

eliminA supernatantul, partea alicitA§i se pAstreazA la -20。 C. 

 

Al diilea anticirp 

 

Cinjugat Giat Anti-Rabbit IgG-IRP (de exemplu, Buo-Rad 172-10 19) 

 

S tandard VTG 

 

VTG de X laevis purificat la 3,3 mg/ml. 

 

TMB (3,3',5,5' tetrametil-benzidinA) (de exemplu, KPL 50-76-00; sau S igma T 0440) 

 

Se r nirmal de gAscA (NGS) (de exemplu, Chemicin⑧ S 26- 100 ml) 

 

PiAci de micrititrare din pilistiren EIA de 96 de godeuri (de exemplu, 'CN: 76-381-04, 

 

Cistar: 53590, Fisher: 07-200-35) 

 

Cuptir de hibridizare la temperaturA de 37。 C (sau un incubator de aer c u echilibrare 

 

rapidA) pentru piAci, baie de apA pentru eprubete 

 

Alte echipamente de labirator, substante chimice§ i cinsumabile. 

 

Retete 

 

SO伽le-tampon d acoperire (50 mIde so伽le-tampon c a功onat,plgの了 
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1,26 g 

 

0,68 g 

 

428 ml 

 

NaHC03 

 

Na2CO3 

 

apt 

 

i OX PBs色i』力bザlt, 1,5 MNK7l): 

 

NaH2P04・120 0,83 g 

 

Na2HP04・7 120 20, g 

 

71 g 

 

810m! 

 

NaCi 

 

apa 

 

SO何ieーtarn1フm de sヌフdんre 

 

100m! 

 

900 ml 

 

lOX PBS 

 

apt 

 

Se可usteaza pH-ui la 7,3 c u 1 M ICi, apui se adaugh 0,5 ml T ween-20 

 

SO伽ie-tllpon de ana liz: 

 

Ser normal de g&sc五 (NGS) 3,75 ml 

 

SOluie-tampon des palare 146,25 ml 

 

Esantionare 

 

Sangeie se recolteaz5 c u o e prubet五 mcrohemtocrltt heparinizat乞§ i sea§e aza pe ghea. 

 

Duph centrifugare timp de 3 de minute, eprubeta este punctt5, se deschide, jar plasma este 

 

expuizta fn eprubete de microcentrifugare de 0,6 ml care co叫in 0,13 unit可i de a protinin乞 

 

liofi1izt. (Aceste eprubete sunt preparate in prealabil prin adaugarea ca ntit毒ii adecvate de 

 

aprotinin, congelare§ i liofilizare fntr-un concentrator de tip speed-vac la c五 ldura redus乞 

 

pnt la uscare.) Plasma se pastreaz la -80 oc pana la analiz. 

 

Procedura pentru o s ingur五 p1ac証 

 

4 c operirea P航cii 

 

Se amestech 20 i1 de VTG puriicat乞 cu 22 ml de s oluie-tampon de carbonat (final 

 

3 ig/l).S e a dauga 200 i1 fn fiecare godeu de pe o placa cu 96 de godeuri.Se acopera 

 

placa cu o pelicula de adeziv de e tan§are§ i se las. la incubat peste noapte la 37。 C pentru 

 

2 ore (sau la 4 oc peste noapte). 
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βルcarea p庖cli 

 

S01utia de buocare este preparta prin a daugarea a 2 ml de Normal GoatS e rum (NGS) la 

 

38 ml de solutie-tampon de carbonat.Se ndep五rteaza solutia de acoperire§ i se a git乞 

 

continutul uscat.S e a dauga 350 i1 de solutie de buocare fn fiecare godeu.S e aco pera c u o 

 

pelicula de adeziv de e tan§are§i se inc ubeaza peste noapte la 37。 C pentru 2 ore (sau la 4 oc 

 

peste noapte). 

 

Prepararea standardelor 

 

5,8 i1 de VTG standard purificat se ame steci c u 1,5 ml de soluie-tampon de a naliz乞i ntr-o 

 

eprubeta de testare din s ticlt de borosilicat de unict flosint de 12 x 75mm .Se obtine 

 

astfel o cantitate de 12 760 ng/ml. Apui se e fctueaza o dilutie fn serie prin a dhugarea de 

 

750 t1 din dilutia a nterioara la 750" 1 de so 1uie-tampon de a nalzら pentru a genera 

 

concentratii finale de 12 760, 6380, 3190, 1595, 798, 399, 199, 100§i 50 ng/ml. 

 

Iケ'pararea 賀antioaneんr 

 

tsma c u 299 ti de 

 

analiz五. In cazul n 

 

Se fncepe c u 0 dilutie de 1:300 (de exemplu, se com bina i ti de p] 

 

so1uie-tampon de a naliz) sau de 1:30 de p1asm乞 nso lutie-tampon de 

 

care se preconizeaza o cantitate mare de VTG, pot fi necesare dilutii suplimentare sau mai 

 

In cazul esantioanehor care nu au 

 

femele (care sunt 

 

de aceasta vahoare 

 

si 

 

mari. Incercati s乞 mentineti B/B~ n intervalul standardelor. 

 

o vahoare VTG a precibila, de exemplu, martinii mascuhi 

 

se utilizeazh dilutia de 1:30.E§a ntioane1e, diluate mai putin 

 

efecte de matrice nedorite. 

 

In plus, se recomanda s乞 se analizeze un e§a ntion de martor pozitiv pe丘eca re plac乞. Acesta 

 

provine dintr-o rezerva de plasm豆 care contine nivehun de VTG puternic induse. Rezerva 

 

este diluta initial n NGS,i mp4it乞 n p4i alicote§ i pastrta la -80 c. Pentru fiecare p1aca 

 

o parte a 1icota se co ngeleaza, se dilueaza apoi n solutie-tampon de a naliz5§i se testeaza 

 

similar unui esantion de testare. 

 

primul 

 

ana1iza 

 

cu 

 

de 

 

dilutii de 1:2 000 a serului 

 

(de exemp珂 solutie-tampon 

 

Incubatiac u primul anticorp 

 

Primul anticorp este pregtit prin efectuarea unei 

 

solutia-tampon de a na1iza 

 

300 tl din solutia c u primul anticorpc u 300 i1 de e§antion/soluie 

 

anticorp pre-adsorbit n 

 

8 iii-16 m l).Se combing 

 

standard i ntr-o e prueti de s ticl. Eprubeta B~ se prepart fn mod similar c u 300 iil de 

 

sa se prepare o 

 

riume, rncmn 

 

ar trebu 

 

iza,§ i ai 

 

solutie-tampon de a nalizh§ i 300 i1 de anticorp. De asemenea, 

 

eprubet乞 NSB utilizand fumai 600 t1 de solutie-tampon de anal 

 

anticorp. S e aco pert eprubetele cu Parafilm§ i se a git. u§or pentru amestecare.S e incubeaza 

 

intr-o baie de a p la 37。 c timp de i ord. 

 

助dたreap競cii 

 

chiar nainte de fmahizarea incubrii primului anticorp, se s pa1a placa. Aceasta se realizeaza 
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prin scuturare pentru eliminarea continutului § i tamponarea pe hartie bsorbant五 pentru 

 

uscare. Godeurile sunt apui umplute c u 350 i1 de solutie de s piare,§ terse §l uscate. Aici 

 

este util5 o pipet瓦c u mai multe canale cu picurare repetat乞 sau un sister de s palar a placii. 

 

Etapa de s pa1are se repeta de inch doua ori,exec utandu-se in total trei sphlri. 

 

たcdrcara p坑cii 

 

Duph s pt1area pl豆cii, se indephrteaza eprubetele din baia de ap五§ i se agith u§or.Se a dauga 

 

200 t1 din fiecare e§a ntion, din solutia standard, B～§ i eprubeta NSB pentru a duplica 

 

godeurile p1tcii.Se acopert placa c u 0 pe1icu1t de adeziv de e tanSare§i se last la incubat 

 

timp de o o ra la 37 oc. 

 

んcuba加cu al diika anticorp 

 

Las fritulin cubrii din etapa a nterioar., placa ar trebui st fies p乞lat乞 din nou de trei ori, la 

 

fel ca mai sus.S e prepar乞 al doilea anticorp diluat prin amestecarea a 2,5 tl din al doilea 

 

anticorp cu 50 ml de s oluie-tampon de analiza.S e adauga 200 ti din al doilea anticorp 

 

diluat in fiecare godeu, se e ta§eaza ca mai sus§ i se incubeaz乞 timp de i or la 37。 c. 

 

4ddugarea d substrat 

 

Dupa ce incubatia cu al doilea anticorp s-a incheiat, se s pala placa de trei ori, astfel cum s-a 

 

descris anterior. Apul se adaugh 100 .ti de substrat TMB n fiecare godeu.Se lasa reactia 

 

timp de 10 minute pentru a se desf§ura, de preferint乞, frith de lumina puteric.Se opre§te 

 

reactia prin adhugarea a 100 i1 de acid fosforic i M. Aceasta va determina schimbarea 

 

cuborii din albastru in galben intens.Se m乞soara absorbanta la 450 nr utilizand un cititor de 

 

p1act. 

 

Calcularea B/Bo 

 

Sescade vaboarea medie a NSB din toate lll tsurtori1e. Se c alculeaza B/Bo pentru fiecare 

 

standard i mp4ind valoarea absorbantei (B) la absorbanta medie a 

 

Seobtine curba standard si se dtrind valorile necunoscute 

 

Segenereaza o cu rbt standard c u ajutorul unui software de grafica pe calculator (de 

 

exemplu, s lidewrltelM sau sl gma Plot⑧) care va extrapola cantitatea din B/B~ a e§antlonulu1 

 

pe baza B/B~ a standardebor. De regul五, cantitatea este reprezentat乞 grafic pe o scar 

 

bogaritmict §i curba are o frna sigmoidh.i n血, este posibil s t apar5 liniar五 atunci ca nd se 

 

utilizeazh o gama restransa de standarde.Se co recteaz乞c antit4ibe e§antionului pentru 

 

factorul de dilutie, acestea fuind consemnate c a mg VTG/ml din plasmt. 

 

Determinarea limiteルr de detec$ie minime 

 

in special la masculii normali, nu este dlar cum sa se raporteze rezultatele obtinute 

 

ar trebui sa se utilizeze ,,limitele de incredere" de 
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95 %, pentru 

 

alt nunr. In 

 

a stabili dac五 valoarea respectiv五 ar trebui co nsennt五 ca fuind zero sau ca un 

 

cazul i n care 

 

standardului zero (B~), n 

 

ultatul es 

 

antionului se ncadreaz包 n intervalul de ncredere 

 

ultatul ar trebui consenmat ca fuind zero. Nivelul minim 

 

可
山
 

 

detectie va fu cel mai s cazut standard care este n mod consecvent diferit de standardul zero; 

 

adica, cele doug intervale de ncredere nu se suprapun. Pentru onice rezultat al esantionului 

 

care se ncadreaz5 n limita de incredere a nivelului minim de detectare, sau dep醐e§te 

 

aceastt limita, se va consemna valoarea calculta. In cazul n care un eSantion se ncadreaz 

 

intre standardul zero§i intervalele minime de detectie, ar trebui s ' se consenmeze o j umtat 

 

din nivelul minim de detectie pentru valoarea e§antionului respectiv. 
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Reproductive maturation of the tropical clawed frog: Xnpus tropicalis. General and 

 

Comparative Endocrinology 160: 117-123. 
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ANALIZA sTATIsTICA 

 

LAGDA genereaz乞 trei forme de date de analizat din punct de vedere statistic: (1) date 

 

continue cantitative, (2) date despre timpul palla la evenimente pentru ratele de dezvoltare 

 

(timpul pana la stadiul 62 din NF)§ i (3) date ordinale sub formA de punctaje de severitate 

 

sau stadii de dezvoltare o bIinute n urma evaluArilor histopatologice. Arborele decizional 

 

pentru analiza statisticA recomandat pentru LAGDA este prezentat n figura 1. De asemenea, 

 

mai jos sunt indicate unele adnotAri care ar putea fi necesare pentru a efectua analiza 

 

statisticA pentru mAsurAtorile LAGDA. Pentru arborele decizional de analizA, ar trebui sA se 

 

analizeze rezultatele mAsur肌orilor pentru mortalitate, cre§tere (greutate § i lungime)§ i 

 

indicele somatic pentru ficat (LSI) n conformitate cu sectiunea,, Alte puncte finale". 

 

Flux continuu de date 

 

Datele pentru punctele finale continue ar trebui sA fie mai intAi verificate n ceea ce prive§te 

 

monotonicitatea prin transformarea datelor prin clasificare, corelarea cu un model ANOVA 

 

§lcompararea contrastelor liniare§ i p飢ratice. In cazul n care datele sunt monotone, se 

 

efectueazA un test al tendintelor cu regresie Jonckheere-Terpstra pe valorile medii ale 

 

replicilor § i nu ar trebui sA se mai aplice analize ulterioare. O alternativA pentru datele care 

 

sunt distribuite n mod normal cu variatii omogene este testul cu regresie Williams. DacA 

 

datele nu sunt monotone (contrastul pAtratic este se nmifictiV§ i cel liniar nu este 

 

sernnificativ), acestea ar trebui sA fie analizate folosind un model ANO VA de efecte mixte. 

 

Ulterior, datele ar trebui sA fie evaluate pentru normalitate (de preferat, folosind testul 

 

Shapiro-Wilk sau Anderson-Darling) §i omogenitatea variantei (de preferinA, folosind testul 

 

Levene). Ambele teste sunt efectuate pe valorile reziduale din modelul ANOVA de efecte 

 

mixte.S e poate recurge la opinia expe4ilor i n locul acestor teste formale privind 

 

normalitatea §i omogenitatea variantei, de§i sunt preferate testele formale. In cazul n care 

 

datele sunt distribuite n mod normal eu o variantA omogenA, ipotezele unui efect mixt 

 

ANOVA se confirmA si se determinA un efect semnificativ al tratamentului din testul lui 

 

Dunnett. in cazul n care se constatA non-normalitatea sau caracterul eterogen al variantei, 

 

atunci se ncalcA ipotezele testului lui Dunnett§ i se cautA o transformare pentru normalizare 

 

§lstabilizare a variantei. In cazul n care nu se constatA o astfel de transformare, atunci se 

 

determinA un efect senmificativ al tratamentului, cu un test al lui Dunn. On de cate on este 

 

posibil, ar trebui sA se efectueze un test unidirectional, fatA de un test bidirectional, nsA se 

 

impune o apreciere profesionalA pentru a decide care este corespunzAtor pentru un anumit 

 

punct final. 

 

』如rlalit1t 

 

cuprinde 

 

dt bazin. 

 

tar, acei 

 

are sunt 

 

Datele privind mortalitatea ar trebui sA fie analizate pentru perioada de timp care 

 

intregul test§ i ar trebui sA fie exprimate ca propo4ie care a munit i ntr-un anur 

 

Mormolocii care nu ncheie procesul de metamorfozA n intervalul de timp 

 

mormoloci care se an A ns ub-e§antionul de cohortA larvarA, acei pe§ti tineri 
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eliminati, precum§i onice animal care miare din cauza unei eroni a experimentatorului ar 

 

trebuisa fie tratati ca date cenzurate§ is包 nu fie in clu§i n numitorul calculului procentual. 

 

mainte de irice a naliza s ttistic乞, ar trebui ca proportia mirtalittiis五 fie trnsfrmt五 n 

 

arcsin-radacina phtrta. O a lterntiva este utilizarea testului Cochran-Armitage de regresie, 

 

eventual cu o ajustare Rao-Scottm prezenta supradispersiei. 

 

Greutatea, i lun gimea (date privind c retereり 

 

Masculii § i femelele nu sunt dimorfe din punct de vedere sexual m timpul metamorfizei, 

 

astfel nct datele pnivind cre§terea in s ub-e§antiinul larvar ar trebui sa fie analizate 

 

independent de sex. Cu toate acestea, datele privind cre§terea puietului ar trebui s ' fie 

 

analizate separat pe criterii de sex genetic. Pentru aceste puncte finale este pisibil s乞 fie 

 

neviie de o transfirmare log, deiarece normalitatea log a dateuor privind dimensiunile nu 

 

este un lucru neibi§nuit. 

 

Indicele somatic pentru戸cat 4') 

 

pnopo4ii din greut毒ile titale ale cirpului 

 

pe baza sexului genetic. 

 

Greuttile ficatului ar trebui sa fie normalizate ca 

 

(§i afume, LSI)§ i ar trebui st fie analizate separat 

 

Timp pan豆 la stadiul 6 2 din NF 

 

Datele privind timpul pana la metamorfza ar trebui sa fie tratate ca date privind timpul 

 

pna la eveniment, ian onice cazuri de mirtalitate sau de exemplare care nu ajung n stadiul 

 

62 NF n 70 de zile ar trebui tratate drept date cenzurate de drept (§i afume, valoarea reala 

 

este mai mare de 70 de zile, dar studiul se incheie mnainte ca animalele s乞丘 atins stadiul 62 

 

NF n 70 de zile). Timpul median ptna la ncheierea stadiului 62 NF al metamirfizei la 

 

martinii din apa de dilutie ar trebui s乞 fie utilizat pentru stabilirea datei de ncheiere a 

 

testului. Timpul mediu pentru ncheierea metamirfozei ar putea fi determinat de factirii de 

 

estimare pridus-limita Kaplan-Meier. Acest punct final ar trebui si fie analizat utiliz&nd un 

 

model de risc pripirional eu efecte mixte Cox, care tine seama de structura replcta a 

 

studiului一 

 

Date privind histopatologia (punctaje de severitate§ i stadii de dezvoltare) 

 

Datele pnivind histipatologia sunt prezentate sub firma unir punctaj e de sevenitate sau 

 

stadii de dezviltare. Un test denumit RSCABS (Rai-Scitt Cichran-Armitage by S 1ices) 

 

utilizeaza un test al tendintelor Cochran-Armitage eu Rao-Scott eu regresie ajustat la fiecane 

 

nivel de severitate n cadrul unui r五spuns histopatologic (Green et al., 2014). Ajustarea Rai-
Scott integreaza n test modelul experimental al recipientului replicat. Procedura " by S lices" 

 

integreazh estimarea biologica confirmc reia sevenitatea efectelor tinde s t creasct, o dta 

 

eu cre§terea dozelor sau a concentratiilor, pastrand n a cela§i timp punctaj ele individuale§ i 

 

indicand severitatea orictrui efect identificat. Procedura RSCABS nu doar determina 

 

tratamentele care sunt diferite din punct de vedere statistic de martiri (§i afume, au o 

 

patologie mai s evera dect martini), ci determin乞, de asemenea, la ce punctaj de severitate 

 

apare diferenta, ofenind astfel un context ttt de necesar pentru a naliza. n cazul stabilirii 

 

654 

 



D060575102 

 

stadiilor de dezvoltare la gonade§ i canalele de reproducere, ar trebui s i se 

 

manipulare s uplimentara a datelor,i ntructt una dintre ipotezele RSCABS este 

 

gradui de severitatec re§teo dt乞c u 

 

accelerare a dezVoltrii. Prin urmare, 

 

doza. Efectul observat ar 

 

datele privind stadiile de 

 

analizate, astfel cum au fost consemnate, pentru a detecta 

 

dezvoitare § i apoi 

 

dezvoitare. 

 

a trece manual la o a 

 

apuice 0 

 

aceea ca 

 

putea fi o ntarziere sau o 

 

doua analiza pentru 

 

Figura 1: Arborele decizional al arializei statistice pentru datele LAGDA. 

 

Tip de date 

 

4 

 

Histopatologie 

 

I 

 

l 

 

Timp p合n首 la 

 

N F62 

 

l 

 

」～（で『三」＞ 

 

受§竺§フ 

 

4 

 

Alte puncte 

 

石na厄 

 

Test de validare 

 

→ pentru 

 

Modelul ANOVA c u efecte 

 

mixte utiliz合nd replic首 fr 

 

tratament c a efect aleatoriu 

 

5i c u tratament c a efect fix 

 

Ipoteze Pass 

 

(normalitate 5 i 

 

omogenitate) 
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URMARIRA sI MINIMIZAREA APARITIEI SCO LIoZI 

 

CONSIDERENTE 

 

Sco1ioza idioptica, ce se manifst乞, de obicei, prin ,,coad乞m doit豆" la mormoloci Xnpus 

 

laevis, ar putea complica observatiile morfologice § i comportamentale la populatiile testate. 

 

elimina incidenta 

 

se recomanda ca 

 

minimum sau a 

 

,adru1 testului final 

 

,la 

 

h〔 

 

s豆 se depua eforturi pentru a redu 

 

tat in stoc,c t§i in conditii de testare. 

 

Ar trebui 

 

scoliozei, 

 

prevalenta scoliozei moderate§ i severe sa fie sub 10 %, pentru o mai bua incredere c乞 

 

testul poate detecta efecte la nivelul dezvoltrii care sunt corelate cu tratamentul la larvelor 

 

amfibieni care sunt sh ntoase in alte conditii. 

 

Observatiile zilnice din timpul testului final ar trebui sa inregistreze tt incidenta (numhrul 

 

individual), ct§ i severitatea scoliozei, n cazul in care acestea e xistt. Natura anomaliei ar 

 

trebui s乞 fie descrisa cu referire la locatie (de exemplu, anterior sau posterior fat de cloac) 

 

§i directia curburii (de exemplu, lateral sau dorsto-ventralt). Se verittea poate fic lasificat 

 

dupa cum urmeaz: 

 

(NR) Nu este remarcabilt: nu existt o c urburt 

 

(1)M inimt: u§oar乞, curbur laterala posterior fta de cloact; aparent doar i n repaus 

 

(2)Mo deratt: c urburh laterala posterior ft5 de cloac;V izibilt in onice moment, dar nu 

 

impiedict deplasarea 

 

(3)S eVera:cu rbur5 lteralt anterior ft5 de cloacA; SA U onlce curburA care inhibA 

 

deplasarea; S AU onice curburA dorsoventralA 

 

Un comitet stiintific consultativ FIFRA al US EPA (FIFRA S AP 2013) a analizat datele 

 

sintetizate pentru scoliozA n cadrul a cincisprezece analize privind metamorfoza la amfibii 

 

pe X. laevis (de la stadiul NF 51 pAnA la 60+)§ i a prezentat recomandAri generale pentru 

 

reducerea prevalenIei acestei anomalii la populiile de testare. RecomandAnile sunt 

 

relevante pentru LAGDA, chiar dacA acest test cuprinde un calendar de dezvoltare mai lung. 

 

de maltA 

 

reduce la 

 

Performanta istoricA privind depunerea icrelor 

 

In general, ca perechi de reproductie ar trebui sA fie utilizati adultii sAAto§i§ i 

 

reproductie care produc pui cu scoliozA poate 

 

mod specific, ar putea fi beneficA reducerea la minimum 

 

calitate; eliminarea perechilor de 

 

minim aparitia acesteia in timp. n 

 

a utilizArii stocului de repnoducere cu exemplare capturate n sAlbAticie. Perioada de 

 

expunere LAGDA incepe cu stadiul NF cu 8-10 embrioni§i nu este posibil sA se determine 

 

ncA de la nceputul testului dacA anumite exemplare vor prezenta scoliozA. Astfel, in afarA 

 

de urmArirea incidentei scoliozei la animalele supuse testului, ar trebui sA se documenteze 

 

performanta istonicA privind seria de icre (inclusiv prevalenta scoliozei la onice larve 
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permise s乞 se dezvolte). Ar putea fi util sa se monitorizeze n continuare portiunea fiecari 

 

senii de icre care nu sunt utilizate intr-un anumit studiu si sh se consemneze aceste observatii 

 

(FIFRA SA P 2013). 

 

Calitatea apei 

 

Este important sa se asigure o calitate adecvta a apei, tat n stocul din laborator, c&t§ i in 

 

timpul testului. In plus ft de criteriile privind calitatea apei, care sunt evaluate in mod 

 

curent pentru testele de toxicitate acvatic乞, poate丘 util s五 se monitorizeze§i sa se corecteze 

 

onice deficiente de nutrienti (de exemplu, deficienta de vitamina C, calciu, fosfor) sau 

 

nivelurile in exces de seleniu§ i de cupru, care sunt raportate a provoca scolioza in grade 

 

diferite la speciile cres cute in laborator Rana sp.§ i Xenopus sp. (Marshall e t al. 1980; 

 

Leibovitz e t al. 1992; Martinez e t al. 1992; astfel cum au fist raportate in FIFRA 2013). 

 

Utilizarea unui regim alimentar adecvat (a se vedea apendicele 4)§ i curtarea periodic乞 a 

 

bazinelor. vor imbunttati. in aeneral. calitatea aDei si shnttea exemDiarelor de testare. 

 

Regimul alimentar 

 

Recomandni specifice privind un regim alimentar, care se constat乞 ca au fost reu§ite in 

 

cazul LAGDA, sunt prezentate in detaliu in apendicele 4.S e recomand乞 ca sursele de hran 

 

pentru animales t fie verificate pentru a detecta prezenta toxinelor biologice, a erbicidelor §i 

 

a altor pesticide despre care se§ tie c五 provoac乞 scoliozh la X laevis sau la alte animale 

 

acvatice (Sch1enk§i Jenkins 2013).S pre exemplu, expunerea la anumiti inhibitori ai 

 

colinesterazei a fost asociat五 cu scolioza la pe§ti (Schultz e t al. 1985)§ i broa§te (Bacchetta 

 

et al. 2008). 
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