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(Ikke-lovgivningsmeessige retsakter)

FORORDNINGER

KOMMISSIONENS FORORDNING (EU) Nr. 260/2014
af 24. januar 2014

om tilpasning til den tekniske udvikling af forordning (EF) nr. 440/2008 om fastleeggelse af
forsegsmetoder i henhold til Europa-Parlamentets og Ridets forordning (EF) nr. 1907/2006 om
registrering, vurdering og godkendelse af samt begransninger for kemikalier (REACH)

(E@S-relevant tekst)

EUROPA-KOMMISSIONEN HAR —

under henvisning til traktaten om Den Europaiske Unions
funktionsmaéde,

under henvisning til Europa-Parlamentets og Rddets forordning
(EF) nr.1907/2006 af 18. december 2006 om registrering,
vurdering og godkendelse af samt begransninger for kemikalier
(REACH), om oprettelse af et europzisk kemikalicagentur og
om @ndring af direktiv 1999/45/EF og ophavelse af Rédets
forordning (EQF) nr.793/93 og Kommissionens forordning
(EF) nr. 1488/94 samt Radets direktiv 76/769/EQF og Kommis-
sionens direktiv  91/155/EQF, 93/67/EQF, 93/105/EF og
2000/21/EF (), sarlig artikel 13, stk. 3, og

ud fra felgende betragtninger:

(1)  Kommissionens forordning (EF) nr. 440/2008 (3 inde-
holder de testmetoder til bestemmelse af stoffers fysisk-
kemiske egenskaber, toksicitet og ekotoksicitet, som skal
anvendes i forbindelse med forordning (EF)
nr. 1907/2006.

(20 Det er nedvendigt at ajourfore forordning (EF)
nr. 440/2008 ved, at der med hgj prioritet indsettes
nye og ajourforte alternative testmetoder, som OECD
har vedtaget for nylig, siledes at antallet af dyr, der
anvendes til forsag, begranses i overensstemmelse med
Europa-Parlamentets og Réadets direktiv 2010/63/EU af
22. september 2010 om beskyttelse af dyr, der anvendes

() EUT L 396 af 30.12.2006, s. 1.
() EUT L 142 af 31.5.2008, s. 1.

til  videnskabelige formdl (}), og Radets direktiv
86/609/EQF af 24. november 1986 om indbyrdes tilnar-
melse af medlemsstaternes love og administrative bestem-
melser om beskyttelse af dyr, der anvendes til forseg og
andre videnskabelige formal (¥).

(3)  Tilpasningen omfatter to metoder til bestemmelse af
fysisk-kemiske egenskaber, herunder en ajourfering af
testmetoden til bestemmelse af vandoplaselighed og en
ny testmetode til bestemmelse af fordelingskoefficienten,
som er relevante for vurderingen af persistente, bioakku-
mulerende og toksiske stoffer (PBT); fire nye og en ajour-
fort metode til bestemmelse af okotoksicitet og skabne
og opfersel i miljget; ni metoder til bestemmelse af toksi-
citet og andre sundhedseffekter, herunder fire testmetoder
til bestemmelse af inhalationstoksicitet, som omfatter en
ajourfering af tre metoder og en ny metode til at redu-
cere antallet af dyr, der anvendes, og forbedre vurde-
ringen af virkninger, en ajourfering af testmetoden til
bestemmelse af toksicitet ved gentagen dosering (28
dage, oral), s& den omfatter parametre til vurdering af
endokrin aktivitet, en ajourfering af toksikokinetiktestme-
toden, som er relevant for designet og forstdelsen af
toksikologiske undersggelser, og en ajourfering af test-
metoderne til bestemmelse af kronisk toksicitet, karcino-
genicitet og kronisk toksicitet/karcinogenicitet.

(4)  Forordning (EF) nr. 440/2008 ber @ndres i overensstem-
melse hermed.

(5) Foranstaltningerne i denne forordning er i overensstem-
melse med udtalelse fra det udvalg, der er nedsat ved
artikel 133 i forordning (EF) nr. 1907/2006 —

() EUT L 276 af 20.10.2010, s. 33.

() EFT L 358 af 18.12.1986, s. 1.
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VEDTAGET DENNE FORORDNING:

Artikel 1

Bilaget til forordning (EF) nr. 440/2008 @ndres som angivet i bilaget til denne forordning.

Artikel 2

Denne forordning treeder i kraft pd tredjedagen efter offentliggorelsen i Den Europeiske Unions Tidende.

Denne forordning er bindende i alle enkeltheder og galder umiddelbart i hver medlemsstat.

Udferdiget i Bruxelles, den 24. januar 2014.

Pd Kommissionens vegne
José Manuel BARROSO
Formand
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BILAG

[ bilaget til forordning (EF) nr. 440/2008 foretages folgende endringer:

1) Kapitel A.6 affattes sdledes:

»A.6. VANDOPL@SELIGHED

INDLEDNING

Denne metode svarer til OECD Test Guideline (TG) 105 (1995). Denne metode er en revideret version af den
oprindelige TG 105, som blev vedtaget i 1981. Der er ingen indholdsmassig forskel mellem den nuvarende
version og versionen fra 1981. Det er primert formatet, som er @ndret. Revisionen var baseret pd EU-test-
metoden »Vandopleselighed« (1).

INDLEDENDE OVERVEJELSER

Et stofs vandopleselighed kan i betragtelig grad afhange af tilstedevarelsen af urenheder. Metoden omfatter
bestemmelse af opleseligheden i vand af stoffer, som i det vasentlige er rene, og som er stabile i vand og ikke
flygtige. Inden vandopleseligheden bestemmes, er det nyttigt at have forhandsoplysninger om teststoffets struk-
turformel, damptryk, dissociationskonstant og hydrolyse som funktion af pH.

To metoder, kolonne-eluerings-metoden og kolbe-metoden, som omfatter opleselighed henholdsvis under og
over 1072 gfl, er beskrevet i denne testmetode. En simpel forelobig test er ogsi beskrevet. Den gor det muligt at
bestemme, hvor meget materiale der omtrentligt skal anvendes i den endelige test, og hvor lang tid der
omtrentligt kraves til at opnd meetning.

DEFINITIONER OG ENHEDER

Et stofs opleselighed i vand er matningskoncentrationen af stoffet i vand ved en given temperatur.

Opleselighed i vand angives i masse pr. rumfang oplesning. Sl-enheden er kg/m? (gl kan dog ogsd anvendes).

REFERENCEKEMIKALIER

Anvendelse af referencekemikalier er ikke pdkravet, ndr et teststof skal undersoges.

BESKRIVELSE AF METODERNE
Testbetingelser

Testen udferes helst ved 20 °C % 0,5 °C. Den valgte temperatur ber holdes konstant i alle relevante dele af
udstyret.

Indledende test

Stigende mengder vand tilseettes trinvist ved stuetemperatur til ca. 0,1 g af proven (faste teststoffer skal veere
pulveriserede) i et 10 ml méleglas med glasprop. Efter hver tilseetning af vand omrystes blandingen kraftigt i 10
minutter, og det undersoges visuelt, om der er noget uoplest af proven tilbage. Hvis proven eller dele af proven
forbliver uoplest, efter at der er tilsat 10 ml vand, fortswttes testen i et 100 ml maéleglas. Den ansldede
opleselighed er angivet i tabel 1 nedenfor under den mangde tilsat vand, der netop forarsagede en fuldsteendig
oplesning af preven. Hvis oploseligheden er lav, kan det tage lang tid at oplese et teststof, og henstandstiden
oges til mindst 24 timer. Hvis teststoffet stadig ikke er oplest efter 24 timer, oges henstandstiden yderligere (op
til 96 timer), eller der foretages yderligere fortynding, sd det kan afgeres, om kolonne-eluerings- eller kolbe-
metoden skal anvendes.

Tabel 1

ml vand tl 01g 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
opleseligt stof

omtrentlig oplese- [ > 1000 | 1000 til 200 | 200 til 100 | 100 til 50 | 50 til 10 | 10 ¢l 1 <1
lighed i g/l
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Kolonne-eluerings-metoden
Princip
Denne metode er baseret pd eluering af teststoffet med vand fra en mikrokolonne, der indeholder et inert

baremateriale, som er belagt med overskud af teststoffet (2). Oploseligheden i vand angives ved massekoncen-
trationen i eluatet, ndr den har ndet et plateau som en funktion af tiden.

Apparatur

Apparaturet bestdr af en mikrokolonne (figur 1), som holdes ved konstant temperatur. Den er forbundet til en
recirkulationspumpe (figur 2) eller en niveaubeholder (figur 3). Mikrokolonnen indeholder et inert baremateriale,
som holdes pa plads af en lille prop af glasuld, der ogsa fungerer som filter for partikler. Mulige materialer, der
kan anvendes som baremateriale, er glaskugler, diatoméjord eller andet inert materiale.

Mikrokolonnen i figur 1 kan anvendes til konfigurationen med recirkulationspumpe. Den har et headspace, der
sikrer plads til fem bed-rumfang (som kasseres ved begyndelsen af testen) og rumfanget af fem prover (som
udtages til analyse under testen). Alternativt kan sterrelsen reduceres, hvis vand kan tilsettes systemet under
testen som erstatning for de forste fem bed-rumfang, der fjernes med urenheder. Kolonnen tilsluttes med slange
fremstillet af et inert materiale til recirkulationspumpen, som kan levere ca. 25 mlfh. Recirkulationspumpen kan
f.eks. vaere en slangepumpe eller en membranpumpe. Det skal omhyggeligt sikres, at der ikke sker kontaminering
af ogfeller adsorption péd slangematerialet.

Et system med niveaubeholder er vist skematisk i figur 3. I dette system er mikrokolonnen udstyret med en
envejsstophane. Tilslutningen til niveaubeholderen bestér af en glasslibforbindelse og slange fremstillet af et inert
materiale. Flowhastigheden fra niveaubeholderen ber veere ca. 25 ml/h.

Figur 1
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Figur 2
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Ca. 600 mg baremateriale overfores til en 50 ml rundbundet kolbe. En passende mangde af teststoffet oploses i
et flygtigt oplesningsmiddel af analysekvalitet, og en passende mangde af denne oplosning tilseettes beere-
materialet. Oplosningsmidlet afdampes fuldsteendigt, f.eks. i en rotationsfordamper, da barematerialet ellers
ikke kan vandmattes i elueringstrinnet som folge af fordelingseffekter p& overfladen. Det behandlede barema-
teriale henstilles til kvaldning i to timer i ca. 5 ml vand, hvorefter suspensionen overfores til mikrokolonnen.
Alternativt kan det torre behandlede baremateriale haldes i mikrokolonnen, der er fyldt med vand, og derefter
henstd i ca. to timer til opndelse af ligevagt.
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Afsetningen pd barematerialet kan give problemer, der kan fore til fejlagtige resultater, f.eks. hvis teststoffet
afsettes som en olie. Sddanne problemer ber undersoges, og detaljerne ber rapporteres.

Fremgangsmdde baseret pa recirkulationspumpe

Vaskestrommen gennem kolonnen startes. Det anbefales at bruge en flowhastighed pd ca. 25 ml/h, hvilket
svarer til ca. 10 bed-rumfang pr. time for den beskrevne kolonne. Som minimum kasseres de forste fem bed-
rumfang, s vandopleselige urenheder fjernes. Derefter kores pumpen, indtil der er opndet ligevaegt, defineret
ved, at fem pd hinanden folgende prover giver koncentrationer, der ikke afviger mere end * 30 % pa tilfeeldig
médde. Disse prover ber vare adskilt fra hinanden ved tidsintervaller, der svarer til et gennemlob af mindst 10
bed-rumfang. Afhengigt af den anvendte analysemetode kan det med fordel pavises ved hjalp af en kurve over
koncentration/tid, at ligevaegt er opnéet.

Fremgangsmdde baseret pd niveaubeholder

Successive fraktioner af eluatet opsamles og analyseres ved hjelp af den valgte metode. Fraktioner fra det
midterste elueringsomrdde, hvor koncentrationerne er konstante inden for + 30 % i mindst fem pd hinanden
folgende prover, anvendes til at bestemme opleseligheden.

Dobbeltdestilleret vand er den foretrukne eluent. Deioniseret vand med en modstand over 10 megohm/cm og et
samlet indhold af organisk kulstof under 0,01 % kan ogsd anvendes.

Ved begge fremgangsmader udferes endnu et forsag med halvt si hej flowhastighed som det forste. Hvis
resultaterne fra de to forseg stemmer overens, er testen tilfredsstillende. Hvis den mélte opleselighed er
hejere ved den lavere flowhastighed, skal halveringen af flowhastigheden fortsattes, indtil to pa hinanden
folgende forseg giver samme opleselighed.

Ved begge fremgangsmetoder kontrolleres fraktionerne for tilstedeverelse af kolloidt materiale ved hjelp af
Tyndall-effekten. Tilstedevrelse af partikler gor testen verdiles, og den ber gentages efter forbedring af kolon-
nens filtreringsfunktion.

pH i alle prover males, helst ved hjelp af sarligt indikatorpapir.

Kolbe-metoden

Princip

Teststoffet opleses (faste stoffer skal vare pulveriserede) i vand ved en temperatur noget over testtemperaturen.
Nér meatning er opndet, afkoles blandingen og opbevares ved testtemperatur. Hvis det ved passende prove-
tagning i eovrigt sikres, at metningsligevagten er ndet, kan malingen foretages direkte ved testtemperaturen.

Derefter bestemmes massekoncentrationen af teststoffet i den vandige oplesning, der ikke mé indeholde uopleste
partikler, ved hjelp af en passende analysemetode (3).

Apparatur

Der er behov for folgende materialer:

— normalt laboratorieglasudstyr og -instrumentering

— udstyr til rystning/omrering af oplesninger ved kontrolleret konstant temperatur

— eventuelt en centrifuge (helst termostateret) til emulsioner og

— analyseudstyr.

Fremgangsmdde

Den mangde teststof, der er nedvendig for at matte det onskede rumfang vand, anslds ud fra den forelobige
test. Ca. fem gange denne maengde stof afvejes i hver af tre glasbeholdere med glasprop (f.eks. centrifugeglas eller
kolber). En mangde vand, der er bestemt ved hjelp af analysemetoden og opleselighedsomradet, tilsettes hver
beholder. Beholderne lukkes tat til og omrystes ved 30 °C. Der anvendes ryste- eller omrererudstyr, som kan
operere ved konstant temperatur, f.eks. magnetomroring i et termostatbad. Efter en dag henstilles én af behol-
derne til opnéelse af ligevaegt i 24 timer ved testtemperaturen, og den rystes lejlighedsvis. Indholdet i beholderen
centrifugeres derefter ved testtemperaturen, og koncentrationen af teststoffet i den klare vandige fase bestemmes
med en passende analysemetode. De andre to kolber behandles pd samme méde efter forudgdende opnéelse af
ligevaegt ved 30 °C i henholdsvis to og tre dage. Hvis de koncentrationer, der méles i mindst to af beholderne,
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ikke adskiller sig med mere end 15 %, er testen tilfredsstillende. Hvis resultaterne fra beholder 1, 2 og 3 viser en
stigende tendens, gentages hele testen med lengere tider til opndelse af ligevaegt.

Testen kan ogsa udferes uden forudgdende henstand ved 30 °C. Der opnas et skon over, hvor hurtigt matnings-
ligevaegten indstiller sig, ved udtagning af prever, indtil omreringstiden ikke lengere indvirker pd de malte
koncentrationer.

pH i alle prover males, helst ved hjelp af sarligt indikatorpapir.

Analytiske bestemmelser

Der foretraekkes en stofspecifik analysemetode, eftersom sméd mangder af opleselige urenheder kan fordrsage
store fejl i den malte oploselighed. Eksempler pd sddanne metoder omfatter gas- eller vaeskekromatografi,
titrering, fotometri og voltametri.

DATA OG RAPPORTERING
Data
Kolonne-eluerings-metoden

For hvert forseg udregnes middelveerdien og standardafvigelsen for mindst fem pé hinanden folgende prover
udtaget ved metningsplateauet. Forskellen mellem middelveerdierne fra to test med forskellige flowhastigheder
mé ikke vere storre end 30 %.

Kolbe-metoden

Der beregnes et gennemsnit af de enkelte resultater fra hver af de tre kolber, og forskellen mellem dem mé ikke
vaere storre end 15 %.

Testrapport
Kolonne-eluerings-metoden

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:

— resultaterne af den forelobige test

— kemisk identitet og kemiske urenheder (eventuelle indledende rensningstrin)
— koncentration, flowhastighed og pH for hver enkelt prove

— middelveerdi og standardafvigelse for mindst fem prover fra maetningsplateauet fra hvert forseg
— gennemsnittet af to successive, acceptable forsag

— vandtemperaturen under matningsprocessen

— analysemetoden

— arten af det anvendte baremateriale

— afsaetning pd barematerialet

— anvendt oplesningsmiddel

— tegn pa eventuel kemisk ustabilitet af stoffet under testen

— alle oplysninger af betydning for vurdering af resultaterne, iser vedrerende urenheder og teststoffets fysiske
tilstandsform.

Kolbe-metoden

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:
— resultaterne af den forelobige test

— kemisk identitet og kemiske urenheder (eventuelle indledende rensningstrin)
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— de enkelte analyseresultater og gennemsnittet, ndr der er bestemt mere end én vardi for hver kolbe

— pH af hver enkelt prove

— gennemsnittet af verdierne for de forskellige kolber, der stemte overens

— testtemperaturen

— analysemetoden

tegn pd eventuel kemisk ustabilitet af stoffet under testen

alle oplysninger af betydning for vurdering af resultaterne, isaer vedrerende urenheder og teststoffets fysiske
tilstandsform.

LITTERATUR:

(1) Bilag til Kommissionens direktiv 92/69/E@F af 31. juli 1992 om syttende tilpasning til den tekniske udvikling af

Rédets direktiv 67/548/EQF om tilnermelse af lovgivning om klassificering, emballering og etikettering af farlige
stoffer, EFT L 383 A af 29.12.1992, s. 54.

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

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

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

solubility of solids and liquids with high solubility — Flask method.«

2) Kapitel A.23 tilfojes:

»A.23. FORDELINGSKOEFFICIENT (1-OCTANOL/VAND): SLOW-STIRRING-METODEN

INDLEDNING

Denne metode svarer til OECD Test Guideline (TG) 123 (2006). 1-Octanol/vand-fordelingskoefficienten (Pgyy) er
for Pow-vardier svarende til log Poy pd indtil 8,2 blevet bestemt nejagtigt med slow-stirring-metoden (1).
Metoden er derfor velegnet til direkte eksperimentel bestemmelse af Py, for starkt hydrofobe stoffer.

Andre metoder, der beskriver fremgangsméden til bestemmelse af 1-octanol/vand-fordelingskoefficienten (Pqyy),
er »shake-flask-metoden (2) og bestemmelse af Py, ud fra retentionsmensteret ved omvendt-fase HPLC (3).
»Shake-flask«-metoden er tilbgjelig til at give artefakter p& grund af overfersel af mikrodraber af octanol til den
vandige fase. For stigende Pqyy vil tilstedeveerelse af sidanne drdber i den vandige fase medfore stadig storre
overvurdering af teststoffets koncentration i vandet. Metoden kan derfor kun anvendes pa stoffer med log Py
< 4. I den anden metode anvendes palidelige, direkte bestemte Py-veerdier til kalibrering af sammenhangen
mellem HPLC-retentionsmensteret og de malte Pqy-vaerdier. Der er desuden udarbejdet et udkast til en OECD-
guideline til bestemmelse af 1-octanol/vand-fordelingskoefficienterne for ioniserbare stoffer (4), men den ber
ikke anvendes.

Denne metode er udviklet i Nederlandene. Pracisionen af de beskrevne metoder er valideret og optimeret i en
ringtest med deltagelse af 15 laboratorier (5).

INDLEDENDE OVERVEJELSER
Signifikans og anvendelse

For inerte organiske stoffer er der konstateret en meget signifikant sammenhang mellem stoffernes 1-octanol/
vand-fordelingskoefficient (Pgy) og bioakkumuleringen i fisk. Desuden er Py pavist at vare korreleret sdvel
med toksicitet over for fisk som med deres sorption af kemikalier til faste stoffer, som f.eks. jord og sedimenter.
En omfattende gennemgang af disse sammenhange er givet i reference (6).
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En lang rakke forskellige sammenhange er fastlagt mellem 1-octanol/vand-fordelingskoefficienten og andre
miljetoksikologisk og miljokemisk relevante stofegenskaber. I konsekvens heraf er 1-octanol/vand-fordelings-
koefficienten blevet en negleparameter sdvel ved vurdering af kemikaliers miljofarlighed som ved forudsigelse af
deres skabne i miljoet.

Anvendelsesomride

Slow-stirring-metoden antages at nedsette dannelsen af mikrodrdber af 1-octanol i vandfasen. Derved undgds
den overvurdering af teststofkoncentrationen i den vandige fase, der skyldes teststofmolekyler knyttet til sidanne
drdber. Slow-stirring-metoden er derfor sarlig velegnet til bestemmelse af Pqy, for stoffer med en forventet log
Pow-verdi pa 5 eller derover, hvor shake-flask-metoden (2) er tilbgjelig til at give fejlagtige resultater.

DEFINITIONER OG ENHEDER

Et stofs fordelingskoefficient mellem vand og et lipofilt oplesningsmiddel (1-octanol) karakteriserer kemikaliets
ligevaegtsfordeling mellem de to faser. Fordelingskoefficienten mellem vand og 1-octanol (Pgy,) defineres som
forholdet mellem ligeveegtskoncentrationerne af teststoffet i 1-octanol mettet med vand (Cp) og i vand mettet
med 1-octanol (Cy).

Pow = Co/Cy

Den er et koncentrationsforhold og er derfor dimensionsles. Den angives oftest ved sin titalslogaritme (log Poy)-
Pow er temperaturafhangig, og rapporterede data skal derfor omfatte méletemperaturen.

METODENS PRINCIP

Til bestemmelse af fordelingskoefficienten bliver vand, 1-octanol og teststof bragt i ligeveegt med hinanden ved
konstant temperatur. Derefter bestemmes teststoffets koncentration i de to faser.

Den her foresldede slow-stirring-metode mindsker de eksperimentelle vanskeligheder, der er forbundet med
dannelse af mikrodrédber, ndr shake-flask-metoden benyttes. 1 slow-stirring-metoden bliver vand, 1-octanol og
teststof bragt i ligevagt med hinanden i en termostatstyret reaktionsbeholder med omrerer. Transporten af
stoffer mellem faserne fremskyndes ved omrering. Ved omreringen opstr der en vis turbulens, der oger stof-
transporten mellem 1-octanol og vand, uden at der dannes mikrodraber (1).

TESTMETODENS ANVENDELIGHED

Da tilstedevaerelse af andre stoffer end teststoffet kan tenkes at have indflydelse pé teststoffets aktivitets-
koefficient, skal teststoffet afproves i ren form. Den reneste gaengse kvalitet af teststoffet til bestemmelsen af
fordelingen 1-octanol/vand skal anvendes.

Denne metode finder anvendelse pd rene stoffer, der ikke dissocierer eller associerer, og som ikke udviser
navnevardig overfladeaktivitet. Den kan anvendes til bestemmelse af 1-octanol/vand-fordelingskoefficienten
for sddanne stoffer og for blandinger. Nar metoden anvendes péd blandinger, athanger de mélte fordelingsforhold
1-octanol/vand dels af den testede blandings kemiske sammensatning, dels af sammensetningen af den elek-
trolytblanding, der anvendes som vandig fase. Forudsat der traffes supplerende foranstaltninger, kan metoden
ogsd anvendes pd stoffer, der dissocierer eller associerer (afsnit 12).

Som felge af de mange forskellige ligevagte, der optrader ved fordelingen mellem 1-octanol/vand af dissocie-
rende forbindelser som organiske syrer og phenoler, organiske baser og metalorganiske forbindelser, er
fordelingsforholdet i 1-octanol/vand en betinget konstant, der afhanger staerkt af elektrolytsammensaetningen
(7) (8). Bestemmelse af fordelingsforholdet i 1-octanolfvand kraver derfor styring og rapportering af pH og
elektrolytsammensztning i testen. Vurdering af sddanne fordelingsforhold kraver ekspertviden. Ud fra storrelsen
af dissociationskonstanterne ma der valges passende pH-vardier, saledes at der bestemmes et fordelingsforhold
for hver ioniseringstilstand. Til testning af metalorganiske forbindelser skal de anvendte buffere veere ikke-
kompleksdannende (8). Pa grundlag af kendskabet til vandige oplesningers kemi (kompleksdannelseskonstanter,
dissociationskonstanter) ma testbetingelserne vzalges, sd at det er muligt at fastlegge, i hvilke former teststoffet
optrader i den vandige fase. Ionstyrken skal holdes identisk i alle test ved anvendelse af en baggrundselektrolyt.

Teststoffer med lav vandopleselighed eller hgj Py, kan volde vanskeligheder, fordi koncentrationen i vandfasen
bliver meget lav og derfor vanskeligt kan bestemmes nejagtigt. Det beskrives i metoden, hvordan dette problem
gribes an.
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OPLYSNINGER OM TESTSTOFFET

Kemiske reagenser skal vere af analytisk kvalitet eller bedre. Det anbefales, at der enten anvendes umarket
teststof med kendt kemisk sammensatning og helst mindst 99 % renhed eller radioaktivt maerket teststof med
kendt kemisk sammensetning og radiokemisk renhed. Anvendes der radioaktive tracerstoffer med kort halve-
ringstid, skal der korrigeres for henfald. Hvis der anvendes radioaktivt maerket teststof, skal analysemetoden vaere
specifik for det pdgaldende kemiske stof for at sikre, at den malte radioaktivitet haenger direkte sammen med
teststoffet.

Log Poyw kan enten bestemmes ved hjelp af gangs software til bestemmelse af log Pqyy eller ud fra forholdet
mellem opleselighederne i de to oplesningsmidler.

For man udferer en test til bestemmelse af Py, med slow-stirring-metoden, skal der foreligge folgende oplys-
ninger om teststoffet:

a) strukturformel

b) egnede analysemetoder til bestemmelse af stoffets koncentration i vand og 1-octanol
¢) dissociationskonstant(er) for ioniserbare stoffer (OECD Guideline 112 (9))

d) vandopleselighed (10)

e) abiotisk hydrolyse (11)

f) umiddelbar bionedbrydelighed (12)

g) damptryk (13).

BESKRIVELSE AF METODEN
Udstyr og apparatur

Der kraeves sedvanligt laboratorieudstyr, herunder specielt folgende:
— magnetomrorere og teflonbelagte magneter til omrering af vandfasen
— egnet analyseudstyr til bestemmelse af teststoffets koncentration i det forventede koncentrationsomrade

— omrererbeholder med bundhane. Afhangigt af den skonnede Pqy-vardi og detektionsgransen (LOD) for
teststoffet md det overvejes at anvende en reaktionsbeholder med kapacitet pad mere end én liter, men med
samme geometri, for at der kan udtages et tilstraekkeligt volumen vand til kemisk ekstraktion og analyse.
Derved bliver koncentrationerne i det vandige ekstrakt hejere, og den analytiske bestemmelse dermed mere
palidelig. En tabel med ansldede vardier af det minimale nedvendige volumen, detektionsgrensen for test-
stoffet, dets ansldede log Py, og dets vandopleselighed er givet i tilleg 1. Tabellen er baseret pd sammen-
hangen mellem log Poy og forholdet mellem opleseligheden i octanol og vand som angivet af Pinsuwan et
al. (14):

log Pow = 0,88 log SR + 0,41
hvor:
SR = S,«/Sy (i molaritet)

og pa den af Lyman (15) angivne relation til forudsigelse af vandopleselighed. En vandopleselighed, der er
beregnet med ligningen i tilleg 1, ma anses for et forelobigt sken. Det bemarkes, at det star brugeren frit at
foretage en beregning af vandopleseligheden ved hjalp af enhver relation, der matte anses for bedre til at
beskrive sammenhangen mellem hydrofobicitet og opleselighed. For faste stoffer anbefales det f.eks. at lade
smeltepunktet indgd i skennet over opleseligheden. Hvis en modificeret ligning anvendes, ma det efterproves,
at ligningen til beregning af opleseligheden i octanol stadig kan anvendes. Tilleg 2 indeholder en skematisk
tegning af en omrererbeholder med glaskappe og et volumen pa ca. en liter. Beholderen i tilleg 2 har vist sig
at have hensigtsmassige proportioner, som ber bibeholdes, hvis der anvendes udstyr af anden storrelse

— en anordning til at fastholde en konstant temperatur er ubetinget nedvendig under slow-stirring-testen.
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Beholderen skal vare udfert i inert materiale, sd der kan ses bort fra adsorption til beholderens overflade.

Fremstilling af testoplesningerne

Til bestemmelsen af Pqy, skal der anvendes 1-octanol af reneste handelskvalitet (over 99 %). Rensning af den
anvendte 1-octanol ved ekstraktion med syre, base og vand og efterfolgende torring anbefales. Derudover kan 1-
octanol renses ved destillation. Til fremstilling af standardoplesningerne af teststofferne skal der bruges renset 1-
octanol. Vandet, der benyttes til bestemmelse af Py, skal enten veere destilleret i glas eller kvarts, hidrere fra et
rensningssystem eller vare af HPLC-kvalitet. Destilleret vand skal filtreres gennem et 0,22 pm filter, og der skal
indgé blindprever for at kontrollere, at der ikke er urenheder, der kan gribe forstyrrende ind i bestemmelsen af
teststoffet i de koncentrerede ekstrakter. Hvis der anvendes et glasfiberfilter, skal det renses ved opvarmning til
400 °C i mindst tre timer.

Inden testen mettes de to faser gensidigt ved akvilibrering i en tilstraekkelig stor beholder. Dette opnas ved
langsom omrering (slow-stirring) af tofasesystemet i to degn.

Der udtages en passende mangde teststof, som opleses i 1-octanol (mettet med vand). Fordelingskoefficienten
1-octanol/vand bestemmes i fortyndede oplesninger i 1-octanol og vand. Koncentrationen af teststoffet ber
derfor ikke vare over 70 % af opleseligheden, og ikke over 0,1 M i nogen af faserne (1). De anvendte 1-octanol-
oplesninger skal veere fri for opslemmede faste partikler af teststof.

Der udtages en passende mangde teststof, som oplases i 1-octanol (mattet med vand). Hvis den ansldede veerdi
af Pqy er over fem, skal det sikres, at de i testen anvendte 1-octanol-oplesninger er fri for opslemmede partikler
af teststoffet. Til dette formdl benyttes folgende fremgangsmdde til kemikalier med en ansldet log
Pow-vardi > 5:

— Teststoffet oplases i 1-octanol (mettet med vand).

— Oplesningen henstdr sa leenge, at opslemmede partikler ndr at bundfelde sig. Mens bundfaeldelsen stdr p4,
overvages koncentrationen af teststoffet.

— Nar de malte koncentrationer i 1-octanol-oplesningen er blevet stabile, fortyndes stamoplesningen med et
passende volumen 1-octanol.

— Koncentrationen af den fortyndede stamoplosning males. Hvis den mélte koncentration er i overensstem-
melse med den foretagne fortynding, kan den fortyndede stamoplesning anvendes til slow-stirring-testen.

Ekstraktion og analyse af prever

Til assay af teststoffet skal der anvendes en valideret analysemetode. De for analysen ansvarlige skal dokumen-
tere, at koncentrationerne bade i den vandmttede 1-octanol-fase og i den 1-octanol-meattede vandfase er over
kvantificeringsgransen for den anvendte analysemetode gennem hele testen. Nér det er nedvendigt at bruge
ekstraktion, skal genfindingen af teststoffet ved analysen af vandfasen og 1-octanol-fasen bestemmes inden
testen. Analysesignalet skal korrigeres for blindveerdi, og det skal sikres, at der ikke kan overfores analysand
fra én prove til en anden.

Pa grund af de ret lave koncentrationer i vandfasen af et hydrofobt teststof vil det antagelig vare nedvendigt at
ekstrahere vandfasen med et organisk oplesningsmiddel og forkoncentrere ekstrakten inden analyse. Af samme
grund er det nedvendigt at reducere et eventuelt indhold i blindpreverne. Det kraver, at der anvendes oplas-
ningsmidler af hej renhed, fortrinsvis oplesningsmidler til reststofanalyse. Derudover vil omhyggelig rensning af
det anvendte glasapparatur(f.eks. vask med oplesningsmiddel eller opvarmning til hej temperatur) medvirke til at
undga krydskontaminering.

Et skon over log Py kan fés af et beregningsprogram eller ved en ekspertvurdering. Hvis vaerdien er over seks,
skal blindkorrektioner og overfersel af analysand neje overvdges. Hvis den ansldede veardi af log Poy er over
seks, er det desuden obligatorisk at bruge en surrogatstandard til korrektion for genfinding, for at der kan opnds
en hej forkoncentrationsfaktor. Til tilnzermet beregning af en log Poy-vardi findes der pd markedet forskellige
softwareprogrammer (1), f.eks. Clog P (16), KOWWIN (17), ProLogP (18) og ACD log P (19). Metoderne til
tilnaermet beregning er beskrevet i referencerne (20-22).

(") Denne oplysning er kun til orientering for brugerne. Andre tilsvarende softwareprogrammer kan anvendes, hvis det kan dokumenteres,
at de giver de samme resultater.
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26. Kvantificeringsgraenserne (LOQ) for bestemmelse af teststoffet i 1-octanol og vand fastlaegges med anerkendte
metoder. Som tommelfingerregel kan metodens kvantificeringsgranse szttes til den koncentration i vand eller 1-
octanol, der frembringer et signal/stejforhold pd 10. Der skal valges en passende metode til ekstraktion og
forkoncentrering, og genfindingsvardierne ved analysen skal ligeledes angives. Forkoncentreringsfaktoren skal
valges, sd der opnds et signal af den nedvendige storrelse ved den analytiske bestemmelse.

27. Pa grundlag af analysemetodens parametre og de forventede koncentrationer bestemmes den omtrentlige prove-
meangde, der er nedvendig for at fi en nejagtig bestemmelse af teststofkoncentrationen. Det ber undgds at tage
vandprever, der er for sma til at give et tilstrakkeligt analysesignal. Ligeledes ber det undgés at tage vandprover,
der er alt for store, da der i sd fald kan vere for lidt vand tilbage til det nedvendige mindste antal analyser (n =
5). I tilleg 1 er angivet det minimale provevolumen som funktion af beholdervolumen, detektionsgraense for
teststoffet og opleselighed af teststoffet.

28. Kvantificering af teststoffet foretages ved sammenholdelse med kalibreringskurverne for den pagaldende forbin-
delse. Koncentrationerne i de analyserede prover skal ligge i intervallet mellem den hojeste og den laveste
koncentration af standard.

29. For teststoffer med en ansldet log Poy-vardi hejere end seks skal der for ekstraktion tilsattes en surrogat-
standard til vandet for at registrere tab under ekstraktion og forkoncentrering af vandpreverne. For at der kan
korrigeres ngjagtigt for genfindingsgraden, skal surrogaternes egenskaber neje svare til teststoffets eller vaere
identiske dermed. Til det formal ber der fortrinsvis anvendes (stabile) isotopmaerkede analoger af de undersogte
stoffer (f.eks. deuterium- eller 1>C-merkede). Hvis det ikke er muligt at anvende stabile, isotopmaerkede analoger,
f.eks. 1°C eller 2H, skal det ud fra plidelige litteraturdata godtgeres, at surrogaternes fysisk-kemiske egenskaber
ligger meget teet pd teststoffets. Under vaske-vaske ekstraktion af vandfasen kan der dannes emulsioner.
Emulsionsdannelsen kan begranses ved tilsaetning af salt og ved at lade emulsionen satte sig natten over. De
anvendte metoder til ekstraktion og forkoncentrering af proverne skal beskrives.

30. Proverne af 1-octanolfasen kan om nedvendigt fortyndes med et passende oplesningsmiddel inden analyse.
Desuden anbefales brug af surrogatstandarder til korrektion for genfindingsgraden for stoffer, som har udvist
stor variation ved genfindingsforsegene (relativ standardafvigelse > 10 %).

31. Analysemetoden skal beskrives i detaljer. Herunder angives ekstraktionsmetode, forkoncentrerings- og fortyn-
dingsfaktor, instrumentparametre, kalibreringsrutine, kalibreringsomrdde, analytisk genfinding af teststoffet i
vand, tilseetning af surrogatstandarder til korrektion for genfindingsgrad, blindverdier, detektionsgranser og
kvantificeringsgraenser.

Testens udforelse
Optimale volumenforhold 1-octanol/vand

32. Ved valg af volumenet af vand og volumenet af 1-octanol skal felgende forhold tages i betragtning: kvantifi-
ceringsgransen i 1-octanol og vand, de forkoncentreringsfaktorer, der anvendes pa vandpreverne, de udtagne
provevolumener af 1-octanol og vand samt de forventede koncentrationer. Af hensyn til forsegets udferelse skal
volumenet af 1-octanol i slow-stirring-systemet velges, sd 1-octanol-laget er tilstrakkelig tykt (> 0,5 cm) til, at
der kan tages prover af 1-octanol-fasen uden at forstyrre denne.

33. Til bestemmelse af forbindelser med log Pow pd 4,5 og derover anvendes typisk et forhold mellem faserne pa
20-50 ml 1-octanol og 950-980 ml vand i en beholder pa én liter.

Testbetingelser

34. Under testen skal reaktionsbeholderen vere termostateret med en temperaturvariation pa under 1 °C. Assayet
skal udferes ved 25 °C.

35. Testsystemet skal veere beskyttet mod dagslys, enten ved brug af merkekammer eller ved indpakning af
reaktionsbeholderen i alufolie.

36. Testen skal (sd vidt muligt) udferes i stovirit milje.

37. Systemet 1-octanol-vand omreres, til det har ndet ligevagt. Der foretages et indledende pilotforseg, hvor akvili-
breringsperioden bestemmes ved slow-stirring metoden med regelmassig proveudtagning af vand og 1-octanol.
Der skal gd mindst fem timer mellem preveudtagningerne.

38. Hver Poy-bestemmelse skal ske ved hjelp af mindst tre uathangige slow-stirring-test.
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Bestemmelse af cekvilibreringstiden

Ligevaegt antages at vare ndet, ndr afbildning af koncentrationsforholdet i 1-octanol/vand mod tiden i fire
tidspunkter resulterer i en regressionslinje med en haldning, der ikke er signifikant forskellig fra nul ved et
p-niveau pé 0,05. Der skal akvilibreres i mindst ét degn, for provetagningen pdbegyndes. For stoffer med en
ansldet log Pow-vardi pd mindre end fem kan preveudtagning som tommelfingerregel finde sted pé dag to og
tre. For mere hydrofobe forbindelser kan det vere nedvendigt med laengere @kvilibreringstid. For en forbindelse
med en log Poy pd 8,23 (decachlorbiphenyl) var 144 timer tilstrackkeligt til akvilibrering. Opnéelse af ligevagt
vurderes ved gentagne provetagninger fra samme forsegsbeholder.

Start af testen

Ved testens start fyldes reaktionsbeholderen med vand mettet med 1-octanol. Det afventes, at blandingen
antager den termostaterede temperatur.

Den gnskede meangde teststof (oplost i det nadvendige volumen 1-octanol mettet med vand) tilsattes forsigtigt
til reaktionsbeholderen. Dette er et afgerende trin i testen, da det er nedvendigt at undga turbulent opblanding af
de to faser. Til dette formél kan 1-octanol-fasen langsomt afpipetteres op mod vaggen af testbeholderen, teet pd
vandoverfladen. Den vil derved flyde ned ad glasvaeggen og danne en film pé oversiden af vandfasen. Dekanter
aldrig 1-octanol direkte i kolben; undgd, at der drypper 1-octanol direkte ned i vandet.

Efter start af omreringen skal omreringshastigheden oges langsomt. Hvis omrerermotoren ikke kan indstilles
passende, mé brug af en transformator overvejes. Omroringshastigheden skal indstilles, sd der dannes en hvirvel
med en dybde pd 0,5 til hejst 2,5 cm i grensefladen mellem vand og 1-octanol. Hvis hvirvlens dybde er over
2,5 cm, skal omreringshastigheden mindskes, da der ellers kan dannes mikrodrdber af 1-octanol i vandfasen,
hvilket vil medfere overvurdering af teststofkoncentrationen i vandet. Den anbefalede maksimale omrerings-
hastighed svarende til 2,5 cm er baseret pa resultaterne af ring-testen (5). Den reprasenterer et kompromis
mellem hurtigst mulig akvilibrering og begransning af dannelsen af mikrodraber af 1-octanol.

Proveudtagning og behandling af proverne

Ved provetagning skal omrereren vare afbrudt, og bevagelsen i veeskerne skal vare ophert. Nar proverne er
taget, startes omroreren igen langsomt som ovenfor beskrevet, hvorefter hastigheden eges gradvis.

Prover af vandfasen tages fra en hane i bunden af reaktionsbeholderen. Dedvolumenet af vand i hanerne skal
altid kasseres (i den i tilleg 2 viste beholder er det ca. 5 ml). Vandet i hanerne bliver ikke omrert og er derfor
ikke i ligevagt med hovedmengden. Notér volumenet af vandpreverne, og serg for, at indholdet af teststof i det
kasserede vand medregnes ved opstilling af massebalancen. Fordampningstabet skal minimeres ved at lade vandet
lobe roligt ned i skilletragten, si laget af vand/1-octanol ikke forstyrres.

Proverne af 1-octanol fis ved at udtage en lille aliquot (ca. 100 pl) fra 1-octanol-laget med en 100 mikroliter
sprojte udfert helt i glas-metal. Der skal udvises forsigtighed for at ikke at forstyrre gransefladen. Volumenet af
den udtagne vaskeprove noteres. En lille aliquot er tilstrakkeligt, da preven af 1-octanol bliver fortyndet.

Overflodige overfarselstrin for preverne ber undgas. Der benyttes derfor vejning til bestemmelse af provevolu-
menet. For vandprevernes vedkommende kan dette ske ved opsamling af vandpreven i en skilletragt, der i
forvejen indeholder det nedvendige volumen oplesningsmiddel.

DATA OG RAPPORTERING

I denne metode bestemmes Pqy ved tre slow-stirring-test (tre forsegsenheder) med det undersegte stof under
identiske betingelser. Den regressionslinje, der anvendes til pavisning af ligevagt, skal vare baseret pé resulta-
terne af mindst fire pd hinanden folgende bestemmelser af C/Cy,. Derved kan variansen beregnes som et mal
for usikkerheden pa det beregnede gennemsnit for hver forsegsenhed.

Pow kan karakteriseres ved variansen af de data, der opnés for hver forsegsenhed. Pa grundlag heraf beregnes
Pow som det vagtede gennemsnit af resultaterne fra de enkelte forsegsenheder. Ved beregningen vagtes
resultaterne for forsegsenhederne med deres reciprokke varians. Derved opnds, at data med stor variation
(udtrykt ved variansen) og dermed mindre pélidelighed far mindre indflydelse pé resultatet end data med lille
varians.
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Analogt hermed beregnes den vagtede standardafvigelse. Denne karakteriserer repeterbarheden af mélingen af
Pow- Hvis den vagtede standardafvigelse er lav, har Pgy-bestemmelsen en hej grad af repeterbarhed inden for
samme laboratorium. Den formelle statistiske behandling af data er beskrevet nedenfor.

Behandling af resultater

Pavisning af opndelse af ligevaegt

For hvert provetagningstidspunkt beregnes logaritmen til forholdet mellem teststoffets koncentration i 1-octanol
og vand (log (Co/Cy)). Opndelse af kemisk ligeveegt pavises ved afbildning af dette forhold mod tiden. Nér denne
kurve gér over i et plateau bestdende af mindst fire pd hinanden folgende tidspunkter, er ligevagt ndet, og stoffet
er reelt oplest i 1-octanol. Hvis ikke, mé testen fortsattes, indtil fire pd hinanden folgende tidspunkter giver en
haldning, der ikke er signifikant forskellig fra 0 ved et p-niveau pa 0,05 som tegn pa, at Co/Cyy er uathangig af
tiden.

Beregning af log Poy

Log Poyw for den pagaldende forsegsenhed beregnes som det vagtede gennemsnit af log C,/C,, for den del af
kurven over log C,/C,, som funktion af tiden, hvor ligevagt er pavist at vare indtrddt. Det vagtede gennemsnit
beregnes ved at vagte data med den reciprokke varians, sd indflydelsen af data pa slutresultatet bliver omvendt
proportional med usikkerheden pa data.

Gennemsnitlig log Poy

Gennemsnitsverdien af log Py for forskellige forsegsenheder beregnes som gennemsnittet af resultaterne for de
enkelte forsogsenheder, vagtet med den pigeldende varians.

Beregningen foretages siledes:

log Pow,ay = (Ew; x log Pow,) x (Zw)™!
hvor:
log Pow; = vardien af log Py, for den individuelle forsegsenhed i

log Pow sy = det vagtede gennemsnit af de enkelte bestemmelser af log Poy,

W, den statistiske veaegt, der tildeles vaerdien af log Py, for den individuelle forsegsenhed i

i

Den reciprokke varians af log Poy; anvendes som w; (w; = var(log Pow,)™)

Fejlen pa gennemsnittet af log Py beregnes som repeterbarheden af log Cq/Cyy, bestemt i ligevaegtsfasen i de
enkelte forsegsenheder. Den udtrykkes som den vagtede standardafvigelse pa log Pow, ay (O1og pow,av): der igen er
et mél for fejlen pa log Py A Den vagtede standardafvigelse kan beregnes af den vagtede varians varjog poy,ay
pd folgende made:

Varlog Pow,Av — (Zwi x (log POW,i - IOg POW,AV)Z) X (zwi X (n - 1))_1

— 05
0-log Pow,Av (Varlog POW,AV)
Symbolet n er antal forsegsenheder.

Testrapport

Testrapporten ber indeholde folgende oplysninger:
Teststof:

— generisk navn, kemisk navn, CAS-nummer, strukturformel (som viser placeringen af det markede atom, nar
radioaktivt merket stof anvendes) og relevante fysisk-kemiske egenskaber (se afsnit 17)

— renhed (urenheder) af teststoffet
— for markede kemikalier, nominel renhed af radioaktiv meerkning samt moleer aktivitet (hvis relevant)

— den forelgbige ansldede veerdi af log Poy og den metode, hvormed denne verdi er beregnet.
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Testbetingelser:

— dato for testenes udforelse

— testtemperaturen

— volumen 1-octanol og vand ved testens start

— volumen af de udtagne prover af 1-octanol og vand

— volumen 1-octanol og vand, der er tilbage i testbeholderne

— beskrivelse af forsegsbeholdere og omreringsforhold (den geometriske form af omrerermagneten og af
forsegsbeholderen, hvirvelhgjden i mm samt omreringshastigheden, nir denne kendes)

— de analysemetoder, der er anvendt til bestemmelse af teststoffet, og metodernes kvantificeringsgraense
— provetagningstidspunkter

— pH af den vandige fase og, ndr pH justeres for ioniserbare molekyler, de anvendte buffere

— antal gentagelser.

Resultater:

— repeterbarhed og folsomhed af de anvendte analysemetoder

— de fundne koncentrationer af teststoffet i 1-octanol og vand som funktion af tiden

— opstilling af en massebalance

— temperatur og standardafvigelse, eller temperaturomride under testen

— regression af koncentrationsforholdet pa tiden

— gennemsnitlig log Py, o,-vardi og standardfejlen herpé

ow,AV

— diskussion og fortolkning af resultaterne

— cksempler pd rddata for reprasentative analyser (alle rddata skal opbevares i henhold til GLP-normer),
herunder genfindingsveerdier for surrogater, antal niveauer anvendt ved kalibrering (sammen med kriterierne
for korrelationskoefficienten for kalibreringskurven) og resultaterne af QA/QC

— ndr den foreligger: valideringsrapport for assaymetoden (angives under referencer).
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Tilleg 1

Regneark til beregning af mindste vandvolumen, der er nedvendigt til detektion af teststoffer med forskellige log
Pow-verdier i vandig fase

Forudsatninger:

— Maksimumsvolumen af de enkelte aliquoter = 10 % af totalvolumenet; 5 aliquoter = 50 % af totalvolumenet.

— Teststofkoncentration = 0,7 x opleseligheden i hver fase. Ved lavere koncentration skal der bruges storre volumener.
— Anvendt volumen til bestemmelse af detektionsgrense = 100 ml.

— Log Poyw mod log Sy, og log Poy mod SR (Soer/Sw) er rimelige fremstillinger af de sammenhzange, der galder for
teststofferne.

Beregning af S,

log P, ligning log S, S, (mg/l)
4 (-)0,922 x log P, + 4,184 0,496 3,133E + 00
4,5 (-)0,922 x log P, + 4,184 0,035 1,084E + 00
5 (10,922 x log P, + 4,184 - 0,426 3,750E-01
5,5 (10,922 x log P, + 4,184 - 0,887 1,297E-01
6 (-)0,922 x log P, + 4,184 - 1,348 4,487E-02
6,5 (50,922 x log P, + 4,184 - 1,809 1,552E-02
7 (10,922 x log P, + 4,184 - 2,270 5,370E-03
7,5 (10,922 x log P, + 4,184 -2,731 1,858E-03
8 (50,922 x log P, + 4,184 -3,192 6,427E-04

Beregning af S

oct

log Py ligning Soct (mgl)
4 log P,, = 0,88log SR + 0,41 3,763E + 04
4,5 log P,, = 0,88log SR + 0,42 4,816E + 04
5 log P, = 0,88log SR + 0,43 6,165E + 04
5,5 log P,, = 0,88log SR + 0,44 7,890E + 04
6 log P,, = 0,88log SR + 0,45 1,010E + 05
6,5 log P,, = 0,88log SR + 0,46 1,293E + 05
7 log P,, = 0,88log SR + 0,47 1,654E + 05
7,5 log P,, = 0,88log SR + 0,48 2,117E + 05
8 log P,, = 0,88log SR + 0,49 2,710E + 05
e | e e e |y |

1319 526 2,5017 2,6333 1317 26 333
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e T e e [ e [ i [ S
1686 1664 1,0127 1,0660 1685 33709
2158 5263 0,4099 0,4315 2157 43149
2762 16 644 0,1659 0,1747 2762 55230
3535 52632 0,0672 0,0707 3535 70 691
4524 1664 36 0,0272 0,0286 4524 90 480
5790 526316 0,0110 0,0116 5790 115 807
7 411 1664 357 0,0045 0,0047 7 411 148 223
9486 5263158 0,0018 0,0019 9486 189 713
Beregning af volumener
Nodvendigt minimumsvolumen for H,0-fasen ved hver LOD-koncentration
log Koy, LOD (mikrogram/l)— 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 0,04 0,38 3,80 38 380
4,5 0,09 0,94 9,38 94 938
5 0,23 2,32 23,18 232 2318
5,5 0,57 5,73 57,26 573 5726
6 1,41 14,15 141 1415 14 146
6,5 3,50 34,95 350 3495 34950
7 8,64 86,35 864 8635 86 351
7,5 21,33 213 2133 21 335 213 346
8 52,71 527 5271 52711 527 111
Volumen anvendt til 0,1
LOD ())
Naogle til beregninger
Reprasenterer < 10 % af totalt volumen af vandig fase, 1-liters @kvilibreringsbeholder.
Repraesenterer < 10 % af totalt volumen af vandig fase, 2-liters @kvilibreringsbeholder.
Repraesenterer < 10 % af totalt volumen af vandig fase, 5-liters @kvilibreringsbeholder.
Reprasenterer < 10 % af totalt volumen af vandig fase, 10-liters kvilibreringsbeholder.
Over 10 % af selv 10-liters akvilibreringsbeholderen.
Oversigt over noedvendigt volumen som funktion af vandopleselighed og log P,
Minimumsvolumen til H,O-fasen ved hver LOD-koncentration (ml)
log P, S, (mg/l) | LOD (mikrogram/ly— | 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 10 0,01 0,12 1,19 11,90 118,99
5 0,02 0,24 2,38 23,80 237,97
3 0,04 0,40 3,97 39,66 396,62
1 0,12 1,19 11,90 118,99 1189,86
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log Py Sy (mgfl) | LOD (mikrogram/l)— | 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4,5 5 0,02 0,20 2,03 20,34 203,37
2 0,05 0,51 5,08 50,84 508,42
1 0,10 1,02 10,17 101,68 1016,83
0,5 0,20 2,03 20,34 203,37 2033,67
5 1 0,09 0,87 8,69 86,90 869,01
0,5 0,17 1,74 17,38 173,80 1738,02
0,375 0,23 2,32 23,18 231,75 2317,53
0,2 0,43 4,35 43,45 434,51 4345,05
5,5 0,4 0,19 1,86 18,57 185,68 1856,79
0,2 0,37 3,71 37,14 371,36 3713,59
0,1 0,74 7,43 74,27 742,72 7 427,17
0,05 1,49 14,85 148,54 1 485,43 14 854,35
6 0,1 0,63 6,35 63,48 634,80 6 347,95
0,05 1,27 12,70 126,96 1269,59 12 695,91
0,025 2,54 25,39 253,92 2539,18 25 391,82
0,0125 5,08 50,78 507,84 5078,36 50 783,64
6,5 0,025 2,17 21,70 217,02 2170,25 21702,46
0,0125 4,34 43,40 434,05 4 340,49 43 404,93
0,006 9,04 90,43 904,27 9 042,69 90 426,93
0,003 18,09 180,85 1 808,54 18 085,39 180 853,86
7 0,006 7,73 77,29 772,89 7 728,85 77 288,50
0,003 1546 | 154,58 | 154577 | 15457,70 154 577,01
0,0015 23,19 | 231,87 | 2318,66 | 23186,55 231 865,51
0,001 46,37 463,73 4637,31 46 373,10 463 731,03
7,5 0,002 19,82 198,18 1981,77 19 817,73 198 177,33
0,001 39,64 396,35 3963,55 39 635,47 396 354,66
0,0005 79,27 792,71 7 927,09 79 270,93 792 709,32
0,00025 158,54 | 1585,42 | 15854,19 | 158 541,86 | 1585 418,63
8 0,001 33,88 338,77 3 387,68 33 876,77 338 767,72
0,0005 67,75 677,54 677535 67 753,54 677 535,44
0,00025 135,51 | 1 355,07 | 13 550,71 135 507,09 1355070,89
0,000125 271,01 | 2710,14 | 27 101,42 | 271014,18 | 2710 141,77

Volumen anvendt til LOD (1)

0,1
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Tilleg 2

Eksempel pd beholder med glaskappe til slow-stirring-test til bestemmelse af Py

e OET

3) Kapitel B.2 affattes sdledes:

»B.2. AKUT TOKSICITET (INHALATION)

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline 403 (2009) (1). Den oprindelige Test Guideline 403 (TG 403)
for akut toksicitet ved inhalation blev vedtaget i 1981. Formdlet med denne reviderede testmetode B.2 (som
svarer til den reviderede TG 403) er at sikre mere fleksibilitet, reducere omfanget af dyreforseg og opfylde
myndighedsbestemmelser. Den reviderede testmetode omfatter to typer forseg: en traditionel LC5q-protokol og
en koncentration x tid-protokol (C x t). Denne testmetode er primert kendetegnet ved dens evne til at tilveje-
bringe en koncentrationsresponsrelation varierede fra ikke-dedelige til dedelige resultater med henblik pé at fa en
gennemsnitlig dedelig dosis (LCs), ikke-dedelig teerskelkoncentration (f.eks. LCy;) og heeldning og dens evne til
at identificere mulig kensspecifik modtagelighed. C x t-protokollen ber anvendes, ndr specifikke myndigheds-
bestemmelser eller videnskabelige behov nedvendigger forseg med dyr i forskellige tidsrum, f.eks. med henblik
pd planlaegning af nedberedskab [f.eks. udledning af verdier for Acute Exposure Guideline Levels (AEGL),
Emergency Response Planning Guidelines (ERPG) eller Acute Exposure Threshold Levels (AETL)] eller med
henblik pd fysisk planlegning.

2. Vejledning i udferelse og fortolkning af forsegene i forbindelse med denne testmetode findes i Guidance
Document on Acute Inhalation Toxicity Testing (GD 39) (2).

3. De definitioner, der anvendes i forbindelse med denne testmetode, er anfort i slutningen af dette kapitel og i
GD 39 (2).

4. Denne testmetode muliggar karakterisering og kvantitativ risikovurdering af testkemikaliet og gor det muligt at
vurdere og klassificere testkemikalierne i overensstemmelse med forordning (EF) nr. 1272/2008 (3). GD 39 (2)
beskriver, hvordan den mest hensigtsmaessige metode til akut testning velges. Hvis der kun kraeves oplysninger
om Kklassificering og markning, anbefales generelt kapitel B.52 i dette bilag (4) [se GD 39 (2)]. Denne testmetode
B.2 er ikke specifikt beregnet til test af sarlige materialer, som f.eks. tungtopleselige isometriske eller fiberholdige
materialer eller fremstillede nanomaterialer.
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INDLEDENDE OVERVEJELSER

Inden test i overensstemmelse med denne metode overvejes, bor alle tilgangelige oplysninger om testkemikaliet,
herunder eksisterende forseg (f.cks. kapitel B.52 i dette bilag (4)), hvis data understotter, at der ikke udferes
yderligere test, overvejes af testlaboratoriet med henblik pd at minimere omfanget af dyreforseg. Oplysninger, der
kan hjelpe med at valge de mest hensigtsmaessige arter, stammer, kon, eksponeringsformer og testkoncen-
trationer, omfatter testkemikaliets identitet, kemiske struktur og fysisk-kemiske egenskaber, resultater af in vitro-
eller in vivo-toksicitetstest, forventede anvendelser og potentialet for human eksponering, tilgaengelige (Q)SAR-
data og toksikologiske data vedrerende strukturelt relaterede stoffer [se GD 39 (2)].

Test af @tsende og/eller irriterende testkemikalier ved koncentrationer, der forventes at forvolde stark smerte og
lidelse, ber s& vidt muligt undgds. Atsnings-[irritationsstyrken skal evalueres af eksperter ved hjalp af doku-
mentation, som f.eks. erfaringer fra mennesker og dyr (f.eks. fra forseg med gentagen dosering udfert ved
koncentrationer, der ikke er atsendefirriterende), eksisterende in vitro-data [f.eks. fra kapitel B.40 (5) og
kapitel B.40.A (6) i dette bilag eller OECD TG 435 (7)], pH-veerdier, information fra lignende stoffer eller
andre relevante data med henblik pé at undersege, om yderligere test kan undgés. Ndr konkrete myndigheds-
bestemmelser gor det nedvendigt (f.eks. i forbindelse med planlegning af nedberedskab), kan denne testmetode
bruges til eksponering af dyr for sddanne materialer, fordi det giver forsogslederen eller den primare investigator
mulighed for at valge malkoncentrationerne. Malkoncentrationerne ber dog ikke have svare irriterende/atsende
virkninger, men alligevel vaere tilstrakkelige til at have koncentrations-responskurven til et niveau, der opfylder
testens lovgivningsmassige eller videnskabelige formdl. Disse koncentrationer ber valges i hvert enkelt tilfelde,
og den valgte koncentration ber begrundes [se GD 39 (2)].

TESTENS PRINCIP

Denne reviderede testmetode B.2 har til formal at tilvejebringe tilstrakkelige oplysninger om den akutte toksi-
citet af et testkemikalie til, at det kan klassificeres, og til at tilvejebringe data om dedelighed (f.eks. LC5q, LCy; og
haeldning) for et eller begge kon, hvis det er nedvendigt til de kvantitative risikovurderinger. Denne testmetode
omfatter to metoder. Den forste metode er en traditionel protokol, hvor grupper af dyr eksponeres for en
gransekoncentration (gransetest) eller en serie af koncentrationer i en trinvis fremgangsmdde i en forudbestemt
periode pd normalt fire timer. Andre eksponeringsvarigheder kan anvendes for at opfylde konkrete myndig-
hedsbestemmelser. Den anden metode er en C x t-protokol, hvor grupper af dyr eksponeres for en gransekon-
centration eller en serie af flere koncentrationer i flere perioder.

Dyr, som er deende, har tydelige smerter eller viser tegn pé svare og vedvarende lidelser, ber aflives humant og
betragtes ved fortolkningen af testresultatet pd samme made som dyr, der er dede under testen. Kriterierne for
aflivning af deende eller steerkt lidende dyr samt vejledning i at fastsld forudsigelig eller forestiende ded er
genstand for en sarskilt vejledning (OECD Guidance Document No. 19 on Humane Endpoints) (8).

BESKRIVELSE AF METODEN
Valg af dyreart

Der anvendes raske unge dyr af seedvanligt benyttede laboratoriestammer. Den foretrukne art er rotter, og der
ber gives begrundelse, hvis en anden art anvendes.

Forberedelse af dyrene

Hundyrene mé ikke have fodt og ma ikke vere dreegtige. P& eksponeringsdagen ber dyrene vere unge voksne,
der er mellem 8 og 12 uger gamle, og deres kropsvegt ber vare inden for + 20 % af gennemsnitsvagten for
hvert ken af tidligere eksponerede dyr i samme alder. Dyrene udtages pa tilfeeldig made og maerkes, sd de enkelte
dyr kan identificeres. Dyrene holdes i deres bure i mindst fem dage, inden testen pabegyndes, s& de tilvannes
laboratorieforholdene. Dyrene tilvannes ogsd testudstyret i en kort perioden inden testen, da det vil mindske
stress fordrsaget af introduktionen til et nyt milje.

Dyreopdrat og -sundhed

Temperaturen i forsegsdyrrummet ber vaere 22 * 3 °C. Den relative fugtighed ber vare 30-70 %, selv om det
muligvis ikke er muligt, hvis vand bruges som vehikel. For og efter eksponering ber dyr generelt holdes i bur i
grupper efter ken og koncentration, men antallet af dyr pr. bur mé ikke bevirke, at det er vanskeligt at observere
de enkelte dyr, og ber minimere tab som folge af kannibalisme og slagsmél. Hvis dyr alene eksponeres gennem
naesen, skal de muligvis tilveennes fastspaendingsslanger. Disse slanger mé ikke péfere dyrene unedig fysisk,
termisk eller bevagelsesmassig belastning. Fastspeending kan pavirke fysiologiske effektparametre, som f.eks.
kropstemperatur (hypertermi) og/eller respiratorisk minutvolumen. Hvis der foreligger generiske data, som viser,
at sddanne @ndringer ikke forekommer i navnevardigt omfang, er tilvenning til fastspaendingsslangerne ikke
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nedvendig. Dyr, der med hele kroppen eksponeres for en aerosol, ber holdes i individuelle bure under ekspone-
ringen for at undgd, at testaerosolen filtreres gennem pelsen pd de andre dyr i buret. Der kan anvendes normalt
og godkendt laboratoriefoder, dog ikke under eksponering, med ubegranset forsyning af drikkevand. Belys-
ningen skal vere kunstig og bestd af 12 timers lys og 12 timers morke.

Inhalationskamre

Karakteren af testkemikaliet og formalet med testen ber overvejes ved valget af inhalationskammer. Den fore-
trukne eksponeringsform er gennem nasen (dette udtryk omfatter kun hoved, kun nase og kun snude).
Eksponering gennem nzsen foretraekkes generelt i forbindelse med test af flydende eller faste aerosoler og
dampe, der kan kondensere og danne aerosoler. Serlige formél med forseget kan bedre opfyldes ved ekspone-
ring af hele kroppen, men dette skal begrundes i forsegsrapporten. For at sikre en stabil atmosfare, nar der
anvendes et kammer til hele kroppen, méd forsegsdyrenes totale volumen ikke overstige 5% af kammerets
volumen. Principperne for teknikkerne til eksponering gennem nasen eller eksponering af hele kroppen samt
deres serlige fordele og ulemper er beskrevet i GD 39 (2).

EKSPONERINGSBETINGELSER
Administration af koncentrationer

Eksponering gennem nasen kan vere af enhver varighed pa op til seks timer for rotter. Hvis mus eksponeres
gennem nzsen, mé eksponeringstiden generelt ikke overstige fire timer. Der gives en begrundelse, hvis test af
leengere varighed er pdkravet [se GD 39 (2)]. Dyr, der eksponeres for aerosoler i kamre til hele kroppen, ber
holdes i individuelle bure for at undgd, at de indtager testkemikaliet som folge af soignering af de andre dyr.
Dyrene bor ikke fodres i eksponeringsperioden. Dyret skal have adgang til vand under helkropseksponering.

Dyr eksponeres for testkemikaliet i form af en gas, dampe, aerosoler eller en blanding heraf. Den fysiske tilstand,
der skal testes, afhanger af testkemikaliets fysisk-kemiske egenskaber, den valgte koncentration ogfeller den
fysiske form, der hejst sandsynligt vil vere til stede under hdndteringen og anvendelsen af testkemikaliet.
Hygroskopiske og kemisk reaktive testkemikalier bor testes under torre luftforhold. Der ma ikke skabes eksplo-
sive koncentrationer.

Partikelstorrelsesfordeling

Bestemmelse af partikelstorrelse udferes for alle aerosoler og dampe, der kan kondensere og danne aerosoler. For
at sikre, at alle relevante omrader af luftvejene eksponeres, anbefales aerosoler med en massemedian af den
acrodynamiske diameter (MMAD) i omradet fra 1 til 4 pm med en geometrisk standardafvigelse (o) i omradet
fra 1,5 til 3,0 (2) (9) (10). Der ber ydes en rimelig indsats for at overholde denne standard, men en ekspert-
vurdering gives, hvis det ikke er muligt. Partikler fra tungmetalrog kan f.eks. veere mindre end denne standard, og
ladede partikler, fibre og hygroskopiske materialer (som udvides i luftvejenes fugtige miljo) kan overstige
standarden.

Fremstilling af testkemikalie i vehikel

Der kan anvendes et vehikel til at frembringe et testkemikalie med den rigtige koncentration og partikelstorrelse i
atmosfaren. Generelt foretraekkes vand. Partikelformigt materiale kan underkastes mekaniske processer for at
opnd den kravede partikelstorrelsesfordeling. Det skal dog omhyggeligt sikres, at testkemikaliet ikke dekompo-
nerer eller eendres. Hvis mekaniske processer menes at have andret teststoffets sammensatning (f.cks. ekstreme
temperaturer som folge af friktion under formaling), ber testkemikaliets ssammensatning kontrolleres analytisk.
Kontaminering af testkemikaliet skal undgas. Det er ikke nedvendigt at teste granulat, der ikke er letsmuldrende,
og som netop er formuleret, sd det ikke kan inhaleres. Der ber anvendes en slidtest til at dokumentere, at der
ikke frembringes respirable partikler under hdndteringen af granulat. Hvis en slidtest frembringer respirable
stoffer, bor der udferes en inhalationstoksicitetstest.

Kontroldyr

En sidelobende negativ (luft)kontrolgruppe er ikke nedvendig. Hvis et andet vehikel end vand bruges til at
frembringe testatmosfeeren, skal en vehikelkontrolgruppe kun anvendes, hvis historiske inhalationstoksicitetsdata
ikke foreligger. Hvis et toksicitetsforsag vedrerende et testkemikalie, der er formuleret i et vehikel, ikke paviser
toksicitet, folger det, at vehiklet er ikke-toksisk ved den testede koncentration. Der er derfor ikke brug for en
vehikelkontrol.

OVERVAGNING AF EKSPONERINGSBETINGELSER
Luftgennemstremning i kammer

Luftgennemstromningen gennem kammeret skal neje kontrolleres, overvages lobende og registreres mindst én
gang i timen under eksponering. Overvagningen af koncentrationen (eller stabiliteten) i testatmosfaren indgér i
malingen af alle dynamiske parametre og giver indirekte mulighed for at kontrollere alle relevante dynamiske
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parametre for generering af atmosferen. Genindédnding i kamre til eksponering gennem naesen skal undgés, hvis
luftgennemstromningen gennem eksponeringssystemet ikke er tilstreekkelig til at tilvejebringe en dynamisk
gennemstromning i den kemiske testatmosfare. Der er fastlagte metodologier, der kan bruges til at pavise, at
genindadnding ikke finder sted under de valgte driftsbetingelser (2) (11). Iltkoncentrationen skal veaere mindst
19 %, og kuldioxidkoncentrationen ma ikke overstige 1 %. Hvis der er grund til at antage, at disse standarder
ikke kan overholdes, skal ilt- og kuldioxidkoncentrationerne males.

Kammerets temperatur og relative fugtighed

Kammerets temperatur skal vere 22 %3 °C. Den relative fugtighed i dyrenes vejrtraekningszone skal ved
eksponering gennem nasen og helkropseksponering overvdges og registreres mindst tre gange ved varigheder
af op til fire timer og hver time ved kortere varigheder. Den relative fugtighed ber vare 30-70 %, men dette er
ikke altid muligt (f.eks. ved test af vandbaserede blandinger) eller kan ikke maéles pd grund af testkemikaliets
indvirkning pé testmetoden.

Testkemikalie: nominel koncentration

Nér det er muligt, ber den nominelle eksponeringskoncentration i kammeret beregnes og registreres. Den
nominelle koncentration er massen af det genererede testkemikalie divideret med den samlede maengde luft,
der passerer gennem kammersystemet. Den nominelle koncentration bruges ikke til at karakterisere dyrenes
eksponering, men en sammenligning af den nominelle koncentration og den faktiske koncentration giver en
indikation af testsystemets genereringseffektivitet og kan derfor bruges til at opdage eventuelle genereringspro-
blemer.

Testkemikalie: faktisk koncentration

Den faktiske koncentration er koncentrationen af testkemikaliet ved dyrenes vejrtrakningszone i et inhalations-
kammer. Faktiske koncentrationer kan bestemmes med specifikke metoder (f.eks. direkte proveudtagning,
adsorptive eller kemisk reaktive metoder og efterfolgende analytisk karakterisering) eller med ikke-specifikke
metoder, som f.eks. gravimetrisk filteranalyse. Brugen af gravimetrisk analyse er kun acceptabel for pulverbase-
rede enkeltkomponent-aerosoler eller aerosoler af vesker med lav flygtighed og ber stettes af hensigtsmeassige
testkemikaliespecifikke karakteriseringer udfert for forseget. Koncentrationen af pulverbaserede flerkomponent-
aerosoler kan ogsd bestemmes ved hjelp af gravimetrisk analyse. Det kreever dog analysedata, der viser, at det
luftbdrne materiales sammensztning svarer til udgangsmaterialet. Hvis denne information ikke er tilgeengelig, kan
det vare nedvendigt at gentage analysen af testkemikaliet (ideelt i dets luftbarne tilstand) med regelmeessige
intervaller i lgbet af forseget. For aerosoliserede stoffer, der kan fordampe eller sublimere, ber det pévises, at alle
faser er indsamlet ved hjelp af den valgte metode. Mdlkoncentrationer, nominelle koncentrationer og faktiske
koncentationer angives i forsegsrapporten, men kun de faktiske koncentrationer bruges i de statistiske analyser
til at beregne letale koncentrationer.

Der anvendes s& vidt muligt én batch af testkemikaliet, og proven opbevares under forhold, der bevarer dens
renhed, homogenitet og stabilitet. Inden forseget pdbegyndes, ber testkemikaliet karakteriseres, herunder dets
renhed og, hvis det er teknisk muligt, identitet og mangde af identificerede kontaminanter og urenheder. Dette
kan pavises ved hjelp af bla. felgende data: retentionstid og relativt topareal, molekylvagt fra massespektro-
skopi- eller gaskromatografianalyser eller andre vurderinger. Selv om testlaboratoriet ikke er ansvarligt for
provens identitet, bor testlaboratoriet af hensyn til sikkerheden bekreafte rekvirentens karakterisering i hvert
fald pd en begranset made (f.eks. farve, fysisk form osv.).

Eksponeringsatmosfaren holdes sd konstant som muligt og overviges kontinuerligt og/eller i intervaller athaen-
gigt af analysemetoden. Hvis intervalbaseret proveudtagning anvendes, ber der udtages atmosfereprover i
kammeret mindst to gange i lobet af et forseg med en varighed pa fire timer. Hvis det ikke er muligt pd
grund af begransede luftgennemstromningshastigheder eller lave koncentrationer, kan en preve udtages over
hele eksponeringsperioden. Hvis der forekommer markante udsving fra prove til prove, ber der anvendes fire
prover pr. eksponering for de naeste testede koncentrationer. De enkelte prover for koncentrationen i kammeret
ber ikke afvige fra middelkoncentrationen med mere end + 10 % for gasser og dampe eller + 20 % for flydende
eller faste aerosoler. Tiden til akvilibrering af kammer (ty;) beregnes og registreres. Varigheden af en eksponering
streekker sig over den tid, hvor testkemikaliet genereres, og det omfatter den tid, der kraves for at opnd tgs.
Vejledning i beregning af to5 findes i GD 39 (2).

For meget komplekse blandinger, der bestir af gasser/dampe og aerosoler (f.cks. forbreendingsatmosfarer og
testkemikalier genereret af formalsbestemte slutprodukter/apparater), kan hver fase opfere sig forskelligt i et
inhalationskammer, og der udvzlges derfor mindst ét indikatorstof (analysand), normalt det primeere aktivstof i
blandingen, fra hver fase (gas/damp og acrosol). Hvis testkemikaliet er en blanding, rapporteres analysekoncen-
trationen for blandingen og ikke kun for det aktive stof eller komponenten (analysand). Yderligere oplysninger
om faktiske koncentrationer findes i GD 39 (2).
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Testkemikalie: partikelstorrelsesfordeling

Aerosolers partikelstorrelsesfordeling bestemmes mindst to gange i lobet af hver eksponering pa fire timer ved
hjelp af en kaskadeimpaktor eller et andet instrument, f.eks. et instrument til aerodynamisk partikelstorrelses-
bestemmelse. Hvis der kan pavises akvivalens mellem de resultater, der er opndet ved hjelp af kaskadeimpak-
toren eller et alternativt instrument, kan det alternative instrument bruges i hele forsgget. Et andet apparat, f.eks.
et gravimetrisk filter eller en impinger/gas bubbler, anvendes parallelt med det primeere instrument til at bekrafte
det primeere instruments opsamlingseffektivitet. Den massekoncentration, der fds ved hjalp af partikelstorrelses-
analysen, skal vaere inden for rimelige graenser af den massekoncentration, der fis ved hjelp af filteranalyse [se
GD 39 (2)]. Hvis @kvivalens kan pavises i forsagets tidligere fase, kan yderligere bekraftelsesmalinger udelades.
Af hensyn til dyrevelfeerden treeffes der foranstaltninger for at minimere inkonklusive data, der kan gere det
nedvendigt at gentage en eksponering. Bestemmelse af partikelstorrelse udferes for dampe, hvis der er mulighed
for, at kondensering af dampe kan fore til dannelsen af en aerosol, eller hvis der konstateres partikler i en
dampatmosfere med potentiale for blandede faser (se afsnit 15).

FREMGANGSMADE

To forsegstyper er beskrevet nedenfor: en traditionel protokol og en C x t-protokol. Begge protokoller kan
omfatte et forforseg, et hovedforseg oglfeller en gransetest (traditionel protokol) eller testning ved en grense-
koncentration (C x t). Hvis et kon vides at vere mere modtagelig, kan forsegslederen valge at udfere disse
forseg alene ved hjelp af det mest modtagelige kon. Hvis andre gnaverarter end rotter eksponeres gennem
nasen, kan de maksimale eksponeringsvarigheder justeres for at minimere artsspecifikke lidelser. Inden forseget
pabegyndes, undersoges alle tilgaengelige data med henblik pd at minimere omfanget af dyreforseg. Data, der er
indhentet ved hjalp af kapitel B.52 i dette bilag 4, kan f.cks. overfladiggere behovet for et forforseg og kan ogsd
vise, om et kon er mere modtageligt [se GD 39 (2)].

TRADITIONEL PROTOKOL
Generelle betragtninger: Traditionel protokol

[ et traditionelt forsag eksponeres grupper af dyr for et testkemikalie i en bestemt tidsperiode (oftest 4 timer) i et
kammer til eksponering gennem nasen eller helkropseksponering. Dyr eksponeres for en grensekoncentration
(graensetest) eller mindst tre koncentrationer i en trinvis fremgangsmade (hovedforseg). Et forforseg kan udferes
inden hovedforseget, medmindre der allerede foreligger visse informationer om testkemikaliet, f.eks. et tidligere
udfort B.52-forseg [se GD 39 (2)].

Forforseg: traditionel protokol

Et forforseg bruges til at skonne testkemikaliets styrke, identificere konsbetingede forskelle i modtagelighed og
hjelpe med at valge eksponeringskoncentrationer til hovedforsaget eller gransetesten. Nar koncentrationerne
valges til forforseget, anvendes alle tilgengelige informationer, herunder tilgeengelige (Q)SAR-data og data
vedrerende lignende kemikalier. Hojst tre hanner og tre hunner ber eksponeres ved hver koncentration (3
dyr[ken kan vare nedvendigt for at fastsld en konsbetinget forskel). Et forforseg kan omfatte én koncentration,
men flere koncentrationer kan om nedvendigt testes. Et forforsag ber ikke teste si mange dyr og koncen-
trationer, at det ligner et hovedforseg. Et tidligere udfert B.52-forseg (4) kan bruges i stedet for et forforseg [se
GD 39 (2)].

Gransetest: traditionel protokol

En gransetest bruges, ndr testkemikaliet vides eller forventes at vare stort set ikke-toksisk, dvs. det fremkalder
toksisk respons, der kun ligger over den fastsatte greensekoncentration. I en gransetest eksponeres en gruppe af
tre hanner og tre hunner for testkemikaliet ved en gransekoncentration. Oplysninger om testkemikaliets toksi-
citet kan fas ud fra viden om tilsvarende testede kemikalier, idet der tages hensyn til art og procentuelt indhold
af de stoffer, der vides at vaere af toksikologisk betydning. Nér der kun foreligger fa eller slet ingen oplysninger
om testkemikaliets toksicitet, eller nar testkemikaliet forventes at vaere toksisk, ber hovedforseget udferes.

Valget af grensekoncentrationer athaenger normalt af lovgivningskrav. Nir forordning (EF) nr.1272/2008
anvendes, er grensekoncentrationerne for gasser, dampe og aerosoler henholdsvis 20 000 ppm, 20 mg/l og
5 mg/l (eller den hgjest opndelige koncentration) (3). Det kan vere en teknisk udfordring at generere testkoncen-
trationer af visse testkemikalier, is@r som dampe og aerosoler. Ved test af acrosoler ber det primare mél vere at
opnd en respirabel partikelstorrelse (MMAD pd 1-4 pm). For de fleste testkemikalier er det muligt ved en
koncentration pd 2 mg/l. Test af aerosoler ved en koncentration pd mere end 2 mg/l ber kun forseges, hvis
der kan opnés en respirabel partikelstorrelse [se GD 39 (2)]. I henhold til forordning (EF) nr. 1272/2008 ber
test, der overstiger en gransekoncentration, undgds af hensyn til dyrevelfeerden (3). Gransekoncentrationen ber
kun overvejes, ndr resultaterne af en sddan test med overvejende sandsynlighed ventes at fa direkte relevans for
beskyttelsen af menneskers sundhed (3), og der skal gives en begrundelse i forsegsrapporten. I tilfalde af
potentielt eksplosive testkemikalier skal der udvises forsigtighed for at undgd forhold, der kan fremkalde
eksplosion. For at undgd unedvendig brug af dyr ber et testforseg gennemfores uden dyr inden greensetesten,
sd det sikres, at betingelserne i kammeret for en gransetest kan opnés.
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Hvis der observeres mortalitet eller deende tilstand ved grensekoncentrationen, kan resultaterne af gransetesten
bruges som et forforseg med henblik pa yderligere test ved andre koncentrationer (se hovedforseg). Hvis et
testkemikalies fysiske eller kemiske egenskaber ger det umuligt at opnd en gransekoncentration, testes den
hejest opnéelige koncentration. Hvis mindre end 50 % letalitet foreckommer ved den hejest opnéelige koncen-
tration, er yderligere test ikke nedvendig. Hvis greensekoncentrationen ikke kan opnds, gives en forklaring og
understottende data i forsegsrapporten. Hvis den hgjest opndelige koncentration af en damp ikke fremkalder
toksicitet, skal testkemikaliet muligvis genereres som en flydende aerosol.

Hovedforseg: traditionel protokol

Et hovedforseg udferes typisk med fem hanner og fem hunner (eller 5 dyr af det mest modtagelige kon, hvis det
kendes) pr. koncentrationsniveau med mindst tre koncentrationsniveauer. Der skal bruges tilstrakkelige koncen-
trationsniveauer til at opné en robust statistisk analyse. Tidsintervallet mellem eksponeringsgrupperne bestemmes
ud fra de toksiske symptomers indsatten, varighed og svarhed. Eksponering af dyrene ved det naste koncen-
trationsniveau udsattes, indtil der er rimelig sikkerhed for, at de tidligere testede dyr vil overleve. Det giver
forsegslederen mulighed for at justere malkoncentrationen for den naste eksponeringsgruppe. Som folge af
athangigheden af avancerede teknologier er dette ikke altid praktisk muligt i inhalationsforseg, og derfor ber
eksponeringen af dyr ved det naste koncentrationsniveau baseres pé tidligere erfaring og videnskabelig vurde-
ring. GD 39 (2) ber anvendes ved test af blandinger.

KONCENTRATION x TID-PROTOKOL (C x T)
Generelle betragtninger: C x t-protokol

Et trinvist C x t-forseg kan overvejes som alternativ til en traditionel protokol ved vurdering af inhalations-
toksicitet (12) (13) (14). Denne fremgangsmade gor det muligt at eksponere dyr for et testkemikalie ved flere
koncentrationsniveauer og i flere tidsrum. Alle test udferes i et kammer til eksponering gennem nzsen (hel-
kropskamre er ikke anvendelige i forbindelse med denne protokol). Et flowdiagram i tilleg 1 illustrerer denne
protokol. En simuleringsanalyse har vist, at den traditionelle protokol og C x t-protokollen begge kan give
robuste LC;q-veerdier, men C x t-protokollen er generelt bedre til at give robuste LCy;- og LCyq-vaerdier (15).

En simuleringsanalyse har vist, at det generelt er tilstrackkeligt at anvende to dyr pr. C x t-interval (et pr. ken ved
brug af begge ken eller to af det mest modtagelige kon), nir der testes fire koncentrationer og fem eksponerings-
varigheder i et hovedforseg. Under visse omstendigheder kan forsegslederen valge at bruge to rotter pr. ken pr.
C x t-interval (15). Hvis der bruges to dyr pr. ken pr. koncentration og tidspunkt, kan det reducere bias og
variabiliteten af estimaterne, @ge succesraten for estimeringen og forbedre konfidensintervallet. I tilfelde af
utilstraekkelig tilpasning til de data, der er brugt til estimeringen (ved brug af et dyr pr. ken eller to dyr af
det mest modtagelige kon), kan en femte eksponeringskoncentration ogsd veere tilstreekkelig. Yderligere vejled-
ning om det antal dyr og koncentrationer, der skal anvendes i et C x t-forseg, findes i GD 39 (2).

Forforseg: C x t-protokol

Et forforseg bruges til at skenne testkemikaliets styrke og til at hjalpe med at velge eksponeringskoncen-
trationer til hovedforseget. Det kan veare nedvendigt at udfere et forforseg med op til tre dyr/ken/koncentration
[se Appendix IIl i GD 39 (2)] for at valge en hensigtsmaessig startkoncentration til hovedforseget og minimere
antallet af anvendte dyr. Der skal muligvis bruges tre dyr pr. ken for at fastslé en kensbetinget forskel. Disse dyr
bor eksponeres over én varighed, normalt 240 minutter. Muligheden for at skabe tilstrakkelige testatmosferer
bor vurderes i lobet af de tekniske forudgdende test uden dyr. Det er generelt ikke nedvendigt at udfere et
forforseg, hvis mortalitetsdata er tilgangelige fra et B.52-forsag (4). Nar den indledende malkoncentration valges
i et B.2-forseg, bor forsegslederen overveje de mortalitetsmonstre, der er observeret i evt. tilgaengelige B.52-
forseg (4) for begge kon og alle testede koncentrationer [se GD 39 (2)].

Startkoncentration: C x t-protokol

Startkoncentrationen (eksponeringssession I) (tilleg 1) er enten en graensekoncentration eller en koncentration,
som forsegslederen har valgt ud fra forforseget. Grupper af ét dyr/ken eksponeres for denne koncentration i
flere tidsrum (f.cks. 15, 30, 60, 120 eller 240 minutter), sd i alt 10 dyr eksponeres (kaldes eksponeringssession 1)
(tilleg 1).

Valget af graensekoncentrationer athaenger normalt af lovgivningskrav. Nér forordning (EF) nr. 1272/2008
anvendes, er grensekoncentrationerne for gasser, dampe og aerosoler henholdsvis 20 000 ppm, 20 mg/l og
5 mg/l (eller den hgjest opnéelige koncentration) (3). Det kan vere en teknisk udfordring at generere testkoncen-
trationer af visse testkemikalier, iser som dampe og aerosoler. Ved test af aerosoler ber malet veere at opnd en
respirabel partikelstorrelse (dvs. en MMAD pd 1-4 pm) ved en grensekoncentration pd 2 mgfl. Dette er muligt
for de fleste testkemikalier. Test af acrosoler ved en koncentration pd mere end 2 mg/l ber kun forseges, hvis der
kan opnés en respirabel partikelstorrelse [se GD 39 (2)]. I henhold til forordning (EF) nr. 1272/2008 ber test,
der overstiger en gransckoncentration, undgds af hensyn til dyrevelferden (3). Test, der overstiger en granse-
koncentration, ber kun overvejes, ndr resultaterne af en sidan test med overvejende sandsynlighed ventes at fa
direkte relevans for beskyttelsen af menneskers sundhed (3), og der skal gives en begrundelse i forsegsrapporten.
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[ tilfelde af potentielt eksplosive testkemikalier skal der udvises forsigtighed for at undgd forhold, der kan
fremkalde eksplosion. For at undgd unedvendig brug af dyr ber et testforsog gennemfores uden dyr inden
test ved startkoncentrationen, s det sikres, at betingelserne i kammeret for denne koncentration kan opnds.

Hvis der observeres mortalitet eller deende tilstand ved startkoncentrationen, kan resultaterne ved denne koncen-
tration bruges som udgangspunkt for yderligere test ved andre koncentrationer (se hovedforseg). Hvis et
testkemikalies fysiske eller kemiske egenskaber gor det umuligt at opnd en gransekoncentration, testes den
hojest opndelige koncentration. Hvis mindre end 50 % letalitet forekommer ved den hejest opndelige koncen-
tration, er yderligere test ikke nedvendig. Hvis greensekoncentrationen ikke kan opnds, gives en forklaring og
understottende data i forsegsrapporten. Hvis den hgjest opndelige koncentration af en damp ikke fremkalder
toksicitet, skal testkemikaliet muligvis genereres som en flydende aerosol.

Hovedforseg: C x t-protokol

Startkoncentrationen (eksponeringssession I) (tilleg 1), som testes i hovedforsaget, er enten en grensekoncen-
tration eller en koncentration, som forsegslederen har valgt ud fra forforseget. Hvis mortalitet er blevet obser-
veret under eller efter eksponeringssession I, bruges den minimumseksponering (C x t), der resulterer i mortalitet,
som rettesnor ved bestemmelsen af koncentrationen og eksponeringsperioderne til eksponeringssession II. Hver
efterfolgende eksponeringssession athenger af den forudgdende session (se tilleg 1).

For mange testkemikalier er de resultater, der fds ved startkoncentrationen kombineret med tre yderligere
eksponeringssessioner med et mindre tidsinterval (dvs. den geometriske afstand mellem eksponeringsperioder
som angivet af faktoren mellem successive perioder, generelt V2), tilstrekkelige til at bestemme C x t-mortali-
tetsforholdet (15), men det kan vare en fordel af bruge en femte eksponeringskoncentration [se tilleg 1 og GD
39 (2)]. Oplysninger om den matematiske behandling af resultater til C x t-protokollen findes i tilleg 1.

OBSERVATIONER

Dyrene ber hyppigt observeres klinisk i eksponeringsperioden. Efter eksponering ber kliniske observationer
foretages mindst to gange pad eksponeringsdagen eller hyppigere, hvis det begrundes af dyrenes respons pé
behandlingen, og derefter mindst én gang dagligt i sammenlagt 14 dage. Varigheden af observationsperioden
er ikke fast, men bestemmes ud fra arten og tidspunktet for indtreeden af kliniske tegn og varigheden af
restitutionsperioden. Tidspunkterne for toksiske symptomers indsatten og forsvinden er vigtige, navnlig hvis
der er tendens til forsinkede toksiske symptomer. Alle observationer registreres systematisk, og der fores
individuel protokol for hvert dyr. Dyr, som findes at vare deende, og dyr, som udviser svare smerter ogfeller
vedvarende tegn pa svare lidelser, skal aflives humant af hensyn til dyrevelfeerden. Stor omhu ber udvises ved
undersogelser for kliniske tegn pa toksicitet for at sikre, at indledningsvist darligt udseende og forbigdende
respirationsaendringer, der er resultatet af selve eksponeringen, ikke forveksles med toksicitet relateret til test-
kemikaliet, som kreever tidlig aflivning af dyrene. De principper og kriterier, der er sammenfattet i Guidance
Document on Humane Endpoints (GD 19), skal tages i betragtning (7). Nar dyr aflives af humane grunde eller
findes dede, skal dedstidspunktet registreres sd nejagtigt som muligt.

Observationer i burene skal omfatte forandringer i hud, pels, ojne og slimhinder, respirationssystem, kredsleb,
autonomt nervesystem og centralnervesystem samt somatomotorisk aktivitet og adferdsmenster. Hvis det er
muligt, registreres evt. sondring mellem lokale og systemiske virkninger. Man skal veere opmarksom pé, om der
kan iagttages tremor, kramper, spytfldd, diarré, slovhed, sevn og koma. Mélingen af rektal temperatur kan
dokumentere refleks-bradypne eller hypo-/hypertermia relateret til behandling eller fangenskab.

Kropsvaegt

Det enkelte dyrs veegt registreres én gang i tilvaenningsperioden, pa eksponeringsdagen inden eksponeringen (dag
0) og mindst pa dag 1, 3 og 7 (og derefter ugentligt), og den registreres pd tidspunktet for ded eller aflivning,
hvis det indtraeder efter dag 1. Kropsvagt anerkendes som en kritisk indikator for toksicitet, og dyr med et
vedvarende veegttab pa > 20 % sammenlignet med veegten for forseget, overvages ngje. Overlevende dyr vejes og
aflives humant ved afslutningen af perioden efter eksponering.

Patologi

Alle forsggsdyr (herunder dem, der der under forseget eller aflives og tages ud af forseget af dyrevelferds-
meassige grunde) underkastes makroskopisk obduktion. Hvis makroskopisk obduktion ikke kan udferes umid-
delbart efter opdagelsen af et dedt dyr, nedkeles (ikke fryses) dyret ved en temperatur, der er tilstrackkeligt lav til
at minimere autolyse. Makroskopisk obduktion udferes sd hurtigt som muligt, helst inden for en eller to dage.
Alle makroskopiske patologiske forandringer registreres for hvert dyr med serligt fokus pd forandringer i
luftvejene.
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Yderligere undersogelser, der pa forhind er medtaget som standard, kan overvejes for at udvide den fortolk-
ningsmeassige veerdi af undersegelsen, f.eks. vejning af overlevende rotters lunger og tilvejebringelse af doku-
mentation for irritation ved hjelp af mikroskopisk undersegelse af luftvejene. Undersogte organer kan ogsd
omfatte organer, som udviser makroskopiske patologiske forandringer hos dyr, som overlever i 24 timer eller
leengere, og organer, som vides eller forventes at vere pavirket. Mikroskopisk undersagelse af hele luftvejene kan
give nyttige informationer i forbindelse med testkemikalier, der reagerer med vand, f.eks. syrer og hygroskopiske
testkemikalier.

DATA OG RAPPORTERING
Data

Der skal fremlegges data for de enkelte dyr om kropsvagt og obduktionsfund. For hver testgruppe opstilles i
tabelform Kkliniske observationsdata om antal dyr ved forsegets begyndelse, antal dyr, som viser tegn péa toksisk
virkning, antal dyr, som er fundet dede under forsaget eller aflivet af humanitaere grunde, dedstidspunkt for de
enkelte dyr, beskrivelse af toksiske virkninger og disses tidsmassige forleb og reversibilitet samt obduktionsfund.

Testrapport

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger, nir de er relevante:

Forsogsdyr og pasning

— beskrivelse af burforhold, herunder: antal (eller @ndring i antal) dyr pr. bur, streelse, omgivende temperatur
og relativ fugtighed, lysperiode og foder

— anvendt art/stamme og begrundelse for anvendelse af andre arter end rotte

— dyrenes antal, alder og ken

— randomiseringsmetode

— narmere oplysninger om foderets og vandets kvalitet (herunder fodens art/oprindelse, vandets oprindelse)

— beskrivelse af konditionering for test, herunder foder, karantane og behandling for sygdom.

Testkemikalie

— fysisk tilstand, renhed og, nér det er relevant, fysisk-kemiske egenskaber (herunder isomeri)

— identifikationsoplysninger og CAS-nr. (Chemical Abstract Services Registry Number), hvis det kendes.

Vehikel

— begrundelse for brug af vehikel og begrundelse for valg af vehikel, hvis dette ikke er vand

— historiske eller samtidige data, der viser, at vehiklet ikke pavirker resultatet af forsaget.

Inhalationskammer

— beskrivelse af inhalationskammeret, herunder dimensioner og rumfang

— oprindelse og beskrivelse af udstyr anvendt til eksponering af dyr og til generering af atmosfaere

— apparatur til maling af temperatur, fugtighed, partikelstorrelse og faktisk koncentration
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— luftkilde, behandling af tilfort/udledt luft og konditioneringssystem
— metoder, der er anvendt til kalibrering af apparatur for at sikre en homogen testatmosfeere
— trykforskel (positiv eller negativ)

— eksponeringsporte pr. kammer (eksponering gennem nasen); placering af dyr i systemet (helkropsekspone-
ring)

— testatmosfaerens tidsmassige homogenitet/stabilitet
— placering af temperatur- og fugtighedssensorer og udtagning af stikprove af testatmosfare i kammer

— luftgennemstremningshastigheder, luftgennemstromningshastighed/eksponeringsport (eksponering gennem
nasen) eller dyrebelastning/kammer (helkropseksponering)

— information om det apparatur, der er anvendt til at male ilt og kuldioxid, hvis det er relevant
— tid, der kraves til at opna ligevagt i inhalationskammeret (tgs)

— antal volumenzndringer pr. time

— evt. méleudstyr.

Eksponeringsdata

— begrundelse for valg af malkoncentration i hovedforseget

— nominelle koncentrationer (samlet masse af det genererede testkemikalie i inhalationskammeret divideret med
den samlede maengde luft, der passerer gennem kammeret)

— faktiske koncentrationer af testkemikaliet indsamlet fra dyrenes vejrtraekningszone; for blandinger, der
producerer heterogene fysiske former (gasser, dampe eller aerosoler), kan hver enkelt analyseres separat

— alle luftkoncentrationer rapporteres i masseenheder (f.eks. mg/l, mg/m? osv.); volumenenheder (f.cks. ppm,
ppb osv.) kan ogsé rapporteres i parentes

— partikelstorrelsesfordeling, massemedian af den aerodynamiske diameter (MMAD) og geometrisk standard-
afvigelse (og), herunder deres beregningsmetoder; individuelle partikelstorrelsesanalyse rapporteres

Testbetingelser

— narmere oplysninger om fremstilling af testkemikalie, herunder oplysninger om fremgangsméder anvendt til
at reducere partikelstorrelsen af faste materialer eller fremstille oplesninger af testkemikaliet; hvis mekaniske
processer har endret testkemikaliets sammensatning, medtages resultaterne af analyser, som bekrafter
testkemikaliets sammensaetning

— en beskrivelse (helst med diagram) af det apparatur, der bruges til at generere testatmosfaeren og til at
eksponere dyrene for testatmosfaren

— narmere oplysninger om den anvendte analysemetode og valideringsmetode (herunder genfindingsgrad for
testkemikaliet fra prevemediet)

— begrundelse for valget af testkoncentrationer.
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Resultater
— opstilling i tabelform af temperatur, fugtighed og luftgennemstremning i kammer
— opstilling i tabelform af data om nominel og faktisk koncentration i kammer

— opstilling i tabelform af data om partikelstorrelse i tabelform, herunder data om indsamling af analyseprove,
partikelstorrelsesfordeling og beregning af MMAD og o,

— opstilling i tabelform af responsdata og koncentrationsniveau for hvert dyr (dvs. dyr, som viser tegn pd
toksicitet, herunder mortalitet, og virkningernes art, sverhed, tidspunkt for indtraeden og varighed)

— kropsvaegten for det enkelte dyr registreret pd forsegsdage; dato og klokkeslet for dyrets ded, hvis denne
indtreeder for planlagt aflivning; for hvert dyr, toksiske virkningers indsatten, tidsforleb, og hvorvidt de er
reversible

— for hvert dyr evt. obduktionsfund og histopatologiske fund

— estimater af letalitet (f.eks. LC5 eller LDy;) herunder 95 % konfidensgranser, og haldning (hvis omfattet af
evalueringsmetoden)

— statistisk relation, herunder estimat af eksponenten n (C x t-protokol); navnet p& den anvendte statistiske
software anfores.

Diskussion og fortolkning af resultater

— Der lagges sarlig veegt pd beskrivelsen af de metoder, der er anvendt til at opfylde denne testmetodes
kriterier, f.eks. gransekoncentrationen eller partikelstorrelsen.

— Partiklernes respirabilitet i lyset af de overordnede resultater beskrives, iser hvis partikelstorrelseskriteriet ikke
kunne opfyldes

— Der gives en forklaring, hvis det var nedvendigt at foretage human aflivning af dyr, som udviste svare
smerter ogfeller vedvarende tegn pd svaere lidelser, baseret pa kriterierne i OECD Guidance Document on
Humane Endpoints (8).

— Huis test i henhold til kapitel B.52 i dette bilag (4) blev afbrudt til fordel for denne testmetode B.2, gives en
begrundelse.

— Konsistensen mellem de metoder, der er anvendt til at bestemme nominelle og faktiske koncentrationer og
relationen mellem den faktiske koncentration og den nominelle koncentration beskrives i den overordnede
vurdering af forseget.

— Den sandsynlige dedsdrsag og den fremherskende virkningsmade (systemisk i forhold til lokal) beskrives.
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DEFINITION

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjalp af denne testmetode.
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Tilleg 1

C x t-protokol

1. Et trinvist koncentration x tid-forseg (C = t) kan overvejes som alternativ til en traditionel protokol ved vurdering af

inhalationstoksicitet (12) (13) (14). Det udferes fortrinsvis, nar specifikke myndighedsbestemmelser eller videnskabe-
lige behov nedvendigger forseg med dyr i forskellige tidsrum, f.eks. med henblik pa planlegning af nedberedskab
eller med henblik pa fysisk planlaegning. Metoden indledes normalt med test af en gransekoncentration (ekspone-
ringssession 1), hvor dyrene eksponeres for et testkemikalie i fem perioder (f.eks. 15, 30, 60, 120 og 240 minutter),
sa der opnds flere varigheder inden for én eksponeringssession (se figur 1). Nar forordning (EF) nr. 1272/2008
anvendes, er gransekoncentrationerne for gasser, dampe og aerosoler henholdsvis 20 000 ppm, 20 mg/l og 5 mg/l.
Disse koncentrationer ma kun overskrides, hvis myndighedsbestemmelser eller videnskabelige behov nedvendigger
test ved disse koncentrationer (se afsnit 37 i kapitel B.2).

. Hvis der foreligger begraensede eller ingen oplysninger om toksiciteten af testkemikalie, bor der udferes et forforseg,

hvor grupper pé hgjst tre dyr pr. ken eksponeres for de malkoncentrationer, som forsegslederen har valgt, generelt i
240 minutter.

. Hvis en graeensekoncentration testes i lobet af eksponeringssession I, og der observeres mindre end 50 % mortalitet,

kraves der ikke yderligere testning. Hvis forholdet mellem koncentration/tid/respons skal bestemmes pé hejere
niveauer end den angivne grensekoncentration pa grund af myndighedsbestemmelser eller videnskabelige behov,
bor den naste eksponering ske ved et hgjere niveau, f.eks. to gange gransekoncentrationen (dvs. 2 L i figur 1).

. Hvis toksicitet observeres ved gransekoncentrationen, skal der foretages yderligere testning (hovedforseg). Disse

yderligere eksponeringer gennemfores ved lavere koncentrationer (i figur 1: Eksponeringssession II, III eller IV)
eller ved hejere koncentrationer i kortere tid (i figur 1: Eksponeringssession 1V) i tidsrum, der er tilpasset og ikke
sd stor spredning.

. Testen (startkoncentration og yderligere koncentrationer) gennemfores med ét dyr/ken pr. koncentration/tidspunkt

eller med to dyr af det mest modtagelige ken pr. koncentration/tidspunkt. Under visse omstendigheder kan forsegs-
lederen valge at bruge to rotter pr. ken pr. koncentration/tidspunkt (eller fire dyr af det mest modtagelige kon pr.
koncentration/tidspunkt) (15). Hvis der bruges to dyr pr. ken pr. koncentration/tidspunkt, reduceres i de fleste
tilfelde bias og variabiliteten af estimaterne, succesraten for estimeringen eges, og konfidensintervallet forbedres i
forhold til protokollen som beskrevet her. Neermere detaljer findes i GD 39 (2).

. Ideelt ber hver eksponeringssession gennemfores pd én dag. Det gor det muligt at udsette den naste eksponering,

indtil der er rimelig sikkerhed for overlevelse, og det giver forsagslederen mulighed for at justere malkoncentrationen
for den naste eksponeringsgruppe. Hver eksponeringssession ber indledes med den gruppe, der skal eksponeres i
leengst tid, f.eks. 240 minutter-eksponeringsgruppen efterfulgt af 120 minutter-eksponeringsgruppen osv. Hvis dyr i
240 minutter-gruppen f.eks. dor efter 90 minutter eller viser alvorlige tegn pé toksicitet (f.eks. ekstreme forandringer
i respirationsmenster, f.eks. besvearet vejrtrackning), giver det ingen mening af eksponere en gruppe i 120 minutter,
fordi mortaliteten sandsynligvis vil vare 100 %. Forsegslederen ber derfor vaelge kortere eksponeringsvarigheder til
den pagaeldende koncentration (f.eks. 90, 65, 45, 33 og 25 minutter).

. Koncentrationen i kammeret maéles hyppigt for at bestemme den tidsvagtede gennemsnitskoncentration for hver

eksponeringsvarighed. Dodstidspunktet for hvert dyr anvendes sd vidt muligt i den statistiske analyse (i stedet for
eksponeringsvarigheden).

. Resultaterne af de forste fire eksponeringssessioner undersgges med henblik pé at identificere datamangler i koncen-

tration-tidskurven (se figur 1). Ved utilstreekkelig tilpasning kan der gennemfores endnu en eksponering (femte
koncentration). Koncentration og eksponeringsvarighed for den femte eksponering ber valges, sd denne mangel

daekkes.

. Alle eksponeringssessioner (herunder den forste eksponeringssession) anvendes til at beregne forholdet mellem

koncentration/tid/respons ved hjelp af statistisk analyse (16). Hvis det er muligt, anvendes den tidsvegtede gennem-
snitskoncentration og eksponeringsvarigheden indtil ded (hvis ded indtreeder i lobet af eksponeringen) for hvert C x
t-interval.
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Figur 1

Hypotetisk illustration af forholdet mellem koncentration/tid/mortalitet hos rotter
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Abne symboler = overlevende; udfyldte symboler = dede dyr

Trekanter = hunner; cirkler = hanner

Ubrudt linje = LCsp-vaerdier (interval 7,5-240 min.) for hanner med n = 1

Punkteret linje = LCsp-vaerdier (interval 7,5-240 min.) for hunner med n = 1

Stiplede linjer = hypotetiske LCs,-vaerdier for hanner og hunner, hvis n havde veeret lig med 2 (12).
Ordliste

Koncentration:

Eksponeringstid:

10. Nedenfor findes et eksempel pé en trinvis procedure:

Eksponeringssession I — Test ved graensekoncentration (se figur 1)

— Et dyr pr. ken pr. koncentration/tidspunkt; 10 dyr i alt (%)

— Malkoncentration () = greensekoncentration

— Fem grupper af dyr eksponeres ved denne malkoncentration i henholdsvis 15, 30, 60, 120 og 240 minutter

Eksponeringssession II () — Hovedforseg

— Et dyr pr. ken pr. koncentrationtidspunkt; 10 dyr i alt

(%) Hvis der ikke findes oplysninger om kensbetinget modtagelighed, anvendes rotter af begge ken, dvs. et dyr/ken pr. koncentration. Ud
fra de eksisterende informationer, eller hvis det i lobet af eksponeringen konstateres, at det ene kon er mere modtageligt, anvendes 10
dyr af det mest modtagelige kon (to dyr pr. koncentration/tidspunkt) ved hvert koncentrationsniveau i den efterfolgende test.

(°) Nar forordning (EF) nr. 1272/2008 anvendes, er gransekoncentrationerne for gasser, dampe og aerosoler henholdsvis 20 000 ppm,
20 mg/l og 5 mgfl. I tilfelde af forventet toksicitet eller athangigt af resultaterne af forforseget vaelges lavere startkoncentrationer. I
tilfelde af myndighedsbestemmelser eller videnskabelige behov kan der anvendes hgjere koncentrationer.

() Ideelt udseettes eksponering af dyrene ved det naste koncentrationsniveau, indtil der er rimelig sikkerhed for, at de tidligere testede dyr
vil overleve. Det giver forsegslederen mulighed for at justere mélkoncentrationen for den naste eksponeringsgruppe.
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11.

— Fem grupper af dyr eksponeres ved en lavere koncentration () (1/2 L) i lidt leengere tid (fordelt ved hjelp af faktor
V2; se figur 1).

Eksponeringssession Il — Hovedforsog

— Et dyr pr. ken pr. koncentration/tidspunkt; 10 dyr i alt

— f/em grupper af dyr eksponeres ved en lavere koncentration (¢) (1/4 L) i lidt lengere tid (fordelt ved hjelp af faktor
2; se figur 1).

Eksponeringssession IV’ — Hovedforsag

— Et dyr pr. ken pr. koncentration/tidspunkt; 10 dyr i alt

— Fem grupper af dyr eksponeres ved en lavere koncentration () (1/8 L) i lidt leengere tid (fordelt ved hjelp af faktor
V2; se figur 1).

1 eller

Eksponeringssession IV — Hovedforsog

— Et dyr pr. ken pr. koncentration/tidspunkt; 10 dyr i alt

— Fem grupper af dyr eksponeres ved en hgjere koncentration (9) (2 L) i lidt kortere tid (fordelt ved hjalp af faktor
V2; se figur 1).

Matematisk behandling af resultater til C x t-protokollen

En C x t-fremgangsmdde med fire eller fem eksponeringskoncentrationer og fem varigheder giver henholdsvis 20
eller 25 datapunkter. Med disse datapunkter kan C x t-forholdet beregnes ved hjalp af statistisk analyse (16):

Ligning 1

Probit(P) = by + byln C + byln ¢
hvor C = koncentration; t = eksponeringsvarighed, eller
Ligning 2
Response = f(C"t)
hvor n = by /b,.

Ved hjalp af ligning 1 kan LCsq-vaerdien beregnes for en given tidsperiode (f.cks. 4 timer, 1 time, 30 minutter eller
en tidsperiode inden for de testede tidsperioder) ved hjalp af P = 5 (50 % respons). Bemark, at Habers regel kun
galder, ndr n = 1. LCy; kan beregnes ved hjelp af P = 2,67.

(4 Den minimumsdosis (koncentration x tid), der resulterede i mortalitet under test med startkoncentrationen (forste eksponeringssession)

bruges som udgangspunkt ved fastleeggelsen af den naeste kombination af koncentration og eksponeringsvarigheder. Koncentrationen
reduceres typisk med det halve (1/2 L), og dyrene eksponeres i en ny tidsperiode med et mindre interval ved hjlp af en geometrisk
opdeling af cksponeringsperioder med faktor 1,4 (V2; se reference 11) omkring det tidspunkt, hvor den mindste letale dosis (tid
koncentration) blev observeret i lobet af den forste eksponering. I denne figur (figur 1) blev mortalitet i eksponeringssession 1 forst
observeret ved 15 minutter. Varighederne i session II er derfor centreret omkring 30 minutter og er 15, 21 30, 42 og 60 minutter.
Efter de forste to eksponeringer anbefales det, at dataene indsattes i en figur som vist ovenfor, og det bor kontrolleres, om forholdet
mellem koncentration og tid har en vinkel pd 45 grader (n = 1), eller om forholdet mellem koncentration-tid-respons er mindre stejlt
(f.eks. n = 2) eller stejlere (n = 0,8). I sidstnavnte tilfelde anbefales det pd det kraftigste, at de naste koncentrationer og varigheder
tilpasses tilsvarende.

I visse tilfeelde kan det vaere nedvendigt at oge koncentrationen (2 L) i lobet af et nyt tidsinterval med et endnu mindre interval ved
hjeelp af en geometrisk opdeling af eksponeringsperioder med faktor 1,4 (V2) omkring det tidspunkt, hvor den mindste letale dosis (tid
x koncentration) blev observeret i lobet af den forste eksponering. Minimumseksponeringsvarigheden ber overstige 5 minutter.
Maksimumseksponeringsvarigheden ber ikke overstige 8 timer.«
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4) Kapitel B.7 og B.8 affattes sdledes:

»B.7. TOKSICITET VED GENTAGEN DOSERING (28 DAGE, ORAL) HOS GNAVERE

INDLEDNING

Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline 407 (2008). Den oprindelige Test Guideline 407 blev vedtaget
i 1981.11995 blev en revideret udgave vedtaget med henblik pd at indhente flere informationer fra de anvendte
forsegsdyr, navnlig om neurotoksicitet og immunotoksicitet.

11998 indledte OECD en hgjtprioriteret aktivitet, der havde til formal at revidere de eksisterende Test Guidelines
og udvikle nye Test Guidelines for screening og test af potentielle hormonforstyrrende stoffer (8). Et element af
denne aktivitet var at opdatere de eksisterende OECD-retningslinjer for »toksicitet ved gentagen dosering (28
dage, oral) hos gnavere« (TG 407) med parametre, der kunne bruges til at pavise testkemikaliers hormonfor-
styrrende aktiviteter. Denne fremgangsméde blev underkastet et omfattende internationalt program, som omfat-
tede test af relevansen og anvendeligheden af de yderligere parametre, disse parametres effektivitet for kemikalier
med (anti)estrogen, (anti)androgen og (anti)thyreoid aktivitet samt reproducerbarhed inden for og mellem
laboratorier og de nye parametres interferens med de parametre, der kravedes i henhold til den tidligere TG
407. Den store datamangde, der blev indhentet herved, er samlet og evalueret i detaljer i en omfattende OECD-
rapport (9). Denne opdaterede testmetode B.7 (svarende til TG 407) er resultatet af de erfaringer og resultater,
der er opndet i lobet af det internationale testprogram. Denne testmetode gor det muligt at placere visse
virkninger fremkaldt af hormonforstyrrende stoffer i sammenhang med andre toksiske virkninger.

INDLEDENDE OVERVEJELSER OG BEGR/ENSNINGER

Efter at en akut toksicitetstest er udfert med henblik pd primaer vurdering af et kemisk stofs toksicitet, kan man
udfore en oral toksicitetstest, hvor man anvender gentagne doser til bestemmelse og evaluering af stoffets
toksiske egenskaber. Denne testmetode har til formdl at undersoge virkningerne pd en meget bred vifte af
potentielle mal for toksicitet. Den skaffer viden om mulige trusler mod sundheden, som kan opstd ved gentagen
eksponering i en relativt begrenset periode, herunder virkninger pa nervesystemet, immunsystemet og det
endokrine system. Med hensyn til disse effektparametre tager metoden sigte pd at identificere kemikalier med
neurotoksisk potentiale, som i givet fald ber underseges nejere, og kemikalier, der pavirker skjoldbruskkirtlens
fysiologi. Den kan ogsa tilvejebringe data om kemikalier, der pavirker mandlige og/eller kvindelige kensorganer
hos unge voksne dyr, og kan give en indikation af de immunologiske effekter.

Resultaterne af denne testmetode B.7 ber anvendes til fareidentifikation og risikovurdering. De resultater, der fas
ved hjelp af de endokrinrelaterede parametre, bor ses i sammenhang med »OECD Conceptual Framework for
Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals« (11). Metoden omfatter det grundlaeggende forsog
vedrerende toksicitet ved gentagen dosering, der kan bruges til kemikalier, for hvilke et 90-dages forseg ikke er
berettiget (f.eks. ndr produktionsmeaengden ikke overstiger visse greenser), eller som et forforseg forud for et
langtidsforseg. Eksponeringsvarigheden ber vere 28 dage.

Det internationale program, der blev gennemfert med henblik pa at validere parametre, der kan bruges til at
pavise et testkemikalies potentielle hormonforstyrrende aktivitet, viste, at kvaliteten af de data, der indhentes ved
hjeelp af denne testmetode B.7, i hoj grad afhanger af testlaboratoriets erfaring. Dette gaelder specifikt for den
histopatologiske bestemmelse af cykliske forandringer i de kvindelige kensorganer og for bestemmelsen af
vagten af de smd hormonafhangige organer, der er vanskelige at dissekere. Der er udarbejdet vejledning om
histopatologi (19). Den findes pd OECD’s offentlige websted for »Test Guidelines«. Den har til formadl at hjalpe
patologer i deres undersggelser og oge testens sensitivitet. En lang rakke parametre blev vurderet at veere
indikative for endokrinrelateret toksicitet og er medtaget i testmetoden. Parametre, for hvilke der ikke foreld
tilstrackkelige data til at pavise anvendelighed, eller som kun gav svage beviser i valideringsprogrammet pa deres
evne til at hjelpe med at pavise hormonforstyrrende stoffer, foreslds som valgfrie effektparametre (se tilleg 2).

P4 grundlag af data genereret i valideringsprocessen skal det understreges, at testens sensitivitet ikke er tilstrack-
kelig til at identificere alle stoffer med (anti)androgene eller (anti)ostrogene virkemader (9). Testen anvendes ikke
i en livsfase, der er mest sensitiv over for hormonforstyrrelser. Ved hjalp af testmetoden blev der dog i labet af
valideringsprocesserne identificeret stoffer, som svagt og sterkt pévirker skjoldbruskkirtlens funktion, og steerkt
og moderat hormonforstyrrende stoffer, der virker gennem ostrogene eller androgene receptorer, men i de fleste
tilfelde blev der ikke identificeret hormonforstyrrende stoffer, som svagt pavirker estrogene eller androgene
receptorer. Den kan derfor ikke beskrives som en test til screening af hormonforstyrrende aktivitet.

Manglen pé virkninger med tilknytning til disse virkemader kan derfor ikke antages at vare bevis for manglende
virkning pd det endokrine system. Hvad angdr virkninger fremkaldt af hormonforstyrrende stoffer, ber stof-
karakterisering derfor ikke alene baseres pé resultaterne af denne testmetode, men ber anvendes i en »weight of
evidence«tilgang, der bruger alle eksisterende data om et kemikalie til at karakterisere potentiel hormonfor-
styrrende aktivitet. Myndigheders afgorelser vedrerende hormonforstyrrende aktivitet (stofkarakterisering) ber
derfor baseres pad en bred tilgang og ikke alene resultaterne af anvendelsen af denne testmetode.
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Det anerkendes, at alle dyreforseg skal overholde lokale standarder for dyrepleje. De anforte beskrivelser af pleje
og behandling er minimumsstandarder og tilsidesattes af evt. strengere lokale bestemmelser. Naermere anvis-
ninger i human behandling af dyr findes i OECD (14).

De anvendte definitioner er anfort i tilleg 1.

TESTENS PRINCIP

Testkemikaliet administreres oralt dagligt i forskellige doser til forskellige grupper af forsegsdyr, idet hver gruppe
far en bestemt dosis i en periode pd 28 dage. I eksponeringsperioden observeres dyrene hver dag omhyggeligt
for tegn pa toksicitet. Dyr, der der eller aflives under forseget, obduceres, og de overlevende dyr aflives og
obduceres ved forsagets afslutning. Et 28-dages forseg tilvejebringer informationer om virkningerne af gentagen
oral eksponering og kan angive behovet for yderligere forseg med lengere varighed. Det kan ogsé give infor-
mationer om, hvilke koncentrationer der skal velges til forsag med langere varighed. Data, der udledes ved
hjlp af testmetoden, ber kunne anvendes til at karakterisere testkemikaliets toksicitet, indikere dosis-respons-
forholdet og bestemme det laveste dosisniveau (NOAEL).

BESKRIVELSE AF METODEN
Valg af dyreart

Rotten er den foretrukne gnaverart, selv om andre gnaverarter kan anvendes. Hvis de parametre, der er anfort i
denne testmetode B.7, undersgges hos andre gnaverarter, gives en detaljeret begrundelse. Selv om det er
biologisk plausibelt, at andre arter reagerer pa giftstoffer pa nasten samme made som rotter, kan brugen af
mindre arter resultere i gget variabilitet som felge af de tekniske udfordringer, der er forbundet med dissekering
af smd organer. I det internationale valideringsprogram til pavisning af hormonforstyrrende stoffer var rotter den
eneste anvendte art. Der anvendes unge raske dyr af saedvanligt benyttede laboratoriestammer. Hundyrene ma
ikke have fodt og ma ikke vaere draegtige. Doseringen ber begynde snarest muligt efter fravanning, og i hvert
fald for dyrene er ni uger gamle. Ved forsegets begyndelse beor den indbyrdes veagtforskel vare minimal og ikke
overstige = 20 % af gennemsnittet for hvert kon. Hvis et forseg med gentagen oral dosis gennemfores som et
forforseg forud for et langtidsforseg, ber der sd vidt muligt anvendes dyr fra samme stamme og herkomst i
begge forsog.

Opbevaring og fodring

Alle fremgangsmader skal overholde lokale standarder for pleje af forsegsdyr. Temperaturen i forsegslokalet skal
vare 22 °C (t 3 °C). Den relative luftfugtighed skal vare mindst 30 % og helst ikke vaere over 70 %, hvilket dog
ikke gaelder under rengering af lokalet, men 50-60 % ber tilstracbes. Belysningen skal vaere kunstig og bestd af
12 timers lys og 12 timers merke. Som foder kan anvendes sedvanligt laboratoriefoder med fri adgang til
drikkevand. Ved valg af foder kan der tages hensyn til nedvendigheden af at sikre passende iblanding af
testkemikaliet, ndr denne administrationsmdde anvendes. Dyrene ber anbringes i bure med smé grupper af
samme ken. Dyrene kan anbringes enkeltvis, hvis det er videnskabeligt begrundet. Hvis flere dyr anbringes i
samme bur, ber der hejst vare fem dyr pr. bur.

Foderet analyseres regelmaessigt for forurenende stoffer. En prove af foderet opbevares, indtil rapporten er

udarbejdet.

Forberedelse af dyrene

Der udvelges tilfaldigt sunde unge voksne dyr til kontrol- og behandlingsgruppen. Burene ber anbringes pa en
sddan mdde, at deres placering fir mindst mulig indvirkning. Dyrene identificeres entydigt og holdes i deres bure
i mindst fem dage, inden behandlingsforseget pabegyndes, sd de tilvaennes laboratorieforholdene.

Fremstilling af doser

Testkemikaliet indgives gennem sonde eller i foden eller drikkevandet. Den orale administrationsmetode
athanger af forsegets formél og testkemikaliets fysiske/kemiske/toksikokinetiske egenskaber.

Om nedvendigt oplases eller opslemmes testkemikaliet i et egnet vehikel. Det anbefales, at man som forste valg
vurderer muligheden af at benytte en vandig oplesning/suspension, derefter en oplesning/suspension i olie (f.eks.
majsolie), og forst derefter eventuel oplesning i andre vehikler. For andre midler end vand ber de toksiske
egenskaber kendes. Testkemikaliets stabilitet i vehiklet skal bestemmes.
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FREMGANGSMADE
Dyrenes antal og ken

Der anvendes mindst 10 dyr (5 hunner og 5 hanner) ved hvert dosisniveau. Hvis der paregnes aflivning af dyr
under forseget, bor det oprindelige antal foroges med det antal dyr, man pdregner at aflive i lobet af forseget.
Det kan overvejes at udsatte en yderligere satellitgruppe pa 10 dyr (5 af hvert ken) i kontrolgruppen og i
gruppen med den hejeste dosis, sdledes at man kan observere evt. reversibilitet, persistens eller forsinket
indtreeden af toksicitet i mindst 14 dage efter behandlingen.

Dosering

Generelt skal der anvendes mindst tre testgrupper og en kontrolgruppe, men hvis andre data ikke giver
anledning til at forvente virkning af en dosis pd 1000 mg/kg kropsvagt/dag, kan en gransetest udfores.
Foreligger der ikke passende data, kan der udferes et dosisbestemmende forseg (vrange finding) (dyr af
samme stamme og herkomst) til bestemmelse af de doser, der skal anvendes. Bortset fra behandling med
testkemikaliet skal dyrene i kontrolgruppen hindteres pd samme méde som dyrene i testgrupperne. Hvis der
anvendes et vehikel, doseres kontrolgruppen med samme mangde vehikel som den gruppe, der modtager den
hgjeste dosis.

Dosisniveauerne udvalges under hensyntagen til eventuelle foreliggende data om testkemikaliet eller beslagtede
kemikaliers toksicitet og (toksiko)kinetik. Den hejeste dosis valges med henblik pa fremkaldelse af toksiske
effekter, men ikke ded eller alvorlig lidelse. Normalt veelges en faldende rakke dosisniveauer til pavisning af
eventuelt dosisathangigt respons og niveau, hvor skadelige effekter ikke kan observeres ved det laveste dosis-
niveau (NOAEL). Det optimale interval mellem to doser er ofte en faktor pd 2-4, og tilfgjelse af en fjerde
forsegsgruppe er ofte at foretreekke frem for anvendelse af meget store intervaller (f.eks. mere end en faktor pd
10) mellem dosisniveauerne.

Hvis der observeres generel toksicitet (f.eks. reduceret kropsvaegt, virkninger pa lever, hjerte, lunger eller nyrer
osv.) eller andre forandringer, der eventuelt ikke er toksiske virkninger (f.cks. reduceret indtagelse af fode eller
forstorret lever), bor de observerede virkninger pd de immonologiske, neurologiske eller endokrine effektpara-
metre fortolkes med forsigtighed.

Graensetest

Hvis en test med et dosisniveau pd mindst 1 000 mg/kg kropsvagt/dag eller, ved administration gennem foder
eller drikkevand, en tilsvarende procentdel i foderet eller drikkevandet (baseret pa bestemmelse af kropsvagten),
udfort efter nedenstdende fremgangsmade, ikke fremkalder erkendbare toksiske virkninger, og hvis der ikke péd
grundlag af data fra strukturelt beslagtede stoffer kan ventes toksiske virkninger, kan et fuldstandigt forsog med
anvendelse af tre dosisniveauer betragtes som unedvendigt. Gransetesten er kun relevant, hvis human ekspone-
ring indicerer, at der er behov for anvendelse af et hajere dosisniveau.

Administration af doser

Dyrene far testkemikaliet syv gange ugentlig hver uge i 28 dage. Hvis testkemikaliet indgives med sonde, skal det
gores i en enkelt dosis, med anvendelse af en mavesonde eller et passende intubationsrer. Den maksimale
vaskemangde, som kan administreres ad gangen, afhanger af forsegsdyrets storrelse. Dette volumen ma
hejst vere 1 ml/100 g kropsvagt, bortset fra vandige oplesninger, af hvilke der kan anvendes 2 ml/100 g
kropsvagt. Bortset fra lokalirriterende eller atsende stoffer, hvis effekt sedvanligvis forstaerkes ved hejere
koncentration, skal variation af testvolumenet minimeres ved at justere koncentrationen, s volumenet er
konstant ved alle dosisniveauer.

For testkemikalier, som administreres i foderet eller drikkevandet, er det vigtigt at sikre, at det pagaldende
testkemikalie i den anvendte mengde ikke griber ind i den normale ernarings- eller vandbalance. Ved admini-
stration af testkemikaliet i foderet kan det enten gives ved konstant koncentration i foderet (ppm) eller ved et
konstant dosisniveau i forhold til dyrets kropsvagt; den anvendte mulighed skal specificeres. Ved administration
med sonde skal dosis gives pd tilsvarende tidspunkt hver dag og efter behov justeres, sd dosisniveauet holdes
konstant i forhold til kropsvagten. Hvis et forseg med gentagen dosis anvendes som et forforsag forud for et
langtidsforseg, ber foderet vare det samme i begge forsog.

Observationer

Observationsperioden varer 28 dage. En eventuel satellitgruppe beregnet til opfelgningsobservationer holdes i
mindst 14 dage uden indgift af testkemikalie, sdledes at det kan registreres, om der er forsinkede, vedvarende
eller reversible toksiske virkninger.

Der foretages generelle kliniske observationer mindst én gang om dagen, om muligt pd det eller de samme
tidspunkter hver dag og under hensyntagen til, hvornir de forventede virkninger efter dosering er starkest.
Dyrenes sundhedstilstand registreres. Dyrene observeres for morbiditet og mortalitet mindst to gange om dagen.
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En gang for den forste eksponering (med henblik p4 individbaserede sammenligninger) og mindst én gang om
ugen derefter foretages der indgdende kliniske observationer af alle dyrene. Med henblik pd disse observationer
tages dyrene ud af deres egne bure og anbringes i et standardindelukke. Observationerne udferes om muligt pa
samme tidspunkt hver gang. De skal noteres omhyggeligt, fortrinsvis ved anvendelse af et scoringssystem,
eksplicit defineret af testlaboratoriet. Det er vigtigt at sikre, at testbetingelserne varierer minimalt, og at obser-
vationerne om muligt foretages af observatorer, der ikke har kendskab til behandlingen. Observationerne ber
bla. omfatte @ndringer i hud, pels, ojne, slimhinder, forekomst af sekretion, ekskretion og autonom aktivitet
(f.eks. tareflod, strittende hérlag, pupilstorrelse, usedvanligt respirationsmenster). Forandringer i gang, stilling og
respons pd hdndtering sdvel som tilstedevaerelse af toniske og kloniske bevagelser, stereotypi (f.cks. overdreven
pudsning, repetitive cirkelbevagelser) eller bizar opfersel (f.eks. selvmutilation, baglens gang) skal ogsd noteres

(2).

I den fjerde eksponeringsuge vurderes reaktiviteten over for sensoriske stimuli af forskellig art (2) (f.eks. auditive,
visuelle og proprioceptive stimuli) (3) (4) (5), gribestyrke og motorisk aktivitet (7). Naermere oplysninger om de
fremgangsmadder, der kan benyttes, findes i de respektive referencer. Andre alternative fremgangsméder end de
refererede kan imidlertid anvendes.

Funktionelle observationer i den fjerde eksponeringsuge kan udelades, hvis forseget gennemferes som et
forforseg til et efterfolgende forseg vedrorende subkronisk toksicitet (90 dage). I sd fald medtages de funktionelle
observationer i det opfelgende forsag. P4 den anden side kan data vedrerende funktionelle observationer fra
forseget med gentagen dosis lette valget af dosisniveauer for et efterfolgende forseg vedrerende subkronisk
toksicitet.

Undtagelsesvis kan funktionsundersogelser udelades pd grupper, der pd anden vis viser tegn pd toksicitet i en
grad, der vil have afgarende indflydelse pa funktionsundersegelserne.

Ved obduktion kan brunstcyklus for alle hundyr bestemmes (frivilligt) ved at tage vaginalt smear. Disse obser-
vationer skaffer viden om brunstcyklusfasen pé aflivningstidspunktet og bidrager til den histologiske evaluering
af gstrogenfolsomt vav [se vejledning om histopatologi (19)].

Kropsvaegt og foder-/vandindtagelse

Alle dyr skal vejes mindst én gang ugentlig. Mangden af foderindtagelse skal beregnes mindst én gang ugentlig.
Hvis testkemikaliet administreres via drikkevandet, skal vandindtagelsen beregnes mindst én gang ugentlig.

Haematologisk undersegelse

Folgende hamatologiske underseogelser foretages ved forsegsperiodens afslutning: heematokrit, heemoglobinkon-
centration, erythrocyttelling, retikulocyttzlling, total og differential leucocyttelling, blodpladetelling og en
maling af koaguleringsevne/tid. Andre analyser, som ber udferes, hvis testkemikaliet eller dets putative meta-
bolitter har eller mistaeenkes at have oxiderende egenskaber, omfatter meth@moglobinkoncentration og Heinz-
legemer.

Der tages blodprever fra et bestemt, angivet sted, lige inden eller i forbindelse med aflivning af dyrene; proverne
opbevares under passende betingelser. Dyrene skal vare fastende inden aflivning ().

Klinisk biokemi

Klinisk-biokemiske bestemmelser med henblik pd undersogelse af vigtige toksiske virkninger i vav, og navnlig i
nyrer og lever, foretages med blodprever, der udtages fra alle dyr lige inden eller i forbindelse med dyrenes
aflivning (bortset fra dem, der er fundet deende, og/eller som er aflivet under forseget). Undersagelser af plasma
eller serum skal omfatte natrium, kalium, glukose, total kolesterol, urinstof, kreatinin, total protein og albumin,
mindst to enzymer, hvis forekomst kan veare tegn pd hepatocellulere effekter (f.eks. alanin-aminotransferase,
aspartat-aminotransferase, alkalisk fosfatase, y-glutamyltranspeptidase og glutamat-dehydrogenase), og galdesyrer.
Malinger af yderligere enzymer (fra lever eller andre organer) og bilirubin kan under visse omstandigheder give
nyttige oplysninger.

Folgende urinanalyser kan eventuelt udferes i forsegets sidste uge til bestemmelse af: udseende, volumen,
osmolalitet eller specifik vegtfylde, pH, protein, glukose og blod/blodceller.

(") Til en del analyser pa serum og plasma, mest udtalt for glukose, foretrackkes fastende blodprever. Hovedérsagen er den ogede variation,

som uundgdeligt folger ikke-faste, og som vil kunne maskere smé effekter og derved gere tolkningen vanskelig. P4 den anden side vil
faste kunne influere pd dyrenes almindelige stofskifte, specielt i forseg, hvor foderindtagelse stir centralt, og derved forstyrre den
daglige belastning med testkemikaliet. Hvis der benyttes faste, bor analyserne udferes efter de funktionelle observationer i forsegets
fierde uge.
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Yderligere ber man overveje at méle plasma- eller serummarkerer for generel veevsskade. Andre bestemmelser,
der bor foretages, hvis testkemikaliets kendte egenskaber kan eller forventes at kunne indvirke pa tilsvarende
metaboliske funktioner, omfatter kalcium, fosfat, triglycerider, visse hormoner og cholinesterase. Disse bar méles
i forbindelse med kemikalier af sarlige typer eller fra tilfaelde til tilfelde.

Selv om der i den internationale evaluering af de endokrinrelaterede effektparametre ikke blev pévist en klar
fordel med henblik pé bestemmelse af thyreoideahormoner (T3 og T4) og TSH, kan det vere nyttigt at opbevare
plasma- eller serumprover for at male T3, T4 og TSH (frivillig), hvis der er tegn pa en virkning pa hypofyse-
thyroidea-aksen. Disse prover kan opbevares nedfrosne ved — 20 °C. Folgende faktorer kan pévirke variabiliteten
og de absolutte koncentrationer af hormonanalyserne:

— aflivningstidspunkt pd grund af variation i hormonkoncentrationer i lobet af degnet

— aflivningsmetode, der har til formdl at undgd unedig stress af dyrene, som kan pdvirke hormonkoncen-
trationerne

— analysesat til hormonanalyser, der kan have forskellige standardkurver.

Definitiv identifikation af thyroidea-aktive kemikalier baseret pa histopatologisk analyse er mere palidelig end
analyse baseret pd hormonniveauer.

Plasmaprover, der specifikt er beregnet til hormonanalyse, tages pa et tilsvarende tidspunkt pd dagen. Det
anbefales, at T3-, T4- og TSH-analyser overvejes i tilfeelde af eendringer af histologi for thyroidea. De numeriske
veerdier, der fis ved analyse af hormonkoncentrationer, varierer ved anvendelse af forskellige analysesat pa
markedet. Det betyder, at der muligvis ikke kan opstilles effektivitetskriterier baseret pa ensartede historiske
data. Alternativet ber laboratorierne tilstrabe at holde variationskoefficienterne til kontrol under 25 for T3 og
T4 og under 35 for TSH. Alle koncentrationer registreres i ng/ml.

Hvis der ikke foreligger passende data fra tidligere forseg, ber det overvejes at bestemme haematologiske og
klinisk-biokemiske variable, inden eksponering pabegyndes, eller sd vidt muligt hos en gruppe dyr, der ikke er
med i forsegsgrupperne.

PATOLOGI
Makroskopisk obduktion

Alle dyr, som indgér i forseget, skal have udfert en fuldstzendig, detaljeret makroskopisk obduktion, hvilket
inkluderer omhyggelig undersogelse af alle overflader, alle dbninger, og kraniets, brystkassens og abdomens
kaviteter og deres indhold. Lever, nyrer, binyrer, testikler, bitestikler, prostata og vesiculac seminales med
prostata_anterior (coagulating glands) (som én samlet enhed), thymus, milt, hjerne og hjerte skal pa alle dyr
renses for andet vedhangende veev som beherigt (undtaget er de dyr, der findes deende og/eller aflives undervejs
i forseget) og vejes snarest muligt efter dissektionen for at undgd udterring. Forsigtighed skal udvises ved
trimming af prostata for at undgd punktering af de veaskefyldte vesiculae seminales. Alternativt kan vesiculae
seminales og prostata trimmes og vejes efter fiksering.

To andre vaev kan ogsa vejes snarest muligt efter dissektionen for at undgd udterring: ovarier (vadveagt) og uterus
med cervix (vejledning om udtagning og forberedelse af uterusveev med henblik pa vejning findes i OECD TG
440 (18)).

Skjoldbruskkirtlens vagt (frivillig) bestemmes efter fiksering. Trimming ber ogsa foretages omhyggeligt og forst
efter fiksering for at undgd beskadigelse af vavet. Beskadiget vaev kan kompromittere den histopatologiske
analyse.

Folgende vev skal praserveres ved hjalp af det mest passende fikseringsmiddel bide med henblik pa vavstypen
og den folgende histopatologiske undersogelse (se afsnit 47): alle makroskopiske lesioner, hjerne (reprasentative
regioner, herunder cerebrum, cerebellum og pons), rygmarv, ejne, mavesak, tyktarm og tyndtarm (herunder

Peyerpletter), lever, nyrer, binyrer, milt, hjerte, thymus, skjoldbruskkirtel, spiserer og lunger (praeserveret ved
oppumpning med fikseringsmiddel og efterfolgende immersion), gonader (testikler og aggestokke), sekundzre

kensorganer (uterus med cervix, bitestikler, prostata og vesiculae seminales med prostata anterior (coagulating
glands), vagina, urinbleere, lymfeknuder [ud over den nzrmeste drenende lymfeknude bor en anden lymfeknude
udtages pd baggrund af laboratoriets erfaring (15)], perifer nerve (ischias- eller tibianerven), om muligt taet pa
musklen, skeletmuskel og knogle med knoglemarv (afsnit eller som alternativt et nyligt prapareret knoglemarv-
saspirat). Det anbefales, at testikler fikseres ved immersion i Bouins eller modificeret Davidsons fikseringsmiddel
(16) (17). Tunica albuginea punkteres forsigtigt og overfladisk i begge ender af organet med en kanyle, der
muligger hurtig penetration af fikseringsmidlet. Kliniske og andre fund kan foranledige undersogelse af andet
vav. Ogsd serlige organer, der sandsynligvis kan vare mal for testkemikaliets kendte virkninger, ber praserveres.
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Folgende vav kan give verdifulde indikationer pd endokrinrelaterede virkninger: gonader (testikler og @gge-
stokke), sekundare kensorganer (uterus med cervix, bitestikler, vesiculae seminales med prostata anterior (coa-
gulating glands), dorsolateral og ventral prostata), vagina, hypofyse, brystkirtler fra handyr, skjoldbruskkirtel og
binyrer. Forandringer i brystkirtler fra handyr er ikke tilstraekkeligt dokumenteret, men denne parameter kan
vare meget sensitiv over for stoffer med ostrogen virkemade. Observation af organer/vayv, der ikke er anfort i
afsnit 43, er frivillig (se tilleg 2).

I vejledningen om histopatologi (19) findes der flere oplysninger om dissekering, fiksering, udtagning af snit og
histopatologisk undersegelse af endokrine veev.

I det internationale testprogram blev der fremskaffet dokumentation for, at smd hormonforstyrrende virkninger
af kemikalier med ringe evne til at pavirke homeostase for kenshormoner kan identificeres ud fra forstyrrelse af
synkroniseringen af brunstcyklussen i forskellige vav og ikke i sd hej grad ud fra direkte histopatologiske
forandringer i hundyrenes kensorganer. Selv om der ikke blev fremskaffet definitivt bevis for sddanne virkninger,
anbefales det, at bevis for mulig asynkronicitet i brunstcyklussen tages i betragtning ved fortolkningen af
histopatologiske undersogelser af aggestokke (follikulere celler og theca-granulosaceller), uterus, cervix og
vagina. Cyklusfasen bestemt ved vaginalt smear kan, hvis den vurderes, ogsd medtages i denne sammenligning.

Histopatologi

En komplet histopatologisk undersogelse skal udferes af de praserverede organer og vev pa alle dyrene i
kontrol- og hejdosisgrupperne. Undersogelserne skal omfatte alle dyrene i de andre grupper, ogsd hvis der
observeres andringer i hejdosisgruppen, der kan tilskrives belastningen.

Alle makroskopiske lasioner undersoges.

Hvis der anvendes en satellitgruppe, skal der pd dyrene i denne gruppe udferes histopatologisk undersogelse af
vaev og organer, pd hvilke der var vist @ndringer i behandlingsgruppen.

DATA OG RAPPORTERING
Data

Der skal fremlagges data for de enkelte dyr. Yderligere skal alle data opsummeres i tabeller, der for hver
testgruppe viser antal dyr ved forsegets begyndelse, antal dyr fundne dede i lobet af testen eller aflivede af
humane grunde og tidspunktet for deres ded, det antal dyr, der udviser tegn pd toksicitet, en beskrivelse af disse
tegn inklusive tidspunktet for deres begyndelse, deres varighed og toksicitetsgraden; det antal dyr, der har
lzesioner, typen af leesioner og den procentdel af dyrene, der udviser de forskellige typer af lasion.

Nér det er muligt, bedemmes resultaterne ved en egnet og almindeligt anerkendt statistisk metode. Sammen-
ligninger af virkningen i et dosisinterval bruges til at undgd brugen af flere t-test. Valg af statistisk metode skal
finde sted i forbindelse med fastlaggelsen af forsegets design.

Med henblik pé kvalitetskontrol foreslds det, at historiske kontroldata indsamles, og at variationskoefficienter
beregnes for numeriske data, iser for parametre med relation til bestemmelse af hormonforstyrrende effekter.
Disse data kan bruges i forbindelse med sammenligninger, nar de faktiske forseg evalueres.

Testrapport

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:

Testkemikalie:

— fysiske egenskaber, renhedsgrad og fysisk-kemiske egenskaber

— identifikationsdata.

For eventuelt vehikel:

— begrundelse for valg af vehikel, hvis dette ikke er vand.
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For forsegsdyrene:

— den anvendte art/stamme

— dyrenes antal, alder og ken

— herkomst, miljebetingelser, kost osv.

— de enkelte dyrs vagt ved forsegets begyndelse
— begrundelse for andre arter end rotte.
Testbetingelser:

— begrundelse for valg af dosisniveau

— oplysninger om formuleringen af testkemikalie/fodertilberedning, opnédet koncentration, praparatets stabilitet
og homogenitet

— oplysninger om administration af testkemikaliet

— eventuel omregning fra testkemikaliekoncentration (ppm) i fode/drikkevand til faktisk dosis (mg pr. kg
kropsvagt pr. dag)

— narmere oplysninger om foderets og vandets kvalitet.

Valgfrie undersogte effektparametre

— liste over valgfrie undersogte effektparametre.

Resultater:

— kropsvagt og endringer i kropsvaegt

— foderindtagelse og indtagelse af vand, om muligt

— data vedrorende toksicitet sat over for ken og dosis, inklusive toksicitetstegnene
— art, svaerhedsgrad og varighed af kliniske symptomer (hvad enten disse er reversible eller ikke)
— vurdering af sanseevne, gribestyrke og motorisk aktivitet

— hamatologiske malinger med relevante udgangsvardier

— klinisk-biokemiske maélinger med relevante udgangsveerdier

— kropsvagt ved aflivning og organvagte

— obduktionsfund

— en detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund

— data for absorption, hvis de forefindes

— ndr det er hensigtsmaessigt, statistisk behandling af resultaterne.

Diskussion af resultaterne

Konklusioner
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Tilleg 1

DEFINITIONER

Androgenicitet: et kemikalies evne til at fungere som et naturligt androgent hormon (f.eks. testosteron) i en pattedyrs-
organisme.

Antiandrogenicitet: et kemikalies evne til at undertrykke virkemdden for et naturligt androgent hormon (f.eks. testo-
steron) i en pattedyrsorganisme.

Antiestrogenicitet: et kemikalies evne til at undertrykke virkemédden for et naturligt @strogent hormon (f.eks. estradiol
178) i en pattedyrsorganisme.

Antithyreoid aktivitet: et kemikalies evne til at undertrykke virkemdden for et naturligt thyreoideahormon (f.eks. Ts) i
en pattedyrsorganisme.

Dosering: et generelt udtryk, som indbefatter dosis, doseringens hyppighed og anvendelsens varighed.

Dosis: den mangde teststof, som indgives. Dosis angives som vagt af testkemikalie pr. enhed af forsegsdyrets veegt pr.
dag (f.eks. mg/kg kropsvagt/dag) eller som en konstant koncentration i foderet.

Synlig toksicitet: et generelt udtryk, som angiver klare tegn pé toksicitet efter indgift af testkemikaliet. De ber vare
tilstrackkelige til risikovurdering og ber veare af en sddan karakter, at en foregelse af den indgivne dosis ma forventes at
resultere i udviklingen af svare toksiske virkninger og sandsynlig mortalitet.

NOAEL: forkortelsen for »no-observed-adverse-effect level« (niveau uden observerbare negative effekter), dvs. det hejeste
dosisniveau, hvor der ikke observeres behandlingsrelaterede negative virkninger.

Ostrogenicitet: et kemikalies evne til at fungere som et naturligt estrogent hormon (f.eks. ostradiol 17£) i en pattedyrs-
organisme.

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjalp af denne testmetode.

Thyreoid aktivitet: et kemikalies evne til at fungere som et naturligt thyreoideahormon (f.eks. T;) i en pattedyrs-
organisme.

Validering: en videnskabelig proces, der har til formal at karakterisere de operationelle krav og begraensninger vedrerende
en testmetode og pdvise dens pélidelighed og relevans i forbindelse med et bestemt formal.
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Tilleg 2

Anbefalede effektparametre til pavisning af hormonforstyrrende stoffer i testmetode B.7

Obligatoriske effektparametre Valgfrie effektparametre
Vagt
— Testikler — /Aggestokke
— Bitestikler — Uterus med cervix
Binyrer — Skjoldbruskkirtlen

— Prostata og vesiculae seminales med prostata anterior

Histopatologi
— Gonader: — Vaginalt smear
— Testikler — Brystkirtler fra handyr
— Aggestokke — Hypofyse

— Sekundare kensorganer:
— Bitestikler

— Prostata og vesiculae seminales med prostata ante-
rior

— Uterus med cervix

— Binyrer
— Skjoldbruskkirtlen
Vagina
Hormonmiling
— Cirkulationsniveau for T3 og T4
— Cirkulationsniveau for TSH
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B.8. SUBAKUT TOKSICITET (INHALATION): 28-DAGES FORS@G

RESUME

Denne reviderede testmetode B.8 har til formal at tilvejebringe en fuld karakterisering af testkemikaliets toksicitet ved
inhalation efter gentagen eksponering i en begranset periode (28 dage) og at fremskaffe data til kvantitative
inhalationsrisikovurderinger. Grupper bestdende af mindst fem hangnavere og fem hungnavere eksponeres i seks
timer om dagen i 28 dage for a) testkemikaliet ved tre eller flere koncentrationsniveauer, b) filtreret luft (negativ
kontrol) ogfeller ¢) vehiklet (vehikelkontrol). Dyr eksponeres generelt fem dage om ugen, men eksponering i syv
dage om ugen tillades ogsd. Hanner og hunner testes altid, men de eksponeres muligvis ved forskellige koncen-
trationsniveauer, hvis det vides, at det ene ken er mere modtageligt for et bestemt testkemikalie. Denne metode giver
forsegslederen fleksibilitet til at medtage satellitgrupper (reversibilitet), bronchieskylning (BAL), neurologiske test og
yderligere kliniske patologiske og histopatologiske evalueringer med henblik pa at opnd en bedre karakterisering af
testkemikaliets toksicitet.

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline 412 (2009). Den oprindelige Test Guideline 412 (TG 412) for
subakut toksicitet ved inhalation blev vedtaget i 1981 (1). Denne testmetode B.8 (som svarer til den reviderede
TG 412) er blevet opdateret, s den afspejler det videnskabelige niveau og for at opfylde nuverende og
fremtidige lovgivningskrav.

2. Denne metode gor det muligt at karakterisere negative virkninger efter gentagen daglig inhalationseksponering
for et testkemikalie i 28 dage. Data, der udledes af 28-dages forseg med subakut toksicitet ved inhalation, kan
bruges til kvantitative risikovurderinger [hvis de ikke efterfolges af et 90-dages forseg med subkronisk toksicitet
ved inhalation (kapitel B.29 i dette bilag)]. Dataene kan ogsd give informationer om, hvilke koncentrationer der
skal vaelges til forseg med leengere varighed, f.eks. 90-dages forseg med subakut toksicitet ved inhalation. Denne
testmetode er ikke specifikt beregnet til test af nanomaterialer. De definitioner, der anvendes i forbindelse med
denne testmetode, er anfort i slutningen af dette kapitel og i Guidance Document 39 (2).


http://www.oecd.org/document/58/0,3343,fr_2649_37407_2348794_1_1_1_37407,00.html
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INDLEDENDE OVERVEJELSER

Alle tilgaengelige informationer om testkemikaliet bor overvejes af testlaboratoriet inden gennemforelsen af
forseget med henblik pd at forbedre kvaliteten af forseget og minimere omfanget af dyreforseg. Informationer,
der kan hjzlpe med at valge de mest hensigtsmassige testkoncentrationer, omfatter testkemikaliets identitet,
kemiske struktur og fysisk-kemiske egenskaber, resultater af in vitro- eller in vivo-toksicitetstest, forventede
anvendelser og potentialet for human eksponering, tilgeengelige (Q)SAR-data og toksikologiske data vedrerende
strukturelt relaterede kemikalier samt data udledt af forseg med akut toksicitet ved inhalation. Hvis neurotok-
sicitet forventes eller observeres i lobet af forseget, kan forsagslederen valge at inkludere relevante evalueringer,
som f.eks. FOB (Functional Observational Battery) og mdling af motorisk aktivitet. Selv om tidspunkterne for
eksponering kan vare afggrende i forhold til de specifikke undersogelser, md gennemforelsen af disse ekstra
aktiviteter ikke pévirke det grundlaggende forsegsdesign.

Fortyndinger af atsende eller irriterende testkemikalier kan testes ved koncentrationer, der giver den enskede
toksicitetsgrad [se GD 39 (2)]. Nar dyr eksponeres for sddanne materialer, bor malkoncentrationerne vaere si
lave, at de ikke medferer udtalt smerte og lidelse, men de ber alligevel vere tilstreekkelige til at haeve koncen-
trations-responskurven til et niveau, der opfylder testens lovgivningsmaessige eller videnskabelige formdl. Disse
koncentrationer ber valges i det enkelte tilfelde, fortrinsvis pd grundlag af mélrettede dosisbestemmende forseg
(range finding), der giver information om den kritiske effektparameter, irritationstarskel og tidspunkt for
indtreden (se afsnit 11-13). Der gives en begrundelse for valget af koncentration.

Dyr, som er deende, har tydelige smerter eller viser tegn pa svare og vedvarende lidelser, skal aflives humant.
Dyr, som er deende, betragtes pd samme mdde som dyr, der dor i lobet i forseget. Kriterierne for aflivning af
deende eller sterkt lidende dyr samt vejledning i at fastslé forudsigelig eller forestdende ded er genstand for en
seerskilt vejledning (OECD Guidance Document No. 19 on Humane Endpoints) (3).

BESKRIVELSE AF METODEN
Valg af dyreart

Der anvendes raske unge gnavere af sedvanligt benyttede laboratoriestammer. Rotten er det foretrukne forsogs-
dyr. Begrundelse skal anfores, hvis der anvendes andre dyrearter.

Forberedelse af dyrene

Hundyrene ma ikke have fodt og ma ikke veere dragtige. P4 randomiseringsdagen ber dyrene vaere unge voksne,
der er mellem syv og ni uger gamle. Deres kropsvagt ber vare inden for + 20 % af gennemsnitsveaegten for hvert
kon. Dyrene udtages pa tilfaldig made, markes, sd de enkelte dyr kan identificeres, og holdes i burene i mindst
fem dogn forud for forsegets start, sd de kan akklimatisere sig til forsegsbetingelserne.

Dyreopdrat og -sundhed

Dyrene identificeres individuelt med subkutane transpondere, hvis det er muligt, for at lette observationer og
undgd forvirring. Temperaturen i forsegsdyrrummet ber vare 22 + 3 °C. Den relative fugtighed ber vere 30-
70 %, selv om det muligvis ikke er muligt, hvis vand bruges som vehikel. For og efter eksponering ber dyr
generelt holdes i bur i grupper efter kon og koncentration, men antallet af dyr pr. bur ma ikke bevirke, at det er
vanskeligt at observere de enkelte dyr, og ber minimere tab som folge af kannibalisme og slagsmal. Hvis dyr
alene eksponeres gennem nzsen, skal de muligvis tilvaennes fastspandingsslanger. Disse slanger ma ikke pafore
dyrene unedig fysisk, termisk eller bevagelsesmaessig belastning. Fastspaending kan pévirke fysiologiske effekt-
parametre, som f.eks. kropstemperatur (hypertermi) ogfeller respiratorisk minutvolumen. Hvis der foreligger
generiske data, som viser, at sidanne endringer ikke forekommer i navnevardigt omfang, er tilveenning til
fastspandingsslangerne ikke nedvendig. Dyr, der med hele kroppen eksponeres for en acrosol, ber holdes i
individuelle bure under eksponeringen for at undg, at testaerosolen filtreres gennem pelsen pé de andre dyr i
buret. Der kan anvendes normalt og godkendt laboratoriefoder, dog ikke under eksponering, med ubegranset
forsyning af drikkevand. Belysningen skal vaere kunstig og bestd af 12 timers lys og 12 timers morke.

Inhalationskamre

Karakteren af testkemikaliet og formélet med testen ber overvejes ved valget af inhalationskammer. Den fore-
trukne eksponeringsform er gennem nasen (dette udtryk omfatter kun hoved, kun nase og kun snude).
Eksponering gennem nzasen foretrackkes generelt i forbindelse med test af flydende eller faste aerosoler og
dampe, der kan kondensere og danne aerosoler. Sarlige formal med testen kan bedre opfyldes ved eksponering
af hele kroppen, men dette skal begrundes i testrapporten. For at sikre en stabil atmosfare, nir der anvendes et
kammer til hele kroppen, mé forsegsdyrenes totale volumen ikke overstige 5 % af kammerets volumen. Prin-
cipperne for teknikkerne til eksponering gennem nzsen eller eksponering af hele kroppen samt deres serlige
fordele og ulemper er beskrevet i GD 39 (2).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

TOKSICITETSFORSQOG
Grensekoncentrationer

I modsetning til forseg med akut toksicitet er der ingen definerede gransekoncentrationer i 28-dages forseg
med subakut toksicitet ved inhalation. Den testede maksimumskoncentration baseres pa: 1) den hejest opnéelige
koncentration, 2) »worst case« eksponeringsniveau for mennesker, 3) behovet for at sikre tilstrakkelig iltfor-
syning og/eller 4) hensyn til dyrevelfeerd. Hvis der ikke foreligger databaserede granser, kan de akutte greenser i
forordning (EF) nr. 1272/2008 (13) anvendes (dvs. op til en maksimumskoncentration pa 5 mg/l for aerosoler,
20 mg/l for dampe og 20 000 ppm for gasser); se GD 39 (2). Der gives en begrundelse, hvis det er nedvendigt at
overskride disse graenser ved test af gasser eller meget flygtige testkemikalier (f.eks. kelemidler). Gransekoncen-
trationen ber fremkalde klar toksicitet uden at fordrsage unedig stress for dyrene eller pavirke deres levetid (3).

Dosisbestemmende forseg

Inden hovedforsoget pdbegyndes, kan det vare nedvendigt at udfere et dosisbestemmende forseg (rrange
finding«). Et dosisbestemmende forseg er mere omfattende end et forforseg, fordi det ikke er begranset til
valg af koncentration. Viden, der opnds fra et dosisbestemmende forseg, kan resultere i et vellykket hovedforsag.
Et dosisbestemmende forsgg kan f.eks. fremskaffe teknisk information om analysemetoder, partikelstorrelses-
fordeling, opdagelse af toksiske mekanismer, klinisk patologi og histopatologiske data samt estimeringer af de
mulige NOAEL- og MTC-koncentrationer i et hovedforsag. Forsegslederen kan velge at bruge det dosisbestem-
mende forseg til at identificere teersklen for irritation af luftvejene (f.eks. ved hjalp af histopatologisk underse-
gelse af luftvejene, lungefunktionstest eller bronchieskylning), den evre koncentration, der tles uden unedig
belastning af dyrene, og de parametre, der bedst karakteriserer et testkemikalies toksicitet.

Et dosisbestemmende forseg kan omfatte et eller flere koncentrationsniveauer. Hojst tre hanner og tre hunner
bor eksponeres ved hvert koncentrationsniveau. Et dosisbestemmende forsgg ber vare mindst fem dage og
generelt hojst 14 dage. En begrundelse for valget af koncentrationer til hovedforseget gives i forsegsrapporten.
Formilet med hovedforseget er at pavise et forhold mellem koncentration-respons med udgangspunkt i det, der
forventes at vare den mest sensitive effektparameter. Den laveste koncentration ber ideelt vare en NOAEL-
koncentration, mens den hgjeste koncentration ber fremkalde klar toksicitet uden at fordrsage unedig stress for
dyrene eller pavirke deres levetid (3).

Nér koncentrationerne vealges til det dosisbestemmende forseg, anvendes alle tilgaengelige informationer,
herunder data om forholdet mellem struktur og aktivitet og data vedrerende lignende kemikalier (se afsnit 3).
Et dosisbestemmende forseg kan bekrafte/afvise, hvad der betragtes som de mest sensitive mekanistisk baserede
effektparametre, f.cks. organofosfaters hamning af kolinesterasen, erythrocytotoksiske stoffers dannelse af
methaeemoglobin, thyreoideahormoner (T3, T,) for thyreotoksikanter, protein, eller neutrofiler i bronchieskylning
for uskadelige svart opleselige partikler eller lungeirriterende aerosoler.

Hovedforseg

Hovedforsaget vedrorende subakut toksicitet omfatter generelt tre koncentrationsniveauer og ogsd en samtidig
negativ kontrolgruppe (luft) og/eller vehikelgruppe, hvis det er nedvendigt (se afsnit 17). Alle tilgangelige data
ber anvendes som hjalp til at valge hensigtsmassige eksponeringsniveauer, herunder resultaterne af systemiske
toksicitetsforseg, metabolisme og kinetik (der ber laegges serlig veegt pd at undgd heje koncentrationsniveauer,
der meatter kinetiske processer). Hver testgruppe bestdr af mindst 10 gnavere (5 hanner og 5 hunner), der
eksponeres for testkemikaliet i seks timer om dagen i fem dage om ugen i en periode péd fire uger (samlet
forsegsvarighed pa 28 dage). Dyr kan ogsd eksponeres i syv dage om ugen (f.eks. ved test af inhalerede
leegemidler). Hvis det vides, at det ene ken er mere modtageligt for et bestemt testkemikalie, kan kennene
eksponeres ved forskellige koncentrationsniveauer for at observere forholdet mellem koncentration-respons som
beskrevet i afsnit 15. Hvis andre gnaverarter end rotter eksponeres gennem naesen, kan de maksimale ekspone-
ringsvarigheder justeres for at minimere artsspecifikke lidelser. Der ber gives en begrundelse, nar der anvendes en
eksponeringsvarighed pd mindre end 6 timer/dag, eller ndr det er nedvendigt at gennemfore et forseg med
langvarig helkropseksponering (f.eks. 22 timer/dag) [se GD 39 (2)]. Dyrene ber ikke fodres i eksponerings-
perioden, medmindre eksponeringen varer laengere end seks timer. Dyret skal have adgang til vand under
helkropseksponering.

De valgte mdlkoncentrationer ber identificere mélorganet (-organerne) og pévise et klart forhold mellem koncen-
tration og respons:

— Det hgjeste koncentrationsniveau ber medfere toksiske virkninger, men ikke medfere langvarige symptomer
eller letalitet, som kan forhindre en meningsfuld evaluering.

— De mellemste koncentrationsniveauerne bor valges med sddanne intervaller, at der frembringes graduerede
toksiske effekter mellem effekterne ved den laveste og den hejeste koncentration.

— Det laveste koncentrationsniveau ber kun have ringe eller ingen toksisk virkning.
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Satellitforseg (reversibilitetsforsog)

Et satellitforsag (reversibilitetsforsag) kan bruges til at observere reversibilitet, persistens eller forsinket indtraeden
af toksicitet i mindst 14 dage efter behandlingen. Satellitgrupper bestér af fem hanner og fem hunner, der
eksponeres samtidig med forsegsdyrene i hovedforseget. Satellitforsegsgrupper bor eksponeres for testkemikaliet
ved det hgjeste koncentrationsniveau, og der ber efter behov vare samtidige luft- og/eller vehikelkontrolgrupper
(se afsnit 17).

Kontroldyr

Dyr i den samtidige negative (luft)kontrolgruppe ber behandles pa samme méde som forsegsdyrene, bortset fra
at de eksponeres for filtreret luft i stedet for testkemikaliet. Hvis vand eller et andet stof bruges til at frembringe
testatmosfaren, skal en vehikelkontrolgruppe inkluderes i forseget i stedet for en negativ (luft)kontrolgruppe.
Vand ber sd vidt muligt anvendes som vehikel. Nar vand bruges som vehikel, eksponeres kontroldyrene for luft
med samme fugtighed som de eksponerede grupper. Valget af et hensigtsmassigt vehikel baseres pé et korrekt
gennemfort forforseg eller historiske data. Hvis et vehikels toksicitet ikke er velkendt, kan forsegslederen veelge
at bruge en negativ (luft)kontrol og en vehikelkontrol, men det frarddes pa det kraftigste. Hvis historiske data
viser, at vehiklet er ikke-toksisk, er der ikke behov for en negativ (luft)kontrolgruppe, og der anvendes kun en
vehikelkontrol. Hvis et forforseg vedrerende et testkemikalie, der er formuleret i et vehikel, ikke paviser toksi-
citet, folger det, at vehiklet er ikke-toksisk ved den testede koncentration, og at denne vehikelkontrol ber
anvendes.

EKSPONERINGSBETINGELSER
Administration af koncentrationer

Dyr eksponeres for testkemikaliet i form af en gas, dampe, aerosoler eller en blanding heraf. Den fysiske tilstand,
der skal testes, athanger af testkemikaliets fysisk-kemiske egenskaber, den valgte koncentration ogfeller den
fysiske form, der hejst sandsynligt vil vare til stede under hdndteringen og anvendelsen af testkemikaliet.
Hygroskopiske og kemisk reaktive testkemikalier bor testes under torre luftforhold. Der ma ikke skabes eksplo-
sive koncentrationer. Partikelformigt materiale kan underkastes mekaniske processer for at reducere partikel-
storrelsen. Neermere detaljer findes i GD 39 (2).

Partikelstorrelsesfordeling

Bestemmelse af partikelstorrelse udferes for alle aerosoler og dampe, der kan kondensere og danne acrosoler. For
at sikre, at alle relevante omréder af luftvejene eksponeres, anbefales aerosoler med en massemedian af den
aerodynamiske diameter (MMAD) i omradet fra 1 til 3 um med en geometrisk standardafvigelse (g,) i omradet
fra 1,5 til 3,0 (4). Der ber ydes en rimelig indsats for at overholde denne standard, men en ekspertvurdering
gives, hvis det ikke er muligt. Partikler fra tungmetalrog kan f.eks. vaere mindre end denne standard, og ladede

partikler og fibre kan overstige den.

Fremstilling af testkemikalie i vehikel

Ideelt testes testkemikaliet uden et vehikel. Hvis det er nedvendigt at bruge et vehikel til at frembringe en
passende koncentration og partikelstorrelse af testkemikaliet, ber der fortrinsvis anvendes vand. Nar et testke-
mikalie er oplost i et vehikel, skal dets stabilitet pavises.

OVERVAGNING AF EKSPONERINGSBETINGELSER
Luftgennemstremning i kammer

Luftgennemstremningen gennem eksponeringskammeret skal neje kontrolleres, overvages lobende og registreres
mindst én gang i timen under eksponering. Realtidsovervagning af koncentrationen (eller den tidsmaessige
stabilitet) i testatmosfaeren indgdr i malingen af alle dynamiske parametre og giver indirekte mulighed for at
kontrollere alle relevante dynamiske parametre for inhalation. Hvis koncentrationen overvdges i realtid, kan
frekvensen for maling af luftgennemstremning reduceres til én maéling pr. eksponering pr. dag. Genindanding
i kamre til eksponering gennem nzsen skal undgds. Iltkoncentrationen skal veere mindst 19 %, og kuldioxid-
koncentrationen md ikke overstige 1 %. Hvis der er grund til at antage, at denne standard ikke kan overholdes,
skal ilt- og kuldioxidkoncentrationerne maéles. Hvis mdlinger pa den forste eksponeringsdag viser, at disse gasser
er pd passende niveauer, kraves der ikke yderligere malinger.

Kammerets temperatur og relative fugtighed

Kammerets temperatur skal vaere 22 £ 3 °C. Den relative fugtighed i dyrenes vejrtrakningszone skal ved ekspone-
ring gennem nasen og helkropseksponering overviges og registreres hver time under eksponering, hvis det er
muligt. Den relative fugtighed ber vare 30-70 %, men dette er ikke altid muligt (f.eks. ved test af vandbaserede
blandinger) eller kan ikke maéles pd grund af testkemikaliets indvirkning pé testmetoden.
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Testkemikalie: nominel koncentration

Nar det er muligt, ber den nominelle eksponeringskoncentration i kammeret beregnes og registreres. Den
nominelle koncentration er massen af det genererede testkemikalie divideret med den samlede meangde luft,
der passerer gennem inhalationskammersystemet. Den nominelle koncentration bruges ikke til at karakterisere
dyrenes eksponering, men en sammenligning af den nominelle koncentration og den faktiske koncentration giver
en indikation af testsystemets genereringseffektivitet og kan derfor bruges til at opdage eventuelle genererings-
problemer.

Testkemikalie: faktisk koncentration

Den faktiske koncentration er koncentrationen af testkemikaliet malt ved dyrenes vejrtrakningszone i et inha-
lationskammer. Faktiske koncentrationer kan bestemmes med specifikke metoder (f.eks. direkte proveudtagning,
adsorptive eller kemisk reaktive metoder og efterfolgende analytisk karakterisering) eller med ikke-specifikke
metoder, som f.eks. gravimetrisk filteranalyse. Brugen af gravimetrisk analyse er kun acceptabel for pulverbase-
rede enkeltkomponent-aerosoler eller acrosoler af veesker med lav flygtighed og ber stettes af hensigtsmaessige
testkemikaliespecifikke karakteriseringer udfert for testen. Koncentrationen af pulverbaserede flerkomponent-
aerosoler kan ogsd bestemmes ved hjalp af gravimetrisk analyse. Det kraver dog analysedata, der viser, at
det luftbdrne materiales sammensztning svarer til udgangsmaterialet. Hvis denne information ikke er tilgeengelig,
kan det vere nedvendigt at gentage analysen af testkemikaliet (ideelt i dets luftbdrne tilstand) med regelmaessige
intervaller i lobet af forseget. For acrosoliserede stoffer, der kan fordampe eller sublimere, ber det pévises, at alle
faser er indsamlet ved hjalp af den valgte metode.

Der anvendes sd vidt muligt én batch af testkemikaliet i hele forsegets varighed, og preven opbevares under
forhold, der bevarer dens renhed, homogenitet og stabilitet. Inden forseget pabegyndes, ber testkemikaliet
karakteriseres, herunder dets renhed og, hvis det er teknisk muligt, identitet og mangde af identificerede
kontaminanter og urenheder. Dette kan pévises ved hjlp af bla. felgende data: retentionstid og relativt topareal,
molekylvagt fra massespektroskopi- eller gaskromatografianalyser eller andre vurderinger. Selv om testlaborato-
riet ikke er ansvarligt for provens identitet, bor testlaboratoriet af hensyn til sikkerheden bekrafte rekvirentens
karakterisering i hvert fald pd en begreenset made (f.eks. farve, fysisk form osv.).

Eksponeringsatmosfaren skal vere sd konstant som praktisk muligt. Apparatur til realtidsovervigning, f.eks. et
aerosolfotometer til méling af aerosoler eller en kulbrinteanalysator til dampe, kan bruges til at pavise ekspone-
ringsbetingelsernes stabilitet. Den faktiske koncentration i kammeret mdles mindst tre gange i lgbet af hver
eksponeringsdag for hvert eksponeringsniveau. Hvis det ikke er muligt pd grund af begrensede luftgennem-
stromningshastigheder eller lave koncentrationer, kan én preve pr. eksponeringsperiode accepteres. Ideelt udtages
denne prove over hele eksponeringsperioden. De enkelte prover for koncentrationen i kammeret ber ikke afvige
fra middelkoncentrationen i kammeret med mere end + 10 % for gasser og dampe eller + 20 % for flydende eller
faste aerosoler. Tiden til akvilibrering af kammer (tq5) beregnes og registreres. Varigheden af en eksponering
strekker sig over den tid, hvor testkemikaliet genereres. Det omfatter den tid, der kraves for at opnd ekvili-
brering af kammeret (tg5) og henfald. Vejledning i beregning af tys findes i GD 39 (2).

For meget komplekse blandinger, der bestdr af gasser/dampe, og aerosoler (f.cks. forbrandingsatmosfarer og
testkemikalier genereret af specialdrevne slutprodukter/-apparater), kan hver fase opfere sig forskelligt i et
inhalationskammer. Der udvalges derfor mindst ét indikatorstof (analysand), normalt det primere aktivstof i
blandingen, fra hver fase (gas/damp og acrosol). Hvis testkemikaliet er en blanding, rapporteres analysekoncen-
trationen for blandingen som helhed og ikke kun for det aktive stof eller indikatorstoffet (analysand). Yderligere
oplysninger om faktiske koncentrationer findes i GD 39 (2).

Testkemikalie: partikelstorrelsesfordeling

Acrosolers partikelstorrelsesfordeling bestemmes mindst ugentligt for hvert koncentrationsniveau ved hjalp af en
kaskadeimpaktor eller et andet instrument, f.cks. et instrument til aerodynamisk partikelstorrelsesbestemmelse
(APS). Hvis der kan pavises akvivalens mellem de resultater, der er opndet ved hjalp af kaskadeimpaktoren eller
et alternativt instrument, kan det alternative instrument bruges i hele forsoget.

Et andet apparat, f.eks. et gravimetrisk filter eller en impinger/gas bubbler, anvendes parallelt med det primzre
instrument til at bekraefte det primeare instruments opsamlingseffektivitet. Den massekoncentration, der fas ved
hjeelp af partikelstorrelsesanalysen, skal vare inden for rimelige granser af den massekoncentration, der fis ved
hjeelp af filteranalyse [se GD 39 (2)]. Hvis akvivalens kan pévises ved alle de koncentrationer, der testes i
forsagets tidligere fase, kan yderligere bekraftelsesmalinger udelades. Af hensyn til dyrevelfeerden traffes der
foranstaltninger for at minimere inkonklusive data, der kan gere det nedvendigt at gentage et forsog.

Bestemmelse af partikelstorrelse udferes for dampe, hvis der er mulighed for, at kondensering af dampe kan fore
til dannelsen af en aerosol, eller hvis der konstateres partikler i en dampatmosfare med potentiale for blandede
faser.
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OBSERVATIONER

Dyrene ber hyppigt observeres klinisk for, under og efter eksponeringsperioden. Hyppigere observationer kan
vare pakravet afthangigt af dyrenes respons pd eksponeringen. Hvis observation af dyrene hindres af fast-
spendingsslanger pd dyrene, darligt belyste helkropskamre eller uigennemsigtige atmosfeerer, observeres
dyrene omhyggeligt efter eksponering. Observationer inden nzste dags eksponering kan omfatte vurdering af
reversibilitet eller forvarring af toksiske virkninger.

Alle observationer registreres, og der fores individuel protokol for hvert dyr. Nér dyr aflives af humane grunde
eller findes dede, skal dedstidspunktet registreres s nejagtigt som muligt.

Observationer i burene skal omfatte forandringer i hud, pels, gjne og slimhinder, respirationssystem, kredslab,
autonomt nervesystem og centralnervesystem samt somatomotorisk aktivitet og adferdsmenster. Man skal vare
opmerksom pé, om der kan iagttages tremor, kramper, spytflid, diarré, slovhed, sovn og koma. Mélingen af
rektal temperatur kan dokumentere refleks-bradypne eller hypo-/hypertermia relateret til behandling eller fangen-
skab. Forsagsprotokollen kan omfatte yderligere vurderinger, f.eks. kinetik, bioovervigning, lungefunktion, reten-
tion af tungtopleselige stoffer, der akkumuleres i lungevav, og adferdsendringer.

KROPSVAGT

Det enkelte dyrs veegt registreres kort for den forste eksponering (dag 0) og derefter to gange om ugen (f.eks.
hver fredag og mandag for at pavise restitution i lobet af en eksponeringsfri weekend eller med et tidsinterval,
der gor det muligt at vurdere systemisk toksicitet), og pd deds- eller aflivningstidspunktet. Hvis der ikke er nogen
virkninger i de forste to uger, méles kropsvagten ugentligt i resten af forsegsperioden. Hvis der anvendes
satellitdyr (reversibilitet), vejes de ugentligt i hele restitutionsperioden. Ved forsegets afslutning vejes alle dyr
umiddelbart inden aflivning med henblik pd at beregne forholdet mellem organ- og kropsvagt uden bias.

INDTAGELSE AF FODE OG VAND

Foderindtagelse males ugentligt. Vandindtagelse kan ogsd males.

KLINISK PATOLOGI

Klinisk patologisk vurdering foretages for alle dyr, herunder kontrol- og satellitdyr (reversibilitet), ndr de aflives.
Tidsintervallet med den sidste eksponering og blodtapning registreres, navnlig nir den undersogte effektpara-
meter hurtigt rekonstitueres. Provetagning efter eksponering er indiceret for parametre med en kort plasmahal-
veringstid (f.eks. COHb, CHE og MetHb).

I tabel 1 vises de kliniske patologiske parametre, der generelt kraves i forbindelse med alle toksikologiforseg.
Rutinemaessig urinanalyse er ikke pakravet, medmindre den indiceres af forventede eller observerede toksiske
virkninger. Forspgslederen kan valge at undersoge yderligere parametre med henblik pd at opnd en bedre
karakterisering af testkemikaliets toksicitet (f.eks. cholinesterase, lipider, hormoner, syre/basebalance, methamog-
lobin eller Heinz-legemer, kreatinkinase, myeloid/erythroid-forhold, troponiner, arterielle blodgasser, lactat-dehy-
drogenase, sorbitol-dehydrogenase, glutamat-dehydrogenase og y-glutamyltranspeptidase).

Tabel 1

Standardparametre for klinisk patologi

Heematologisk undersogelse

Erythrocyttelling Leukocyttal

Hamatokrit Differentialtalling
Hamoglobinkoncentration Trombocyttal
Middelcellehaemoglobin Koaguleringsevne (velg én):
Middelcellevolumen — protrombintid
Middelcellehaemoglobinkoncentration — koaguleringstid
Retikulocyttzlling — partiel tromboplastintid




19.3.2014 Den Europaiske Unions Tidende

L 81/49

38.

39.

40.

Klinisk-kemisk undersogelse

Glukose () Alanin-aminotransferase
Total kolesterol Aspartat-aminotransferase
Triglycerider Alkalisk fosfatase

BUN Kalium

Total bilirubin Natrium

Kreatinin Kalcium

Protein Fosfor

Albumin Chlorid

Globulin

Urinanalyse (valgfri)

Udseende (farve og turbiditet) Total protein
Volumen Glukose
Specifik veegtfylde eller osmolalitet Blod/blodceller
pH

(*) Da en langvarig fasteperiode kan medfere bias i glukosemalinger hos de behandlede dyr i forhold til kontroldyrene, afgor
forsogslederen, om det er hensigtsmaessigt, at dyrene faster. Hvis en fasteperiode anvendes, bor den veare tilpasset den
anvendte art. For rotter kan den veere 16 timer (natten over). Bestemmelse af fasteglukose kan foretages efter faste natten
over i lobet af den sidste eksponeringsuge eller efter faste natten over inden obduktion (i sidstnavnte tilfeelde sammen med
alle de ovrige kliniske patologiske parametre).

Nar der er bevis for, at de nedre luftveje (dvs. alveolerne) er det primere afsetnings- og retentionssted, kan
bronchieskylning (BAL) anvendes til kvantitativt at analysere hypotesebaserede parametre for dosis/virkning med
fokus pa alveolitis, lungebetendelse og fosfolipidose. Det gor det muligt at undersege forandringer i dosis/res-
pons og tidsforleb i forbindelse med alveoleskader. BAL-vaesken kan analyseres for total og differentieret
leukocyttal, total protein og lactat-dehydrogenase. Andre parametre, der kan overvejes, er parametre, der indi-
cerer lysosomale skader, fosfolipidose, fibrose og irritationsinflammation eller allergisk inflammation, som kan
omfatte bestemmelse af pro-inflammatoriske cytokiner/kemokiner. BAL-malinger supplerer generelt resultaterne
af histopatologiske undersegelser, men kan ikke erstatte dem. Vejledning i udferelse af lungeskylning findes i GD
39 (2).

MAKROSKOPISKE PATOLOGISKE FORANDRINGER OG ORGANVAGT

Alle forsagsdyr (herunder dem, der der under forsoget eller tages ud af forseget af dyrevelferdsmeassige grunde)
underkastes komplet exsanguination (hvis muligt) og makroskopisk obduktion. Tidsrummet mellem afslutningen
pd hvert dyrs sidste eksponering og dets aflivning registreres. Hvis obduktion ikke kan udferes umiddelbart efter
opdagelsen af et dedt dyr, nedkeles (ikke fryses) dyret ved en temperatur, der er tilstrackkeligt lav til at minimere
autolyse. Makroskopisk obduktion udferes sd hurtigt som muligt, helst inden for en eller to dage. Alle makro-
skopiske patologiske forandringer registreres for hvert dyr med sarligt fokus pa forandringer i luftvejene.

I tabel 2 vises de organer og vav, der skal praserveres i et passende medium under makroskopisk obduktion
med henblik pd mulig histopatologisk undersggelse. Forsagslederen afger, om organer og vav i [kantet parentes]
og andre organer og vav skal preserveres. Organer i fed trimmes og vejes i vad tilstand s& hurtigt som muligt
efter dissektionen for at undgd udterring. Skjoldbruskkirtel og bitestikler ber kun vejes, hvis artefakter fra
trimming kan hindre histopatologisk evaluering. Veev og organer fikseres i 10 % bufret formalin eller et andet
egnet fikseringsmiddel, straks obduktion er udfert, men hejst 24-48 timer inden trimming afhengigt af det
anvendte fikseringsmiddel.
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Tabel 2

Organer og vav, der praserveres under makroskopisk obduktion

Binyrer Vesiculae seminales
Knoglemarv (ogfeller nyligt aspirat) Rygmarv (cervikal, midt-torakal og lumbal)

Hjerne (herunder udsnit af cerebrum, cerebellum og | Milt

medulla/pons)
Mavesak
[Djne (retina, synsnerve) og ejenlag]
Hjerte Testikler
Nyrer Brisler
Larynx (3 niveauer, 1 niveau, som omfatter basis af Skjoldbruskkirtlen
strubeldget)
Spiseror (mindst 2 niveauer, herunder 1 lengdesnit
Lever gennem carina og 1 tversnit)

Lunge (alle lungelapper pd et niveau, herunder | [Urinblere]
hovedbronchier)

Lymfeknuder fra lungens hilum, navnlig ved tungtop- Uterus

loselige testkemikalier. Ved mere detaljerede underso-
gelser ogeller forsag med immunologisk fokus kan | Alle storre leesioner
yderligere lymfeknuder overvejes, f.eks. lymfeknuder
fra de mediastinale, cervikale/submandibulare og/eller
aurikulere omrader.

Nasopharyngeale vaev (mindst niveauer; 1 niveau for
at medtage nasopharyngeal kanalen og NALT (Nasal
Associated Lymphoid Tissue)

Bsofagus
[Bulbus olfactorius]

Aggestokke

Lunger udtages hele og intakte, vejes og behandles med et passende fikseringsmiddel ved et tryk pd 20-30 cm
vand for at sikre, at lungestrukturen bevares (5). Snit udtages for alle lapper pa et niveau, herunder hovedbron-
chier, men hvis der udferes lungeskylning, udtages en ikkeskyllet lap pé tre niveauer (ikke serielle snit).

Mindst fire niveauer af nasopharyngealt vav undersoges, hvoraf det ene omfatter nasopharyngeal-kanalen (5, 6,
7, 8, 9), sd der kan udferes en tilstreekkelig undersegelse af pladeepitel, transitionelt epitel (respiratorisk uden
cilier), respiratorisk epitel (respiratorisk med cilier) og lugteepitel samt dranende lymfevaev (NALT; 10, 11). Tre
niveauer af larynx undersoges, og et af disse niveauer skal omfatte basis af strubeldget (12). Mindst to niveauer af
luftreret undersoges, herunder et lengdesnit gennem carina i bifurkationen af de ekstrapulmonal bronchier og et
tvaersnit.

HISTOPATOLOGI

Der foretages en histopatologisk evaluering af alle organer og veev, der er anfort i tabel 2, for kontrolgruppen og
gruppen med den hgjeste koncentration og for alle dyr, der dor eller aflives under forseget. Serligt luftvejene,
mélorganerne og storre lesioner skal undersoges. Organer og vev med lasioner i gruppen med den hejeste
koncentration undersoges i alle grupper. Forsggslederen kan valge at udfere histopatologiske evalueringer for
yderligere grupper for at pavise et klart forhold mellem koncentration og respons. Hvis der anvendes en
satellitgruppe (reversibilitet), skal der pd dyrene i denne gruppe udferes histopatologisk evaluering af vav og
organer, hvor der var vist andringer i behandlingsgruppen. Hvis der er usadvanligt mange dyr, der dor tidligt,
eller andre problemer i hejeksponeringsgruppen, som kompromitterer signifikansen af data, foretages en histo-
patologisk undersogelse af den nzste lavere koncentration. Makroskopiske observationer korreleres s& vidt muligt
med mikroskopiske fund.
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DATA OG RAPPORTERING
Data

Der skal fremlegges data for de enkelte dyr om kropsveagt, foderindtagelse, klinisk patologi, makroskopisk
patologi, organvagt og histopatologi. For hver testgruppe opstilles i tabelform kliniske observationsdata om
antal dyr ved forsegets begyndelse, antal dyr, som viser tegn pé toksisk virkning, antal dyr, som er fundet dede
under forsoget eller aflivet af humanitere grunde, dedstidspunkt for de enkelte dyr, beskrivelse af toksiske
virkninger og disses tidsmaessige forlab og reversibilitet samt obduktionsfund. Alle kvantitative og uventede
resultater evalueres ved hjzlp af en passende statistisk metode. Enhver generelt accepteret statistisk metode kan
anvendes, og de statistiske metoder skal valges under planlaeegningen af forseget.

Testrapport

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger, ndr de er relevante:

Forsogsdyr og pasning

— beskrivelse af burforhold, herunder: antal (eller &ndring i antal) dyr pr. bur, streelse, omgivende temperatur

og relativ fugtighed, lysperiode og foder

— anvendt art/stamme og begrundelse for anvendelse af andre arter end rotte kildedata og historiske data, hvis
de vedrerer dyr, der er eksponeret under lignende eksponerings-, bur- og fasteforhold

— dyrenes antal, alder og ken

— randomiseringsmetode

— beskrivelse af konditionering for test, herunder foder, karantene og behandling for sygdom.

Testkemikalie

— fysisk tilstand, renhed og, nér det er relevant, fysisk-kemiske egenskaber (herunder isomeri)

— identifikationsoplysninger og CAS-nr. (Chemical Abstract Services Registry Number), hvis det kendes.

Vehikel

— begrundelse for brug af vehikel og begrundelse for valg af vehikel, hvis dette ikke er vand

— historiske eller samtidige data, der viser, at vehiklet ikke pévirker resultatet af forseget.

Inhalationskammer

— detaljeret beskrivelse af inhalationskammeret, herunder rumfang og et diagram

— oprindelse og beskrivelse af udstyr anvendt til eksponering af dyr og til generering af atmosfare

— apparatur til maling af temperatur, fugtighed, partikelstorrelse og faktisk koncentration

— luftkilde og konditioneringssystem

— metoder, der er anvendt til kalibrering af apparatur for at sikre en homogen testatmosfzare

— trykforskel (positiv eller negativ)

— cksponeringsporte pr. kammer (eksponering gennem nasen); placering af dyr i systemet (helkropsekspone-
ring)
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testatmosfarens stabilitet
placering af temperatur- og fugtighedssensorer og udtagning af stikpreve af testatmosfere i kammer
behandling af tilfert/udledt luft

luftgennemstromningshastigheder, luftgennemstremningshastighed/eksponeringsport (eksponering gennem
nasen) eller dyrebelastning/kammer (helkropseksponering)

tid, der kraves til at opnd ligevaegt i inhalationskammeret (tqs)
antal volumenzndringer pr. time

evt. méleudstyr.

Eksponeringsdata:

begrundelse for valg af mélkoncentration i hovedforseget

nominelle koncentrationer (samlet masse af det genererede testkemikalie i inhalationskammeret divideret med
den samlede maengde luft, der passerer gennem kammeret)

faktiske koncentrationer af testkemikaliet indsamlet fra dyrenes vejrtreekningszone; for blandinger, der
producerer heterogene fysiske former (gasser, dampe eller aerosoler), kan hver enkelt analyseres separat

alle luftkoncentrationer rapporteres i masseenheder (f.eks. mgfl, mg/m> osv.) i stedet for volumenenheder
(ppm, ppb osv.)

partikelstorrelsesfordeling, massemedian af den aerodynamiske diameter (MMAD) og geometrisk standard-
afvigelse (og), herunder deres beregningsmetoder; individuelle partikelstorrelsesanalyse rapporteres.

Testbetingelser

narmere oplysninger om fremstilling af testkemikalie, herunder oplysninger om fremgangsmader anvendt til
at reducere partikelstorrelsen af faste materialer eller fremstille oplesninger af testkemikaliet

en beskrivelse (helst med diagram) af det apparatur, der bruges til at generere testatmosferen og til at
eksponere dyrene for testatmosfaren

narmere oplysninger om udstyr, der anvendes til overvdgning af temperatur, fugtighed og luftgennemstrom-
ning i kammer (dvs. fastleggelse af en kalibreringskurve)

narmere oplysninger om udstyr, der anvendes til at udtage prover til bestemmelse af koncentration og
partikelstorrelsesfordeling i kammer

narmere oplysninger om den anvendte analysemetode og valideringsmetode (herunder genfindingsgrad for
testkemikaliet fra provemediet)

randomiseringsmetode til tildeling af dyr til test- og kontrolgrupper
narmere oplysninger om foderets og vandets kvalitet (herunder fedens art/oprindelse, vandets oprindelse)

begrundelse for valget af testkoncentrationer.

Resultater

opstilling i tabelform af temperatur, fugtighed og luftgennemstremning i kammer

opstilling i tabelform af data om nominel og faktisk koncentration i kammer
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— opstilling i tabelform af data om partikelstorrelse i tabelform, herunder data om indsamling af analyseprove,
partikelstorrelsesfordeling og beregning af MMAD og o,

— opstilling i tabelform af responsdata og koncentrationsniveau for hvert dyr (dvs. dyr, som viser tegn pa
toksicitet, herunder mortalitet, og virkningernes art, svaerhed, tidspunkt for indtreeden og varighed)

— opstilling i tabelform af de enkelte dyrs vagt

— opstilling i tabelform af foderindtagelse

— opstilling i tabelform af kliniske patologiske data

— for hvert dyr evt. obduktionsfund og histopatologiske fund
— opstilling i tabelform af eventuelle andre malte parametre.
Diskussion og fortolkning af resultater

— Der laegges sarlig vaegt pd beskrivelsen af de metoder, der er anvendt til at opfylde denne testmetodes
kriterier, f.eks. gransekoncentrationen eller partikelstorrelsen.

— Partiklernes respirabilitet i lyset af de overordnede resultater beskrives, isar hvis partikelstorrelseskriteriet ikke
kunne opfyldes.

— Konsistensen mellem de metoder, der er anvendt til at bestemme nominelle og faktiske koncentrationer og
relationen mellem den faktiske koncentration og den nominelle koncentration beskrives i den overordnede
vurdering af forsgget.

— Den sandsynlige dedsdrsag og den fremherskende virkningsmade (systemisk i forhold til lokal) beskrives.

— Der gives en forklaring, hvis det var nedvendigt at foretage human aflivning af dyr, som udviste svare
smerter ogfeller vedvarende tegn pa svere lidelser, baseret pd kriterierne i OECD Guidance Document on
Humane Endpoints (3).

— Malorganet (-organerne) identificeres.

— NOAEL og LOAEL bestemmes.
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Tilleg 1

DEFINITIONER

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjelp af denne testmetode.«

5) Kapitel B.29 og B.30 affattes saledes:

»B.29. SUBKRONISK TOKSICITET (INHALATION): 90-DAGES FORSOG

RESUME

Denne reviderede testmetode B.29 har til formdl at tilvejebringe en fuld karakterisering af testkemikaliets toksicitet
ved inhalation i en subkronisk varighed (90 dage) og at fremskaffe robuste data til kvantitative inhalationsrisikovur-
deringer. Grupper bestdende af 10 hangnavere og 10 hungnavere eksponeres i seks timer om dagen i 90 dage (13
uger) for a) testkemikaliet ved tre eller flere koncentrationsniveauer, b) filtreret luft (negativ kontrol) ogfeller c)
vehiklet (vehikelkontrol). Dyr eksponeres generelt fem dage om ugen, men eksponering i syv dage om ugen tillades
ogsd. Hanner og hunner testes altid, men de eksponeres muligvis ved forskellige koncentrationsniveauer, hvis det
vides, at det ene keon er mere modtageligt for et bestemt testkemikalie. Denne metode giver forsegslederen fleksibilitet
til at medtage satellitgrupper (reversibilitet), aflivninger under forseget, bronchieskylning (BAL), neurologiske test og
yderligere kliniske patologiske og histopatologiske evalueringer med henblik pd at opnd en bedre karakterisering af
testkemikaliets toksicitet.

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline 413 (2009). Den oprindelige Test Guideline 413 (TG 413) for
subkronisk toksicitet ved inhalation blev vedtaget i 1981 (1). Denne testmetode B.29 (som svarer til den
reviderede TG 413) er blevet opdateret, sd den afspejler det videnskabelige niveau og for at opfylde nuvarende
og fremtidige lovgivningskrav.

2. TForseg med subkronisk toksicitet ved inhalation bruges primert til at fastlegge lovgivningsmassige koncen-
trationer med henblik pd at vurdere risici for arbejdstagere pd arbejdspladsen. De bruges ogsd til at vurdere
risikoen for mennesker i boliger, ved transport og miljeet. Denne metode gor det muligt at karakterisere negative
virkninger efter gentagen daglig inhalationseksponering for et testkemikalie i 90 dage (ca. 10 % af en rottes
levetid). Data, der udledes af forseg med subkronisk toksicitet ved inhalation, kan bruges til kvantitative
risikovurderinger og til udvalgelse af koncentrationer til kroniske forseg. Denne testmetode er ikke specifikt
beregnet til test af nanomaterialer. De definitioner, der anvendes i forbindelse med denne testmetode, er anfort i
slutningen af dette kapitel og i Guidance Document 39 (2).

INDLEDENDE OVERVEJELSER

3. Alle tilgeengelige informationer om testkemikaliet ber overvejes af testlaboratoriet inden gennemforelsen af
forseget med henblik pd at forbedre kvaliteten af forseget og minimere omfanget af dyreforseg. Informationer,
der kan hjzlpe med at valge de mest hensigtsmaessige testkoncentrationer, omfatter testkemikaliets identitet,
kemiske struktur og fysisk-kemiske egenskaber, resultater af in vitro- eller in vivo-toksicitetstest, forventede
anvendelser og potentialet for human eksponering, tilgeengelige (Q)SAR-data og toksikologiske data vedrerende
strukturelt relaterede kemikalier samt data udledt af andre forseg med gentagen eksponering. Hvis neurotoksi-
citet forventes eller observeres i lobet af forseget, kan forsegslederen valge at inkludere relevante evalueringer,
som f.eks. FOB (Functional Observational Battery) og maling af motorisk aktivitet. Selv om tidspunkterne for
eksponering kan vare afgerende i forhold til de specifikke undersogelser, mé gennemforelsen af disse ekstra
aktiviteter ikke pavirke det grundlaeggende forsegsdesign.

4. Fortyndinger af etsende eller irriterende testkemikalier kan testes ved koncentrationer, der giver den enskede
toksicitetsgrad. Se GD 39 (2) for yderligere oplysninger. Nar dyr eksponeres for sddanne materialer, bor
mélkoncentrationerne vare sd lave, at de ikke medforer udtalt smerte og lidelse, men de ber alligevel veare
tilstrekkelige til at haeve koncentrations-responskurven til et niveau, der opfylder testens lovgivningsmaessige
eller videnskabelige formdl. Disse koncentrationer ber valges i det enkelte tilfelde, fortrinsvis pd grundlag af
mélrettede dosisbestemmende forseg (»range finding«), der giver information om den kritiske effektparameter,
irritationstarskel og tidspunkt for indtreeden (se afsnit 11-13). Der gives en begrundelse for valget af koncen-
tration.

5. Dyr, som er degende, har tydelige smerter eller viser tegn pd svare og vedvarende lidelser, skal aflives humant.
Dyr, som er deende, betragtes pd samme méde som dyr, der dor i lobet i forseget. Kriterierne for aflivning af
deende eller sterkt lidende dyr samt vejledning i at fastsla forudsigelig eller forestdende ded er genstand for en
seerskilt vejledning (OECD Guidance Document No. 19 on Humane Endpoints) (3).
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BESKRIVELSE AF METODEN
Valg af dyreart

Der anvendes raske unge gnavere af seedvanligt benyttede laboratoriestammer. Rotten er det foretrukne forsegs-
dyr. Begrundelse skal anferes, hvis der anvendes andre dyrearter.

Forberedelse af dyrene

Hundyrene ma ikke have fodt og ma ikke veere dragtige. P4 randomiseringsdagen ber dyrene véare unge voksne,
der er mellem syv og ni uger gamle. Deres kropsvaegt bor vaere inden for + 20 % af gennemsnitsveegten for hvert
ken. Dyrene udtages pa tilfeldig mide, merkes, s de enkelte dyr kan identificeres, og holdes i burene i mindst
fem dogn forud for forsegets start, sd de kan akklimatisere sig til forsegsbetingelserne.

Dyreopdrat og -sundhed

Dyrene identificeres individuelt med subkutane transpondere, hvis det er muligt, for at lette observationer og
undgd forvirring. Temperaturen i forsegsdyrrummet ber vere 22 + 3 °C. Den relative fugtighed ber vare 30-
70 %, selv om det muligvis ikke er muligt, hvis vand bruges som vehikel. For og efter eksponering ber dyr
generelt holdes i bur i grupper efter kon og koncentration, men antallet af dyr pr. bur mé ikke bevirke, at det er
vanskeligt at observere de enkelte dyr, og ber minimere tab som felge af kannibalisme og slagsmél. Hvis dyr
alene eksponeres gennem nzsen, skal de muligvis tilvaennes fastspaendingsslanger. Disse slanger ma ikke péfere
dyrene unedig fysisk, termisk eller bevagelsesmaessig belastning. Fastspaending kan pévirke fysiologiske effekt-
parametre, som f.eks. kropstemperatur (hypertermi) ogfeller respiratorisk minutvolumen. Hvis der foreligger
generiske data, som viser, at sidanne @ndringer ikke forekommer i naevnevardigt omfang, er tilvenning til
fastspaendingsslangerne ikke nedvendig. Dyr, der med hele kroppen eksponeres for en aerosol, ber holdes i
individuelle bure under eksponeringen for at undgd, at testaerosolen filtreres gennem pelsen pd de andre dyr i
buret. Der kan anvendes normalt og godkendt laboratoriefoder, dog ikke under eksponering, med ubegranset
forsyning af drikkevand. Belysningen skal vare kunstig og bestd af 12 timers lys og 12 timers morke.

Inhalationskamre

Karakteren af testkemikaliet og formalet med testen ber overvejes ved valget af inhalationskammer. Den fore-
trukne eksponeringsform er gennem neasen (dette udtryk omfatter kun hoved, kun nase og kun snude).
Eksponering gennem nasen foretrackkes generelt i forbindelse med test af flydende eller faste aerosoler og
dampe, der kan kondensere og danne aerosoler. Serlige formél med testen kan bedre opfyldes ved eksponering
af hele kroppen, men dette skal begrundes i testrapporten. For at sikre en stabil atmosfere, ndr der anvendes et
kammer til hele kroppen, mé forsegsdyrenes totale volumen ikke overstige 5 % af kammerets volumen. Prin-
cipperne for teknikkerne til eksponering gennem nzsen eller eksponering af hele kroppen samt deres sarlige
fordele og ulemper er beskrevet i GD 39 (2).

TOKSICITETSFORSOG
Gransekoncentrationer

I modsatning til forsag med akut toksicitet er der ingen definerede gransekoncentrationer i forsag med
subkronisk toksicitet ved inhalation. Den testede maksimumskoncentration baseres pa: 1) den hgjest opnaelige
koncentration, 2) »worst case« eksponeringsniveau for mennesker, 3) behovet for at sikre tilstraekkelig iltfor-
syning og/eller 4) hensyn til dyrevelfeerd. Hvis der ikke foreligger databaserede granser, kan de akutte greenser i
forordning (EF) nr. 1272/2008 (13) anvendes (dvs. op til en maksimumskoncentration pa 5 mg/l for aerosoler,
20 mg/l for dampe og 20 000 ppm for gasser); se GD 39 (2). Det gives en begrundelse, hvis det er nedvendigt at
overskride disse granser ved test af gasser eller meget flygtige testkemikalier (f.eks. kelemidler). Gransekoncen-
trationen ber fremkalde klar toksicitet uden at forarsage unedig stress for dyrene eller pavirke deres levetid (3).

Dosisbestemmende forseg

Inden hovedforseget pabegyndes, er det oftest nedvendigt at udfere et dosisbestemmende forseg (rrange
finding«). Et dosisbestemmende forsog er mere omfattende end et forforseg, fordi det ikke er begraenset til
valg af koncentration. Viden, der opnds fra et dosisbestemmende forseg, kan resultere i et vellykket hovedforseg.
Et dosisbestemmende forsag kan f.eks. fremskaffe teknisk information om analysemetoder, partikelstorrelses-
fordeling, opdagelse af toksiske mekanismer, klinisk patologi og histopatologiske data samt estimeringer af de
mulige NOAEL- og MTC-koncentrationer i et hovedforseg. Forsegslederen kan velge at bruge det dosisbestem-
mende forseg til at identificere taersklen for irritation af luftvejene (f.eks. ved hjalp af histopatologisk underse-
gelse af luftvejene, lungefunktionstest eller bronchieskylning), den evre koncentration, der tales uden unedig
belastning af dyrene, og de parametre, der bedst karakteriserer et testkemikalies toksicitet.
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Et dosisbestemmende forsog kan omfatte et eller flere koncentrationsniveauer. Afhengigt af de valgte effektpa-
rametre eksponeres 3-6 hanner og 3-6 hunner ved hvert koncentrationsniveau. Et dosisbestemmende forseg ber
vare mindst fem dage og generelt hojst 28 dage. En begrundelse for valget af koncentrationer til hovedforseget
gives i forsegsrapporten. Formélet med hovedforsaget er at pavise et forhold mellem koncentration-respons med
udgangspunkt i det, der forventes at vare den mest sensitive effektparameter. Den laveste koncentration ber
ideelt veere en NOAEL-koncentration, mens den hgjeste koncentration ber fremkalde klar toksicitet uden at
fordrsage unedig stress for dyrene eller pavirke deres levetid (3).

Nér koncentrationerne velges til det dosisbestemmende forseg, anvendes alle tilgaengelige informationer,
herunder data om forholdet mellem struktur og aktivitet og data vedrerende lignende kemikalier (se afsnit 3).
Et dosisbestemmende forseg kan bekreafte/afvise, hvad der betragtes som de mest sensitive mekanistisk baserede
effektparametre, f.eks. organofosfaters hamning af kolinesterasen, erythrocytotoksiske stoffers dannelse af
methamoglobin, thyreoideahormoner (T3, T,) for thyreotoksikanter, protein, eller neutrofiler i bronchieskylning
for uskadelige sveert opleselige partikler eller lungeirriterende aerosoler.

Hovedforseg

Hovedforsaget vedrerende subkronisk toksicitet omfatter generelt tre koncentrationsniveauer og ogsd en
samtidig negativ kontrolgruppe (luft) ogfeller vehikelgruppe, hvis det er nedvendigt (se afsnit 18). Alle tilgaenge-
lige data ber anvendes som hjalp til at valge hensigtsmaessige eksponeringssniveauer, herunder resultaterne af
systemiske toksicitetsforseg, metabolisme og kinetik (der ber legges sarlig vagt pd at undgd heje koncen-
trationsniveauer, der metter kinetiske processeer). Hver testgruppe bestdr af 10 hangnavere og 10 hungnavere,
der eksponeres for testkemikaliet i seks timer om dagen i fem dage om ugen i en periode pd 13 uger (samlet
forsegsvarighed pd mindst 90 dage). Dyr kan ogsd eksponeres i syv dage om ugen (f.eks. ved test af inhalerede
leegemidler). Hvis det vides, at det ene ken er mere modtageligt for et bestemt testkemikalie, kan kennene
eksponeres ved forskellige koncentrationsniveauer for at observere forholdet mellem koncentration-respons som
beskrevet i afsnit 15. Hvis andre gnaverarter end rotter eksponeres gennem nasen, kan de maksimale ekspone-
ringsvarigheder justeres for at minimere artsspecifikke lidelser. Der bor gives en begrundelse, ndr der anvendes en
eksponeringsvarighed pd mindre end 6 timer/dag, eller nir det er nedvendigt at gennemfore et forsog med
langvarig helkropseksponering (f.eks. 22 timer/dag) [se GD 39 (2)]. Dyrene ber ikke fodres i eksponerings-
perioden, medmindre eksponeringen varer laengere end seks timer. Dyret skal have adgang til vand under
helkropseksponering.

De valgte mélkoncentrationer bor identificere malorganet (-organerne) og pavise et klart forhold mellem koncen-
tration og respons:

— Det hgjeste koncentrationsniveau ber medfore toksiske virkninger, men ikke medfere langvarige symptomer
eller letalitet, som kan forhindre en meningsfuld evaluering.

— De mellemste koncentrationsniveauerne ber vealges med sddanne intervaller, at der frembringes graduerede
toksiske effekter mellem effekterne ved den laveste og den hejeste koncentration.

— Det laveste koncentrationsniveau ber kun have ringe eller ingen toksisk virkning.

Aflivninger under forsoget

Hvis der paregnes aflivning af dyr under forseget, ber antallet af dyr pd hvert eksponeringsniveau foreges med
det antal dyr, der aflives, inden forseget afsluttes. Der gives en begrundelse for aflivning under forseget, og der
redegores for aflivningerne i statistiske analyser.

Satellitforseg (reversibilitetsforseg)

Et satellitforseg (reversibilitetsforsag) kan bruges til at observere reversibilitet, persistens eller forsinket indtreeden
af toksicitet i mindst 14 dage efter behandlingen. Satellitgrupper bestdr af 10 hanner og 10 hunner, der
eksponeres samtidig med forsegsdyrene i hovedforseget. Satellitforsegsgrupper ber eksponeres for testkemikaliet
ved det hojeste koncentrationsniveau, og der ber efter behov vere samtidige luft- ogfeller vehikelkontrolgrupper
(se afsnit 18).

Kontroldyr

Dyr i den samtidige negative (luft)kontrolgruppe ber behandles pd samme made som forsegsdyrene, bortset fra
at de eksponeres for filtreret luft i stedet for testkemikaliet. Hvis vand eller et andet stof bruges til at frembringe
testatmosfaeren, skal en vehikelkontrolgruppe inkluderes i forseget i stedet for en negativ (luft)kontrolgruppe.
Vand ber sd vidt muligt anvendes som vehikel. Nar vand bruges som vehikel, eksponeres kontroldyrene for luft
med samme fugtighed som de cksponerede grupper. Valget af et hensigtsmessigt vehikel baseres pa et korrekt
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gennemfort forforseg eller historiske data. Hvis et vehikels toksicitet ikke er velkendt, kan forsogslederen valge
at bruge en negativ (luft)kontrol og en vehikelkontrol, men det frarddes pa det kraftigste. Hvis historiske data
viser, at vehiklet er ikke-toksisk, er der ikke behov for en negativ (luft)kontrolgruppe, og der anvendes kun en
vehikelkontrol. Hvis et forforsog vedrerende et testkemikalie, der er formuleret i et vehikel, ikke péviser
toksicitet, folger det, at vehiklet er ikke-toksisk ved den testede koncentration, og at denne vehikelkontrol
ber anvendes.

EKSPONERINGSBETINGELSER
Administration af koncentrationer

Dyr eksponeres for testkemikaliet i form af en gas, dampe, aerosoler eller en blanding heraf. Den fysiske tilstand,
der skal testes, athanger af testkemikaliets fysisk-kemiske egenskaber, den valgte koncentration ogfeller den
fysiske form, der hejst sandsynligt vil vare til stede under héndteringen og anvendelsen af testkemikaliet.
Hygroskopiske og kemisk reaktive testkemikalier bor testes under terre luftforhold. Der ma ikke skabes eksplo-
sive koncentrationer. Partikelformige materialer kan underkastes mekaniske processer for at reducere partikel-
storrelsen. Naermere detaljer findes i GD 39 (2).

Partikelstorrelsesfordeling

Bestemmelse af partikelstorrelse udferes for alle acrosoler og dampe, der kan kondensere og danne aerosoler. For
at sikre, at alle relevante omrader af luftvejene eksponeres, anbefales aerosoler med en massemedian af den
aerodynamiske diameter (MMAD) i omrddet fra 1 til 3 pm med en geometrisk standardafvigelse (o,) i omradet
fra 1,5 til 3,0 (4). Der ber ydes en rimelig indsats for at overholde denne standard, men en ekspertvurdering
gives, hvis det ikke er muligt. Partikler fra tungmetalrog kan f.eks. veere mindre end denne standard, og ladede

partikler og fibre kan overstige den.

Fremstilling af testkemikalie i vehikel

Ideelt testes testkemikaliet uden et vehikel. Hvis det er nedvendigt at bruge et vehikel til at frembringe en
passende koncentration og partikelstorrelse af testkemikaliet, bor der fortrinsvis anvendes vand. Nar et test-
kemikalie er oplest i et vehikel, skal dets stabilitet pavises.

OVERVAGNING AF EKSPONERINGSBETINGELSER
Luftgennemstremning i kammer

Luftgennemstremningen gennem eksponeringskammeret skal ngje kontrolleres, overvages lobende og registreres
mindst én gang i timen under eksponering. Realtidsovervagning af koncentrationen (eller den tidsmassige
stabilitet) i testatmosfaeren indgar i malingen af alle dynamiske parametre og giver indirekte mulighed for at
kontrollere alle relevante dynamiske parametre for inhalation. Hvis koncentrationen overvdges i realtid, kan
frekvensen for maling af luftgennemstromning reduceres til én maéling pr. eksponering pr. dag. Genindanding i
kamre til eksponering gennem naesen skal undgas. Iltkoncentrationen skal vare mindst 19 %, og kuldioxidkon-
centrationen ma ikke overstige 1 %. Hvis der er grund til at antage, at denne standard ikke kan overholdes, skal
ilt- og kuldioxidkoncentrationerne males. Hvis malinger pd den forste eksponeringsdag viser, at disse gasser er pa
passende niveauer, kraves der ikke yderligere malinger.

Kammerets temperatur og relative fugtighed

Kammerets temperatur skal vare 22 £ 3 °C. Den relative fugtighed i dyrenes vejrtrakningszone skal ved
eksponering gennem nasen og helkropseksponering overvdges og registreres hver time under eksponering,
hvis det er muligt. Den relative fugtighed ber vare 30-70 %, men dette er ikke altid muligt (f.eks. ved test af
vandbaserede blandinger) eller kan ikke males pd grund af testkemikaliets indvirkning pé testmetoden.

Testkemikalie: nominel koncentration

Nér det er muligt, ber den nominelle eksponeringskoncentration i kammeret beregnes og registreres. Den
nominelle koncentration er massen af det genererede testkemikalie divideret med den samlede mangde luft,
der passerer gennem inhalationskammersystemet. Den nominelle koncentration bruges ikke til at karakterisere
dyrenes eksponering, men en sammenligning af den nominelle koncentration og den faktiske koncentration
giver en indikation af testsystemets genereringseffektivitet og kan derfor bruges til at opdage eventuelle gene-
reringsproblemer.
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Testkemikalie: faktisk koncentration

Den faktiske koncentration er koncentrationen af testkemikaliet mdlt ved dyrenes vejrtrakningszone i et inha-
lationskammer. Faktiske koncentrationer kan bestemmes med specifikke metoder (f.eks. direkte proveudtagning,
adsorptive eller kemisk reaktive metoder og efterfolgende analytisk karakterisering) eller med ikke-specifikke
metoder, som f.eks. gravimetrisk filteranalyse. Brugen af gravimetrisk analyse er kun acceptabel for pulverbase-
rede enkeltkomponent-aerosoler eller aerosoler af veesker med lav flygtighed og ber stettes af hensigtsmeassige
testkemikaliespecifikke karakteriseringer udfert for testen. Koncentrationen af pulverbaserede flerkomponent-
aerosoler kan ogsd bestemmes ved hjalp af gravimetrisk analyse. Det kraver dog analysedata, der viser, at
det luftbdrne materiales ssmmensetning svarer til udgangsmaterialet. Hvis denne information ikke er tilgangelig,
kan det vere nedvendigt at gentage analysen af testkemikaliet (ideelt i dets luftbarne tilstand) med regelmessige
intervaller i lobet af forseget. For acrosoliserede stoffer, der kan fordampe eller sublimere, ber det pévises, at alle
faser er indsamlet ved hjelp af den valgte metode.

Der anvendes sd vidt muligt én batch af testkemikaliet i hele forsegets varighed, og preven opbevares under
forhold, der bevarer dens renhed, homogenitet og stabilitet. Inden forseget pibegyndes, ber testkemikaliet
karakteriseres, herunder dets renhed og, hvis det er teknisk muligt, identitet og mangde af identificerede
kontaminanter og urenheder. Dette kan pévises ved hjalp af bl.a. felgende data: retentionstid og relativt topareal,
molekylvagt fra massespektroskopi- eller gaskromatografianalyser eller andre vurderinger. Selv om testlaborato-
riet ikke er ansvarligt for prevens identitet, ber testlaboratoriet af hensyn til sikkerheden bekrafte rekvirentens
karakterisering i hvert fald pa en begrenset made (f.eks. farve, fysisk form osv.).

Eksponeringsatmosfaren skal vere s konstant som praktisk muligt. Apparatur til realtidsovervagning, f.eks. et
aerosolfotometer til méling af aerosoler eller en kulbrinteanalysator til dampe, kan bruges til at pavise ekspone-
ringsbetingelsernes stabilitet. Den faktiske koncentration i kammeret méles mindst tre gange i lobet af hver
eksponeringsdag for hvert eksponeringsniveau. Hvis det ikke er muligt pd grund af begransede luftgennem-
stromningshastigheder eller lave koncentrationer, kan én prove pr. eksponeringsperiode accepteres. Ideelt udtages
denne prove over hele eksponeringsperioden. De enkelte prover for koncentrationen i kammeret bor ikke afvige
fra middelkoncentrationen i kammeret med mere end + 10 % for gasser og dampe eller + 20 % for flydende eller
faste aerosoler. Tiden til akvilibrering af kammer (tq5) beregnes og registreres. Varigheden af en eksponering
streekker sig over den tid, hvor testkemikaliet genereres. Det omfatter den tid, der kraves for at opnd akvili-
brering af kammeret (tq5) og henfald. Vejledning i beregning af tg5 findes i GD 39 (2).

For meget komplekse blandinger, der bestdr af gasser/dampe, og aerosoler (f.eks. forbreendingsatmosfaerer og
testkemikalier genereret af specialdrevne slutprodukter/-apparater), kan hver fase opfere sig forskelligt i et
inhalationskammer. Der udvelges derfor mindst ét indikatorstof (analysand), normalt det primere aktivstof i
blandingen, fra hver fase (gas/damp og aerosol). Hvis testkemikaliet er en blanding, rapporteres analysekoncen-
trationen for blandingen som helhed og ikke kun for det aktive stof eller indikatorstoffet (analysand). Yderligere
oplysninger om faktiske koncentrationer findes i GD 39 (2).

Testkemikalie: partikelstorrelsesfordeling

Acrosolers partikelstorrelsesfordeling bestemmes mindst ugentligt for hvert koncentrationsniveau ved hjalp af en
kaskadeimpaktor eller et andet instrument, f.eks. et instrument til aerodynamisk partikelstarrelsesbestemmelse
(APS). Hvis der kan pavises &kvivalens mellem de resultater, der er opndet ved hjelp af kaskadeimpaktoren eller
et alternativt instrument, kan det alternative instrument bruges i hele forseget.

Et andet apparat, f.eks. et gravimetrisk filter eller en impinger/gas bubbler, anvendes parallelt med det primeare
instrument til at bekreefte det primare instruments opsamlingseffektivitet. Den massekoncentration, der fis ved
hjelp af partikelstorrelsesanalysen, skal vaere inden for rimelige graenser af den massekoncentration, der fas ved
hjlp af filteranalyse [se GD 39 (2)]. Hvis akvivalens kan pévises ved alle de koncentrationer, der testes i
forsegets tidligere fase, kan yderligere bekraftelsesmilinger udelades. Af hensyn til dyrevelferden treeffes der
foranstaltninger for at minimere inkonklusive data, der kan gere det nedvendigt at gentage et forsog.

Bestemmelse af partikelstorrelse udferes for dampe, hvis der er mulighed for, at kondensering af dampe kan fore
til dannelsen af en aerosol, eller hvis der konstateres partikler i en dampatmosfare med potentiale for blandede
faser.
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OBSERVATIONER

Dyrene ber hyppigt observeres klinisk for, under og efter eksponeringsperioden. Hyppigere observationer kan
vare pakravet afhengigt af dyrenes respons pd eksponeringen. Hvis observation af dyrene hindres af fast-
spendingsslanger pa dyrene, darligt belyste helkropskamre eller uigennemsigtige atmosfare, observeres dyrene
omhyggeligt efter eksponering. Observationer inden nzaste dags eksponering kan omfatte vurdering af reversi-
bilitet eller forveerring af toksiske virkninger.

Alle observationer registreres, og der fores individuel protokol for hvert dyr. Nar dyr aflives af humane grunde
eller findes dede, skal dedstidspunktet registreres sd nejagtigt som muligt.

Observationer i burene skal omfatte forandringer i hud, pels, gjne og slimhinder, respirationssystem, kredsleb,
autonomt nervesystem og centralnervesystem samt somatomotorisk aktivitet og adferdsmenster. Man skal veere
opmarksom pa, om der kan iagttages tremor, kramper, spytflad, diarré, slovhed, sevn og koma. Milingen af
rektal temperatur kan dokumentere refleks-bradypne eller hypo-/hypertermia relateret til behandling eller fangen-
skab. Forsagsprotokollen kan omfatte yderligere vurderinger, f.eks. kinetik, bioovervagning, lungefunktion, reten-
tion af tungtopleselige stoffer, der akkumuleres i lungeveev, og adferdsandringer.

KROPSVAGT

Det enkelte dyrs vagt registreres kort for den forste eksponering (dag 0) og derefter to gange om ugen (f.eks.
hver fredag og mandag for at pévise restitution i lobet af en eksponeringsfri weekend eller med et tidsinterval,
der gor det muligt at vurdere systemisk toksicitet), og pa deds- eller aflivningstidspunktet. Hvis der ikke er nogen
virkninger i de forste fire uger, miles kropsvagten ugentligt i resten af forsegsperioden. Hvis der anvendes
satellitdyr (reversibilitet), vejes de ugentligt i hele restitutionsperioden. Ved forsegets afslutning vejes alle dyr
umiddelbart inden aflivning med henblik pd at beregne forholdet mellem organ- og kropsvagt uden bias.

INDTAGELSE AF FODE OG VAND

Foderindtagelse males ugentligt. Vandindtagelse kan ogsd males.

KLINISK PATOLOGI

Klinisk patologisk vurdering foretages for alle dyr, herunder kontrol- og satellitdyr (reversibilitet), nir de aflives.
Tidsintervallet med den sidste eksponering og blodtapning registreres, navnlig ndr den undersogte effektpara-
meter hurtigt rekonstitueres. Provetagning efter eksponering er indiceret for parametre med en kort plasmahal-
veringstid (f.eks. COHb, CHE og MetHb).

I tabel 1 vises de kliniske patologiske parametre, der generelt kraeves i forbindelse med alle toksikologiforseg.
Rutinemaessig urinanalyse er ikke pakravet, medmindre den indiceres af forventede eller observerede toksiske
virkninger. Forsogslederen kan valge at undersege yderligere parametre med henblik pa at opnd en bedre
karakterisering af testkemikaliets toksicitet (f.eks. cholinesterase, lipider, hormoner, syre/basebalance, methamog-
lobin eller Heinz-legemer, kreatinkinase, myeloid/erythroid-forhold, troponiner, arterielle blodgasser, lactatdehy-
drogenase, sorbitaldehydrogenase, glutamatdehydrogenase og y-glutamyltranspeptidase).

Tabel 1

Standardparametre for klinisk patologi

Haematologisk undersogelse

Erythrocytteelling Leukocyttal

Heematokrit Differentialtaelling
Heaemoglobinkoncentration Trombocyttal
Middelcellehamoglobin Koaguleringsevne (valg én):
Middelcellevolumen — protrombintid
Middelcellehzemoglobinkoncentration — koaguleringstid
Retikulocyttzlling — partiel tromboplastintid
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Klinisk-kemisk undersegelse

Glukose (¥) Alanin-aminotransferase
Total kolesterol Aspartat-aminotransferase
Triglycerider Alkalisk fosfatase

BUN Kalium

Total bilirubin Natrium

Kreatinin Kalcium

Total protein Fosfor

Albumin Chlorid

Globulin

Urinanalyse (valgfri)

Udseende (farve og turbiditet) Total protein
Volumen Glukose
Specifik vagtfylde eller osmolalitet Blod/blodceller
pH

(*) Da en langvarig fasteperiode kan medfere bias i glukosemaélinger hos de behandlede dyr i forhold til kontroldyrene, afgor
forsogslederen, om det er hensigtsmaessigt, at dyrene faster. Hvis en fasteperiode anvendes, bor den tilpasses den anvendte
art. For rotter kan den vaere 16 timer (natten over). Bestemmelse af fasteglukose kan foretages efter faste natten over i lobet
af den sidste eksponeringsuge eller efter faste natten over inden obduktion (i sidstnavnte tilfeelde samme med alle de gvrige
kliniske patologiske parametre).

Nar der er bevis for, at de nedre luftveje (dvs. alveolerne) er det primre afsetnings- og retentionssted, kan
bronchieskylning (BAL) anvendes til kvantitativt at analysere hypotesebaserede parametre for dosis/virkning med
fokus pa alveolitis, lungebetandelse og fosfolipidose. Det ger det muligt at undersege forandringer i dosis/res-
pons og tidsforleb i forbindelse med alveoleskader. BAL-vaesken kan analyseres for total og differentieret
leukocyttal, total protein og lactat-dehydrogenase. Andre parametre, der kan overvejes, er parametre, der indi-
cerer lysosomale skader, fosfolipidose, fibrose og irritationsinflammation eller allergisk inflammation, som kan
omfatte bestemmelse af pro-inflammatoriske cytokiner/kemokiner. BAL-malinger supplerer generelt resultaterne
af histopatologiske undersegelser, men kan ikke erstatte dem. Vejledning i udferelse af lungeskylning findes i GD
39 (2).

OFTALMOLOGISK UNDERS@OGELSE

Ved hjalp af et oftalmoskop eller et tilsvarende instrument foretages oftalmologiske undersogelser af fundus,
refraktionsmedier, iris og conjunctivae for alle dyr inden administration af testkemikaliet og for kontrolgruppen
og gruppen med den hejeste hojkoncentration ved forsegsafslutning. Hvis der observeres forandringer i gjnene,
undersoges alle dyr i de andre grupper, herunder satellitgruppen (reversibilitet).

MAKROSKOPISKE PATOLOGISKE FORANDRINGER OG ORGANVAGT

Alle forsegsdyr (herunder dem, der der under forsaget eller tages ud af forseget af dyrevelfeerdsmaessige grunde)
underkastes komplet exsanguination (hvis muligt) og makroskopisk obduktion. Tidsrummet mellem afslutningen
pa hvert dyrs sidste eksponering og dets aflivning registreres. Hvis obduktion ikke kan udferes umiddelbart efter
opdagelsen af et dedt dyr, nedkeles (ikke fryses) dyret ved en temperatur, der er tilstrackkeligt lav til at minimere
autolyse. Makroskopisk obduktion udferes sd hurtigt som muligt, helst inden for en eller to dage. Alle makro-
skopiske patologiske forandringer registreres for hvert dyr med sarligt fokus pé forandringer i luftvejene.

[ tabel 2 vises de organer og vav, der skal praserveres i et passende medium under makroskopisk obduktion
med henblik p& mulig histopatologisk undersagelse. Forsagslederen afgor, om organer og vav i [kantet parentes]
og andre organer og vav skal praserveres. Organer i fed trimmes og vejes i vad tilstand s& hurtigt som muligt
efter dissektionen for at undgd udterring. Skjoldbruskkirtel og bitestikler bor kun vejes, hvis artefakter fra
trimming kan hindre histopatologisk evaluering. Veev og organer fikseres i 10 % bufret formalin eller et
andet egnet fikseringsmiddel, straks obduktion er udfert, men hejst 24-48 timer inden trimming afhangigt af
det anvendte fikseringsmiddel.
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Tabel 2

Organer og vav, der praserveres under makroskopisk obduktion

Binyrer
Aorta
Knoglemarv (og/eller nyligt aspirat)

Hjerne (herunder udsnit af cerebrum, cerebellum og
medulla/pons)

Caecum

Tyktarm

Duodenum

[Bitestikler]

[Djne (retina, synsnerve) og ojenlag]
Femur og knaled

Galdeblare (hvis en sddan forefindes)
[Harderian-kirtler]

Hjerte

lleum

Jejunum

Nyrer

[Tarekirtler (ekstraorbitale)]

Larynx (3 niveauer, herunder basis af strubelaget)
Lever

Lunge (alle lungelapper pd et niveau, herunder
hovedbronchier)

Lymfeknuder fra lungens hilum, navnlig ved tungtop-
loselige testkemikalier. Ved mere detaljerede underse-
gelser ogleller forsag med immunologisk fokus kan
yderligere lymfeknuder overvejes, f.eks. lymfeknuder
fra de mediastinale, cervikale/submandibulare og/eller
aurikulere omrader.

Lymfeknuder (distale fra indgangssted)
Brystkirtler (hundyr)
Muskel (1ar)

Nasopharyngeale veev (mindst 4 niveauer; 1 niveau
for at medtage nasopharyngeal-kanalen og NALT
(Nasal Associated Lymphoid Tissue)

@sofagus

[Bulbus olfactorius]
Aggestokke
Bugspytkirtler
Paratyreoideae

Perifer nerve (ischias- eller tibianerven), om muligt tat
pa musklen

Hypofyse

Prostata

Rectum

Spytkirtler
Vesiculae seminales
Hud

Rygmarv (cervikal, midt-torakal og lumbal)
Mile

Sternum

Mavesak

Teender

Testikler

Brisler
Skjoldbruskkirtlen
Tunge

Spiserer (mindst 2 niveauer, herunder 1 langdesnit
gennem carina og 1 tversnit)

[Ureter]
[Urethra]
[Urinbleere]
Uterus
Maélorganer

Alle storre laesioner og masser

Lunger udtages hele og intakte, vejes og behandles med et passende fikseringsmiddel ved et tryk pd 20-30 cm
vand for at sikre, at lungestrukturen bevares (5). Snit udtages for alle lapper pé et niveau, herunder hovedbron-
chier, men hvis der udferes lungeskylning, udtages en ikkeskyllet lap pé tre niveauer (ikke serielle snit).
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Mindst fire niveauer af nasopharyngealt vaev underseges, hvoraf det ene omfatter nasopharyngeal-kanalen (5) (6)
(7) (8) (9), sa der kan udferes en tilstraekkelig undersogelse af pladeepitel, transitionelt epitel (respiratorisk uden
cilier), respiratorisk epitel (respiratorisk med cilier) og lugteepitel samt dranende lymfevav (NALT) (10) (11). Tre
niveauer af larynx undersoges, og et af disse niveauer skal omfatte basis af strubeldget (12). Mindst to niveauer af
luftroret underseges, herunder et lengdesnit gennem carina i bifurkationen af de ekstrapulmonal bronchier og et
tveersnit.

HISTOPATOLOGI

Der foretages en histopatologisk evaluering af alle organer og vav, der er anfert i tabel 2, for kontrolgruppen og
gruppen med den hgjeste hojkoncentration og for alle dyr, der dor eller aflives under forseget. Serligt luftvejene,
malorganerne og sterre lesioner skal undersgges. Organer og vaev med lasioner i gruppen med den hgjeste
koncentration undersoges i alle grupper. Forsggslederen kan veelge at udfere histopatologiske evalueringer for
yderligere grupper for at pavise et klart forhold mellem koncentration og respons. Hvis der anvendes en
satellitgruppe (reversibilitet), skal der pa dyrene i denne gruppe udferes histopatologisk evaluering af vav og
organer, pd hvilke der var vist eendringer i behandlingsgruppen. Hvis der er usadvanligt mange dyr, der der
tidligt, eller andre problemer i hgjeksponeringsgruppen, som kompromitterer signifikansen af data, foretages en
histopatologisk undersegelse af den nzste lavere koncentration. Makroskopiske observationer korreleres sa vidt
muligt med mikroskopiske fund.

DATA OG RAPPORTERING
Data

Der skal fremlagges data for de enkelte dyr om kropsvaegt, foderindtagelse, klinisk patologi, makroskopisk
patologi, organvagt og histopatologi. For hver testgruppe opstilles i tabelform kliniske observationsdata om
antal dyr ved forsegets begyndelse, antal dyr, som viser tegn pé toksisk virkning, antal dyr, som er fundet dede
under forsoget eller aflivet af humanitare grunde, dedstidspunkt for de enkelte dyr, beskrivelse af toksiske
virkninger og disses tidsmaessige forlab og reversibilitet samt obduktionsfund. Alle kvantitative og tilfeeldige
resultater evalueres ved hjalp af en passende statistisk metode. Enhver generelt accepteret statistisk metode kan
anvendes, og de statistiske metoder skal valges under planlegningen af forseget.

Testrapport

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger, nir de er relevante:

Forsogsdyr og pasning

— beskrivelse af burforhold, herunder: antal (eller @ndring i antal) dyr pr. bur, streelse, omgivende temperatur
og relativ fugtighed, lysperiode og foder

— anvendt artstamme og begrundelse for anvendelse af andre arter end rotte kildedata og historiske data, hvis
de vedrerer dyr, der er eksponeret under lignende eksponerings-, bur- og fasteforhold

— dyrenes antal, alder og ken

— randomiseringsmetode

— beskrivelse af konditionering for test, herunder foder, karantzne og behandling for sygdom.

Testkemikalie

— fysisk tilstand, renhed og, nér det er relevant, fysisk-kemiske egenskaber (herunder isomeri)

— identifikationsoplysninger og CAS-nr. (Chemical Abstract Services Registry Number), hvis det kendes.

Vehikel

— begrundelse for brug af vehikel og begrundelse for valg af vehikel, hvis dette ikke er vand

— historiske eller samtidige data, der viser, at vehiklet ikke pavirker resultatet af forsaget.
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Inhalationskammer

— detaljeret beskrivelse af inhalationskammeret, herunder rumfang og et diagram

— oprindelse og beskrivelse af udstyr anvendt til eksponering af dyr og til generering af atmosfere
— apparatur til maling af temperatur, fugtighed, partikelstorrelse og faktisk koncentration

— luftkilde og konditioneringssystem

— metoder, der er anvendt til kalibrering af apparatur for at sikre en homogen testatmosfeere

— trykforskel (positiv eller negativ)

— ceksponeringsporte pr. kammer (eksponering gennem nesen); placering af dyr i systemet (helkropsekspone-
ring)

— testatmosfarens stabilitet
— placering af temperatur- og fugtighedssensorer og udtagning af stikprove af testatmosfaere i kammer
— behandling af tilfort/udledt luft

— luftgennemstremningshastigheder, luftgennemstromningshastighed/eksponeringsport (eksponering gennem
nasen) eller dyrebelastning/kammer (helkropseksponering)

— tid, der kraves til at opnd ligevaegt i inhalationskammeret (tos)
— antal volumenzndringer pr. time

— evt. méleudstyr.

Eksponeringsdata

— begrundelse for valg af mélkoncentration i hovedforseget

— nominelle koncentrationer (samlet masse af det genererede testkemikalie i inhalationskammeret divideret med
den samlede maengde luft, der passerer gennem kammeret)

— faktiske koncentrationer af testkemikaliet indsamlet fra dyrenes vejrtraekningszone; for blandinger, der
producerer heterogene fysiske former (gasser, dampe eller aerosoler), kan hver enkelt analyseres separat

— alle luftkoncentrationer rapporteres i masseenheder (f.eks. mg/l, mg/m> osv.) i stedet for volumenenheder
(ppm, ppb osv.)

— partikelstorrelsesfordeling, massemedian af den aerodynamiske diameter (MMAD) og geometrisk standard-
afvigelse (og), herunder deres beregningsmetoder; individuelle partikelstorrelsesanalyse rapporteres.

Testbetingelser

— narmere oplysninger om fremstilling af testkemikalie, herunder oplysninger om fremgangsméder anvendt til
at reducere partikelstorrelsen af faste materialer eller fremstille oplesninger af testkemikaliet;

— en beskrivelse (helst med diagram) af det apparatur, der bruges til at generere testatmosferen og til at
eksponere dyrene for testatmosferen

— narmere oplysninger om udstyr, der anvendes til overvigning af temperatur, fugtighed og luftgennemstrom-
ning i kammer (dvs. fastleggelse af en kalibreringskurve)

— narmere oplysninger om udstyr, der anvendes til at udtage prover til bestemmelse af koncentration og
partikelstorrelsesfordeling i kammer

— narmere oplysninger om den anvendte analysemetode og valideringsmetode (herunder genfindingsgrad for
testkemikaliet fra provemediet)
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— randomiseringsmetode til tildeling af dyr til test- og kontrolgrupper

— narmere oplysninger om foderets og vandets kvalitet (herunder fodens art/oprindelse, vandets oprindelse)
— begrundelse for valget af testkoncentrationer.

Resultater

— opstilling i tabelform af temperatur, fugtighed og luftgennemstremning i kammer

— opstilling i tabelform af data om nominel og faktisk koncentration i kammer

— opstilling i tabelform af data om partikelstorrelse i tabelform, herunder data om indsamling af analyseprove,
partikelstorrelsesfordeling og beregning af MMAD og o,

— opstilling i tabelform af responsdata og koncentrationsniveau for hvert dyr (dvs. dyr, som viser tegn pa
toksicitet, herunder mortalitet, og virkningernes art, sverhed, tidspunkt for indtraeden og varighed)

— opstilling i tabelform af de enkelte dyrs veegt

— opstilling i tabelform af foderindtagelse

— opstilling i tabelform af kliniske patologiske data

— for hvert dyr evt. obduktionsfund og histopatologiske fund
Diskussion og fortolkning af resultater

— Der lagges sarlig veegt pd beskrivelsen af de metoder, der er anvendt til at opfylde denne testmetodes
kriterier, f.eks. grensekoncentrationen eller partikelstorrelsen.

— Partiklernes respirabilitet i lyset af de overordnede resultater beskrives, isar hvis partikelstorrelseskriteriet ikke
kunne opfyldes.

— Konsistensen mellem de metoder, der er anvendt til at bestemme nominelle og faktiske koncentrationer og
relationen mellem den faktiske koncentration og den nominelle koncentration beskrives i den overordnede
vurdering af forsgget.

— Den sandsynlige dedsdrsag og den fremherskende virkningsmade (systemisk i forhold til lokal) beskrives.

— Der gives en forklaring, hvis det var nedvendigt at foretage human aflivning af dyr, som udviste svare
smerter ogfeller vedvarende tegn pd svaere lidelser, baseret pa kriterierne i OECD Guidance Document on
Humane Endpoints (3).

— Malorganet (-organerne) identificeres.
— NOAEL og LOAEL bestemmes.
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Tilleg 1

DEFINITIONER

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjalp af denne testmetode.

B.30. FORSOG VEDRORENDE KRONISK TOKSICITET

INDLEDNING

Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 452 (2009). Den oprindelige TG 452 blev vedtaget i
1981. Denne reviderede testmetode B.30 blev udviklet for at tage hejde for den seneste udvikling pd omradet for
dyrevelfeerd og myndighedsbestemmelser (1) (2) (3) (4). Denne testmetode B.30 er opdateret parallelt med
revisionen af kapitel B.32 i dette bilag (Karcinogenicitetsforseg) og kapitel B.33 i dette bilag (Kombineret
forseg vedrerende karcinogenicitet/kronisk toksicitet) med det formal at fremskaffe yderligere oplysninger fra
de dyr, der bruges i forseget, og flere oplysninger om dosisvalg. Denne testmetode er designet, si den kan bruges
til test af en bred vifte af kemikalier, herunder pesticider og industrikemikalier.

De fleste forsog vedrerende kronisk toksicitet gennemfores ved hjelp af gnaverarter, og det er derfor hensigten,
at denne testmetode primert anvendes i forseg pd sddanne arter. Hvis sddanne forseg er nedvendige pé ikke-
gnavere, kan testmetodens principper og fremgangsméder anvendes sammen med de principper og fremgangs-
madder, der er beskrevet i kapitel B.27 i dette bilag (Subkronisk oral toksicitetstest — et 90-dages forseg over
gentagne orale dosers toksicitet pd ikke-gnavere (5), med de nedvendige andringer som beskrevet i OECD
Guidance Document No. 116 (6).

De tre primare administrationsveje i forsag vedrerende kronisk toksicitet er oral indgift, dermal applikation og
inhalation. Valget af administrationsvej athaenger af testkemikaliets fysisk-kemiske karakteristika og den made,
hvorpd mennesker primert eksponeres for testkemikaliet. Yderligere oplysninger om valg af administrationsvej
findes i OECD Guidance Document No. 116 (6).

Denne testmetode fokuserer pd oral eksponering, den administrationsvej, der oftest bruges i forseg vedrorende
kronisk toksicitet. Langvarige forseg vedrerende kronisk toksicitet, der involverer eksponering via inhalation eller
dermal applikation, kan ogsd vare nedvendige i forbindelse med vurdering af risici for menneskers sundhed
ogleller pakraeevet i medfer af lovgivningen, men betydelig teknisk kompleksitet er forbundet med begge
eksponeringsveje. Sddanne forseg skal designes i hvert enkelt tilfelde, selv om den testmetode, der er beskrevet
her til vurdering og evaluering af kronisk toksicitet ved oral administration, kan bruges som udgangspunkt for en
protokol for inhalationsforseg ogfeller dermale forseg, hvad angar anbefalinger vedrerende behandlingsperioder,
kliniske og patologiske parametre osv. Der findes OECD-vejledninger om administration af testkemikalier ved
hjalp af inhalation (6) (7) og dermal applikation (6). Kapitel B.8 i dette bilag (8) og kapitel B.29 i dette bilag (9)
bor sammen med OECD Guidance Document on Acute Inhalation Testing (7) specifikt anvendes ved design af
forseg med langere varighed, der involverer eksponering via inhalation. Kapitel B.9 i dette bilag (10) anvendes,
hvis forseget vedrerer dermal applikation.

Forsgget vedrorende kronisk toksicitet skaffer viden om mulige sundhedsfarer, som kan opstd ved gentagen
eksponering i lobet af en betydelig del af de anvendte arters levetid. Forseget tilvejebringer oplysninger om de
toksiske virkninger af testkemikaliet, peger pd, hvilke organer der rammes, og muligheden for akkumulation. Det
kan ogsd give et estimat af niveauet uden observerbare negative effekter (NOAEL), som kan anvendes ved
fastsaettelse af sikkerhedskriterier for menneskers eksponering. Nodvendigheden af omhyggelig klinisk observa-
tion af dyrene for at opnd sterst mulig viden bliver ligeledes understreget.

De forsagsformal, der er omfattet af denne testmetode, omfatter:

— identifikation af et testkemikalies kroniske toksicitet

— identifikation af malorganer

— karakterisering af forholdet mellem dosis og virkning

— identifikation af NOAEL eller udgangspunkt for fastleggelse af benchmark-dosis (BMD)
— forudsigelse af kroniske toksicitetsvirkninger pd niveauer for menneskelig eksponering

— data til testhypoteser vedrerende virkningsmade (6).



L 81/68

Den Europaiske Unions Tidende

19.3.2014

10.

11.

12.

13.

INDLEDENDE OVERVEJELSER

Ved vurderingen og evalueringen af de toksikologiske karakteristika for et testkemikalie inddrages alle tilgange-
lige informationer om testkemikaliet af testlaboratoriet inden gennemforelsen af forseget, sledes at forsaget
fokuseres pa effektiv test af potentialet for kronisk toksicitet, og sdledes at omfanget af dyreforseg minimeres.
Informationer, der kan hjelpe med at fastlegge forsegsdesignet, omfatter testkemikaliets identitet, kemiske
struktur og fysisk-kemiske egenskaber, informationer om virkningsméde, resultater af in vitro- eller in vivo-
toksicitetstest, forventede anvendelser og potentialet for human eksponering, tilgengelige (Q)SAR-data og toksi-
kologiske data vedrerende strukturelt relaterede kemikalier, tilgeengelige toksikokinetiske data (kinetiske data ved
enkelt og gentagen eksponering) samt data udledt af andre forseg med gentagen eksponering. Bestemmelsen af
kronisk toksicitet bar kun udferes, nar indledende informationer om toksicitet er indhentet fra 28-dages eller 90-
dages toksicitetstest med gentagen dosering. Det ber overvejes at benytte en faseinddelt testtilgang til kroniske
test som et led i den overordnede vurdering af de potentielle sundhedsskadelige virkninger af et bestemt
testkemikalie (11) (12) (13) (14).

De statistiske metoder, der i betragtning af forsegsdesignet og -formélene er mest relevante til analyse af
resultater, fastlaegges, inden forsoeget pabegyndes. Det skal bla. overvejes, om statistikkerne skal omfatte justering
for overlevelse og analyse i tilfeelde af afslutning af en eller flere grupper for tid. Vejledning om relevante
statistiske analyser og neglereferencer til internationalt anerkendte statistiske metoder findes i Guidance Docu-
ment No. 116 (6) og Guidance Document No. 35 (15).

Nér et forsog vedrorende kronisk toksicitet gennemfores, skal de vejledende principper og overvejelser, der er
beskrevet i OECD Guidance Document No. 19 (16), navnlig afsnit 62, altid folges. I det afsnit anfores folgende:
»[ forseg, der omfatter gentagen dosering, hvor et dyr udviser kliniske tegn, som er progressive og forer til
yderligere forvarring, treffes der en informeret beslutning om, hvorvidt dyret skal aflives. Beslutningen ber
baseres pd en overvejelse af veerdien af de oplysninger, der kan indhentes, hvis dyret beholdes i forseget, i
forhold til dets generelle tilstand. Hvis det besluttes at beholde dyret i forsaget, eges frekvensen af observationer
efter behov. Uden at pévirke testens formal kan det ogsd veere muligt midlertidigt at stoppe doseringen, hvis det
letter dyrets smerte eller lidelse, eller at reducere testdosis.

Detaljeret vejledning om og diskussion af principperne for dosisvalg i forseg vedrerende kronisk toksicitet og
karcinogenicitet findes i Guidance Document No. 116 (6) og to publikationer fra International Life Sciences
Institute (17) (18). Den centrale strategi for dosisvalg athanger af forsegets primere mal (afsnit 6). Ved valg af
hensigtsmaessige dosisniveauer skal der sikres en balance mellem pé den ene side farescreening og pd den anden
side karakterisering af lavdosisrespons og deres relevans. Dette er isar relevant, hvis der gennemferes et kombi-
neret forseg vedrgrende kronisk toksicitet og karcinogenicitet (kapitel B.33 i dette bilag) (afsnit 11).

Det ber overvejes at udfere et kombineret forseg vedrerende bade kronisk toksicitet og karcinogenicitet (kapitel
B.33 i dette bilag) i stedet for at udfere et separat forseg vedrerende kronisk toksicitet (denne testmetode B.30)
og et separat karcinogenicitetsforseg (kapitel B.32 i dette bilag). Den kombinerede test sparer bade tid og
omkostninger i forhold til gennemforelsen af to separate forseg, uden at det kompromitterer kvaliteten af
data i den kroniske fase eller fasen vedrerende karcinogenicitet. Principperne for dosisvalg (afsnit 9 og 20-25)
bor dog overvejes neje ved gennemforelsen af et kombineret forsag vedrerende bade kronisk toksicitet og
karcinogenicitet (kapitel B.33 i dette bilag), og det anerkendes ogsd, at separate forseg kan vare nedvendige
for at overholde visse lovgivningsbestemmelser.

De definitioner, der anvendes i forbindelse med denne testmetode, er anfert i slutningen af dette kapitel og i
Guidance Document No. 116 (6).

TESTENS PRINCIP

Testkemikaliet administreres dagligt i graduerede doser til flere grupper af forsegsdyr, normalt i en periode pa 12
méneder, men der kan valges kortere eller leengere varigheder athengigt af lovgivningskravene (se afsnit 33).
Den valgte varighed skal vare si lang, at virkninger af kumulativ toksicitet kan manifestere sig, uden at det
konfunderer virkningerne af geriatriske forandringer. Afvigelser fra eksponeringsvarigheden pd 12 maneder skal
begrundes, iser ved kortere varigheder. Testkemikaliet administreres normalt oralt, selv om test ved inhalation
eller dermal applikation ogsé kan anvendes. Forsegsdesignet kan ogsd omfatte en eller flere aflivninger i lobet af
forsaget, f.cks. ved tre og seks méneder, og yderligere dyr kan inkluderes for at tage hejde for dette (se afsnit 19).
I denne periode observeres dyrene ngje for tegn pé toksicitet. Dyr, der der eller aflives under forsaget, obduceres,
og de overlevende dyr aflives og obduceres ved forsegets afslutning.
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BESKRIVELSE AF METODEN
Valg af dyreart

Denne testmetode omhandler primert vurdering og evaluering af kronisk toksicitet hos gnavere (se afsnit 2), selv
om det anerkendes, at lignende forseg pé ikke-gnavere kan vare pdkravet i medfor af lovgivningen. Valget af
dyreart skal begrundes. Design og gennemforelse af forseg vedrorende kronisk toksicitet pd ikke-gnavere skal
baseres pa de principper, der er beskrevet i denne testmetode, og de principper, der er beskrevet i kapitel B.27 i
dette bilag (Subkronisk oral toksicitetstest — et 90-dages forseg over gentagne orale dosers toksicitet pd
ikke-gnavere (5). Yderligere oplysninger om valg af dyreart og -stamme findes i OECD Guidance Document
No. 116 (6).

Den foretrukne art i denne testmetode er rotten, men andre gnaverarter, f.eks. mus, kan anvendes. Rotter og mus
er de foretrukne forsagsmodeller pd grund af deres relativt korte levetid, deres udbredte anvendelse i farmako-
logiske og toksikologiske forseg, deres modtagelighed for tumorinduktion og tilgeengeligheden af tilstrackkeligt
karakteriserede stammer. Som folge af disse karakteristika findes der en stor mangde data om deres fysiologi og
patologi. Der anvendes unge raske dyr af sadvanligt benyttede laboratoriestammer. Forsgget vedrerende kronisk
toksicitet gennemfores pd dyr af samme stamme og herkomst som de dyr, der blev anvendt i forforsegene af
kortere varighed. Hundyrene mé ikke have fodt og ma ikke vaere dreegtige.

Opbevaring og fodringsbetingelser

Dyrene kan anbringes enkeltvis eller i bure med sméd grupper af samme ken. Enkeltvis anbringelse ber kun
anvendes, hvis det er videnskabeligt begrundet. Burene ber anbringes pa en sddan méde, at deres placering fir
mindst mulig indvirkning. Temperaturen i forsegsdyrrummet skal vere 22 °C (¢ 3 °C). Den relative luftfugtighed
skal vaere mindst 30 % og ikke over 70 % bortset fra under rengering af rummet, men 50-60 % ber tilstraebes.
Belysningen skal vare kunstig og bestd af 12 timers lys og 12 timers meorke. Som foder kan anvendes sadvanligt
laboratoriefoder med fri adgang til drikkevand. Foderet skal opfylde alle de ernaringskrav, som den pagaldende
art af forsegsdyr stiller, og indholdet af forureninger i foderet, herunder, men ikke begreenset til pesticidrester,
persistente organiske miljogifte, fytogstrogener, tungmetaller og mycotoksiner, der kan pévirke testresultatet, skal
vare sd lavt som muligt. Analytiske oplysninger om ernaring og koncentration af forurenende stoffer i foderet
genereres periodisk, som minimum i begyndelsen af forseget og derefter, nar der sker andringer i det anvendte
parti, og de registreres i den endelige rapport. Analytiske oplysninger om det anvendte drikkevand i forsaget bar
ogsd anfores. Ved valg af foder kan der tages hensyn til nedvendigheden af at sikre passende iblanding af
testkemikaliet og opfylde dyrenes ernaringsbehov, ndr denne administrationsméde anvendes.

Forberedelse af dyrene

Der anvendes raske dyr, som er akklimatiseret til laboratoriemiljeet i mindst syv degn og ikke tidligere er indgdet
i forseg. Hvis der anvendes gnavere, bor doseringen indledes snarest efter fraveenning og akklimatisering, og helst
inden dyrene er otte uger gamle. Forsogsdyrene skal vare karakteriseret med hensyn til art, stamme, oprindelse,
kon, vagt og alder. Ved forsegets begyndelse skal vagtvariationen for hvert kon af de anvendte dyr veere mindst
mulig og md for hvert ken ikke overstige + 20 % af gennemsnitsvagten for alle dyr i forseget. Dyrene
randomiseres til henholdsvis kontrol og behandlingsgruppe. Efter randomisering ber der for hvert ken ikke
vare signifikante forskelle i den gennemsnitlige kropsvaegt mellem grupperne. Hvis der er statistisk signifikante
forskelle, gentages randomiseringstrinnet, hvis det er muligt. Hvert dyr tildeles et unikt identifikationsnummer og
mearkes permanent med dette nummer ved hjalp af tatovering, mikrochipimplantation eller anden egnet metode.

FREMGANGSMADE
Dyrenes antal og ken

Begge kon anvendes. Der anvendes et antal dyr, der sikrer, at der ved afslutningen af forseget er tilstrakkeligt
mange dyr i hver gruppe til at foretage en grundig biologisk og statistisk evaluering. Hvis der anvendes gnavere,
skal der normalt anvendes mindst 20 dyr pr. ken pr. gruppe til hvert dosisniveau. Hvis der anvendes ikke-
gnavere, anbefales mindst 4 dyr pr. ken pr. gruppe. I forsag med mus skal der evt. bruges flere dyr i hver
dosisgruppe til at udfere alle de krevede heematologiske undersogelser.

Reserve til aflivninger under forsoget, satellitgrupper og sentineldyr

Forsgget kan omfatte reserver til aflivninger under forseget (mindst 10 dyr/ken/gruppe), f.eks. ved 6 maneder,
for at fremskaffe oplysninger om progression af toksikologiske virkninger og mekanistisk information, hvis det
er videnskabeligt begrundet. Hvis sddanne oplysninger allerede er tilgangelige fra tidligere toksicitetsforsag med
gentagen dosering vedrerende testkemikaliet, er aflivninger under forseget muligvis ikke videnskabeligt begrun-
det. Satellitgrupper kan medtages med henblik pd at overvige reversibiliteten af toksikologiske virkninger
induceret af det undersogte testkemikalie. Disse begreenses normalt til det hgjeste dosisniveau i forseget plus
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kontrol. En yderligere gruppe af sentineldyr (typisk 5 dyr pr. ken) kan om nedvendigt ogsé inkluderes med
henblik pa overvagning af sygdomsstatus i lebet af forseget (22). Hvis aflivninger eller inklusion af satellit- eller
sentinelgrupper planlegges undervejs i forseget, skal antallet af dyr i forsogsdesignet forages med det antal dyr,
der planlegges aflivet inden forsegets afslutning. Disse dyr underkastes de samme observationer, herunder
kropsvagt og foder-/vandindtagelse, hamatologiske, klinisk-biokemiske og patologiske undersogelser som
dyrene i hovedforsegets kroniske toksicitetsfase, selv om der ogsd kan medtages reserver (i grupperne for
aflivning under forseget) til malinger alene af specifikke nogleparametre, som f.eks. neurotoksicitet eller immu-
notoksicitet.

Dosisgrupper og dosering

Vejledning om alle aspekter af dosisvalg og intervaller mellem dosisniveauer findes i Guidance Document No.
116 (6). Mindst tre dosisniveauer og en sidelobende kontrol ber anvendes, undtagen i tilfelde af en begranset
test (se afsnit 27). Dosisniveauer baseres generelt pd resultaterne af forseg med gentagen dosis af kortere varighed
eller dosisbestemmende forsgg (»range finding«) og skal tage hensyn til kendte toksikologiske og toksokinetiske
data for testkemikaliet eller tilsvarende kemikalier.

Medmindre der optrader begrensninger som folge af testkemikaliets fysisk-kemiske tilstand eller biologiske
egenskaber, valges normalt det hojeste dosisniveau, som gor det muligt at identificere de primare maélorganer
og samtidig undga lidelse, svare toksiske virkninger, morbiditet eller dod. Under hensyntagen til de faktorer, der
er anfert i afsnit 22, veelges det hojeste dosisniveau, der fremkalder toksicitetstegn f.eks. en formindskelse af
kropsvagten (mindre end 10 %).

Afhangigt af forsegets formal (se afsnit 6) kan der dog valges en hejeste dosis, der er lavere end den dosis, der
fremkalder toksicitetstegn, f.eks. hvis en dosis fremkalder en negativ virkning, som giver anledning til bekymring,
men alligevel har ringe indvirkning pa levetid eller kropsvagt. Den hejeste dosis ber ikke overstige 1 000 mg/kg
kropsvagt/dag (graensedosis, se afsnit 27).

Dosisniveauer og dosisintervaller kan veelges, sd der fastleegges et forhold mellem dosis og respons og en NOAEL
eller et andet onsket resultat af forseget, f.eks. en BMD (se afsnit 25) pa det laveste dosisniveau. Faktorer, der skal
tages i overvejelse ved fastleggelsen af de laveste doser, omfatter dosis-responskurvens forventede haldning, de
doser, hvor der kan forekomme vigtige forandringer i metabolismen, eller den toksiske virkning, hvor en teerskel
forventes, eller hvor et udgangspunkt for lavdosisekstrapolation forventes.

Det valgte dosisinterval afhaenger af testkemikaliets karakteristika og kan ikke beskrives i denne testmetode, men
to- til firedobbelte intervaller er ofte bedst til fastleggelse af faldende dosissterrelser, og tilfgjelse af en fjerde
testgruppe er ofte at foretrakke frem for brug af meget store intervaller (f.eks. mere end en faktor pd 6-10)
mellem dosisstorrelserne. Faktorer pd mere end 10 ber generelt undgds og skal i givet fald begrundes.

Som yderligere beskrevet i Guidance Document No. 116 (6) skal folgende bla. overvejes i forbindelse med
dosisvalg:

— kendte eller mistaenkte ikke-lineariteter eller inflektionspunkter i dosis-respons

— toksikokinetik og dosisintervaller, hvor metabolisk induktion, meatning eller ikke-linearitet mellem eksterne
og interne doser forekommer eller ikke forekommer

— pracursorlasioner, virkningsmarkerer eller indikatorer for underliggende biologiske negleprocessers virkning

— vigtige (eller mistenkte) aspekter af virkningsméde, som f.eks. dosis, hvorved cytotoksicitet begynder at stige,
hormonniveauer forstyrres, homestatiske mekanismer belastes osv.

— omrdder af dosis-responskurven, hvor der kraves sarlig robust estimering, f.eks. i intervaller for den forven-
tede BMD eller en mistaenkt tarskel

— overvejelse af forventede eksponeringsniveauer for mennesker.

Kontrolgruppen skal vare ubehandlet eller behandles med vehikel, hvis et sddant anvendes til administration af
testkemikaliet. Bortset fra behandling med testkemikaliet skal dyrene i kontrolgruppen hdndteres pd samme made
som dyrene i testgrupperne. Hvis der anvendes et vehikel, doseres kontrolgruppen med vehiklet i det storste
anvendte volumen blandt dosisgrupperne. Hvis et testkemikalie administreret i foderet medferer vasentligt
reduceret foderindtagelse pd grund af foderets darligere smag, kan det vare nyttigt med en kontrolgruppe,
der parallelfodres.
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Hvis det ud fra informationer fra forforseg kan forventes, at en test, der gennemfores med et dosisniveau
svarende til mindst 1 000 mg/kg kropsvagt/dag og de fremgangsmader, der er beskrevet for dette forseg,
nappe vil fremkalde negative virkninger, og hvis toksicitet ikke forventes ud fra kendskab til strukturelt besleg-
tede kemikalier, kan et fuldsteendigt forseg med anvendelse af tre dosisniveauer betragtes som unedvendigt. En
granse pd 1 000 mgfkg kropsvagt/dag er kun relevant, hvis human eksponering indicerer, at der er behov for
anvendelse af et hgjere dosisniveau.

Fremstilling af doser og administration af testkemikalie

Testkemikaliet indgives normalt oralt via foderet eller drikkevandet eller gennem sonde. Yderligere oplysninger
om administrationsveje og -metoder findes i OECD Guidance Document No. 116 (6). Valget af administra-
tionsvej og -metode athaenger af formalet med forsoget, testkemikaliets fysisk-kemiske karakteristika, dets biotil-
gaengelighed og den mdde, hvorpd mennesker primaert eksponeres for testkemikaliet. Der gives en begrundelse
for den valgte administrationsvej og -metode. Af hensyn til dyrevelfeerden ber oral sonde kun anvendes i
forbindelse med stoffer, for hvilke denne administrationsvej og -metode med rimelighed reprasenterer en
potentiel eksponeringsmdde for mennesker (f.eks. leegemidler). I forbindelse med kemikalier, der bruges i fode-
varer eller miljoet, administreres testkemikaliet typisk via foderet eller drikkevandet. I nogle scenarier, f.eks.
erhvervsmaessig cksponering, kan andre administrationsveje vare mere hensigtsmassige.

Om nedvendigt opleses eller opslemmes testkemikaliet i et egnet vehikel. For vehiklet og andre tils@tnings-
stoffer skal folgende karakteristika tages i betragtning: dets effekt pd testkemikaliets absorption, fordeling,
metabolisme og retention, dets indvirkning pd testkemikaliets kemiske egenskaber med deraf folgende
andring af dettes toksiske egenskaber, og dets indvirkning pd dyrenes fode- og vandindtagelse og ernerings-
tilstand. Det anbefales, at man som forste valg vurderer muligheden af at benytte en vandig oplesning/sus-
pension, derefter en oplesning/suspension i olie (f.eks. majsolie) og forst derefter eventuel oplesning i andre
vehikler. For andre vehikler end vand ber vehiklets toksiske egenskaber vare kendt. Der ber forefindes oplys-
ninger om testkemikaliets stabilitet og homogeniteten af doseringsoplesninger eller foder (hvis det er relevant)
ved den anvendte administrationsform (f.eks. gennem foder).

For testkemikalier, som administreres i foderet eller drikkevandet, er det vigtigt at sikre, at det pagaldende
testkemikalie i den anvendte mangde ikke griber ind i den normale ernrings- eller vandbalance. I langvarige
toksicitetsforseg med administration via foderet ma testkemikaliets koncentration i foderet normalt ikke over-
stige en ovre greense pd 5% af den samlede fodermangde for at undgd ernaeringsmaessige ubalancer. Nér
testkemikaliet administreres i foderet, kan det administreres som en konstant koncentration i foderet (mg/kg
foder eller ppm) eller som en konstant dosisstorrelse i forhold til dyrets kropsveaegt (mg/kg kropsveagt) beregnet
ugentligt. Det anvendte alternativ anfores.

Ved oral administration gives testkemikaliet dagligt til dyrene (syv dage om ugen) normalt i en periode pd 12
maéneder (se ogsd afsnit 33), men der kan velges kortere eller leengere varigheder afhangigt af lovgivnings-
kravene. Ethvert andet dosisregime, f.eks. fem gange ugentlig, skal begrundes. Ved dermal applikation behandles
dyrene normalt med testkemikaliet i mindst seks timer om dagen, syv dage om ugen, som beskrevet i kapitel B.9
i dette bilag (10), i en periode pa 12 maneder. Eksponering ved inhalation gennemfores seks timer om dagen,
syv dage om ugen, men eksponering fem dage om ugen kan anvendes, hvis det begrundes. Eksponeringen varer
normalt 12 méneder. Hvis andre gnaverarter end rotter eksponeres gennem naesen, kan de maksimale ekspone-
ringsvarigheder justeres for at minimere artsspecifikke lidelser. Der ber gives en begrundelse, nar der anvendes en
eksponeringsvarighed pd mindre end seks timer om dagen. Se ogsa kapitel B.8 i dette bilag (8).

Hvis testkemikaliet indgives med sonde, skal det gores i en enkelt dosis, med anvendelse af en mavesonde eller et
passende intubationsrer pa samme tidspunkt hver dag. Normalt administreres én dosis en gang dagligt. Hvis et
kemikalie f.eks. er et lokalirriterende stof, kan den daglige dosis dog administreres som en deldosis (to gange om
dagen). Det maksimale veeskevolumen, som kan administreres ad gangen, afhanger af forsegsdyrets storrelse.
Volumenet skal vare sd lavt som praktisk muligt og md normalt ikke overstige 1 ml/100 g kropsvagt for
gnavere (22). Variationer i testvolumen skal minimeres ved at justere koncentrationerne, sé der sikres et konstant
volumen ved alle dosisniveauer. Dette galder dog ikke potentielt atsende eller irriterende kemikalier, som skal
fortyndes for at undga alvorlige lokale virkninger. Test ved koncentrationer, der sandsynligvis kan vere atsende
eller irriterende for mave-tarmkanalen ber undgas.

Forsegets varighed

Denne testmetode er primart designet som et 12-mdaneders forseg vedrorende kronisk toksicitet, men forsogs-
designet gor det ogsd muligt at udfere forseg med enten kortere (f.eks. 6 eller 9 maneder) eller lengere (f.eks. 18
eller 24 maneder) varighed, athangigt af de specifikke lovgivningskrav eller mekanistiske formdl. Afvigelser fra
eksponeringsvarigheden pd 12 madneder skal begrundes, iser ved kortere varigheder. Satellitgrupper, der
medtages med henblik pd at overvdge reversibiliteten af toksikologiske virkninger induceret af det undersogte
testkemikalie, bevares uden dosering i en periode pd mindst fire uger og hejst en tredjedel af den samlede
forsegsvarighed efter opher af eksponering. Yderligere oplysninger, herunder overvejelser om overlevelse i
forseget, findes i OECD Guidance Document No. 116 (6).
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OBSERVATIONER

Alle dyr kontrolleres for morbiditet eller mortalitet, normalt morgen og aften, alle ugens dage. Almindelig klinisk
observation ber foretages mindst én gang om dagen, fortrinsvis pd samme tidspunkt(er), idet man tager i
betragtning, hvorndr maksimal effekt kan forventes efter sondeindgift.

Detaljerede kliniske underspgelser gennemfores af alle dyrene i hvert fald for forste eksponering (for at tage
hejde for individuelle forskelle), ved slutningen af den forste uge af forseget og derefter en gang manedlig.
Protokollen for undersggelser tilrettelaegges, siledes at variationer mellem individuelle undersggere minimeres, og
saledes at den er uathangig af testgruppen. Disse undersogelser skal foretages uden for burene, fortrinsvis pé et
standardareal og pd samme tid i hvert tilfelde. De skal noteres omhyggeligt, fortrinsvis ved anvendelse af et
scoringssystem, eksplicit defineret af testlaboratoriet. Man ber bestrabe sig pd, at variationerne i undersogelses-
betingelserne er mindst mulige. Undersogelserne ber bla. omfatte @ndringer i hud, pels, gjne, slimhinder,
forekomst af sekretion, ekskretion og autonom aktivitet (f.eks. tareflod, strittende harlag, pupilsterrelse, usad-
vanligt respirationsmenster). Forandringer i gang, stilling og respons pa handtering savel som tilstedeverelse af
toniske og kloniske bevagelser, stereotypi (f.eks. overdreven pudsning, repetitive cirkelbevaegelser) eller bizar
opfersel (f.eks. selvmutilation, bagleens gang) skal ogsa noteres (24).

Oftalmologisk undersogelse ved hjlp af oftalmoskop eller andet passende udstyr ber udferes pé alle dyr inden
forste administration af testkemikaliet. Ved forsegets afslutning foretages denne undersogelse helst pa alle dyr,
men i det mindste péd alle dyr i hejdosis- og kontrolgrupperne. Hvis der opdages gjenforandringer, der kan
tilskrives behandlingen, skal alle dyrene undersoges. Hvis strukturel analyse eller andre informationer antyder
gjentoksicitet, oges frekvensen af gjenundersogelser.

For kemikalier, hvor tidligere 28-dages eller 90-dages toksicitetstest med gentagen dosering har indiceret et
neurotoksisk potentiale, kan reaktiviteten over for sensoriske stimuli af forskellig art (24) (f.eks. auditive, visuelle
og proprioceptive stimuli) (25), (26), (27), gribestyrke (28) og motorisk aktivitet (29) eventuelt vurderes inden
pabegyndelsen af forsoget og derefter med tre maneders mellemrum, indtil der er gdet 12 méneder, og ved
forsegsafslutning (hvis senere end 12 mdneder). Naermere oplysninger om de fremgangsmaéder, der kan benyttes,
findes i de respektive referencer. Andre alternative fremgangsmader end de refererede kan imidlertid ogsd
anvendes.

For kemikalier, hvor tidligere 28-dages eller 90-dages toksicitetstest med gentagen dosering har indiceret et
immunotoksisk potentiale, kan yderligere undersogelser af denne effektparameter udferes ved forsegsafslutning.

Kropsveegt, foder-/vandindtagelse og foderudnyttelse

Alle dyr vejes ved begyndelsen af behandlingen, mindst én gang om ugen i de forste 13 uger og derefter mindst
én gang om maneden. Foderindtagelse og -udnyttelse males mindst én gang om ugen i de forste 13 uger og
derefter mindst én gang om madneden. Vandindtagelse males mindst én gang om ugen i de forste 13 uger og
derefter mindst én gang om méneden, ndr testkemikaliet administreres i vandet. Maling af vandindtagelse bor
ogsd overvejes i forseg, hvor drikkeaktiviteten @ndres.

Heematologiske og klinisk-biokemiske prover

[ forseg med gnavere foretages haematologisk undersogelse af mindst 10 handyr og 10 hundyr pr. gruppe ved 3,
6 og 12 méneder og ved forsegsafslutning (hvis senere end 12 méneder), og de samme dyr anvendes i hele
forsaget. 1 forsag med mus skal der evt. bruges satellitdyr for at kunne udfere alle de kravede hematologiske
undersogelser (se afsnit 18). I forsag med ikke-gnavere udtages prover fra et mindre antal dyr (f.eks. 4 dyr pr.
keon og pr. gruppe i hundeforseg) ved mellemliggende provetagningstidspunkter og ved forsegsafslutning som
beskrevet for gnavere. Médlinger ved 3 maneder foretages ikke hos hverken gnavere eller ikke-gnavere, hvis der
ikke er konstateret virkninger pa hematologiske parametre i et tidligere 90-dages forseg gennemfort ved hjalp af
sammenlignelige dosisniveauer. Blodprever udtages fra et udpeget sted, f.cks. ved hjertepunktur eller fra retro-
orbital sinus, under bedovelse.

Folgende parametre ber underseges (30): total og differential leucocyttalling, erythrocyttelling, blodpladetzlling,
hamoglobinkoncentration, hamatokrit, middelcellevolumen (MCV), middelcelleheemoglobin (MCH), middelcelle-
hamoglobinkoncentration (MCHC), protrombintid og aktiveret partiel tromboplastintid. Andre parametre for
hamatologi, som f.eks. Heinz-legemer eller andre atypiske parametre for erythrocytmorfologi eller methaemog-
lobin, kan males athaengigt af testkemikaliets toksicitet. Generelt ber der benyttes en fleksibel tilgang athangigt
af de observerede ogfeller forventede virkninger af et givet testkemikalie. Hvis testkemikaliet har indvirkning pa
det hemopoietiske system, kan retikulocyttallinger og knoglemarvcytologi ogsé vere indiceret, selv om de ikke
skal foretages rutinemassigt.



19.3.2014

Den Europaiske Unions Tidende

L 81/73

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Klinisk kemiske mélinger med henblik pd undersegelse af toksisk virkning pd vav og specielt p& nyrer og lever
skal foretages pa blodprever taget fra mindst 10 handyr og 10 hundyr pr. gruppe med samme tidsintervaller
som de hematologiske undersegelser og med anvendelse af de samme dyr i hele forseget. I forsag med mus skal
der evt. bruges satellitdyr for at kunne udfere alle de kreevede klinisk kemiske mélinger. I forsog med ikke-
gnavere udtages prover fra et mindre antal dyr (f.eks. fire dyr pr. ken og pr. gruppe i hundeforseg) ved
mellemliggende provetagningstidspunkter og ved forsegsafslutning som beskrevet for gnavere. Malinger ved 3
méneder foretages ikke hos hverken gnavere eller ikke-gnavere, hvis der ikke er konstateret virkninger pa klinisk-
biokemiske parametre i et tidligere 90-dages forseg gennemfort ved hjalp af sammenlignelige dosisniveauer.
Dyrene (dog ikke mus) ber faste inden blodprevetagning. Folgende parametre bor undersages (30): glukose, urea
(urinstof), kreatinin, total protein, albumin, kalcium, natrium, kalium, total kolesterol, mindst to relevante test
med henblik pd hepatocelluler evaluering (alanin-aminotransferase, aspartat-aminotransferase, glutamat-dehydro-
genase og totale galdesyrer) (31) og mindst to relevante test med henblik pd hepatobilieer evaluering (alkalisk
fosfatase, gamma-glutamyl-transferase, 5'-nucleotidase, total bilirubin og totale galdesyrer) (31). Andre klinisk-
kemiske parametre, som f.eks. fastende triglycerider, specielle hormoner og kolinesterase, kan males afhangigt af
testkemikaliets toksicitet. Der skal generelt benyttes en fleksibel tilgang afhangigt af den observerede ogfeller
forventede virkning af et testkemikalie.

Urinanalyser udferes pad mindst 10 handyr og 10 hundyr pr. gruppe med samme tidsintervaller som de
hamatologiske og klinisk-kemiske undersogelser. Malinger ved 3 mdneder foretages ikke, hvis der ikke er
konstateret virkninger pd urinanalyse i et tidligere 90-dages forseg gennemfort ved hjelp af sammenlignelige
dosisniveauer. Folgende liste over parametre indgik i en ekspertanbefaling vedrerende Kliniske patologiforseg
(30): udseende, volumen, osmolalitet eller vaegtfylde, pH, total protein og glukose. Andre parametre omfatter
keton, urobilinogen, bilirubin og hematuri. Andre parametre kan inkluderes, hvis det er nedvendigt at udvide
undersogelsen af en eller flere observerede virkninger.

Der er generel enighed om, at hamatologiske og Klinisk-biokemiske baselinevariabler er nedvendige inden
behandling i forbindelse med hundeforseg, men de er ikke nedvendige i forseg med gnavere (30). Hvis de
historiske baselinedata (se afsnit 50) er utilstrakkelige, bor det overvejes at fremskaffe sddanne data.

Patologi
Makroskopisk obduktion

Alle dyr, som indgér i forseget, skal have udfert en fuldstaendig, detaljeret makroskopisk obduktion, hvilket
inkluderer omhyggelig undersogelse af alle overflader, alle dbninger, og kraniets, brystkassens og abdomens
kaviteter og deres indhold. Der kan dog ogsd medtages reserver (i grupperne for aflivning under forseget) til
malinger alene af specifikke negleparametre, som f.eks. neurotoksicitet eller immunotoksicitet (se afsnit 19).
Disse dyr underkastes dog ikke obduktion og de fremgangsmdder, der er beskrevet i det folgende. Sentineldyr
skal evt. obduceres, men det afgores af forsegslederen i hvert enkelt tilfelde.

Organvaegte registreres for alle dyr, bortset fra dyr som er udelukket i medfer af sidste del af afsnit 45. Binyrer,
hjerne, bitestikler, hjerte, nyrer, lever, ovarier, milt, testikler, skjoldbruskkirtel (vejet efter fiksering, med para-
tyreoideae) og uterus skal pa alle dyr renses for andet vedhangende vav som beherigt (undtaget er de dyr, der
findes deende ogleller aflives undervejs i forsoget) og vejes snarest muligt efter dissektionen for at undgd
udterring. [ forsag med mus er vejningen af binyrer valgfri.

Folgende vev skal praserveres ved hjalp af det mest passende fikseringsmiddel bdde med henblik pd vevstypen
og den folgende histopatologiske undersogelse (se afsnit 32) (vav i kantet parentes er valgfrit):

Alle storre lasioner Hjerte Bugspytkirtel Mavesak (formave,
kirtelmave)

Binyrer Tleum Biskjoldbruskkirtel [Taender]

Aorta Jejunum Perifer nerve Testikler

Hjerne (herunder udsnit af | Nyre Hypofyse Brisler

cerebrum, cerebellum og

medulla/pons)

Caecum Térekirtel (ekstraorbital) | Prostata Skjoldbruskkirtel

Cervix Lever Rectum [Tunge]
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Prostata anterior Lunge Spytkirtel Luftror
Tyktarm Lymfeknuder (bade Vesiculae seminales Urinblare
overfladiske og dybe)
Duodenum Brystkirtel (obligatorisk | Skeletmuskel Uterus med cervix
for hundyr og, hvis de er
synligt dissekerbare, for
handyr)
Epididymis [@vre luftveje, herunder | Hud [Ureter]
nase, muslingeben og
paranasale sinusser]
Gje (herunder retina) @sofagus Rygmarv (pd tre [Urethra]
niveauer: (cervikal, midt-
torakal og lumbal)
[Femur med led] [Bulbus olfactorius] Milt Vagina
Galdeblere (for andre arter | Aggestok [Sternum] Sektion af knoglemarven

end rotte)

og/eller frisk knoglemarv-

saspirat

Harderian-kirtel

[ tilfelde af parrede organer, f.eks. nyrer og binyrer, praserveres begge organer. Kliniske og andre fund kan
foranledige undersogelse af andet vaev. Ogsé sarlige organer, der sandsynligvis kan veere mal for testkemikaliets
kendte virkninger, ber praserveres. I forseg, der omfatter dermal applikation, skal de organer, der er opfert pa
listen over organer til praservation ved oral administration, praserveres, og specifik provetagning og preeserva-
tion af huden fra applikationsstedet skal foretages. I inhalationsforseg skal listen over vav, der skal praserveres
og undersoges fra luftvejene, folge anbefalingerne i kapitel B.8 i dette bilag (8) og kapitel B.29 i dette bilag (9).
For andre organer[vav (og i tilleg til de vav, der specifikt er praserveret fra luftvejene) skal de organer, der er
anfort for oral administration, undersoges.

Histopatologi

Der foreligger vejledning om bedste praksis i forbindelse med gennemforelsen af toksikologiske patologiforseg
(32). De histopatologiske undersegelser skal som minimum omfatte:

— alle vav fra hejdosis- og kontrolgruppen

— alle vaev fra dyr, som er dede eller aflivet under forseget

— alle vav, som udviser makroskopiske abnormiteter

— mélvav eller vav, der udviser behandlingsrelaterede forandringer i hejdosisgruppen, fra dyr i alle andre
dosisgrupper

— i tilfelde af parrede organer, f.eks. nyrer og binyrer, praserveres begge organer.

DATA OG RAPPORTERING
Data

Der skal fremlagges data for de enkelte dyr for alle evaluerede parametre. Yderligere skal alle data opsummeres i
tabeller, der for hver testgruppe viser antal dyr ved forsegets begyndelse, antal dyr fundne dede i lobet af testen
eller aflivede af humane grunde og tidspunktet for deres ded, det antal dyr, der udviser tegn pa toksicitet, en
beskrivelse af disse tegn, inklusive tidspunktet for deres begyndelse, deres varighed og toksicitetsgraden; det antal
dyr, der har lesioner, typen af lesioner og den procentdel af dyrene, der udviser de forskellige typer af laesion.
oversigtstabeller anfores middel- og standardafvigelser (for kontinuerlige testdata) for dyr, der udviser toksiske
virkninger eller leesioner, samt gradueringen af laesioner.
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Historiske kontroldata kan vare vardifulde i forbindelse med fortolkningen af forsegsresultaterne, f.eks. hvis der
er tegn pa, at data fra de samtidige kontroller er vasentligt afvigende i forhold til nylige data fra kontroldyr fra
samme forsggslaboratorium/koloni. Historiske kontroldata, som evalueres, bar vare indgivet fra samme labora-
torium og vedrere dyr af samme alder og stamme og vere genereret inden for fem &r forud for det aktuelle
forseg.

Hvor det er muligt, skal tallene evalueres ved hjalp af en passende og accepteret statistisk metode. Den statistiske
metode og de data, der skal analyseres med den, skal valges under planlegningen af forseget (se afsnit 8). Ved
udvelgelse bor der tages behov for evt. justeringer for overlevelse.

Testrapport

Testrapporten ber indeholde folgende oplysninger:

Testkemikalie:

— fysiske egenskaber, renhedsgrad og fysisk-kemiske egenskaber

— identifikationsdata

— testkemikaliets kilde

— batchnummer

— certifikat for kemisk analyse.

For eventuelt vehikel:

— begrundelse for valg af vehikel, hvis dette ikke er vand.

For forsogsdyrene:

— anvendt art/stamme og begrundelse for anvendelse

— dyrenes antal, ken og alder ved forsogets begyndelse

— herkomst, miljebetingelser, kost osv.

— de enkelte dyrs veegt ved forsagets begyndelse.

Testbetingelser:

— begrundelse for valg af administrationsvej og dosis

— de statistiske metoder, der er anvendt til dataanalyse, hvis relevant

— oplysninger om formuleringen af testkemikalie/fodertilberedning

— analysedata om opndet koncentration, stabilitet og homogenitet for tilberedningen
— administrationsvej og narmere oplysninger om administrationen af testkemikaliet
— eksponering gennem nasen og helkropseksponering for inhalationsforseg

— faktiske doser (mg/kg kropsvagt/dag) og omregningsfaktor fra testkemikaliets koncentration i foder/vand
(mg/kg eller ppm) til faktisk dosis, hvis muligt

— narmere oplysninger om foderets og vandets kvalitet.
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Resultater (opsummerende data og data for individuelle dyr opstilles i tabelform):

— data om overlevelse

— kropsvaegt og endringer i kropsvaegt

— foderindtagelse, beregning af foderudnyttelse og indtagelse af vand, hvis muligt
— data vedrorende toksicitet sat over for ken og dosis, inklusive toksicitetstegnene

— art, incidens (og, hvis vurderet svaerhedsgrad) og varighed af kliniske symptomer (hvad enten disse er
reversible eller ikke)

— oftalmologisk undersagelse

— hamatologiske malinger

— klinisk-biokemiske malinger

— urinanalyser

— resultat af undersogelser af neurotoksicitet eller immunotoksicitet
— kropsvagt ved forsegets afslutning

— organvagt (og deres forhold, hvis relevant)

— obduktionsfund

— en detaljeret beskrivelse af alle behandlingsrelaterede histopatologiske fund
— data for absorption, hvis de forefindes.

Evt. statistisk behandling af resultaterne

Diskussioner af resultater, herunder:

— forhold mellem dosis og respons

— overvejelse af oplysninger om virkningsmade

— diskussion af tilgange til modellering

— bestemmelse af BMD, NOAEL eller LOAEL

— historiske kontroldata

— relevans for mennesker.
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Tilleg 1

DEFINITIONER

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjalp af denne testmetode.«

6) Kapitel B.32 og B.33 affattes séledes:

»B.32. KARCINOGENICITETSFORSOG

INDLEDNING

Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 451 (2009). Den oprindelige TG 451 vedrerende
karcinogenicitetsforseg blev vedtaget i 1981. Denne reviderede testmetode B.32 blev udviklet for at tage
hejde for den seneste udvikling pa omrddet for dyrevelfeerd og lovgivningskrav (2) (3) (4) (5) (6). Denne
testmetode B.32 er opdateret parallelt med revisionen af kapitel B.30 i dette bilag (Forseg vedrerende kronisk
toksicitet) og kapitel B.33 i dette bilag (Kombineret forsag vedrerende karcinogenicitet/kronisk toksicitet) med
det formdl at fremskaffe yderligere oplysninger fra de dyr, der bruges i forseget, og flere oplysninger om
dosisvalg. Denne testmetode B.32 er designet, sd den kan bruges til test af en bred vifte af kemikalier, herunder
pesticider og industrikemikalier. Det skal dog bemarkes, at andre oplysninger og krav kan vare geldende for
leegemidler (se International Conference on Harmonisation (ICH) Guidance S1B on Testing for Carcinogenicity of
Pharmaceuticals).

De fleste karcinogenicitetsforseg gennemfores ved hjalp af gnaverarter, og det er derfor hensigten, at denne
testmetode primert anvendes i forseg pd sddanne arter. Hvis sddanne forseg er nedvendige pé ikke-gnavere, kan
testmetodens principper og fremgangsmdder anvendes sammen med de principper og fremgangsmader, der er
beskrevet i kapitel B.27 i dette bilag (Subkronisk oral toksicitetstest — et 90-dages forseg over gentagne orale
dosers toksicitet pd ikke-gnavere, med de nedvendige andringer. Yderligere vejledning findes i OECD Guidance
Document No. 116 (7).

De tre primere administrationsveje i karcinogenicitetsforseg er oral indgift, dermal applikation og inhalation.
Valget af administrationsvej afhanger af testkemikaliets fysisk-kemiske karakteristika og den méde, hvorpa
mennesker primeert eksponeres for testkemikaliet. Yderligere oplysninger om valg af administrationsvej findes
i Guidance Document No. 116 (7).

Denne testmetode fokuserer pé oral eksponering, den administrationsvej, der oftest bruges i karcinogenicitets-
forseg. Karcinogenicitetsforseg, der involverer eksponering via inhalation eller dermal applikation, kan ogsa vere
noedvendige i forbindelse med vurdering af risici for menneskers sundhed og/eller pakravet i medfer af lovgiv-
ningen, men betydelig teknisk kompleksitet er forbundet med begge cksponeringsveje. Sddanne forseg skal
designes i hvert enkelt tilfelde, selv om den testmetode, der er beskrevet her til vurdering og evaluering af
karcinogenicitet ved oral administration, kan bruges som udgangspunkt for en protokol for inhalationsforsag
ogleller dermale forseg, hvad angdr anbefalinger vedrerende behandlingsperioder, kliniske og patologiske para-
metre osv. Der findes OECD-vejledninger om administration af testkemikalier ved hjeelp af dermal applikation (7)
og inhalation (7) (8). Kapitel B.8 i dette bilag (9) og kapitel B.29 i dette bilag (10) ber sammen med OECD
Guidance Document on Acute Inhalation Testing (8) specifikt anvendes ved design af forseg med lengere
varighed, der involverer eksponering via inhalation. Kapitel B.9 i dette bilag (11) anvendes, hvis forseget vedrorer
dermal applikation.

Karcinogenicitetsforsaget skaffer viden om mulige sundhedsfarer, som kan opstd ved gentagen eksponering i
lobet af en periode, der kan vare de anvendte arters levetid. Forseget tilvejebringer oplysninger om de toksiske
virkninger af testkemikaliet, herunder potentiel karcinogenicitet, og kan pege p4, hvilke organer der rammes, og
muligheden for akkumulation. Det kan ogsé give et estimat af niveauet uden observerbare negative effekter
(NOAEL) og, i tilfaelde af ikke-genotoksiske karcinogener, af tumorrespons, som kan anvendes ved fastsattelse af
sikkerhedskriterier for menneskers eksponering. Nedvendigheden af omhyggelig klinisk observation af dyrene for
at opnd sterst mulig viden bliver ligeledes understreget.

De forsagsformal, der er omfattet af denne testmetode, omfatter:

— identifikation af et testkemikalies karcinogene egenskaber, der forer til en eget incidens af neoplasmer, aget
andel af ondartede neoplasmer eller en reduktion i tiden til forekomsten af neoplasmer sammenlignet med
samtidige kontrolgrupper

— identifikation af malorganer for karcinogenicitet

— identifikation af tid til fremkomst af neoplasmer
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— karakterisering af forholdet mellem dosis-respons og tumor

— identifikation af NOAEL eller udgangspunkt for fastleggelse af benchmark-dosis (BMD)

— ckstrapolering af karcinogene virkninger til eksponeringsniveauer for mennesker ved lav dosis

— data til testhypoteser vedrorende virkningsmade (2) (7) (12) (13) (14) (15).

INDLEDENDE OVERVEJELSER

Ved vurderingen og evalueringen af den potentielle karcinogenicitet af et testkemikalie inddrages alle tilgeengelige
informationer om testkemikaliet af testlaboratoriet inden gennemforelsen af forseget, sdledes at forseget foku-
seres pé effektiv test af potentialet for karcinogenicitet, og sdledes at omfanget af dyreforseg minimeres. Infor-
mation om og overvejelse af virkningsmaden for et mistenkt karcinogen (2) (7) (12) (13) (14) (15) er serlig
vigtig, fordi det optimale design kan variere, afhangigt af om testkemikaliet er et kendt eller mistankt geno-
toksisk karcinogen. Yderligere vejledning om overvejelser vedrorende virkningsmade findes i Guidance Document
No. 116 (7).

Informationer, der kan hjelpe med at fastleegge forsegsdesignet, omfatter testkemikaliets identitet, kemiske
struktur og fysisk-kemiske egenskaber, resultater af in vitro- eller in vivo-toksicitetstest, herunder genotoksici-
tetstest, forventede anvendelser og potentialet for human eksponering, tilgaengelige (Q)SAR-data, data om
mutagenicitet/genotoksicitet og toksikologiske data vedrerende strukturelt relaterede kemikalier, tilgaengelige
toksikokinetiske data (kinetiske data ved enkelt og gentagen eksponering) samt data udledt af andre forseg
med gentagen eksponering. Vurderingen af karcinogenicitet ber udferes, nir indledende informationer om
toksicitet er indhentet fra 28-dages eller 90-dages toksicitetstest med gentagen dosering. Kortvarige test med
cancerinitiering-/fremme kan ogsd give nyttige oplysninger. Det ber overvejes at benytte en faseinddelt testtilgang
til karcinogenicitetstest som et led i den overordnede vurdering af de potentielle sundhedsskadelige virkninger af
et bestemt testkemikalie (16) (17) (18) (19).

De statistiske metoder, der i betragtning af forsegsdesignet og -formalene er mest relevante til analyse af
resultater, fastleegges, inden forsoget pabegyndes. Det skal bla. overvejes, om statistikkerne skal omfatte justering
for overlevelse, analyse af kumulative tumorrisici i forhold til overlevelsesvarighed, analyse af tid til tumor og
analyse i tilfaelde af afslutning af en eller flere grupper for tid. Vejledning om relevante statistiske analyser og
noglereferencer til internationalt anerkendte statistiske metoder findes i Guidance Document No. 116 (7) og
Guidance Document No. 35 (20).

Naér et karcinogenicitetsforseg gennemfores, skal de vejledende principper og overvejelser, der er beskrevet i
OECD Guidance Document No. 19 (21), navnlig afsnit 62, altid felges. I det afsnit anfores folgende: »I forseg,
der omfatter gentagen dosering, hvor et dyr udviser kliniske tegn, som er progressive og forer til yderligere
forveerring, treeffes der en informeret beslutning om, hvorvidt dyret skal aflives. Beslutningen ber baseres pé en
overvejelse af veerdien af de oplysninger, der kan indhentes, hvis dyret beholdes i forseget, i forhold til dets
generelle tilstand. Hvis det besluttes at beholde dyret i forseget, eges frekvensen af observationer efter behov.
Uden at pévirke testens formal kan det ogsé veere muligt midlertidigt at stoppe doseringen, hvis det letter dyrets
smerte eller lidelse, eller at reducere testdosisc.

Detaljeret vejledning om og diskussion af principperne for dosisvalg i forseg vedrerende kronisk toksicitet og
karcinogenicitet findes i Guidance Document No. 116 (7) og to publikationer fra International Life Sciences
Institute (22) (23). Den centrale strategi for dosisvalg afhenger af forsegets primaere mél (afsnit 6). Ved valg af
hensigtsmaessige dosisniveauer skal der sikres en balance mellem pé den ene side farescreening og pa den anden
side karakterisering af lavdosisrespons og deres relevans. Dette er isar relevant, hvis der gennemferes et kombi-
neret forseg vedrorende kronisk toksicitet og karcinogenicitet (kapitel B.33 i dette bilag) (afsnit 12).

Det bor overvejes at udfere et kombineret forseg vedrerende bade kronisk toksicitet og karcinogenicitet (kapitel
B.33 i dette bilag) i stedet for at udfere et separat forseg vedrorende kronisk toksicitet (kapitel B.30 i dette bilag)
og et separat karcinogenicitetsforseg (denne testmetode B.32). Den kombinerede test sparer bade tid og omkost-
ninger i forhold til gennemforelsen af to separate forseg, uden at det kompromitterer kvaliteten af data i den
kroniske fase eller fasen vedrerende karcinogenicitet. Principperne for dosisvalg (afsnit 11 og 22-25) ber dog
overvejes noje ved gennemforelsen af et kombineret forseg vedrerende bide kronisk toksicitet og karcinogeni-
citet (kapitel B.33 i dette bilag), og det anerkendes ogsd, at separate forseg kan vare nedvendige for at overholde
visse lovgivningsbestemmelser.
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18.

De definitioner, der anvendes i forbindelse med denne testmetode, er anfort i slutningen af dette kapitel og i
Guidance Document No. 116 (7).

TESTENS PRINCIP

Testkemikaliet administreres normalt oralt dagligt i forskellige doser til forskellige grupper af forsegsdyr i stor-
stedelen af deres levetid. Test ved inhalation eller dermal applikation ogsd kan anvendes. Dyrene observeres ngje
for tegn pé toksicitet og for udvikling af neoplastiske lesioner. Dyr, der der eller aflives under forsoget,
obduceres, og de overlevende dyr aflives og obduceres ved forsegets afslutning.

BESKRIVELSE AF METODEN
Valg af dyreart

Denne testmetode omfatter primert vurdering og evaluering af karcinogenicitet hos gnavere (afsnit 2). Brugen af
ikke-gnavere kan overvejes, hvis de tilgaengelige data viser, at de er mere relevante for forudsigelsen af sund-
hedsvirkningerne hos mennesker. Valget af dyreart skal begrundes. Den foretrukne gnaverart er rotten, men
andre gnaverarter, f.eks. mus, kan anvendes. Selv om anvendelsen af mus i karcinogenicitetstest oftest er af
begranset nytte (24) (25) (26), kraves forseg pd mus stadig i henhold til visse lovgivningsbestemmelser,
medmindre det pdvises, at et sddant forseg ikke er videnskabeligt nedvendigt. Rotter og mus er de foretrukne
forsegsmodeller p& grund af deres relativt korte levetid, deres udbredte anvendelse i farmakologiske og toksi-
kologiske forsag, deres modtagelighed for tumorinduktion og tilgengeligheden af tilstrakkeligt karakteriserede
stammer. Som folge af disse karakteristika findes der en stor mengde data om deres fysiologi og patologi.
Yderligere oplysninger om valg af dyreart og -stamme findes i OECD Guidance Document No. 116 (7).

Der anvendes unge raske dyr af sedvanligt benyttede laboratoriestammer. Karcinogenicitetsforseget ber gennem-
fores pd dyr af samme stamme og herkomst som de dyr, der blev anvendt i forforsegene af kortere varighed.
Hvis det vides, at dyr af denne stamme og herkomst giver problemer med at opfylde de accepterede kriterier for
overlevelse i langvarige forseg [se Guidance Document No. 116 (7)], ber det overvejes at bruge en stamme, der
har en acceptabel overlevelsesfrekvens, til det langvarige forseg. Hundyrene mé ikke have fodt og ma ikke vare
draegtige.

Opbevaring og fodring

Dyrene kan anbringes enkeltvis eller i bure med smé grupper af samme keon. Enkeltvis anbringelse ber kun
anvendes, hvis det er videnskabeligt begrundet (27) (28) (29). Burene ber anbringes pd en sidan made, at deres
placering fir mindst mulig indvirkning. Temperaturen i forsegsdyrrummet skal vere 22 °C (£ 3 °C). Den relative
luftfugtighed skal veere mindst 30 % og ikke over 70 % bortset fra under rengering af rummet, men 50-60 % bor
tilstraebes. Belysningen skal veere kunstig og bestd af 12 timers lys og 12 timers morke. Som foder kan anvendes
sedvanligt laboratoriefoder med fri adgang til drikkevand. Foderet skal opfylde alle de ernaringskrav, som den
pagaldende art af forsegsdyr stiller, og indholdet af forureninger i foderet, herunder, men ikke begrenset til
pesticidrester, persistente organiske miljogifte, fytogstrogener, tungmetaller og mycotoksiner, der kan pavirke
testresultatet, skal veere s lavt som muligt. Analytiske oplysninger om ernzring og koncentration af forurenende
stoffer i foderet genereres periodisk, som minimum i begyndelsen af forseget og derefter, ndr der sker a@ndringer
i det anvendte parti, og de registreres i den endelige rapport. Analytiske oplysninger om det anvendte drikkevand
i forsoget bor ogsd anfores. Ved valg af foder kan der tages hensyn til nedvendigheden af at sikre passende
iblanding af testkemikaliet og opfylde dyrenes ernaeringsbehov, nir denne administrationsmade anvendes.

Forberedelse af dyrene

Der anvendes raske dyr, som er akklimatiseret til laboratoriemiljeet i mindst syv degn og ikke tidligere er indgaet
i forseg. Hvis der anvendes gnavere, ber doseringen indledes snarest efter fravaenning og akklimatisering, og helst
inden dyrene er otte uger gamle. Forsogsdyrene skal vare karakteriseret med hensyn til art, stamme, oprindelse,
kon, vagt og alder. Ved forsagets begyndelse skal vagtvariationen for hvert ken af det anvendte dyr vare mindst
mulig og méd for hvert ken ikke overstige * 20 % af gennemsnitsvaegten for alle dyr i forseget. Dyrene
randomiseres til henholdsvis kontrol og behandlingsgruppe. Efter randomisering ber der for hvert ken ikke
vare signifikante forskelle i den gennemsnitlige kropsvagt mellem grupperne. Hvis der er statistisk signifikante
forskelle, gentages randomiseringstrinnet, hvis det er muligt. Hvert dyr tildeles et unikt identifikationsnummer og
markes permanent med dette nummer ved hjlp af tatovering, mikrochipimplantation eller anden egnet metode.
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FREMGANGSMADE
Dyrenes antal og ken

Begge kon anvendes. Der anvendes et antal dyr, der sikrer, at der kan foretages en grundig biologisk og statistisk
evaluering. Hver dosisgruppe og samtidig kontrolgruppe skal derfor bestd af mindst 50 dyr af hvert ken.
Afhaengigt af formdlet med forseget kan den statistiske styrke af neogleestimater foreges ved differentielt og
ulige at tildele dyr til de forskellige dosisgrupper, idet der tildeles mere end 50 dyr til lavdosisgrupperne, f.eks. for
at skennedet karcinogene potentiale ved lave doser. Det skal dog anerkendes, at en moderat foregelse af
gruppestorrelsen kun vil give en forholdsvis lille foregelse af forsegets statistiske styrke. Yderligere oplysninger
om forsegets statistiske design og valg af dosisniveauer med henblik pa at maksimere den statistiske styrke findes
i Guidance Document No. 116 (7).

Reserve til aflivninger under forseget og satellitgrupper (sentineldyr)

Forsgget kan omfatte reserver til aflivninger under forseget, f.eks. ved 12 maneder, for at fremskaffe oplysninger
om progression af neoplastiske forandringer og mekanistisk information, hvis det er videnskabeligt begrundet.
Hvis sddanne oplysninger allerede er tilgaengelige fra tidligere toksicitetsforseg med gentagen dosering
vedrerende testkemikaliet, er aflivninger under forsaget muligvis ikke videnskabeligt begrundet. Hvis aflivninger
under forspget indgdr i forsegsdesignet, skal antallet af dyr i hver dosisgruppe, som planlaegges aflivet under
forseget, normalt veere 10 dyr pr. ken, og det samlede antal dyr i forsegsdesignet foreges med det antal dyr, der
planlegges aflivet inden forsegets afslutning. En yderligere gruppe af sentineldyr (typisk 5 dyr pr. ken) kan om
nedvendigt ogsd inkluderes med henblik pa overvigning af sygdomsstatus i lgbet af forseget (30). Narmere
detaljer findes i Guidance Document No. 116 (7).

Dosisgrupper og dosering

Vejledning om alle aspekter af dosisvalg og intervaller mellem dosisniveauer findes i Guidance Document No.
116 (7). Der skal veere mindst tre dosisgrupper og en sidelobende kontrolgruppe. Dosisniveauer baseres generelt
pa resultaterne af forseg med gentagen dosis af kortere varighed eller dosisbestemmende forseg (»range finding«)
og skal tage hensyn til kendte toksikologiske og toksokinetiske data for testkemikaliet eller tilsvarende kemika-
lier.

Medmindre der optrader begreensninger som folge af testkemikaliets fysisk-kemiske tilstand eller biologiske
egenskaber, valges det hejeste dosisniveau, som gor det muligt at identificere de primare malorganer og
samtidig undga lidelse, sveere toksiske virkninger, morbiditet eller dod. Under hensyntagen til de faktorer, der
er anfort i afsnit 23, valges normalt det hojeste dosisniveau, der fremkalder toksicitetstegn f.eks. en formind-
skelse af kropsvaegten (mindre end 10 %). Afhangigt af forsegets formdl (se afsnit 6) kan der dog valges en
hejeste dosis, der er lavere end den dosis, der fremkalder toksicitetstegn, f.eks. hvis en dosis fremkalder en negativ
virkning, som giver anledning til bekymring, men alligevel har ringe indvirkning pé levetid eller kropsvaegt.

Dosisniveauer og dosisintervaller kan velges, sé der fastleegges et forhold mellem dosis og respons og, athangigt
af testkemikaliets virkningsmade, en NOAEL eller et andet onsket resultat af forsoget, f.eks. en BMD (se afsnit
25) pa det laveste dosisniveau. Faktorer, der skal tages i overvejelse ved fastleggelsen af de laveste doser, omfatter
dosis-responskurvens forventede haldning, de doser, hvor der kan forekomme vigtige forandringer i metabolis-
men, eller den toksiske virkning, hvor en terskel forventes, eller hvor et udgangspunkt for lavdosisekstrapolation
forventes.

Det valgte dosisinterval afhanger af testkemikaliets karakteristika og kan ikke beskrives i denne testmetode, men
to- til firedobbelte intervaller er ofte bedst til fastlaeggelse af faldende dosissterrelser, og tilfojelse af en fjerde
testgruppe er ofte at foretreekke frem for brug af meget store intervaller (f.eks. mere end en faktor pa 6-10)
mellem dosissterrelserne. Faktorer pd mere end 10 ber generelt undgds og skal i givet fald begrundes.

Som beskrevet i Guidance Document No. 116 (7) skal felgende bla. overvejes i forbindelse med dosisvalg:

— kendte eller mistaenkte ikke-lineariteter eller inflektionspunkter i dosis-respons

— toksikokinetik og dosisintervaller, hvor metabolisk induktion, maetning eller ikke-linearitet mellem eksterne
og interne doser forekommer eller ikke forekommer

— pracursorlasioner, virkningsmarkerer eller indikatorer for underliggende biologiske negleprocessers virkning

— vigtige (eller mistaenkte) aspekter af virkningsméde, som f.eks. dosis, hvorved cytotoksicitet begynder at stige,
hormonniveauer forstyrres, homestatiske mekanismer belastes osv.
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28.

29.

30.

31.

— omrader af dosis-responskurven, hvor der kraves serlig robust estimering, f.eks. i intervaller for den forven-
tede BMD eller en mistenkt taerskel

— overvejelse af forventede eksponeringsniveauer for mennesker.

Kontrolgruppen skal vare ubehandlet eller behandles med vehikel, hvis et sddant anvendes til administration af
testkemikaliet. Bortset fra behandling med testkemikaliet skal dyrene i kontrolgruppen handteres pd samme made
som dyrene i testgrupperne. Hvis der anvendes et vehikel, doseres kontrolgruppen med vehiklet i det storste
anvendte volumen blandt dosisgrupperne. Hvis et testkemikalie administreret i foderet medferer veesentligt
reduceret fodeindtagelse pa grund af foderets dérligere smag, kan det vere nyttigt med en kontrolgruppe, der
parallelfodres.

Fremstilling af doser og administration af testkemikalie

Testkemikaliet indgives normalt oralt via foderet eller drikkevandet eller gennem sonde. Yderligere oplysninger
om administrationsveje og -metoder findes i OECD Guidance Document No. 116 (7). Valget af administra-
tionsvej og -metode athaenger af formalet med forseget, testkemikaliets fysisk-kemiske karakteristika, dets bio-
tilgaengelighed og den méde, hvorpa mennesker primart eksponeres for testkemikaliet. Der gives en begrundelse
for den valgte administrationsvej og -metode. Af hensyn til dyrevelfeerden ber oral sonde kun anvendes i
forbindelse med stoffer, for hvilke denne administrationsvej og -metode med rimelighed reprasenterer en
potentiel eksponeringsmdde for mennesker (f.eks. leegemidler). I forbindelse med kemikalier, der bruges i fode-
varer eller miljoet, administreres testkemikaliet typisk via foderet eller drikkevandet. I nogle scenarier, f.eks.
erhvervsmaessig eksponering, kan andre administrationsveje vare mere hensigtsmassige.

Om nedvendigt opleses eller opslemmes testkemikaliet i et egnet vehikel. For vehiklet og andre tilsatnings-
stoffer skal folgende karakteristika tages i betragtning: dets effekt pa testkemikaliets absorption, fordeling,
metabolisme og retention, dets indvirkning pd testkemikaliets kemiske egenskaber med deraf folgende
endring af dettes toksiske egenskaber, og dets indvirkning pd dyrenes fede- og vandindtagelse og ernarings-
tilstand. Det anbefales, at man som forste valg vurderer muligheden af at benytte en vandig oplesning/sus-
pension, derefter en oplesning/suspension i olie (f.eks. majsolie) og forst derefter eventuel oplesning i andre
vehikler. For andre vehikler end vand ber vehiklets toksiske egenskaber vare kendt. Der ber forefindes oplys-
ninger om testkemikaliets stabilitet og homogeniteten af doseringsoplesninger eller foder (hvis det er relevant)
ved den anvendte administrationsform (f.eks. gennem foder).

For testkemikalier, som administreres i foderet eller drikkevandet, er det vigtigt at sikre, at det pagaldende
testkemikalie i den anvendte mangde ikke griber ind i den normale ernarings- eller vandbalance. I langvarige
toksicitetsforseg med administration via foderet méd testkemikaliets koncentration i foderet normalt ikke over-
stige en ogvre grense pa 5% af den samlede fodermeengde for at undgd erneringsmaessige ubalancer. Nar
testkemikaliet administreres i foderet, kan det administreres som en konstant koncentration i foderet (mg/kg
foder eller ppm) eller som en konstant dosissterrelse i forhold til dyrets kropsvagt (mg/kg kropsveegt) beregnet
ugentligt. Det anvendte alternativ anfores.

Ved oral administration gives testkemikaliet dagligt til dyrene (7 dage om ugen) normalt i en periode pi 24
méneder (se ogsd afsnit 32). Ethvert andet dosisregime, f.eks. fem gange ugentlig, skal begrundes. Ved dermal
applikation behandles dyrene normalt med testkemikaliet i mindst seks timer om dagen, syv dage om ugen, som
beskrevet i kapitel B.9 i dette bilag (11), i en periode pd 24 méneder. Eksponering ved inhalation gennemfores
seks timer om dagen, syv dage om ugen, men eksponering fem dage om ugen kan anvendes, hvis det begrundes.
Eksponeringen varer normalt 24 méneder. Hvis andre gnaverarter end rotter eksponeres gennem nasen, kan de
maksimale eksponeringsvarigheder justeres for at minimere artsspecifikke lidelser. Der ber gives en begrundelse,
ndr der anvendes en eksponeringsvarighed pd mindre end seks timer om dagen. Se ogsd kapitel B.8 i dette
bilag (9).

Hvis testkemikaliet indgives med sonde, skal det geres i en enkelt dosis, med anvendelse af en mavesonde eller et
passende intubationsrer p& samme tidspunkt hver dag. Normalt administreres én dosis en gang dagligt. Hvis et
kemikalie f.eks. er et lokalirriterende stof, kan den daglige dosis dog administreres som en deldosis (to gange om
dagen). Den maksimale vaeskemangde, som kan administreres ad gangen, afhanger af forsagsdyrets storrelse.
Volumenet skal vare sd lavt som praktisk muligt og md normalt ikke overstige 1 ml/100 g kropsvagt for
gnavere (31). Variationer i testvolumen skal minimeres ved at justere koncentrationerne, s& der sikres et konstant
volumen ved alle dosisniveauer. Dette galder dog ikke potentielt atsende eller irriterende kemikalier, som skal
fortyndes for at undgd alvorlige lokale virkninger. Test ved koncentrationer, der sandsynligvis kan veere @tsende
eller irriterende for mave-tarmkanalen ber undgés.
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Forsegets varighed

Varigheden af forseget er normalt 24 maneder for gnavere, dvs. sterstedelen af de anvendte dyrs levetid. Der kan
anvendes kortere eller lengere forsegsvarigheder athaengigt af levetiden for den stamme af dyr, der anvendes i
forseget, men varigheden skal begrundes. For bestemte stammer af mus, f.eks. AKR[], C3H/] eller C57BL[6], kan
en varighed pd 18 maneder vare mere hensigtsmaessig. I det folgende gives der oplysninger om forsagsvarighed,
afbrydelse af forseget og overlevelse. Yderligere vejledning, herunder overvejelse af, om negativ karcinogenicitet
kan accepteres i forhold til overlevelse i forseget, findes i OECD Guidance Document No. 116 (7).

— Afbrydelse af forseget skal overvejes, ndr antallet af overlevende i de laveste dosisgrupper eller kontrol-
grupper falder til under 25 %.

— Hvis kun gruppen med den hejeste dosis der for tiden pd grund af toksicitet, bor det ikke medfere afbrydelse
af forsoget.

— Overlevelse vurderes separat for hvert keon.

— Forseget ber ikke forleenges ud over det punkt, hvor dataene fra forseget ikke leengere er tilstrakkelige til at
understotte en statistisk gyldig evaluering.

OBSERVATIONER

Alle dyr kontrolleres for morbiditet eller mortalitet, normalt morgen og aften, alle ugens dage. Dyrene kontrol-
leres desuden en gang om dagen for specifikke tegn af toksikologisk relevans, idet man tager i betragtning,
hvorndr maksimal effekt kan forventes efter sondeindgift. Sarlig opmarksomhed rettes mod udviklingen af
tumorer, og pa tidspunktet for den forste tumordannelse registreres lokalisering, dimensioner, fremtreeden og
progression af hver makroskopisk synlig eller palpabel tumor.

Kropsveegt, foder-/vandindtagelse og foderudnyttelse

Alle dyr vejes ved begyndelsen af behandlingen, mindst én gang om ugen i de forste 13 uger og derefter mindst
én gang om maneden. Foderindtagelse og -udnyttelse males mindst én gang om ugen i de forste 13 uger og
derefter mindst én gang om maneden. Vandindtagelse males mindst én gang om ugen i de forste 13 uger og
derefter mindst én gang om méneden, ndr testkemikaliet administreres i vandet. Maling af vandindtagelse ber
ogsd overvejes i forseg, hvor drikkeaktiviteten sendres.

Heematologiske, klinisk-biokemiske og patologiske undersogelser

For at udlede flest mulige informationer fra forseget, iseer med hensyn til virkningsméde, kan blodprever efter
forsegslederens vurdering udtages med henblik p&d hamatologiske og klinisk-biokemiske undersegelser. Urin-
analyse kan ogsd vare relevant. Yderligere vejledning om fordelene ved at udtage sddanne prover i forbindelse
med karcinogenicitetsforseg findes i Guidance Document No. 116 (7). Hvis det vurderes at vare relevant, kan
blodprever udtages med henblik pd hematologiske og klinisk-biokemiske undersogelser udtagning og urinana-
lyse som en del af aflivningen under forseget (afsnit 20) og ved forsegsafslutning pd mindst 10 dyr pr. ken pr.
gruppe. Blodpraver udtages fra et udpeget sted, f.eks. ved hjertepunktur eller fra retro-orbital sinus, under
bedovelse og opbevares under hensigtsmassige forhold. Blodsmears kan ogsd forberedes til undersogelse,
navnlig hvis knoglemarv tilsyneladende er mélorganet, selv om der ikke er enighed om vardien af en sddan
undersogelse i forbindelse med vurderingen af karcinogent/onkogent potentiale (32).

PATOLOGI
Makroskopisk obduktion

Alle dyr, som indgar i forseget, skal med undtagelse af sentineldyr (se afsnit 20) og andre satellitdyr have udfort
en fuldstendig, detaljeret makroskopisk obduktion, hvilket inkluderer omhyggelig undersogelse af alle overflader,
alle dbninger samt kraniets, brystkassens og abdomens kaviteter og deres indhold. Sentineldyr og andre satellitdyr
skal evt. obduceres, men det afgores af forsggslederen i hvert enkelt tilfalde. Organvagt indgdr normalt ikke i
karcinogenicitetsforseg, da geriatriske forandringer og i senere faser udviklingen af tumorer konfunderer anven-
deligheden af data om organveegt. Organvaegt kan dog vere vigtig til at udfere en weight of evidence-evaluering
og overvejelser vedrerende virkningsmade. Hvis organvagt indgar i et satellitforseg, registreres vardierne senest
et dr efter forsogsstart.

Folgende vav skal praserveres ved hjelp af det mest passende fikseringsmiddel bidde med henblik pa vavstypen
og den folgende histopatologiske undersogelse (se afsnit 33) (vav i kantet parentes er valgfrit):
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Alle storre lasioner Hjerte Bugspytkirtel Mavesxk (formave,
kirtelmave)

Binyrer lleum Biskjoldbruskkirtel [Taender]

Aorta Jejunum Perifer nerve Testikler

Hjerne (herunder udsnit af | Nyre Hypofyse Brisler

cerebrum, cerebellum og

medulla/pons)

Cacum Térekirtel (ekstraorbital) | Prostata Skjoldbruskkirtel

Cervix Lever Rectum [Tunge]

Prostata anterior Lunge Spytkirtel Luftror

Tyktarm Lymfeknuder (bade Vesiculae seminales Urinblaere

overfladiske og dybe)

Duodenum Brystkirtel (obligatorisk | Skeletmuskel Uterus med cervix
for hundyr og, hvis de er
synligt dissekerbare, for
handyr)

Epididymis [Dvre luftveje, herunder | Hud [Ureter]
nase, muslingeben og
paranasale sinusser]

Oje (herunder retina) @sofagus Rygmarv (pa tre [Urethra]
niveauer: (cervikal, midt-
torakal og lumbal)

[Femur med led] [Bulbus olfactorius] Milt Vagina

Galdeblere (for andre arter | Aggestok [Sternum] Sektion af knoglemarven

end rotte) ogleller frisk knoglemarv-
saspirat

Harderian-kirtel

[ tilfelde af parrede organer, f.eks. nyrer og binyrer, praserveres begge organer. Kliniske og andre fund kan
foranledige undersogelse af andet vav. Ogsa serlige organer, der sandsynligvis kan veere mél for testkemikaliets
kendte virkninger, ber praserveres. I forseg, der omfatter dermal applikation, skal de organer, der er opfert pa
listen over organer til praservation ved oral administration, praserveres, og specifik provetagning og preserva-
tion af huden fra applikationsstedet skal foretages. I inhalationsforseg skal listen over vaev, der skal preaserveres
og undersoges fra luftvejene, folge anbefalingerne i kapitel B.8 og B.29 i dette bilag. For andre organer[vaev (og i
tilleg til de veev, der specifikt er praserveret fra luftvejene) skal de organer, der er anfort for oral administration,
undersoges.

Histopatologi

Der foreligger vejledning om bedste praksis i forbindelse med gennemforelsen af toksikologiske patologiforseg
(33). Folgende vaev skal som minimum underseges:

— alle vaev fra hejdosis- og kontrolgruppen
— alle vaev fra dyr, som er dede eller aflivet under forsoget
— alle vaev, som udviser makroskopiske abnormiteter, herunder tumorer

— ndr behandlingsrelaterede histopatologiske forandringer observeres i hegjdosisgruppen, undersages disse vay
fra alle dyr i alle andre dosisgrupper

— i tilfelde af parrede organer, f.eks. nyrer og binyrer, praserveres begge organer.
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DATA OG RAPPORTERING
Data

Der skal fremlaegges data for de enkelte dyr for alle evaluerede parametre. Yderligere skal alle data opsummeres i
tabeller, der for hver testgruppe viser antal dyr ved forsegets begyndelse, antal dyr fundne dede i lobet af testen
eller aflivede af humane grunde og tidspunktet for deres ded, det antal dyr, der udviser tegn pd toksicitet, en
beskrivelse af disse tegn, inklusive tidspunktet for deres begyndelse, deres varighed og toksicitetsgraden; det antal
dyr, der har lesioner, typen af lesioner og den procentdel af dyrene, der udviser de forskellige typer af lesion. I
oversigtstabeller anfores middel- og standardafvigelser (for kontinuerlige testdata) for dyr, der udviser toksiske
virkninger eller leesioner, samt gradueringen af lasioner.

Historiske kontroldata kan vere vardifulde i forbindelse med fortolkningen af forsegsresultaterne, f.eks. hvis der
er tegn pa, at data fra de samtidige kontroller er vasentligt afvigende i forhold til nylige data fra kontroldyr fra
samme forsegslaboratorium/koloni. Historiske kontroldata, som evalueres, ber indgives fra samme laboratorium
og vedrere dyr af samme alder og stamme genereret i de fem ér forud for det aktuelle forsog.

Hvor det er muligt, skal tallene evalueres ved hjalp af en passende og accepteret statistisk metode. Den statistiske
metode og de data, der skal analyseres med den, skal valges under planlegningen af forseget (se afsnit 9). Ved
udvelgelse bor der tages behov for evt. justeringer for overlevelse.

Testrapport

Testrapporten ber indeholde folgende oplysninger:

Testkemikalie:

— fysiske egenskaber, renhedsgrad og fysisk-kemiske egenskaber
— identifikationsdata

— testkemikaliets kilde

— batchnummer

— certifikat for kemisk analyse.

For eventuelt vehikel:

— begrundelse for valg af vehikel, hvis dette ikke er vand.

For forsegsdyrene:

— anvendt art/stamme og begrundelse for anvendelse

— dyrenes antal, alder og ken ved forsegsstart

— herkomst, miljebetingelser, kost osv.

— de enkelte dyrs vegt ved forsegets begyndelse.

Testbetingelser:

— begrundelse for valg af administrationsvej og dosis

— de statistiske metoder, der er anvendt til dataanalyse, hvis relevant
— oplysninger om formuleringen af testkemikalie/fodertilberedning

— analysedata om opndet koncentration, stabilitet og homogenitet for tilberedningen
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— administrationsvej og narmere oplysninger om administrationen af testkemikaliet

— cksponering gennem nasen og helkropseksponering for inhalationsforseg

— faktiske doser (mgfkg kropsvagt/dag) og omregningsfaktor fra testkemikaliets koncentration i foder/vand
(mg/kg eller ppm) til faktisk dosis, hvis muligt

— narmere oplysninger om foderets og vandets kvalitet.

Resultater (opsummerende data og data for individuelle dyr opstilles i tabelform)

Generelt

— data om overlevelse

— kropsvagt og @ndringer i kropsveegt

— foderindtagelse, evt. beregning af foderudnyttelse og indtagelse af vand (hvis relevant)

— toksikokinetiske data (hvis de forefindes)

— oftalmoskopi (hvis tilgengelig)

— hamatologi (hvis tilgengelig)

— klinisk kemi (hvis tilgengelig).

Kliniske fund

— tegn pé toksicitet

— incidens (og svarhedsgrad, hvis de er vurderet) af abnormiteter

— art, svarhedsgrad og varighed af kliniske symptomer (hvad enten disse er forbigdende eller permanente).

Obduktionsdata

— kropsvaegt ved forsegets slutning

— organvagt og deres forhold, hvis relevant

— obduktionsfund; incidens og svarhedsgrad af abnormiteter.

Histopatologi

— ikkeneoplastiske histopatologiske fund

— neoplastiske histopatologiske fund

— korrelation mellem makroskopiske og mikroskopiske fund

— detaljeret beskrivelse af alle behandlingsrelaterede histopatologiske fund, herunder svarhedsgrader
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— rapport om peer review af objektglas.

Evt. statistisk behandling af resultaterne
Diskussioner af resultater, herunder:

— diskussion af tilgange til modellering

— dosis-responsforhold

— historiske kontroldata

— overvejelse af oplysninger om virkningsmade
— bestemmelse af BMD, NOAEL eller LOAEL
— relevans for mennesker.
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Tilleg 1

DEFINITIONER

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjelp af denne testmetode.

B.33. KOMBINERET FORS@G VEDRORENDE KARCINOGENICITET/KRONISK TOKSICITET

INDLEDNING

Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 453 (2009). Den oprindelige TG 453 blev vedtaget i
1981. Denne opdaterede testmetode B.33 blev udviklet for at tage hejde for den seneste udvikling pd omrédet
for dyrevelfeerd og lovgivningskrav (1) (2) (3) (4) (5). Denne testmetode B.33 er opdateret parallelt med
revisionen af kapitel B.32 i dette bilag (Karcinogenicitetsforsag) og kapitel B.30 i dette bilag (Forseg vedrerende
kronisk toksicitet) med det formal at fremskaffe yderligere oplysninger fra de dyr, der bruges i forseget, og flere
oplysninger om dosisvalg. Denne testmetode er designet, sd den kan bruges til test af en bred vifte af kemikalier,
herunder pesticider og industrikemikalier. Det skal dog bemarkes, at andre oplysninger og krav kan veare
galdende for leegemidler (se International Conference on Harmonisation (ICH) Guidance S1B on Testing for
Carcinogenicity of Pharmaceuticals).

De fleste forseg vedrerende kronisk toksicitet og karcinogenicitet gennemfores ved hjalp af gnaverarter, og det
er derfor hensigten, at denne testmetode primert anvendes i forseg pa sddanne arter. Hvis sddanne forseg er
nodvendige pd ikke-gnavere, kan testmetodens principper og fremgangsmader anvendes sammen med de prin-
cipper og fremgangsmdder, der er beskrevet i kapitel B.27 i dette bilag (Subkronisk oral toksicitetstest — et 90-
dages forsog over gentagne orale dosers toksicitet pad ikke-gnavere (6), med de nedvendige andringer som
beskrevet i OECD Guidance Document No. 116 (7).

De tre primaere administrationsveje i forseg vedrerende kronisk toksicitet/karcinogenicitet er oral indgift, dermal
applikation og inhalation. Valget af administrationsvej afhanger af testkemikaliets fysisk-kemiske karakteristika
og den madde, hvorpd mennesker primert eksponeres for testkemikaliet. Yderligere oplysninger om valg af
administrationsvej findes i Guidance Document No. 116 (7).

Denne testmetode fokuserer pd oral eksponering, den administrationsvej, der oftest bruges i forseg vedrorende
kronisk toksicitet og karcinogenicitet. Langvarige forseg, der involverer eksponering via inhalation eller dermal
applikation, kan ogsd vare nedvendige i forbindelse med vurdering af risici for menneskers sundhed og/eller
pakravet i medfor af lovgivningen, men betydelig teknisk kompleksitet er forbundet med begge eksponerings-
veje. Sddanne forsog skal designes i hvert enkelt tilfelde, selv om den testmetode, der er beskrevet her til
vurdering og evaluering af kronisk toksicitet og karcinogenicitet ved oral administration, kan bruges som
udgangspunkt for en protokol for inhalationsforseg og/eller dermale forseg, hvad angdr anbefalinger vedrorende
behandlingsperioder, kliniske og patologiske parametre osv. Der findes OECD-vejledninger om administration af
testkemikalier ved hjeelp af inhalation (7) (8) og dermal applikation (7). Kapitel B.8 i dette bilag (9) og kapitel
B.29 i dette bilag (10) ber sammen med OECD Guidance Document on Acute Inhalation Testing (8) specifikt
anvendes ved design af forsog med lengere varighed, der involverer eksponering via inhalation. Kapitel B.9 i
dette bilag (11) anvendes, hvis forseget vedrerer dermal applikation.

Det kombinerede forsog vedrerende karcinogenicitet/kronisk toksicitet skaffer viden om mulige sundhedsfarer,
som kan opstd ved gentagen eksponering i lobet af en periode, der kan vare de anvendte arters levetid. Forsaget
tilvejebringer oplysninger om de toksiske virkninger af testkemikaliet, herunder potentiel karcinogenicitet, og kan
pege pa, hvilke organer der rammes, og muligheden for akkumulation. Det kan ogsd give et estimat af niveauet
uden observerbare negative effekter (NOAEL) og, i tilfeelde af ikke-genotoksiske karcinogener, af tumorrespons,
som kan anvendes ved fastsattelse af sikkerhedskriterier for menneskers eksponering. Nedvendigheden af
omhyggelig klinisk observation af dyrene for at opnd sterst mulig viden bliver ligeledes understreget.

De forsogsformal, der er omfattet af denne testmetode, omfatter:

— identifikation af et testkemikalies karcinogene egenskaber, der forer til en oget incidens af neoplasmer, aget
andel af ondartede neoplasmer eller en reduktion i tiden til forekomsten af neoplasmer sammenlignet med
samtidige kontrolgrupper

— identifikation af tid til fremkomst af neoplasmer

— identifikation af et testkemikalies kroniske toksicitet
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— identifikation af malorganer for kronisk toksicitet og karcinogenicitet

— karakterisering af forholdet mellem dosis og virkning

— identifikation af NOAEL eller udgangspunkt for fastleggelse af benchmark-dosis (BMD)

— ekstrapolering af karcinogene virkninger til eksponeringsniveauer for mennesker ved lav dosis

— forudsigelse af kroniske toksicitetsvirkninger pd niveauer for menneskelig eksponering

— data til testhypoteser vedrerende virkningsmade (2) (7) (12) (13) (14) (15).

INDLEDENDE OVERVEJELSER

Ved vurderingen og evalueringen af den potentielle karcinogenicitet og kroniske toksicitet af et testkemikalie
inddrages alle tilgeengelige informationer om testkemikaliet af testlaboratoriet inden gennemforelsen af forseget,
sdledes at forseget fokuseres pa effektiv test af potentialet for dets toksikologiske egenskaber, og siledes at
omfanget af dyreforsag minimeres. Information om og overvejelse af virkningsméden for et mistankt karcinogen
(2) (7) (12) (13) (14) (15) er seerlig vigtig, fordi det optimale design kan variere, athangigt af om testkemikaliet er
et kendt eller misteenkt genotoksisk karcinogen. Yderligere vejledning om overvejelser vedrerende virkningsmade
findes i Guidance Document No. 116 (7).

Informationer, der kan hjelpe med at fastlegge forsegsdesignet, omfatter testkemikaliets identitet, kemiske
struktur og fysisk-kemiske egenskaber, evt. oplysninger om virkningsmade, resultater af in vitro- eller in vivo-
toksicitetstest, herunder genotoksicitetstest, forventede anvendelser og potentialet for human eksponering, tilgen-
gelige (Q)SAR-data, data om mutagenicitet/genotoksicitet og toksikologiske data vedrerende strukturelt relaterede
kemikalier, tilgaengelige toksikokinetiske data (kinetiske data ved enkelt og gentagen eksponering) samt data
udledt af andre forseg med gentagen eksponering. Bestemmelsen af kronisk toksicitet/karcinogenicitet bor kun
udfores, nir indledende informationer om toksicitet er indhentet fra 28-dages eller 90-dages toksicitetstest med
gentagen dosering. Kortvarige test med cancerinitiering-/fremme kan ogsd give nyttige oplysninger. Det ber
overvejes at benytte en faseinddelt testtilgang til karcinogenicitetstest som et led i den overordnede vurdering
af de potentielle sundhedsskadelige virkninger af et bestemt testkemikalie (16) (17) (18) (19).

De statistiske metoder, der i betragtning af forsogsdesignet og -formdlene er mest relevante til analyse af
resultater, fastleegges, inden forseget pabegyndes. Det skal bla. overvejes, om statistikkerne skal omfatte justering
for overlevelse, analyse af kumulative tumorrisici i forhold til overlevelsesvarighed, analyse af tid til tumor og
analyse i tilfelde af afslutning af en eller flere grupper for tid. Vejledning om relevante statistiske analyser og
noglereferencer til internationalt anerkendte statistiske metoder findes i Guidance Document No. 116 (7) og
Guidance Document No. 35 (20).

Niér et karcinogenicitetsforseg gennemfores, skal de vejledende principper og overvejelser, der er beskrevet i
OECD Guidance Document No. 19 (21), navnlig afsnit 62, altid folges. I det afsnit anfores folgende: »I forseg,
der omfatter gentagen dosering, hvor et dyr udviser Kliniske tegn, som er progressive og forer til yderligere
forveerring, treeffes der en informeret beslutning om, hvorvidt dyret skal aflives. Beslutningen ber baseres pa en
overvejelse af vardien af de oplysninger, der kan indhentes, hvis dyret beholdes i forsaget, i forhold til dets
generelle tilstand. Hvis det besluttes at beholde dyret i forseget, oges frekvensen af observationer efter behov.
Uden at pavirke testens formal kan det ogsd vaere muligt midlertidigt at stoppe doseringen, hvis det letter dyrets
smerte eller lidelse, eller at reducere testdosis.«

Detaljeret vejledning om og diskussion af principperne for dosisvalg i forseg vedrerende kronisk toksicitet og
karcinogenicitet findes i Guidance Document No. 116 (7) og to publikationer fra International Life Sciences
Institute (22) (23). Den centrale strategi for dosisvalg afthanger af forsegets primaere mél (afsnit 6). Ved valg af
hensigtsmaessige dosisniveauer skal der sikres en balance mellem pé den ene side farescreening og pd den anden
side karakterisering af lavdosisrespons og deres relevans. Dette er iser relevant i forbindelse med dette kombi-
nerede forseg vedrerende karcinogenicitet/kronisk toksicitet.
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Det ber overvejes at udfere dette kombinerede forsog vedrerende kronisk toksicitet og karcinogenicitet i stedet
for at udfere et separat forseg vedrerende kronisk toksicitet (kapitel B.30 i dette bilag) og et separat karcino-
genicitetsforsag (kapitel B.32 i dette bilag). Den kombinerede test sparer bade tid og omkostninger og reducerer i
et vist omfang det nedvendige antal forsegsdyr i forhold til gennemforelsen af to separate forseg, uden at det
kompromitterer kvaliteten af data i den kroniske fase eller fasen vedrerende karcinogenicitet. Principperne for
dosisvalg (afsnit 11 og 22-26) ber dog overvejes neje ved gennemforelsen af et kombineret forseg vedrorende
bade kronisk toksicitet og karcinogenicitet, og det anerkendes ogs, at separate forseg kan vare nedvendige for
at overholde visse lovgivningsbestemmelser. Yderligere vejledning om designet af det kombinerede forseg
vedrerende karcinogenicitet/kronisk toksicitet for at opnd maksimal effekt af forsaget med hensyn til muligheder
for at reducere det anvendte antal forsegsdyr og stremline de forskellige testprocedurer findes i Guidance
Document No. 116 (7).

De definitioner, der anvendes i forbindelse med denne testmetode, er anfert i slutningen af dette kapitel og i
Guidance Document No. 116 (7).

TESTENS PRINCIP

Forsogsdesignet omfatter to parallelle faser, en kronisk fase og en karcinogenicitetsfase (se henholdsvis afsnit 34
og 35 for oplysninger om varighed). Testkemikaliet administreres normalt oralt, selv om test ved inhalation eller
dermal applikation ogsé kan anvendes. I forbindelse med den kroniske fase administreres testkemikaliet dagligt i
graduerede doser til flere grupper af forsegsdyr, normalt i en periode pd 12 mdneder, men der kan valges
kortere eller leengere varigheder athangigt af lovgivningskravene (se afsnit 34). Den valgte varighed skal vare sd
lang, at virkninger af kumulativ toksicitet kan manifestere sig, uden at det konfunderer virkningerne af geriatriske
forandringer. Forsagsdesignet kan ogsd omfatte en eller flere aflivninger i lobet af forseget, f.eks. ved tre og seks
méneder, og yderligere dyr kan inkluderes for at tage hejde for dette (se afsnit 20). I forbindelse med karcino-
genicitetsfasen administreres testkemikaliet dagligt til flere grupper af forsegsdyr i storstedelen af dyrenes levetid.
I begge faser observeres dyrene ngje for tegn pa toksicitet og for udvikling af neoplastiske leesioner. Dyr, der der
eller aflives under forseget, obduceres, og de overlevende dyr aflives og obduceres ved forsegets afslutning.

BESKRIVELSE AF METODEN
Valg af dyreart

Denne testmetode omfatter primart vurdering og evaluering af kronisk toksicitet og karcinogenicitet hos gnavere
(afsnit 2). Brugen af ikke-gnavere kan overvejes, hvis de tilgeengelige data viser, at de er mere relevante for
forudsigelsen af sundhedsvirkningerne hos mennesker. Valget af dyreart skal begrundes. Den foretrukne gnaverart
er rotten, men andre gnaverarter, f.eks. mus, kan anvendes. Selv om anvendelsen af mus i karcinogenicitetstest
oftest er af begrenset nytte (24) (25) (26), kraves forseg pd mus stadig i henhold til visse lovgivningsbestem-
melser, medmindre det pavises, at et sddant forseg ikke er videnskabeligt nedvendigt. Rotter og mus er de
foretrukne forsegsmodeller pa grund af deres relativt korte levetid, deres udbredte anvendelse i farmakologiske
og toksikologiske forseg, deres modtagelighed for tumorinduktion og tilgangeligheden af tilstrackkeligt karak-
teriserede stammer. Som folge af disse karakteristika findes der en stor mangde data om deres fysiologi og
patologi. Design og gennemforelse af forseg vedrerende kronisk toksicitet/karcinogenicitet pa ikke-gnavere skal
baseres pa de principper, der er beskrevet i denne testmetode, og de principper, der er beskrevet i kapitel B.27 i
dette bilag (Subkronisk oral toksicitetstest — et 90-dages forsog over gentagne orale dosers toksicitet pa
ikke-gnavere (6). Yderligere oplysninger om valg af dyreart og -stamme findes i OECD Guidance Document
No. 116 (7).

Der anvendes unge raske dyr af saedvanligt benyttede laboratoriestammer. Det kombinerede forseg vedrorende
karcinogenicitet/kronisk toksicitet bor gennemferes pa dyr af samme stamme og herkomst som de dyr, der blev
anvendt i forforsegene vedrerende toksicitet af kortere varighed. Hvis det vides, at dyr af denne stamme og
herkomst giver problemer med at opfylde de accepterede kriterier for overlevelse i langvarige forseg [se Guidance
Document No. 116 (7)], ber det dog overvejes at bruge en stamme, der har en acceptabel overlevelsesfrekvens,
til det langvarige forseg. Hundyrene mé ikke have fodt og ma ikke vaere dragtige.

Opbevaring og fodringsbetingelser

Dyrene kan anbringes enkeltvis eller i bure med sméd grupper af samme ken. Enkeltvis anbringelse ber kun
anvendes, hvis det er videnskabeligt begrundet (27) (28) (29). Burene ber anbringes pa en sddan made, at deres
placering far mindst mulig indvirkning. Temperaturen i forsegsdyrrummet skal vere 22 °C (¢ 3 °C). Den relative
luftfugtighed skal vaere mindst 30 % og ikke over 70 % bortset fra under rengering af rummet, men 50-60 % ber
tilstraebes. Belysningen skal veere kunstig og bestd af 12 timers lys og 12 timers morke. Som foder kan anvendes
seedvanligt laboratoriefoder med fri adgang til drikkevand. Foderet skal opfylde alle de ernaringskrav, som den
pagzldende art af forsegsdyr stiller, og indholdet af forureninger i foderet, herunder, men ikke begranset til
pesticidrester, persistente organiske miljogifte, fytoostrogener, tungmetaller og mycotoksiner, der kan pavirke
testresultatet, skal vaere sd lavt som muligt. Analytiske oplysninger om ernaring og koncentration af forurenende
stoffer i foderet genereres periodisk, som minimum i begyndelsen af forseget og derefter, ndr der sker @ndringer
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i det anvendte parti, og de registreres i den endelige rapport. Analytiske oplysninger om det anvendte drikkevand
i forseget bor ogsd anferes. Ved valg af foder kan der tages hensyn til nedvendigheden af at sikre passende
iblanding af testkemikaliet og opfylde dyrenes ernaringsbehov, nir denne administrationsmade anvendes.

Forberedelse af dyrene

Der anvendes raske dyr, som er akklimatiseret til laboratoriemiljeet i mindst syv degn og ikke tidligere er indgdet
i forseg. Hvis der anvendes gnavere, ber doseringen indledes snarest efter fravaenning og akklimatisering, og helst
inden dyrene er otte uger gamle. Forsogsdyrene skal vare karakteriseret med hensyn til art, stamme, oprindelse,
kon, vaegt og alder. Ved forsegets begyndelse skal vaegtvariationen for hvert kon af de anvendte dyr vare mindst
mulig og md for hvert kon ikke overstige 20 % af gennemsnitsvagten for alle dyr i forseget. Dyrene randomi-
seres til henholdsvis kontrol og behandlingsgruppe. Efter randomisering ber der for hvert ken ikke vere
signifikante forskelle i den gennemsnitlige kropsveegt mellem grupperne. Hvis der er statistisk signifikante
forskelle, gentages randomiseringstrinnet, hvis det er muligt. Hvert dyr tildeles et unikt identifikationsnummer
og merkes permanent med dette nummer ved hjalp af tatovering, mikrochipimplantation eller anden egnet
metode.

FREMGANGSMADE
Dyrenes antal og ken

Begge kon anvendes. Der anvendes et antal dyr, der sikrer, at der kan foretages en grundig biologisk og statistisk
evaluering. For gnavere ber hver dosisgruppe (som beskrevet i afsnit 22) og den samtidige kontrolgruppe
beregnet til forsegets karcinogenicitetsfase indeholde mindst 50 dyr af hvert ken. Afhangigt af formilet med
forseget kan den statistiske styrke af negleestimater foreges ved differentielt og ulige at tildele dyr til de
forskellige dosisgrupper, idet der tildeles mere end 50 dyr til lavdosisgrupperne, f.cks. for at skenne det
karcinogene potentiale ved lave doser. Det skal dog anerkendes, at en moderat foregelse af gruppestorrelsen
kun vil give en forholdsvis lille forogelse af forsagets statistiske styrke. For gnavere ber hver dosisgruppe (som
beskrevet i afsnit 22) og den samtidige kontrolgruppe beregnet til forsegets kronisk toksicitetsfase indeholde
mindst 10 dyr af hvert ken. Det bemrkes, at dette antal er lavere end i forseget vedrorende kronisk toksicitet
(kapitel B.30 i dette bilag). Fortolkningen af data fra det reducerede antal dyr pr. gruppe i den kronisk toksici-
tetsfase af dette kombinerede forsog stottes dog af data fra det storre antal dyr i forsegets karcinogenicitetsfase. I
forseg med mus skal der evt. bruges flere dyr i hver dosisgruppe i den kroniske toksicitetsfase til at udfere alle de
kravede hamatologiske undersogelser. Yderligere oplysninger om forsegets statistiske design og valg af dosis-
niveauer med henblik pd at maksimere den statistiske styrke findes i Guidance Document No. 116 (7).

Reserve til aflivninger under forsoget, satellitgruppe og sentineldyr

Forspget kan omfatte reserver til aflivninger under forseget, f.eks. ved seks méneder for den kroniske toksici-
tetsfase, for at fremskaffe oplysninger om progression af ikke-neoplastiske forandringer og mekanistisk infor-
mation, hvis det er videnskabeligt begrundet. Hvis sddanne oplysninger allerede er tilgaengelige fra tidligere
toksicitetsforseg med gentagen dosering vedrerende testkemikaliet, er aflivninger under forseget muligvis ikke
videnskabeligt begrundet. De dyr, der anvendes i forsegets kroniske toksicitetsfase, normalt af 12 méneders
varighed (afsnit 34), fremskaffer data om aflivning under forseget til forsegets karcinogenicitetsfase, hvilket sikrer
en generel reduktion i det anvendte antal dyr. Satellitgrupper kan medtages med henblik pd at overvige
reversibiliteten af toksikologiske virkninger induceret af det undersogte testkemikalie. Disse begranses normalt
til det hojeste dosisniveau i forseget plus kontrol. En yderligere gruppe af sentineldyr (typisk fem dyr pr. ken)
kan om nedvendigt ogsd inkluderes med henblik pa overvigning af sygdomsstatus i lebet af forseget (30).
Yderligere vejledning om forsegsdesignet med henblik pa at medtage dyr til aflivning under forseget samt
satellit- og sentineldyr, samtidig med at det samlede antal dyr i forseget minimeres, findes i Guidance Document
No. 116 (7).

Hvis satellitdyr ogfeller aflivninger under forseget indgar i forsegsdesignet, skal antallet af dyr i hver dosisgruppe,
som medtages til dette formal, normalt vaere 10 dyr pr. ken, og det samlede antal dyr i forsegsdesignet forages
med det antal dyr, der planlegges aflivet inden forsegets afslutning. Dyr, der planlagges aflivet under forseget,
og satellitdyr underkastes de samme observationer, herunder kropsvagt og foder-/vandindtagelse, heematologiske,
klinisk-biokemiske og patologiske undersggelser som dyrene i hovedforsagets kroniske toksicitetsfase, selv om
der ogsd kan medtages reserver (i grupperne for aflivning under forseget) til maélinger alene af specifikke
negleparametre, som f.eks. neurotoksicitet eller immunotoksicitet.

Dosisgrupper og dosering

Vejledning om alle aspekter af dosisvalg og intervaller mellem dosisniveauer findes i Guidance Document
No. 116 (7). Der skal vare mindst tre dosisgrupper og en sidelobende kontrolgruppe for bdde den kroniske
toksicitetsfase og karcinogenicitetsfasen. Dosisniveauer baseres generelt pd resultaterne af forseg med gentagen
dosis af kortere varighed eller dosisbestemmende forseg (rrange finding«) og skal tage hensyn til kendte toksi-
kologiske og toksokinetiske data for testkemikaliet eller tilsvarende kemikalier.
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For forsegets kroniske toksicitetsfase kan et fuldstendigt forseg med anvendelse af tre dosisniveauer betragtes
som unedvendigt, hvis det kan forventes, at en test, der gennemferes med et dosisniveau svarende til mindst
1 000 mgfkg kropsvegt/dag, nappe vil fremkalde negative virkninger. Dette bor baseres pd informationer fra
forforseg og det forhold, at toksicitet ikke forventes ud fra kendskab til strukturelt beslaegtede kemikalier. En
granse pd 1 000 mgfkg kropsvagt/dag er kun relevant, hvis human eksponering indicerer, at der er behov for
anvendelse af et hgjere dosisniveau.

Medmindre der optrader begrensninger som folge af testkemikaliets fysisk-kemiske tilstand eller biologiske
egenskaber, vealges det hgjeste dosisniveau, som gor det muligt at identificere de primeere malorganer og
samtidig undga lidelse, svaere toksiske virkninger, morbiditet eller ded. Normalt velges det hgjeste dosisniveau,
der fremkalder toksicitetstegn, f.eks. en formindskelse af kropsvagten (mindre end 10 %). Athangigt af forsegets
formal (se afsnit 6) kan der dog velges en hgjeste dosis, der er lavere end den dosis, der fremkalder toksici-
tetstegn, f.eks. hvis en dosis fremkalder en negativ virkning, som giver anledning til bekymring, men alligevel har
ringe indvirkning pa levetid eller kropsveegt.

Dosisniveauer og dosisintervaller kan velges, s der fastlegges et forhold mellem dosis og respons og, athengigt
af testkemikaliets virkningsmédde, en NOAEL eller et andet ensket resultat af forseget, f.eks. en BMD (se afsnit
27). Faktorer, der skal tages i overvejelse ved fastleggelsen af de laveste doser, omfatter dosis-responskurvens
forventede heldning, de doser, hvor der kan forekomme vigtige forandringer i metabolismen, eller den toksiske
virkning, hvor en tarskel forventes, eller hvor et udgangspunkt for lavdosisekstrapolation forventes. Nar et
kombineret forseg vedrorende karcinogenicitet/kronisk toksicitet gennemfores, er det primare mdl at fremskaffe
oplysninger til vurdering af karcinogenicitetsrisici, og oplysninger om kronisk toksicitet er normalt det sekundeart
mal. Dette skal erindres, nar dosisniveauer og dosisintervaller vaelges til forsoget.

Det valgte dosisinterval athenger af forsagsformalene og testkemikaliets karakteristika og kan ikke beskrives i
denne testmetode, men to- til firedobbelte intervaller er ofte bedst til fastlaeeggelse af faldende dosisstorrelser, og
tilfgjelse af en fijerde testgruppe er ofte at foretraeckke frem for brug af meget store intervaller (f.eks. mere end en
faktor pd 6-10) mellem dosisstorrelserne. Faktorer pd mere end 10 ber generelt undgas og skal i givet fald
begrundes.

Som beskrevet i Guidance Document No. 116 (7) skal folgende bl.a. overvejes i forbindelse med dosisvalg:

— kendte eller misteenkte ikke-lineariteter eller inflektionspunkter i dosis-respons

— toksikokinetik og dosisintervaller, hvor metabolisk induktion, meaetning eller ikke-linearitet mellem eksterne
og interne doser forekommer eller ikke forekommer

— pracursorlasioner, virkningsmarkerer eller indikatorer for underliggende biologiske negleprocessers virkning

— vigtige (eller mistenkte) aspekter af virkningsmade, som f.eks. dosis, hvorved cytotoksicitet begynder at stige,
hormonniveauer forstyrres, homestatiske mekanismer belastes osv.

— omrader af dosis-responskurven, hvor der kraves serlig robust estimering, f.eks. i intervaller for den forven-
tede BMD eller en mistenkt terskel

— overvejelse af forventede eksponeringsniveauer for mennesker, navnlig med hensyn til valget af mellemhgje
og lave doser.

Kontrolgruppen skal vere ubehandlet eller behandles med vehikel, hvis et sadant anvendes til administration af
testkemikaliet. Bortset fra behandling med testkemikaliet skal dyrene i kontrolgruppen hindteres pd samme made
som dyrene i testgrupperne. Hvis der anvendes et vehikel, doseres kontrolgruppen med vehiklet i det storste
anvendte volumen blandt doseringsgrupperne. Hvis et testkemikalie administreret i foderet medforer veesentligt
reduceret fodeindtagelse pd grund af foderets dérligere smag, kan det vere nyttigt med en kontrolgruppe, der
parallelfodres.

Fremstilling af doser og administration af testkemikalie

Testkemikaliet indgives normalt oralt via foderet eller drikkevandet eller gennem sonde. Yderligere oplysninger
om administrationsveje og -metoder findes i OECD Guidance Document No. 116 (7). Valget af administra-
tionsvej og -metode athaenger af formalet med forseget, testkemikaliets fysisk-kemiske karakteristika, dets biotil-
gangelighed og den made, hvorpd mennesker primert eksponeres for testkemikaliet. Der gives en begrundelse
for den valgte administrationsvej og -metode. Af hensyn til dyrevelfeerden ber oral sonde kun anvendes i
forbindelse med stoffer, for hvilke denne administrationsvej og -metode med rimelighed reprasenterer
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en potentiel eksponeringsmade for mennesker (f.eks. laegemidler). I forbindelse med kemikalier, der bruges i
fodevarer eller miljoet, administreres testkemikaliet typisk via foderet eller drikkevandet. I nogle scenarier, f.eks.
erhvervsmaessig eksponering, kan andre administrationsveje vare mere hensigtsmaessige.

Om nedvendigt opleses eller opslemmes testkemikaliet i et egnet vehikel. For vehiklet og andre tils@tnings-
stoffer skal folgende karakteristika tages i betragtning: dets effekt pd testkemikaliets absorption, fordeling,
metabolisme og retention, dets indvirkning pd testkemikaliets kemiske egenskaber med deraf folgende
endring af dettes toksiske egenskaber, og dets indvirkning pd dyrenes fode- og vandindtagelse og ernwrings-
tilstand. Det anbefales, at man som forste valg vurderer muligheden af at benytte en vandig oplesning/sus-
pension, derefter en oplesning/suspension i olie (f.eks. majsolie), og forst derefter eventuel oplesning i andre
vehikler. For andre vehikler end vand ber vehiklets toksiske egenskaber vare kendt. Der ber forefindes oplys-
ninger om testkemikaliets stabilitet og homogeniteten af doseringsoplesninger eller foder (hvis det er relevant)
ved den anvendte administrationsform (f.eks. gennem foder).

For testkemikalier, som administreres i foderet eller drikkevandet, er det vigtigt at sikre, at det pdgeldende
testkemikalie i den anvendte mangde ikke griber ind i den normale ernrings- eller vandbalance. I langvarige
toksicitetsforseg med administration via foderet mad testkemikaliets koncentration i foderet normalt ikke over-
stige en gvre grense pd 5% af den samlede fodermeengde for at undgd erneringsmessige ubalancer. Nér
testkemikaliet administreres i foderet, kan det administreres som en konstant koncentration i foderet (mg/kg
foder eller ppm) eller som en konstant dosissterrelse i forhold til dyrets kropsvagt (mg/kg kropsvagt) beregnet
ugentligt. Det anvendte alternativ anfores.

Ved oral administration gives testkemikaliet dagligt til dyrene (syv dage om ugen) normalt i en periode pa 12
maneder (den kroniske fase) eller 24 maneder (karcinogenicitetsfasen) (se ogsa afsnit 33 og 34). Andre doserings-
regimer, f.eks. fem dage om ugen, skal begrundes. Ved dermal applikation behandles dyrene normalt med
testkemikaliet i mindst seks timer om dagen, syv dage om ugen, som beskrevet i kapitel B.9 i dette bilag
(11), i en periode pa 12 méneder (den kroniske fase) eller 24 méneder (karcinogenicitetsfasen). Eksponering
ved inhalation gennemfores seks timer om dagen, syv dage om ugen, men eksponering fem dage om ugen kan
anvendes, hvis det begrundes. Eksponeringen varer normalt 12 maneder (den kroniske fase) eller 24 maneder
(karcinogenicitetsfasen). Hvis andre gnaverarter end rotter eksponeres gennem nasen, kan de maksimale
eksponeringsvarigheder justeres for at minimere artsspecifikke lidelser. Der ber gives en begrundelse, ndr der
anvendes en eksponeringsvarighed pd mindre end seks timer om dagen. Se ogsd kapitel B.8 i dette bilag (9).

Hvis testkemikaliet indgives med sonde, skal det gores i en enkelt dosis, med anvendelse af en mavesonde eller et
passende intubationsrer pd samme tidspunkt hver dag. Normalt administreres én dosis en gang dagligt. Hvis et
kemikalie f.eks. er et lokalirriterende stof, kan den daglige dosis dog administreres som en deldosis (to gange om
dagen). Den maksimale vaskemangde, som kan administreres ad gangen, afh@nger af forsagsdyrets storrelse.
Volumenet skal vare sd lavt som praktisk muligt og md normalt ikke overstige 1 ml/100 g kropsvagt for
gnavere (31). Variationer i testvolumen skal minimeres ved at justere koncentrationerne, si der sikres et konstant
volumen ved alle dosisniveauer. Dette galder dog ikke potentielt atsende eller irriterende kemikalier, som skal
fortyndes for at undga alvorlige lokale virkninger. Test ved koncentrationer, der sandsynligvis kan vere atsende
eller irriterende for mave-tarmkanalen, ber undgés.

Forsegets varighed

Doseringsperioden og varigheden af dette forsegs kroniske fase er normalt 12 méneder, men forsegsdesignet gor
det ogsa muligt at udfere forsog med enten kortere (f.eks. seks eller ni méneder) eller leengere (f.eks. 18 eller 24
maneder) varighed, athangigt af de specifikke lovgivningskrav eller mekanistiske formal. Afvigelser fra ekspone-
ringsvarigheden pd 12 mdneder skal begrundes, iser ved kortere varigheder. Alle dosisgrupper, der er tildelt til
denne fase, afsluttes pd det tidspunkt, der er fastsat til evaluering af kronisk toksicitet og ikke-neoplastisk
patologi. Satellitgrupper, der medtages med henblik pa at overvage reversibiliteten af toksikologiske virkninger
induceret af det undersogte testkemikalie, bevares uden dosering i en periode pa mindst fire uger og hejst en
tredjedel af den samlede forsegsvarighed efter opher af eksponering.

Varigheden af forsegets karcinogenicitetsfase er normalt 24 mdaneder for gnavere, dvs. storstedelen af de
anvendte dyrs levetid. Der kan anvendes kortere eller laengere forsegsvarigheder athaengigt af levetiden for
den stamme af dyr, der anvendes i forseget, men varigheden skal begrundes. For bestemte stammer af mus,
f.eks. AKR/], C3H/J eller C57BL[6], kan en varighed pd 18 mdneder vare mere hensigtsmeassig. I det folgende



19.3.2014

Den Europaeiske Unions Tidende

L 81/97

36.

37.

38.

39.

40.

41.

gives der oplysninger om forsegsvarighed, afbrydelse af forsaget og overlevelse. Yderligere vejledning, herunder
overvejelse af, om negativ karcinogenicitet kan accepteres i forhold til overlevelse i forseget, findes i OECD
Guidance Document No. 116 (7).

— Afbrydelse af forsoget skal overvejes, ndr antallet af overlevende i de laveste dosisgrupper eller kontrol-
grupper falder til under 25 %.

— Hvis kun gruppen med den hejeste dosis der for tiden pé grund af toksicitet, bor det ikke medfere afbrydelse
af forsoget.

— Overlevelse vurderes separat for hvert ken.

— Forseget bor ikke forleenges ud over det punkt, hvor dataene fra forseget ikke leengere er tilstrackkelige til at
understotte en statistisk gyldig evaluering.

OBSERVATIONER (DEN KRONISKE TOKSICITETSFASE)

Alle dyr kontrolleres for morbiditet eller mortalitet, normalt morgen og aften, alle ugens dage. Almindelig klinisk
observation ber foretages mindst én gang om dagen, fortrinsvis pd samme tidspunkt(er), idet man tager i
betragtning, hvornar maksimal effekt kan forventes efter sondeindgift.

Detaljerede kliniske undersogelser gennemfores af alle dyrene i hvert fald for forste eksponering (for at tage
hejde for individuelle forskelle), ved slutningen af den forste uge af forseget og derefter en gang manedlig.
Protokollen for undersogelser tilrettelagges, siledes at variationer mellem individuelle undersggere minimeres, og
sdledes at den er uafhangig af testgruppen. Disse undersegelser skal foretages uden for burene, fortrinsvis pé et
standardareal og pd samme tid i hvert tilfalde. De skal noteres omhyggeligt, fortrinsvis ved anvendelse af et
scoringssystem, eksplicit defineret af testlaboratoriet. Man ber bestrabe sig pa, at variationerne i undersoggelses-
betingelserne er mindst mulige. Observationerne ber bla. omfatte andringer i hud, pels, ojne, slimhinder,
forekomst af sekretion, ekskretion og autonom aktivitet (f.eks. tareflod, strittende harlag, pupilsterrelse, usad-
vanligt respirationsmenster). Forandringer i gang, stilling og respons pd hdndtering savel som tilstedevaerelse af
toniske og kloniske bevaegelser, stereotypi (f.eks. overdreven pudsning, repetitive cirkelbeveagelser) eller bizar
opforsel (f.eks. selvmutilation, baglens gang) skal ogsd noteres (32).

Oftalmologisk undersogelse ved hjlp af oftalmoskop eller andet passende udstyr ber udferes pa alle dyr inden
forste administration af testkemikaliet. Ved forsegets afslutning foretages denne undersogelse helst pa alle dyr,
men i det mindste pad alle dyr i hejdosis- og kontrolgrupperne. Hvis der opdages ejenforandringer, der kan
tilskrives behandlingen, skal alle dyrene underseges. Hvis strukturel analyse eller andre informationer antyder
ojentoksicitet, oges frekvensen af gjenundersogelser.

For kemikalier, hvor tidligere 28-dages eller 90-dages toksicitetstest med gentagen dosering har indiceret et
neurotoksisk potentiale, kan reaktiviteten over for sensoriske stimuli af forskellig art (32) (f.eks. auditive, visuelle
og proprioceptive stimuli) (33), (34), (35), gribestyrke (36) og motorisk aktivitet (37) eventuelt vurderes inden
pabegyndelsen af forsoget og derefter med tre maneders mellemrum, indtil der er gdet 12 méneder, og ved
forsegsafslutning (hvis senere end 12 mdneder). Naermere oplysninger om de fremgangsmadder, der kan benyttes,
findes i de respektive referencer. Andre alternative fremgangsmdder end de refererede kan imidlertid ogsa
anvendes.

For kemikalier, hvor tidligere 28-dages eller 90-dages toksicitetstest med gentagen dosering har indiceret et
immunotoksisk potentiale, kan yderligere undersegelser af denne effektparameter udferes ved forsegsafslutning.

Kropsveegt, foder-/vandindtagelse og foderudnyttelse

Alle dyr vejes ved begyndelsen af behandlingen, mindst én gang om ugen i de forste 13 uger og derefter mindst
én gang om maneden. Foderindtagelse og -udnyttelse méles mindst én gang om ugen i de forste 13 uger og
derefter mindst én gang om maneden. Vandindtagelse males mindst én gang om ugen i de forste 13 uger og
derefter mindst én gang om méneden, nér testkemikaliet administreres i vandet. Méling af vandindtagelse ber
ogsd overvejes i forseg, hvor drikkeaktiviteten endres.
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Heematologiske og klinisk-biokemiske prover

42. 1 forseg med gnavere foretages hamatologisk undersogelse af alle forsegsdyr (10 handyr og 10 hundyr pr.
gruppe) ved 3, 6 og 12 méneder og ved forsegsafslutning (hvis senere end 12 maneder). I forseg med mus skal
der evt. bruges satellitdyr for at kunne udfere alle de kreevede hamatologiske undersogelser (se afsnit 19). 1
forseg med ikke-gnavere udtages prover fra et mindre antal dyr (f.eks. 4 dyr pr. ken og pr. gruppe i hunde-
forsag) ved mellemliggende provetagningstidspunkter og ved forsggsafslutning som beskrevet for gnavere.
Malinger ved tre méneder foretages ikke hos hverken gnavere eller ikke-gnavere, hvis der ikke er konstateret
virkninger pd hamatologiske parametre i et tidligere 90-dages forseg gennemfort ved hjelp af sammenlignelige
dosisniveauer. Blodprever udtages fra et udpeget sted, f.eks. ved hjertepunktur eller fra retro-orbital sinus, under
bedovelse.

43. Felgende parametre bor undersoges (38): total og differential leucocyttalling, erythrocyttalling, blodpladetelling,
haemoglobinkoncentration, heematokrit, middelcellevolumen (MCV), middelcelleheemoglobin (MCH), middelcelle-
hamoglobinkoncentration (MCHC), protrombintid og aktiveret partiel tromboplastintid. Andre parametre for
hamatologi, som f.eks. Heinz-legemer eller andre atypiske parametre for erythrocytmorfologi eller methemo-
globin, kan males afthangigt af testkemikaliets toksicitet. Generelt ber der benyttes en fleksibel tilgang afhengigt
af de observerede ogfeller forventede virkninger af et givet testkemikalie. Hvis testkemikaliet har indvirkning pa
det hemopoietiske system, kan retikulocyttallinger og knoglemarveytologi ogsé veere indiceret, selv om de ikke
skal foretages rutinemassigt.

44. Klinisk kemiske malinger med henblik pd undersogelse af toksisk virkning pd vav og specielt pd nyrer og lever
skal foretages pd blodprever taget fra alle forsegsdyr (10 handyr og 10 hundyr pr. gruppe) med samme
tidsintervaller som de hamatologiske undersogelser. 1 forsag med mus skal der evt. bruges satellitdyr for at
kunne udfore alle de kravede klinisk kemiske malinger. I forsog med ikke-gnavere udtages prover fra et mindre
antal dyr (f.eks. 4 dyr pr. ken og pr. gruppe i hundeforseg) ved mellemliggende provetagningstidspunkter og ved
forsegsafslutning som beskrevet for gnavere. Malinger ved tre maneder foretages ikke hos hverken gnavere eller
ikke-gnavere, hvis der ikke er konstateret virkninger pd klinisk-biokemiske parametre i et tidligere 90-dages
forseg gennemfort ved hjalp af sammenlignelige dosisniveauer. Dyrene (dog ikke mus) ber faste inden blod-
provetagning (!). Folgende parametre ber undersoges (38): glukose, urea (urinstof), kreatinin, total protein,
albumin, kalcium, natrium, kalium, total kolesterol, mindst to relevante test med henblik pd hepatocelluler
evaluering (alanin-aminotransferase, aspartat-aminotransferase, glutamat-dehydrogenase og totale galdesyrer) (39)
og mindst to relevante test med henblik pa hepatobiliaer evaluering (alkalisk fosfatase, gamma-glutamyl-trans-
ferase, 5'-nucleotidase, total bilirubin og totale galdesyrer) (39). Andre klinisk-kemiske parametre, som f.eks.
fastende triglycerider, specielle hormoner og kolinesterase, kan males afhaengigt af testkemikaliets toksicitet. Der
skal generelt benyttes en fleksibel tilgang afhangigt af den observerede ogleller forventede virkning af et
testkemikalie.

45. Urinanalyser udferes pa alle forsagsdyr (10 handyr og 10 hundyr pr. gruppe) med samme tidsintervaller som de
hamatologiske og klinisk-kemiske undersegelser. Malinger ved tre méneder foretages ikke, hvis der ikke er
konstateret virkninger pd urinanalyse i et tidligere 90-dages forseg gennemfort ved hjelp af sammenlignelige
dosisniveauer. Folgende liste over parametre indgik i en ekspertanbefaling vedrerende kliniske patologiforseg
(38): udseende, volumen, osmolalitet eller vagtfylde, pH, total protein og glukose. Andre parametre omfatter
keton, urobilinogen, bilirubin og ha@maturi. Andre parametre kan inkluderes, hvis det er nedvendigt at udvide
undersogelsen af en eller flere observerede virkninger.

46. Der er generel enighed om, at hamatologiske og klinisk-biokemiske baselinevariabler er nedvendige inden
behandling i forbindelse med hundeforseg, men de er ikke nedvendige i forseg med gnavere (38). Hvis de
historiske baselinedata (se afsnit 58) er utilstreekkelige, bor det overvejes at fremskaffe sidanne data.

PATOLOGI
Makroskopisk obduktion

47. Alle dyr, som indgar i forseget, skal normalt have udfert en fuldstendig, detaljeret makroskopisk obduktion,
hvilket inkluderer omhyggelig undersogelse af alle overflader, alle abninger, og kraniets, brystkassens og
abdomens kaviteter og deres indhold. Der kan dog ogsd medtages reserver (i grupperne for aflivning under
forsaget) til malinger alene af specifikke nogleparametre, som f.eks. neurotoksicitet eller immunotoksicitet (se
afsnit 21). Disse dyr underkastes dog ikke obduktion og de fremgangsmader, der er beskrevet i det folgende.
Sentineldyr skal evt. obduceres, men det afgeres af forsegslederen i hvert enkelt tilfaelde.

(") Til en del analyser pd serum og plasma, mest udtalt for glukose, foretraekkes fastende blodprever. Hovedarsagen er den ogede variation,

som uundgaeligt folger ikkefaste, og som vil kunne maskere sma effekter og derved gere tolkningen vanskelig. P4 den anden side vil
faste kunne influere pd dyrenes almindelige stofskifte, specielt i forseg, hvor foderindtagelse star centralt, og derved forstyrre den
daglige belastning med testkemikaliet. Alle dyr ber vurderes i samme fysiologiske tilstand, og detaljerede eller neurologiske vurderinger
bor derfor efter planen gennemfores en anden dag end udtagningen af de klinisk-biokemiske prover.
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Organvaegte registreres for alle dyr, bortset fra dyr som er udelukket i medfer af sidste del af afsnit 47. Binyrer,
hjerne, bitestikler, hjerte, nyrer, lever, ovarier, milt, testikler, skjoldbruskkirtel (vejet efter fiksering, med paraty-
reoideae) og uterus skal pd alle dyr renses for andet vedh@ngende vaev som beherigt (undtaget er de dyr, der
findes doende ogleller aflives undervejs i forsoget) og vejes snarest muligt efter dissektionen for at undgd
udterring.

Folgende veev skal praserveres ved hjelp af det mest passende fikseringsmiddel badde med henblik pa vavstypen
og den folgende histopatologiske undersegelse (se afsnit 40) (vav i kantet parentes er valgfrit):

Alle storre lasioner Hjerte Bugspytkirtel Mavesxk (formave,
kirtelmave)
Binyrer Tlleum Biskjoldbruskkirtel [Teender]
Aorta Jejunum Perifer nerve Testikler
Hjerne (herunder udsnit af | Nyre Hypofyse Brisler
cerebrum, cerebellum og
medulla/pons)
Cacum Térekirtel (ekstraorbital) | Prostata Skjoldbruskkirtel
Cervix Lever Rectum [Tunge]
Prostata anterior Lunge Spytkirtel Luftrer
Tyktarm Lymfeknuder (bade Vesiculae seminales Urinblaere
overfladiske og dybe)
Duodenum Brystkirtel (obligatorisk | Skeletmuskel Uterus med cervix
for hundyr og, hvis de er
synligt dissekerbare, for
handyr)
Epididymis [@vre luftveje, herunder | Hud [Ureter]
nase, muslingeben og
paranasale sinusser]
@je (herunder retina) @sofagus Rygmarv (pa tre [Urethra]
niveauer: (cervikal, midt-
torakal og lumbal)
[Femur med led] [Bulbus olfactorius] Milt Vagina
Galdeblere (for andre arter | Aggestok [Sternum] Sektion af knoglemarven
end rotte) og/eller frisk knoglemarv-
saspirat
Harderian-kirtel

I tilfelde af parrede organer, f.eks. nyrer og binyrer, praserveres begge organer. Kliniske og andre fund kan
foranledige undersogelse af andet vaev. Ogsa swrlige organer, der sandsynligvis kan vaere mal for testkemikaliets
kendte virkninger, bor praeserveres. I forseg, der omfatter dermal applikation, skal de organer, der er opfert pa
listen over organer ved oral administration, undersages, og specifik provetagning og praservation af huden fra
applikationsstedet skal foretages. I inhalationsforseg skal listen over veev, der skal praserveres og underseges fra
luftvejene, folge anbefalingerne i kapitel B.8 i dette bilag (9) og kapitel B.29 i dette bilag (10). For andre
organer[vav (og i tilleg til de vav, der specifikt er praserveret fra luftvejene) skal de organer, der er anfert
for oral administration, undersoges.

Histopatologi

Der foreligger vejledning om bedste praksis i forbindelse med gennemforelsen af toksikologiske patologiforseg
(40). De histopatologiske undersggelser skal som minimum omfatte:

— alle vaev fra hejdosis- og kontrolgruppen
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52.

53.

54.

55.

— alle vaev fra dyr, som er dede eller aflivet under forsaget

— alle vav, som udviser makroskopiske abnormiteter

— mélvav eller vav, der udviser behandlingsrelaterede forandringer i hejdosisgruppen, fra dyr i alle andre
dosisgrupper

— i tilfelde af parrede organer, f.eks. nyrer og binyrer, praserveres begge organer.

OBSERVATIONER (KARCINOGENICITETSFASEN)

Alle dyr kontrolleres for morbiditet eller mortalitet, normalt morgen og aften, alle ugens dage. Dyrene kontrol-
leres desuden en gang om dagen for specifikke tegn af toksikologisk relevans. Ved sondeforseg kontrolleres
dyrene i perioden umiddelbart inden doseringen. Swrlig opmarksomhed rettes mod udviklingen af tumorer, og
pa tidspunktet for den forste tumordannelse registreres lokalisering, dimensioner, fremtraden og progression af
hver makroskopisk synlig eller palpabel tumor.

Alle dyr vejes ved begyndelsen af behandlingen, mindst én gang om ugen i de forste 13 uger og derefter mindst
én gang om maneden. Foderindtagelse og -udnyttelse males mindst én gang om ugen i de forste 13 uger og
derefter mindst én gang om maneden. Vandindtagelse mdles mindst én gang om ugen i de forste 13 uger og
derefter mindst én gang om méneden, nir testkemikaliet administreres i vandet. Maling af vandindtagelse ber
ogséd overvejes i forseg, hvor drikkeaktiviteten endres.

Heematologiske, klinisk-biokemiske og patologiske undersogelser

For at udlede flest mulige informationer fra forseget, iseer med hensyn til virkningsméde, kan blodprever efter
forsegslederens vurdering udtages med henblik p& hamatologiske og klinisk-biokemiske undersegelser. Urin-
analyse kan ogsd vere relevant. Data om dyr, der anvendes i forsggets kroniske toksicitetsfase, normalt af 12
méneders varighed (afsnit 34), fremskaffer oplysninger om disse parametre. Yderligere vejledning om fordelene
ved at udtage sddanne prover i forbindelse med karcinogenicitetsforseg findes i Guidance Document No. 116 (7).
Hvis blodprever udtages, tages de ved slutningen af forsegsperioden lige for eller i forbindelse med aflivningen af
dyrene. Blodprever udtages fra et udpeget sted, f.eks. ved hjertepunktur eller fra retro-orbital sinus, under
bedovelse. Blodsmears kan ogsd forberedes til undersogelse, navnlig hvis knoglemarv tilsyneladende er malorga-
net, selv om der ikke er enighed om verdien af en sddan undersegelse i karcinogenicitetsfasen i forbindelse med
vurderingen af karcinogent/onkogent potentiale (38).

PATOLOGI
Makroskopisk obduktion

Alle dyr, som indgér i forseget, skal med undtagelse af sentineldyr (se afsnit 20) og andre satellitdyr have udfort
en fuldsteendig, detaljeret makroskopisk obduktion, hvilket inkluderer omhyggelig undersogelse af alle overflader,
alle dbninger samt kraniets, brystkassens og abdomens kaviteter og deres indhold. Sentineldyr og andre satellitdyr
skal evt. obduceres, men det afgores af forsagslederen i hvert enkelt tilfalde. Organvagt indgdr normalt ikke i
karcinogenicitetsforseg, da geriatriske forandringer og i senere faser udviklingen af tumorer konfunderer anven-
deligheden af data om organveegt. Organvaegt kan dog vere vigtig til at udfere en weight of evidence-evaluering
og overvejelser vedrorende virkningsmdde. Hvis organvagt indgér i et satellitforseg, registreres vaerdierne senest
et dr efter forsogsstart.

Folgende vaev skal praserveres ved hjalp af det mest passende fikseringsmiddel bdde med henblik pa veaevstypen
og den felgende histopatologiske undersogelse (se afsnit 40) (vaev i kantet parentes er valgfrit):

Alle storre lasioner Hjerte Bugspytkirtel Maveszk (formave, kirtel-
mave)

Binyrer lleum Biskjoldbruskkirtel [Tender]

Aorta Jejunum Perifer nerve Testikler

Hjerne (herunder udsnit af | Nyre Hypofyse Brisler

cerebrum, cerebellum og

medulla/pons)

Caecum Térekirtel (ekstraorbital) | Prostata Skjoldbruskkirtel
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Cervix Lever Rectum [Tunge]
Prostata anterior Lunge Spytkirtel Luftror
Tyktarm Lymfeknuder (badde Vesiculae seminales Urinblaere
overfladiske og dybe)
Duodenum Brystkirtel (obligatorisk | Skeletmuskel Uterus med cervix
for hundyr og, hvis de er
synligt dissekerbare, for
handyr)
Epididymis [@vre luftveje, herunder | Hud [Ureter]
nase, muslingeben og
paranasale sinusser]
Oje (herunder retina) @sofagus Rygmarv (pa tre [Urethra]
niveauer: (cervikal, midt-
torakal og lumbal)
[Femur med led] [Bulbus olfactorius] Milt Vagina
Galdeblere (for andre arter | Aggestok [Sternum] Sektion af knoglemarven

end rotte)

ogleller frisk knoglemarv-

saspirat

Harderian-kirtel

[ tilfelde af parrede organer, f.cks. nyrer og binyrer, praserveres begge organer. Kliniske og andre fund kan
foranledige undersogelse af andet vaev. Ogsa serlige organer, der sandsynligvis kan vaere mal for testkemikaliets
kendte virkninger, ber praeserveres. I forseg, der omfatter dermal applikation, skal de organer, der er opfert pa
listen over organer ved oral administration, undersoges, og specifik provetagning og preaservation af huden fra
applikationsstedet skal foretages. I inhalationsforseg skal listen over vav, der skal praserveres og undersoges fra
luftvejene, folge anbefalingerne i kapitel B.8 i dette bilag (8) og kapitel B.29 i dette bilag (9). For andre
organer[vav (og i tilleg til de vav, der specifikt er praserveret fra luftvejene) skal de organer, der er anfort
for oral administration, undersoges.

Histopatologi

Der foreligger vejledning om bedste praksis i forbindelse med gennemforelsen af toksikologiske patologiforseg
(40). Folgende vaev skal som minimum undersoges:

— alle vaev fra hejdosis- og kontrolgruppen

— alle vaev fra dyr, som er dede eller aflivet under forsoget

— alle vav, som udviser makroskopiske abnormiteter, herunder tumorer

— ndr behandlingsrelaterede histopatologiske forandringer observeres i hejdosisgruppen, undersages disse vy
fra alle dyr i alle andre dosisgrupper

— i tilfelde af parrede organer, f.eks. nyrer og binyrer, praserveres begge organer.

DATA OG RAPPORTERING (KARCINOGENICITET OG KRONISK TOKSICITET)
Data

Der skal fremlaegges data for de enkelte dyr for alle evaluerede parametre. Yderligere skal alle data opsummeres i
tabeller, der for hver testgruppe viser antal dyr ved forsegets begyndelse, antal dyr fundne dede i lobet af testen
eller aflivede af humane grunde og tidspunktet for deres ded, det antal dyr, der udviser tegn pa toksicitet, en
beskrivelse af disse tegn, inklusive tidspunktet for deres begyndelse, deres varighed og toksicitetsgraden; det antal
dyr, der har lesioner, typen af leesioner og den procentdel af dyrene, der udviser de forskellige typer af lesion.
oversigtstabeller anfores middel- og standardafvigelser (for kontinuerlige testdata) for dyr, der udviser toksiske
virkninger eller lesioner, samt gradueringen af lesioner.
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58. Historiske kontroldata kan veere veerdifulde i forbindelse med fortolkningen af forsegsresultaterne, f.eks. hvis der
er tegn pd, at data fra de samtidige kontroller er vasentligt afvigende i forhold til nylige data fra kontroldyr fra
samme forsegslaboratorium/koloni. Historiske kontroldata, som evalueres, ber indgives fra samme laboratorium
og vedrere dyr af samme alder og stamme genereret i de fem &r forud for det aktuelle forseg.

59. Hvor det er muligt, skal tallene evalueres ved hjelp af en passende og accepteret statistisk metode. Den statistiske
metode og de data, der skal analyseres med den, skal valges under planlegningen af forseget (se afsnit 9). Ved
udveelgelse bor der tages behov for evt. justeringer for overlevelse.

60. Testrapporten ber indeholde folgende oplysninger:
Testkemikalie:
— fysiske egenskaber, renhedsgrad og fysisk-kemiske egenskaber
— identifikationsdata
— testkemikaliets kilde
— batchnummer
— certifikat for kemisk analyse.
For eventuelt vehikel:
— begrundelse for valg af vehikel, hvis dette ikke er vand.
For forsagsdyrene:
— anvendt art/stamme og begrundelse for anvendelse
— dyrenes antal, alder og ken ved forsegsstart
— herkomst, miljebetingelser, kost osv.
— de enkelte dyrs vegt ved forsegets begyndelse.
Testbetingelser:
— begrundelse for valg af administrationsvej og dosis
— de statistiske metoder, der er anvendt til dataanalyse, hvis relevant
— oplysninger om formuleringen af testkemikalie/fodertilberedning
— analysedata om opndet koncentration, stabilitet og homogenitet for tilberedningen
— administrationsvej og narmere oplysninger om administrationen af testkemikaliet
— cksponering gennem nzsen og helkropseksponering for inhalationsforseg

— faktiske doser (mg/kg kropsvagt/dag) og omregningsfaktor fra testkemikaliets koncentration i foder/vand
(mg/kg eller ppm) til faktisk dosis, hvis muligt

— narmere oplysninger om foderets og vandets kvalitet.
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Resultater (opsummerende data og data for individuelle dyr opstilles i tabelform):
Generelt

— data om overlevelse

— kropsvagt og @ndringer i kropsveegt

— foderindtagelse, beregning af foderudnyttelse og indtagelse af vand, hvis muligt
— toksikokinetiske data, hvis de forefindes.

— oftalmoskopi (hvis tilgengelig)

— hamatologi (hvis tilgengelig)

— klinisk kemi (hvis tilgaengelig).

Kliniske fund

— tegn pé toksicitet

— incidens (og svarhedsgrad, hvis de er vurderet) af abnormiteter

— art, svarhedsgrad og varighed af kliniske symptomer (hvad enten disse er forbigdende eller permanente).

Obduktionsdata

— kropsvaegt ved forsegets slutning

— organvagt og deres forhold, hvis relevant

— obduktionsfund; incidens og svarhedsgrad af abnormiteter.
Histopatologi

— ikkeneoplastiske histopatologiske fund

— neoplastiske histopatologiske fund

— korrelation mellem makroskopiske og mikroskopiske fund
— detaljeret beskrivelse af alle behandlingsrelaterede histopatologiske fund, herunder sverhedsgrader
— rapport om peer review af objektglas.

Evt. statistisk behandling af resultaterne

Diskussioner af resultater, herunder:

— diskussion af tilgange til modellering

— dosis-responsforhold

— historiske kontroldata
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— overvejelse af oplysninger om virkningsmade

— bestemmelse af BMD, NOAEL eller LOAEL

— relevans for mennesker.
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Tilleg 1

DEFINITIONER

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjelp af denne testmetode.«

7) Kapitel B.36 affattes sledes:

»B.36. TOKSIKOKINETIK

INDLEDNING

Denne testmetode svarer til OECD TG 417 (2010). Forseg vedrerende et testkemikalies toksikokinetik (TK)
gennemfores for at fremskaffe tilstreekkelige oplysninger om dets absorption, fordeling, biotransformation (dvs.
metabolisme) og udskillelse til at relatere koncentration eller dosis til den observerede toksicitet og til at opnd en
forstaelse af dets toksicitetsmekanisme. TK kan hjzlpe med at forstd toksikologiforsegene ved at pavise, at
forsegsdyrene systematisk eksponeres for testkemikaliet, og ved at afdaekke de omsettende dele (oprindeligt
kemikalie/metabolitter). Grundleggende TK-parametre, der er fastlagt ud fra disse forseg, giver ogsd information
om potentialet for akkumulering af testkemikaliet i vaev ogfeller organer og potential for induktion af biotrans-
formation som felge af eksponeringen for testkemikaliet.

TK-data kan bidrage til en vurdering af relevansen og tilstreekkeligheden af toksicitetsdata vedrerende dyr med
henblik pa ekstrapolering til fare- og/eller risikovurderinger for mennesker. TK-forseg kan endvidere give nyttige
oplysninger til fastleggelse af dosisniveauer til toksicitetsforseg (linezer i forhold til ikke-lineaer kinetik), virk-
ninger af administrationsvej, biotilgeengelighed og forhold vedrerende forsegsdesign. Visse typer TK-data kan
bruges til udvikling af fysiologisk baserede toksikokinetiske modeller (PBTK).

Metabolit-/TK-data kan anvendes pé vigtige omrdder og kan f.eks. give forslag om mulige toksiciteter og virk-
ningsmdder og deres sammenhang med dosisniveau og eksponeringsvej. Metabolismedata kan desuden frem-
skaffe oplysninger, der kan bruges til vurdering af den toksikologiske signifikans af eksponering for eksogent
producerede metabolitter af testkemikaliet.

Tilstraekkelige TK-data kan anvendes til stotte for yderligere accept og anvendelse af tilgange baseret pa kvan-
titative forhold mellem struktur og aktivitet, analogislutninger eller gruppering i forbindelse med sikkerheds-
evalueringen af kemikalier. Kinetikdata kan ogsa bruges til at evaluere den toksikologiske relevans af andre forsog
(f.eks. in vivo og in vitro).

Medmindre en anden administrationsvej navnes (se f.eks. afsnit 74-78), galder denne testmetode for oral
administration af testkemikaliet.

INDLEDENDE OVERVEJELSER

Der stilles forskellige krav og anfares forskellige behov i lovgivningerne med hensyn til miling af effektparametre
og parametre vedrorende toksikokinetik for de forskellige kemikalieklasser (f.cks. pesticider, biocider og indu-
strikemikalier). I modsatning til de fleste testmetoder beskriver denne testmetode TK-test, der involverer flere
malinger og effektparametre. I fremtiden vil der muligvis blive udviklet flere nye testmetoder ogfeller vejlednin-
ger, som beskriver hver effektparameter separat og i flere detaljer. For s vidt angdr denne testmetode, fastleegger
det enkelte lovgivningssystem, hvilke test eller vurderinger der skal gennemfores.

Der er adskillige forseg, der kan udfores for at evaluere et testkemikalies TK-opforsel i lovgivningsejemed.
Afhengigt af de konkrete lovgivningsbehov eller situationer er det dog ikke nedvendigt at udfere alle disse
mulige forseg for at evaluere et testkemikalie. Designet af TK-forseg skal veere fleksibelt og tage hensyn til
karakteristika for det undersogte testkemikalie. I nogle tilfelde skal kun et bestemt set sporgsmél undersoges for
at behandle fare- og risikoforholdene i forbindelse med et testkemikalie. I nogle situationer indsamles TK-data i
forbindelse med evalueringen i andre toksikologiforseg. I andre situationer skal der udferes yderligere og/eller
mere omfattende TK-forsag, hvis det kraves i henhold til lovgivningen, og/eller hvis nye sporgsmal rejses under
evalueringen af testkemikaliet.

Alle tilgeengelige informationer om testkemikaliet samt relevante metabolitter og analoger ber overvejes af
testlaboratoriet inden gennemforelsen af forseget med henblik pé at forbedre kvaliteten af forseget og minimere
omfanget af dyreforseg. Dette kan omfatte data fra andre relevante testmetoder (in vivo-forseg, in vitro-forseg
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ogleller in silico-evalueringer). Fysisk-kemiske egenskaber, sdsom et testkemikalies fordelingskoefficient octanol/
vand (udtrykt som log Pqy), pKa, vandopleselighed, damptryk og molekylvagt, kan bruges i forbindelse med
planlagningen af et forsag og fortolkning af resultater. De kan bestemmes ved hjelp af hensigtsmaessige metoder
som beskrevet i de relevante testmetoder.

BEGRANSNINGER

Denne testmetode er ikke designet til at tage hojde for sarlige omstandigheder, f.eks. draegtige eller diegivende
dyr og afkom, eller til at evaluere potentielle reststoffer i eksponerede dyr, der anvendes i fedevareproduktionen.
Data fra et B.36-forseg kan dog bruges som baggrundsinformation ved design af specifikke forsgg til sidanne
undersogelser. Denne testmetode er ikke beregnet til test af nanomaterialer. 1 henhold til en rapport om en
forelobig gennemgang af OECD Test Guidelines med hensyn til deres relevans for nanomaterialer kan TG 417
(svarer til denne testmetode B.36) muligvis ikke anvendes i forbindelse med nanomaterialer (1).

DEFINITIONER

De definitioner, der anvendes i forbindelse med denne testmetode, er anfort i tilleg.

HENSYN TIL DYREVELFARD

Vejledning om human behandling af dyr findes i OECD Guidance Document No. 19 (2). Det anbefales, at den
OECD-vejledning benyttes ved alle in vivo- og in vitro-forseg, der er beskrevet i denne testmetode.

BESKRIVELSE AF METODERNE
Pilotforseg

Pilotforseg anbefales og tilskyndes i forbindelse med valg af forsegsparametre til TK-forseg (f.cks. metabolisme,
massebalance, analysemetoder, dosisbestemmelse, udanding af CO, osv.). Karakterisering af nogle af disse para-
metre kan betyde, at det ikke er nedvendigt at bruge radioaktivt meerkede kemikalier.

Valg af dyr
Art

Den dyreart (og stamme), der bruges til TK-test, skal helst vare den samme som den, der anvendes i andre
toksikologiske forseg udfort med det pagaldende testkemikalie. Normalt anvendes rotter, da de hyppigt
anvendes i toksikologiske forsog. Andre eller yderligere arter kan anvendes, hvis kritiske toksikologiforseg
giver bevis for signifikant toksicitet hos disse arter, eller hvis det dokumenteres, at deres toksicitet/toksikokinetik
er mere relevant for mennesker. Der skal gives en begrundelse for valg af dyreart og stamme.

Medmindre andet navnes, henviser denne testmetode til rotten som forsegsdyr. Visse aspekter af metode skal
muligvis @ndres, hvis andre forsegsarter bruges.

Alder og stamme

Der anvendes unge raske voksne dyr (normalt 6-12 uger gamle pd doseringstidspunktet) (se ogsd afsnit 13 og
14). Der skal gives en begrundelse, hvis der bruges dyr, som ikke er unge voksne. Alle dyr skal vare af samme
alder ved forsogets begyndelse. Med hensyn til vagt méd det enkelte dyr ikke afvige mere end * 20 % fra
testgruppens gennemsnitsvagt. Ideelt anvendes den stamme, der ogsd blev anvendst til at etablere den toksiko-
logiske database for testkemikaliet.

Dyrenes antal og ken

For hver testet dosis anvendes mindst fire dyr af et kon. Der gives en begrundelse for kennet af de valgte dyr.
Det bor overvejes at bruge begge kon (4 handyr og 4 hundyr), hvis der foreligger beviser, som understotter
signifikante kensrelaterede forskelle i toksicitet.

Opbevaring og fodringsbetingelser

Dyr opbevares generelt i individuelle bure i forsegsperioden. Flere dyr i samme bur kan begrundes i serlige
tilfelde. Belysningen skal veere kunstig og bestd af 12 timers lys og 12 timers meorke. Temperaturen i forsegs-
dyrrummet skal vare 22 °C (+ 3 °C), og den relative fugtighed skal vere 30-70 %. Som foder kan anvendes
seedvanligt laboratoriefoder med fri adgang til drikkevand.
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Testkemikalie

Et radioaktivt merket testkemikalie med #C anvendes i forbindelse med alle aspekter af massebalance- og
metabolitbestemmelse i forsaget. Hvis det kan pévises, at:

— massebalance- og metabolitbestemmelse kan evalueres tilstraekkeligt ved hjalp af det umarkede testkemikalie,
g

— den analytiske specificitet og sensitivitet af den metode, der anvendes med et ikkeradioaktivt testkemikalie, er
lig med eller storre end den, der kan opnds med det radioaktivt markede testkemikalie

er det ikke nedvendigt at bruge et radioaktivt merket testkemikalie. Andre radioaktive og stabile isotoper kan
desuden anvendes, hvis elementet f.eks. er ansvarligt for eller indgdr i den toksiske del af testkemikaliet. Hvis det
er muligt, placeres det radioaktivt maerkede stof i en kernedel af det metabolsk stabile molekyle (det er ikke
ombytteligt, det fjernes ikke metabolsk som CO,, og det bliver ikke en del af organismens »one-carbon pools).
Det kan veare nedvendigt at mearke flere steder eller bestemte omréder af molekylet for at folge testkemikaliets
metabolske skabne.

Testkemikalier med og uden radioaktiv markning analyseres ved hjalp af hensigtsmessige metoder med henblik
pd at bestemme renhed og identitet. Den radioaktive renhed af det radioaktive testkemikalie skal vaere det hejest
mulige for et bestemt testkemikalie (den skal ideelt veere mere end 95 %), og det skal tilstraebes at identificere
urenheder, der er tilstede ved eller over 2 %. Renheden skal rapporteres sammen med identiteten og andelen af
identificerede urenheder. I lovgivningsbestemmelser kan der gives yderligere vejledning i definitionen og speci-
fikationen af testkemikalier, der bestdr af blandinger og metoder til bestemmelse af renhed.

Valg af dosis
Pilotforsag

Normalt er en enkelt oral dosis nok til pilotforseget. Dosen skal vaere ikke-toksisk, men hej nok til at muliggere
identifikation af metabolitter i excreta (og plasma, hvis det er relevant) og til at opfylde det anforte formal med
pilotforseget som anfert i afsnit 12 i denne testmetode.

Hovedforsag

Til hovedforsegene foretraekkes mindst to doser, da oplysninger indsamlet fra mindst to dosisgrupper kan bruges
som en hjalp til at fastlegge dosis i andre toksicitetsforseg og til at foretage en dosis-responsvurdering af
allerede tilgaengelige toksicitetstest.

Hvis to doser administreres, skal begge doser vare hgje nok til at muliggere identifikation af metabolitter i
excreta (og plasma, hvis det er relevant). Information fra tilgangelige toksicitetsdata skal overvejes ved valg af
dosis. Hvis sdanne data ikke er tilgengelige (f.cks. fra forsag vedrorende akut oral toksicitet med registrering af
kliniske tegn pd toksicitet eller fra toksicitetsforseg med gentagen dosering), kan en vardi for den hejeste dosis,
der er lavere end LDsg- (oral og dermal administration) eller LCs, (inhalation)-estimatet eller lavere end den
laveste vaerdi af det estimerede interval for akut toksicitet, overvejes. Den laveste dosis skal vare en brokdel af
den hgjeste dosis.

Hvis kun et dosisniveau undersoges, skal dosen ideelt vaere hej nok til at muliggere identifikation af metabolitter
i excreta (og plasma, hvis det er relevant) uden at producere synlig toksicitet. Der gives en begrundelse, hvis der
ikke medtages et andet dosisniveau.

Hvis virkningen af dosen pé de kinetiske processer skal bestemmes, er to doser muligvis ikke nok, og mindst én
dosis skal vaere tilstraekkeligt hej til at meatte disse processer. Hvis omrddet under koncentration-tidskurven for
plasma (AUC) ikke er linezrt mellem de to dosisniveauer, der er anvendt i hovedforseget, er det en sterk
indikation af, at metning af en eller flere af de kinetiske processer sker et sted mellem de to dosisniveauer.

For testkemikalier af lav toksicitet ber en maksimal dosis pad 1 000 mg/kg kropsvegt (oral og dermal admini-
stration) anvendes (for oplysninger om inhalation henvises til kapitel B.2 i dette bilag; denne dosis overstiger
typisk ikke 2 mg/l). Kemikaliespecifikke overvejelser kan gore det nedvendigt at anvende en hejere dosis,
afhangigt af lovgivningen. Valg af dosis skal altid begrundes.
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Toksikokinetiske data og data om fordeling i veev ved enkelt dosis kan vare nok til at bestemme potentialet for
akkumulering og/eller persistens. Under visse omstendigheder kan gentagen dosisadministration dog veare
nedvendig i) for i yderligere detaljer at afdeckke potentialet for akkumulering og/eller persistens eller andringer
i TK (dvs. enzyminduktion og -inhibition) eller ii) for at opfylde de galdende lovgivningskrav. Hvis et forseg
omfatter gentagen dosering, er det normalt tilstrakkeligt at anvende den lave dosis, men under visse omstan-
digheder kan det vaere nedvendigt ogsd at anvende en hej dosis (se ogsd afsnit 57).

Administration af testkemikalie

Testkemikaliet skal opleses eller suspenderes homogent i det vehikel, der ogsd blev anvendt til de andre toksici-
tetsforsog med anvendelse af oral sonde, der er udfert med testkemikaliet, hvis oplysninger om vehiklet er
tilgaengelige. Der gives en begrundelse for valg af vehikel. Valg af vehikel og doseringsvolumen skal vaere en del
af forsegsdesignet. Testkemikaliet administreres sadvanligvis via sonde. Administration med gelatinekapsler eller
iblandet foderet kan veare bedre i visse situationer (begrundelse gives i begge tilfelde). Den faktiske dosis, der er
administreret til hvert dyr, bekreaftes.

Hvor stor en vaskemzangde, der kan indgives ad gangen via oral sonde, athanger af forsegsdyrenes storrelse,
typen af dosisvehikel, og om dyrene haft adgang til foder inden administration af testkemikaliet. Der gives en
begrundelse for administration eller begrensning af foder inden dosering. Normalt ber volumen holdes si lavt
som muligt for bide vandige og ikkevandige vehikler. Dosisvolumen ma normalt ikke overstige 10 ml/kg
kropsveagt for gnavere. Volumen af vehikler, der anvendes i forbindelse med mere lipofile testkemikalier, kan
starte ved 4 mljkg kropsvaegt. Nar daglig faste er kontraindiceret, ber lavere dosisvolumen (f.eks. 2-4 ml/kg
kropsveagt) overvejes ved gentagen dosering. Ndr det er muligt, ber det overvejes at bruge et dosisvolumen
svarende til det, der er anvendt i andre orale sondeforseg med testkemikaliet.

Intravenes (IV) administration af testkemikaliet og maling af testkemikaliet i blod og/eller excreta kan anvendes
til at bestemme biotilgengelighed eller relativ oral absorption. Ved et IV-forseg administreres en enkelt dosis
(normalt svarende til, men ikke hejere end den laveste orale dosis) af testkemikaliet ved hjalp af et hensigts-
massigt vehikel. Dette materiale bor administreres i et passende volumen (f.eks. 1 ml/kg kropsvaegt) pd det valgte
administrationssted pd mindst fire dyr af det mest egnede kon (begge kon kan anvendes, hvis det er begrundet,
se afsnit 16). En fuldt oplest eller suspenderet dosistilberedning er nedvendig ved IV-administration af test-
kemikaliet.. Vehiklet til IV-administration ma ikke opvirke blodintegriteten eller blodgennemstremningen. Ved
infusion af testkemikaliet med en infusionspumpe rapporteres infusionshastigheden, som skal vare den samme
for alle dyr. Bedgvelse anvendes, hvis et kateter indsattes i halsvenen (til administration af testkemikaliet og/eller
udtagning af blod), eller hvis femoralarterien anvendes til administration. Typen af bedevelse ber overvejes, da
den kan pévirke toksikokinetikken. Dyrene skal have mulighed for at restituere sig tilstrackkeligt inden admini-
stration af testkemikaliet og vehiklet.

Andre administrationsveje, f.eks. dermal applikation og inhalation (se afsnit 74-78), kan anvendes i forbindelse
med visse testkemikalier under hensyntagen til deres fysisk-kemiske egenskaber og menneskers forventede
anvendelse eller eksponering.

Malinger
Massebalance

Massebalance bestemmes ved at leegge den procentdel af den administrerede (radioaktive) dosis, der udskilles i
urin, faeces og udandet luft, sammen med den procentdel, der er til stede i vev, resten af kadaveret og vaskevand
fra bure (se afsnit 46). Generelt vurderes en total genfinding af det administrerede testkemikalie (radioaktivitet) pa
> 90 % at veare tilstrakkelig.

Absorption

Der kan fis en indledende estimering af absorptionen ved at ekskludere procentdelen af dosen i mave-tarmka-
nalen ogleller feces fra bestemmelsen af massebalancen. Se afsnit 33 for oplysninger om beregning af den
procentvise absorption. Se afsnit 44-49 for oplysninger om undersggelse af excreta. Hvis den pracise absorp-
tionsgrad efter oral administration ikke kan bestemmes ud fra massebalanceforseg (f.cks. hvis mere end 20 % af
den administrerede dosis er til stede i feeces), kan yderligere undersogelser vare nedvendige. Disse forseg kan
omfatte enten 1) oral administration af testkemikaliet og méling af testkemikaliet i galde eller 2) oral og
intravengs administration af testkemikaliet og méling af det nettovolumen af testkemikalie, der er til stede i
urin plus uddndet luft plus kadaver ved hver af de to administrationsveje. I begge forsegsdesign foretages méling
af radioaktivitet som en surrogatmetode til kemikaliespecifik analyse af testkemikaliet plus metabolitter.

Hvis udskillelse i galde undersoges, anvendes oftest oral administration. I dette forsog lagges et kateter i
galdegangen pd mindst fire dyr af det mest egnede kon (eller begge kon, hvis det er begrundet), og en enkelt
dosis af testkemikaliet administreres. Efter administration af testkemikaliet overvages udskillelsen af radioaktivitet/
testkemikalie i galde sd lenge som nedvendigt for at ansld den procentdel af den administrerede dosis, der
udskilles ad denne vej, og denne veardi kan bruges til direkte at beregne den orale absorptionsgrad:
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Procent absorption = (mangde i galde + urin + udéndet luft + kadaver uden indhold i mave-tarmkanal)/
administreret maengde x 100

I nogle testkemikalieklasser kan der ske direkte sekretion af den absorberede dosis péd tveers af tarmmembraner. I
sddanne tilfelde er mélingen af den procentvise dosis i faeces efter en oral dosis via kateter i rottens galdekanal
ikke repreasentativ for den uabsorberede dosis. Hvis tarmsekretion vurderes at forekomme, anbefales det, at den
absorberede procentdel af dosis baseres pd den absorption, der beregnes ved at sammenligne udskillelse efter oral
administration med udskillelse efter intravenes administration (intakt rotte eller rotte med kateter i galdekanal)
(se afsnit 35). Hvis kvantificering af tarmsekretion vurderes at vare nedvendig, ber udskillelse i galdegangen hos
rotten med kateter i galdekanalen males efter intravenes dosisadministration.

Biotilgaengelighed

Biotilgeengelighed kan bestemmes ud fra plasma-|blodkinetikken for de orale og intravengse grupper (se afsnit
50-52) ved hjalp af specifik kemisk analyse af testkemikaliet ogleller relevante metabolitter, og et radioaktivt
market testkemikalie er derfor ikke pakravet. Beregningen af testkemikaliets eller relevante metabolitters biotil-
gangelighed (F) foretages derefter pé folgende made:

F = (AUCp/AUCy) X (Dosisyy/Dosiscyp)

hvor AUC er omrddet under koncentration-tidskurven for plasma, og exp er den eksperimentelle administra-
tionsvej (oral, dermal eller via inhalation).

I forbindelse med risikovurdering af systemiske virkninger foretrakkes generelt biotilgeengelighed af den toksiske
komponent generelt frem for den procentvise absorption, ndr systemiske koncentrationer fra dyreforsag
sammenlignes med analoge bioovervdgningsdata fra undersogelser af erhvervsmeassig eksponering. Situationen
kan blive mere kompleks, hvis doserne er i det ikke-linezere omrade, sa det er vigtigt at den toksikokinetiske
screening udpeger doser i det linezre omrade.

Fordeling i veev

Kendskab til fordelingen i vev af et testkemikalie ogfeller dets metabolitter er afgorende for at kunne identificere
mélveev og forstd de bagvedliggende toksicitetsmekanismer og for at fd oplysninger om testkemikaliets poten-
tiale, metabolitakkumulering og persistens. Procentdelen af den samlede (radioaktive) dosis i vav og resten af
kadaveret bor som minimum méles ved afslutningen af udskillelsesforsoget (f.cks. op til syv dage efter dosis eller
mindre afhengigt af testkemikaliets specifikke opfersel). Hvis testkemikalie ikke spores i vav ved forsagsafslut-
ning (f.eks. fordi testkemikaliet er blevet elimineret inden forsegsafslutning pd grund af en kort halveringstid),
bor det omhyggeligt sikres, at data ikke fejlfortolkes. I en sddan situation undersoges fordelingen i vav pd det
tidspunkt, hvor koncentrationen af testkemikaliet (og/eller dets metabolit) topper i plasma/blod (T,,,,), eller hvor
udskillelse i urinen topper, alt efter hvad der er relevant (se afsnit 38). Det kan desuden vare nedvendigt at
indsamle vav pé andre tidspunkter med henblik pé at bestemme fordelingen i vaev af testkemikaliet og/eller dets
metabolitter, evaluere betydningen af tid (hvis relevant), hjelpe med at bestemme massebalance ogfeller som
kraevet af en kompetent myndighed. Veev, der indsamles, omfatter lever, fedt, mave-tarmkanal, nyre, milt, fuld-
blod, resterende kadaver, vav fra mélorganer og andet vav (f.cks. skjoldbruskkirtel, erytrocytter, konsorganer,
hud, ejne (iseer fra pigmenterede dyr) af potentiel signifikans for den toksikologiske evaluering af testkemikaliet.
Analyse af yderligere veev pd samme tidspunkter ber overvejes for at udnytte dyrene mest muligt, og hvis
malorgantoksicitet observeres i forseg vedrerende subkronisk eller kronisk toksicitet. Den (radioaktive) restkon-
centration og forholdet mellem vav og plasma (blod) rapporteres ogsa.

Evaluering af fordelingen i vaev pa flere tidspunkter, f.eks. tidspunktet for spidskoncentration i plasma/blod (dvs.
Tmay eller spidsudskillelse i urin, fremskaffet fra de forskellige forseg vedrerende plasma-/blodkinetik eller
udskillelse, kan ogsd vare nedvendig eller kraeves af en kompetent myndighed. Disse oplysninger kan bruges
til at forstd toksicitet og testkemikaliets potentiale, metabolitakkumulering og persistens. Udvelgelsen af prover
skal begrundes. Prover til analyse skal generelt vaere de samme som ovennavnte (se afsnit 37).

Kvantificering af radioaktivitet til forsag vedrerende fordeling i vav kan udferes ved hjelp af dissekering,
homogenisering, forbraending og/eller oplesning af organer efterfulgt af veeskescintillationstelling af opsamlede
rester. Bestemte teknikker, som er pd forskellige udviklingstrin, f.cks. kvantitativ helkropsautoradiografi og
mikroskopisk autoradiografi af receptor, kan vise sig at vare nyttige til bestemmelse af fordelingen af et
testkemikalie i organer ogfeller vav (3) (4).

For andre eksponeringsveje end oral indsamles og analyseres specifikke vav, f.cks. lunger i inhalationsforsag og
hud i dermale forseg. Se afsnit 74-78.
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Metabolisme

Excreta (og plasma, hvis relevant) indsamles til identifikation og kvantificering af uforandret testkemikalie og
uforandrede metabolitter som beskrevet i afsnit 44-49. Pooling af excreta med henblik pé at lette identifikationen
af metabolitter i en bestemt dosisgruppe accepteres. Det anbefales, at metabolitter fra hver tidsperiode profileres.
Hvis det ikke er muligt pd grund af manglende prover ogfeller radioaktivitet, kan pooling af urin og faeces pd
tvaers af flere tidspunkter accepteres, men pooling pé tvars af ken eller doser accepteres ikke. Der anvendes
hensigtsmaessige kvalitative og kvantitative metoder til at analysere urin, faeces, uddndet radioaktivitet fra behand-
lede dyr og galde, hvis det er relevant.

Der ber ydes en rimelig indsats for at identificere alle metabolitter, der udger 5 % eller mere af den admini-
strerede dosis, og fastlegge et metabolisk system for testkemikaliet. Testkemikalier, der er karakteriseret i excreta
som bestdende af 5 % eller mere af den administrerede dosis, identificeres. Identifikation betyder den pracise
strukturelle bestemmelse af komponenter. Identifikation opnds typisk ved at bruge co-kromatografi af metabo-
litten med kendte standarder ved hjlp af to forskellige systemer eller ved at bruge teknikker, der kan foretage
positiv strukturel identifikation, som f.eks. massespektroskopi, kernemagnetisk resonans (NMR) osv. Hvis co-
kromatografi anvendes, kan kromatografiske teknikker, der anvender samme stationzre fase med to forskellige
oplesningsmiddelsystemer, ikke anvendes til at foretage verifikation af metabolitidentitet ved hjelp af to teknik-
ker, da metoderne ikke er uafhangige. Identifikation ved hjalp af co-kromatografi foretages ved hjelp af to
forskellige og analytisk uathaengige systemer, f.eks. tyndtlagskromatografi (reverse og normal fase) (TLC) og
hejtydende vaskekromatografi (HPLC). Hvis den kromatografiske adskillelse er af passende kvalitet, er yderligere
bekraftelse ved hjelp af spektroskopi ikke nedvendig. Alternativt kan entydig identifikation ogsd opnés ved at
bruge metoder, der frembringer strukturelle oplysninger, som f.eks. vaskekromatografi-massespektroskopi (LC-
MS) eller veskekromatografiftandem massespektroskopi (LC-MS/MS), gaskromatografi/massespektroskopi (GC-
MS) og NMR-spektrometri.

Hvis identifikation af metabolitter, der udger 5 % eller mere af den administrerede dosis, ikke er mulig, gives der
en begrundelse/forklaring i den endelige rapport. Det kan vere hensigtsmaessigt at identificere metabolitter, som
udger mindre end 5% af den administrerede dosis, for at fi en bedre forstdelse af metaboliseringsvejen i
forbindelse med fare- ogfeller risikovurderingen af testkemikaliet. Strukturel bekreeftelse skal sd vidt muligt
gives. Det kan omfatte profilering i plasma eller blod eller andet vaev.

Udskillelse

Hastigheden og graden af udskillelse af den administrerede dosis bestemmes ved at male den procentdel af dosen
(radioaktiv), der er genfundet i urin, faces og udindet luft. Disse data vil ogsd medvirke til at bestemme
massebalance. De testkemikaliekvantiteter (radioaktivitet), der er elimineret i urin, feces og udandet luft,
bestemmes med passende tidsintervaller (se afsnit 47-49). Forseg med gentagne doser designes, si data om
udskillelse kan indsamles med henblik pd at opfylde mélene i afsnit 26. Derved kan forsegene sammenlignes
med enkeltdosisforseg.

Hvis et pilotforseg har vist, at der ikke udskilles en signifikant mangde af testkemikaliet (radioaktivitet) (i
henhold til afsnit 49) gennem udandet luft, er det ikke nedvendigt at indsamle uddndet luft i hovedforsaget.

Hvert dyr placeres i et separat metabolismebur med henblik pé indsamling af excreta (urin, faeces og udandet
luft). Efter hver indsamlingsperiode (se afsnit 47-49) skylles metabolismeburene med oplesningsmiddel (»bur-
vask«) for at sikre maksimal genfinding af testkemikaliet (radioaktivitet). Indsamlingen af excreta afsluttes pa dag
7, eller ndr mindst 90 % af den administrerede dosis er genfundet, alt efter hvad der forekommer forst.

De samlede mangder af testkemikaliet (radioaktivitet) i urin bestemmes pd mindst to tidspunkter pd den forste
indsamlingsdag, hvoraf det ene skal vare 24 timer efter dosering, og derefter dagligt indtil forsegsafslutning. Der
bor valges mere end to indsamlingspunkter pd dag 1 (f.eks. ved 6, 12 og 24 timer). Resultaterne af pilotforseg
analyseres for oplysninger om alternative eller yderligere indsamlingstidspunkter. Der gives en begrundelse for
valg af indsamlingstidsplan.

De samlede mengder af testkemikaliet (radioaktivitet) i feeces bestemmes dagligt fra og med 24 timer efter
dosering indtil forsegsafslutning, medmindre pilotforseg paviser alternative eller yderligere indsamlingstidspunk-
ter. Der gives en begrundelse for valg af alternative indsamlingstidsplaner.

Indsamlingen af udéndet CO, og andre flygtige materialer kan afbrydes i et forseg, hvis mindre end 1 % af den
administrerede dosis findes i den uddndede luft i lobet af en indsamlingsperiode pd 24 timer.
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Forseg vedrerende tidsforleb
Plasma-/blodkinetik

Formdlet med disse forseg er at opnd estimater af grundlaeggende TK-parametre [f.eks. Cp,.p, Tpnay halveringstid
(t1j2), AUC] for testkemikaliet. Disse forseg kan gennemfores med en dosis eller mere sandsynligt med to eller
flere doser. Dosis fastlegges ud fra karakteren af forseget ogleller det undersogte vev. Der skal evt. bruges
kinetiske data til at afklare sporgsmal, som f.eks. testkemikaliets biotilgeengelighed, og/eller afklare virkningen af
dosen pé clearance (f.eks. at afklare, om clearance meattes pd en dosisatheengig méde).

Til disse forseg anvendes der mindst fire dyr pr. ken pr. dosisgruppe. Der gives en begrundelse for kennet af de
valgte dyr. Det ber overvejes at bruge begge kon (4 handyr og 4 hundyr), hvis der foreligger beviser, som
understotter signifikante kensrelaterede forskelle i toksicitet.

Efter administration af testkemikaliet (radioaktivt merket) udtages blodprever fra hvert dyr pd passende tids-
punkter ved hjalp af en hensigtsmassig proveudtagningsteknik. Volumenet og antallet af blodprever, der kan
udtages pr. dyr, kan vare begrenset af potentielle virkninger af gentagen provetagning pd dyrets sundhed|
fysiologi ogfeller analysemetodens sensitivitet. Prover analyseres for hvert enkelt dyr. Under visse omstendig-
heder (f.eks. karakterisering af metabolitter) kan det vere nedvendigt at samle prover fra flere dyr i en pool.
Poolede prover identificeres tydeligt, og der gives en forklaring. Hvis et radioaktivt market testkemikalie anven-
des, kan analysen af total tilstedeveerende radioaktivitet vere tilstrakkelig. I sd fald analyseres den totale radio-
aktivitet i fuldblod og plasma eller plasma og rede blodlegemer, séledes at blod-/plasmaforholdet kan beregnes.
Under andre omstendigheder kan mere specifikke undersagelser, der kraver identifikation af moderstof og/eller
metabolitter eller vurdering af proteinbinding, vare nedvendige.

Kinetik for andet veev

Formdlet med disse forseg er at fremskaffe oplysninger om tidsforleb for at afklare spergsmal vedrerende f.eks.
toksisk virkningsmdde, bioakkumulering og biopersistens via bestemmelse af koncentrationen af testkemikaliet i
forskellige veev. Valget af vaev og antallet af tidspunkter, der evalueres, atheenger af det undersegte veev og den
toksikologiske database for testkemikaliet. Designet af disse kinetiske forseg vedrerende andet vav baseres pa
information fremskaffet som beskrevet i afsnit 37-40. Forsogene kan omfatte enkeltdosering eller gentagen
dosering. Der gives en detaljeret begrundelse for den valgte tilgang.

Arsagerne til at udfere kinetiske forsog med andet vav kan omfatte:
— bevis for forleenget halveringstid i blod, hvilket antyder mulig akkumulering af testkemikaliet i forskellige vav

— onske om at undersoge, om der er opndet et steady state-niveau i bestemte vav (i forsog med gentagen
dosering, hvor der er opnéet et tilsyneladende steady state-niveau for testkemikaliet i blod, kan man f.eks.
ogsd enske at bekrafte, at der er opndet et steady state-niveau i mélveav).

For disse typer forsag vedrerende tidsforleb administreres en passende dosis af testkemikaliet til mindst fire dyr
pr. dosis pr. tidspunkt, og tidsforlgbet for fordelingen i de udvalgte vaevstyper overviges. Der anvendes kun ét
keon, medmindre der observeres kensspecifik toksicitet. Om total radioaktivitet eller moderstof og/eller metabo-
litter analyseres, atheenger af det undersogte sporgsmal. Fordeling i veev vurderes ved hjalp af hensigtsmaessige

teknikker.

Enzyminduktion/-inhibition

Forsgg, der omhandler de mulige virkninger af enzyminduktion/-inhibition eller biotransformation af testkemi-
kaliet i lobet af forseget, kan vere nedvendige i folgende tilfelde:

1) Tilgaengelige beviser indicerer en sammenhzang mellem testkemikaliets biotransformation og eget toksicitet.
2) De tilgaengelige toksicitetsdata indicerer en ikke-lineer sammenhang mellem dosis og metabolisme.

3) Resultaterne af forseg vedrerende identifikation af metabolitter paviser en potentielt toksisk metabolit, der
muligvis er blevet produceret af en enzymbane, der er induceret af testkemikaliet.

4) Til forklaring af virkninger, der pdstds at hange sammen med enzyminduktionsfeenomener.
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5) Hvis toksikologisk signifikante forandringer i testkemikaliets metaboliske profil observeres via in vitro- eller in
vivo-eksperimenter med forskellige arter eller under forskellige betingelser, skal de involverede enzymer
muligvis karakteriseres (f.eks. fase I-enzymer, som f.eks. isoenzymer af det cytochrom P450-athaengige
monooxygenasesystem, fase ll-enzymer, som feks. isoenzymer af sulfotransferase eller uridindiphosphat-
glucuronosyltransferase, eller andre relevante enzymer). Disse oplysninger kan bruges til at evaluere rele-
vansen af ekstrapolering mellem arter.

Der skal anvendes hensigtsmassige forsagsprotokoller med passende validering og begrundelse til at evaluere
endringer 1 TK relateret til testkemikaliet. Eksempler pd forsegsdesign omfatter gentagen dosering med ikke-
market testkemikalie efterfulgt af en enkelt radioaktivt maerket dosis pd dag 14 eller gentagen dosering med
radioaktivt meerket testkemikalie og provetagning pa dag 1, 7 og 14 med henblik pa at bestemme metabolit-
profiler. Gentagen dosering med radioaktivt mearket testkemikalie kan ogsd give oplysninger om bioakkumule-
ring (se afsnit 26).

SUPPLERENDE TILGANGE

Supplerende tilgange ud over de in vivo-forseg, der er beskrevet i denne testmetode, kan give nyttige oplysninger
om absorption, fordeling, metabolisme eller eliminering af et testkemikalie i visse arter.

Anvendelse af in vitro-oplysninger

Flere sporgsmal om metabolismen af testkemikaliet kan underseges i in vitro-forseg baseret pa hensigtsmassige
testsystemer. Nyligt isolerede eller dyrkede hepatocytter og subcellulere fraktioner (f.eks. mikrosomer og cytosol-
eller S9-fraktion) fra leveren kan bruges til at studere mulige metabolitter. Lokal metabolisme i malorganet, f.eks.
lunge, kan vere interessant i forbindelse med risikovurdering. Til sddanne formdl kan mikrosomfraktioner af
maélvav vare anvendelige. Forseg med mikrosomer kan bruges til at undersege potentielle kons- og livsfase-
forskelle og karakterisere enzymparametre (K, og V,....), som kan medvirke til at vurdere dosisathengigheden af
metabolisme i forhold til eksponeringsniveauer. Mikrosomer kan desuden hjelpe med at identificere de specifikke
mikrosomenzymer, der er involveret i metabolismen af testkemikaliet, hvilket kan vaere relevant ved ekstrapo-
lering mellem arter (se ogsd afsnit 56). Potentialet for induktion af biotransformation kan ogsé underseges ved
hjelp af subcellulere leverfraktioner (f.eks. mikrosomer og cytosol) fra dyr, der pa forhand er behandlet med det
undersogte testkemikalie, in vitro via forseg med hepatocytinduktion eller fra specifikke cellelinjer, der udtrykker
relevante enzymer. Under visse omstendigheder og hensigtsmessige forhold kan det overvejes at anvende sub-
cellulere fraktioner af menneskeligt veev til at bestemme potentielle artsforskelle, hvad angdr biotransformation.
Resultaterne af in vitro-undersegelser kan ogsd bruges til at udvikle PBTK-modeller (5).

In vitro-forsag vedrerende dermal absorption kan give yderligere oplysninger, som kan karakterisere
absorption (6).

Primere cellekulturer fra leverceller og friske vaevsudsnit kan anvendes til at undersage samme sporgsmél som
levermikrosomer. I nogle tilflde kan specifikke spargsmaél besvares ved hjalp af cellelinjer med defineret udtryk
af det relevante enzym eller ved hjalp af konstruerede cellelinjer. I nogle tilfeelde kan det vare nyttigt at
undersege inhibitionen og induktionen af specifikke cytochrom P450-isozymer (f.ecks. CYP1A1l, 2EI1, 1A2
m.fl) ogleller fase ll-enzymer af moderstoffet ved hjelp af in vitro-forsag. De indhentede informationer kan
bruges i forbindelse med stoffer med tilsvarende struktur.

Brug af toksikokinetiske data fra toksicitetsforseg som supplerende oplysninger

Analyse af blod-, vavs- eller excretaprover fremskaffet i forbindelse med gennemforelsen af andre toksicitets-
forseg kan tilvejebringe data om biotilgengelighed, andringer i plasmakoncentration over tid (AUC, C..),
bioakkumuleringspotentiale, clearance-hastigheder og kens- eller livsfasebetingede @ndringer i metabolisme og
kinetik.

Overvejelsen af forsegsdesignet kan omfatte besvarelse af sporgsmél vedrerende: metning af absorptions-,
biotransformations eller udskillelsesveje ved hgjere dosisniveauer, funktionen af nye metaboliske veje ved
hejere doser og begreensningen af toksiske metabolitter til hejere doser.

Andre overvejelser i forbindelse med farevurdering kan omfatte spergsmaél, som f.eks.:

— aldersrelateret sensitivitet som folge af forskelle i blod-hjernebarrierens tilstand samt nyre- og eller detoksi-
ficeringskapaciteten

— sensitivitet for delpopulation som folge af forskelle i biotransformationskapacitet eller andre TK-forskelle

— grad af eksponering af foster ved transplacental overforsel af kemikalier eller af den nyfedte via laktation.
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Brug af toksikokinetisk modellering

Toksikokinetiske modeller kan bruges til forskellige formdl i forbindelse med fare- og risikovurdering, som f.eks.
forudsigelse af systemisk eksponering og intern vavsdosis. Specifikke sporgsmél vedrorende virkningsmade kan
underseges, og disse modeller kan danne grundlaget for ekstrapolering pa tvars af arter, eksponeringsveje,
doseringsmenstre og risikovurdering for mennesker. Data, som kan bruges til at udvikle PBTK-modeller for et
testkemikalie for en given art, omfatter 1) fordelingskoefficienter, 2) biokemiske konstanter og fysiologiske
parametre, 3) absorptionsparametre, der er specifikke for eksponeringsvejen, og 4) kinetiske in vivo-data til
modelevaluering [f.eks. clearanceparametre for relevante (> 10 %) udskillelsesveje samt K, og V., for meta-
bolisme]. De forsogsdata, der bruges i forbindelse med modeludvikling, skal genereres med videnskabeligt
forsvarlige metoder, og modelresultaterne skal evalueres. Parametre, der er specifikke for testkemikaliet og
arten, f.eks. absorptionshastigheder og konstanter for fordeling mellem blod/vav og metabolisk hastighed,
bestemmes ofte for at lette udvikling af generelle eller fysiologisk baserede modeller (7).

DATA OG RAPPORTERING

Forsggsrapporten ber indeholde en indholdsfortegnelse.

Selve rapporten

Selve rapporten skal indeholde de oplysninger, der er omfattet af denne testmetode, opdelt i folgende kapitler og
afsnit:

Resumé

Dette afsnit af forsagsrapporten skal indeholde et resumé af forsegsdesignet og en beskrivelse af de anvendte
metoder. [ afsnittet fremhaves ogsd de centrale fund med hensyn til massebalance, karakter og omfang af
metabolitter, veevsrester, clearance-hastighed, bioakkumuleringspotentiale, kensbetingede forskelle osv. Resuméet
skal vare sd detaljeret, at fundene kan evalueres.

Indledning

[ dette afsnit af rapporten anfores forsegsmal, -rationale og -design, og der gives relevante referencer og

baggrundsoplysninger.

Materialer og metoder

Dette afsnit i rapporten skal indeholde detaljerede beskrivelser af alle relevante forhold, herunder:

a) Testkemikalie

I dette underafsnit identificeres testkemikaliet: kemisk navn, molekylerstruktur, kvalitativ og kvantitativ
bestemmelse af dets kemiske sammensetning, kemisk renhed, samt type og kvantiteter af evt. urenheder,
hvis det er muligt. Det skal ogsd indeholde oplysninger om fysisk-kemiske egenskaber, herunder fysisk
tilstand, farve, opleselighed ogleller fordelingskoefficient, stabilitet og «tsende virkning, hvis det er relevant.
Hvis det er relevant, anfores oplysninger om isomere. Hvis testkemikaliet er radioaktivt maerket, anferes
folgende oplysninger om folgende i dette underafsnit: radionukleidtype, markets placering, specifik aktivitet
og radiokemisk renhed.

Evt. vehikel, fortyndingsmidler, suspensionsmidler og bledgeringsmidler eller andre materialer, der anvendes
til administration af testkemikaliet, anferes eller beskrives.

=

Forsegsdyr

I dette afsnit anferes oplysninger om forsegsdyrene, herunder udvelgelse af og begrundelse for art, stamme
og alder ved forsegets begyndelse, kon samt kropsvaegt, sundhedsstatus og dyreopdrat og -sundhed.

¢) Metoder

Dette afsnit skal indeholde detaljer om det anvendte forsegsdesign og de anvendte metoder. Det skal bla.
indeholde:

1) en begrundelse for evt. andring af eksponeringsvej og eksponeringsbetingelser



L 81/116

Den Europaiske Unions Tidende

19.3.2014

71.

2) en begrundelse for valget af dosisniveauer

3) en beskrivelse af evt. pilotforseg, der er indgér i forsegsdesignet for de opfelgende forsag; baggrundsdata
for pilotforseg indgives

4) en beskrivelse af tilberedningen af doseringsoplosningen og typen af evt. oplesningsmiddel eller vehikel

5) antal behandlingsgrupper og dyr i hver gruppe

6) dosisniveauer og -volumen (og dosens specifikke aktivitet, nar radioaktivitet anvendes)

7) administrationsveje og -metoder

8) doseringshyppighed

9) evt. fasteperiode

10) total radioaktivitet pr. dyr

11) héndtering af dyr

12) provetagning og -hindtering

13) analysemetoder anvendt til separation, kvantificering og identifikation af metabolitter

14) pévisningsgranse for de anvendte metoder

15) andre anvendte forsegsmadlinger og -fremgangsmader (herunder validering af metoder til metabolitana-

lyse).

oL
=

Statistisk analyse:

Hvis statistisk analyse bruges til at analysere forsegsfund, skal rapporten indeholde tilstrakkelige oplysninger
om den anvendte analysemetode og det anvendte computerprogram, siledes at en uafhangig reviewer|sta-
tistiker kan revurdere og gentage analysen.

Hvis der bruges systemer, som modellerer forseg, som f.eks. PBTK, skal prasentationen af modeller inde-
holder en udferlig beskrivelse af modellen, sdledes at der kan foretages en uafhengig gentagelse og validering
af modellen (se afsnit 65 og tilleg: Definitioner).

Resultater

Alle data opsummeres og opstilles i tabelform med relevant statistisk evaluering og beskrives i afsnittets tekst.
Data om radioaktivitetsmaling opsummeres og fremlagges, for s& vidt det er relevant for forseget, typisk som
mikrogram- eller milligram-@kvivalenter pr. prevemasse, men andre enheder kan anvendes. I dette afsnit
indsettes grafiske illustrationer af fundene, reproduktioner af reprasentative kromatografi- og spektrometridata,
identifikation/kvantificering af metabolitter og foresldede metaboliske veje, herunder metabolitternes molekylar-
struktur. Felgende oplysninger angives desuden i dette afsnit, for sd vidt de er relevante:

1) kvantitet og procentdel af genfunden radioaktivitet i urin, feeces, udandet luft samt urin og feeces i vaskevand
fra bure

— 1 forbindelse med dermale forseg angives ogsd data om genfinding af testkemikaliet fra behandlet hud,
hudvask og tilbageverende radioaktivitet i hudbeskyttelse og metabolismebur samt resultater af forsog
med hudvask. Se afsnit 74-77 for en yderligere diskussion.

— [ forbindelse med inhalationsforseg anferes ogsd data om genfinding af testkemikaliet i lunger og nasale
vav (8). Se afsnit 78 for en yderligere diskussion
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2) fordeling i vaev rapporteret som procentdel af administreret dosis og koncentration (mikrogram-akvivalenter
pr. g vav), og forhold mellem vav og blod eller vav og plasma

3) materialebalance udviklet fra hvert forseg, der omfatter analyse af kropsvav og excreta

4) plasmakoncentrationer og toksikokinetiske parametre (biotilgengelighed, AUC, Cmax, Tmax, clearance og
halveringstid) efter administration via de relevante eksponeringsveje

5) hastighed og grad af absorption af testkemikaliet efter administration via de relevante eksponeringsveje

6) kvantiteter af testkemikaliet og metabolitter (rapporteret som en procentdel af den administrerede dosis)
indsamlet i excreta

7) reference til data i tilleg, der indeholder data om individuelle dyr for alle undersogte effektparametre (f.eks.
dosisadministration, genfunden procent, koncentrationer, TK-parametre osv.)

8) illustration af de foresldede metaboliske veje og metabolitternes molekylaerstruktur.

Diskussion og konklusioner

I dette afsnit skal forfatterne:

1) anfere en foresldet metabolisk vej baseret pa resultaterne af metabolismen og elimineringen af testkemikaliet

2) diskutere potentielle arts- og kensspecifikke forskelle med hensyn til testkemikaliets eliminering og/eller
biotransformation

3) opstille data om og diskutere identifikationen og omfanget af metabolitter, clearance-hastigheder, bioakku-
muleringspotentiale og koncentration af moderstof- og/eller metabolitrester i veev samt mulige dosisbetingede
@ndringer i TK-parametre, for sd vidt det er relevant

4) i dette afsnit anfore alle relevante TK-data indhentet i forbindelse med gennemforelsen af toksicitetsforseg

5) angive en pracis konklusion, der underbygges af forsogsfundene

6) efter behov indsatte yderligere relevante afsnit.

[ yderligere afsnit indsettes understottende bibliografiske oplysninger, tabeller, figurer, tilleg osv.

ALTERNATIVE EKSPONERINGSVEJE
Dermal
Dermal behandling

[ dette afsnit gives der specifikke oplysninger om undersogelsen af toksikokinetikken for testkemikaliet ved
dermal eksponering. Med hensyn til dermal absorption henvises der til kapitel B.44 i dette bilag [Hudabsorption:
in vivo-metode (9)]. I forbindelse med andre effektparametre, f.eks. fordeling og metabolisme, kan denne
testmetode B.36 anvendes. Der anvendes et eller flere dosisniveauer ved dermal behandling. Testkemikaliet
(f.eks. ufortyndet, fortyndet eller formuleret materiale, der indeholder teststoffet og péferes huden) skal vere
det samme (eller en realistisk erstatning herfor) som det, mennesker eller andre potentielle mélarter kan blive
eksponeret for. Dosisniveauer valges i overensstemmelse med afsnit 20-26 i denne testmetode. Faktorer, der kan
tages i betragtning ved valg af dermal dosis, omfatter forventet human eksponering og/eller doser, hvor toksicitet
er observeret i andre forsog vedrorende dermal toksicitet. De dermale doser skal om nedvendigt oplases i et
egnet vehikel og péferes i en mangde, der er tilstraekkelig til at levere doserne. Kort for forseget indledes, klippes
forsegsdyrene pd ryggen. Séfremt pelsen barberes bort, bor det ske ca. 24 timer, inden forseget indledes. Under
denne procedure md man passe pa ikke at beskadige huden, da det kan @ndre dens permeabilitet. Mindst 10 %
af kroppens overflade skal gores klar til paforing af testkemikaliet. I tilfelde af steerkt toksiske kemikalier kan
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omrédet vaere mindre end 10 %, men en sd stor del af omradet som muligt ber dakkes med et tyndt og ensartet
lag. Det samme behandlingsomrade anvendes til alle dermale testgrupper. De behandlede omrader beskyttes med
en passende kappe, som fastgores. Dyrene anbringes enkeltvis i bure.

75. Der gennemfores et forsog med hudvask med henblik pd at vurdere den maengde, af den anvendte dosis af
testkemikaliet, der kan fjernes fra huden ved at vaske det behandlede hudomridde med mild sebe og vand. Dette
forseg kan ogsd hjelpe med at bestemme massebalancen, ndr testkemikaliet administreres ved dermal applika-
tion. I dette forseg med hudvask paferes en enkelt dosis af testkemikaliet pa to dyr. Dosis vealges i overens-
stemmelse med afsnit 23 i denne testmetode (se ogsa afsnit 76 for en diskussion af hudkontakttid). De mangder
af testkemikaliet, der genfindes i vaskevandet, bestemmes med henblik pé at vurdere, hvor effektivt testkemikaliet
fijernes ved vask.

76. Medmindre det ikke er muligt pd grund af @®tsning, paferes testkemikaliet huden og forbliver der i mindst seks
timer. Nar beskyttelseskappen fjernes, vaskes det behandlede omride ved hjzlp af den fremgangsmade, der er
beskrevet i forsoget med hudvask (se afsnit 75). Bide beskyttelseskappe og vaskevand analyseres for rester af
testkemikaliet. Ved afslutningen af forsegene aflives alle dyrene humant i overensstemmelse med (2), og den
behandlede hud fjernes. Et relevant udsnit af den behandlede hud analyseres for rester af testkemikaliet (radio-
aktivitet).

77. 1 forbindelse med toksikokinetisk vurdering af leegemidler kan der i overensstemmelse med den galdende
lovgivning anvendes forskellige fremgangsméder.

Inhalation

78. Der anvendes en enkelt koncentration (eller flere, hvis det er nodvendigt) af testkemikaliet. Koncentrationerne
valges i overensstemmelse med afsnit 20-26 i denne testmetode. Inhalationsbehandlinger gennemfores ved hjalp
af et apparat med en »nasekegle« eller anordning til behandling af kun hovedet for at forhindre absorption via
andre eksponeringsveje (8). Hvis andre betingelser for inhalationseksponering anvendes, dokumenteres begrun-
delsen for @ndringen. Varigheden af eksponering ved inhalation defineres. Eksponeringsvarigheden er typisk 4-6
timer.
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Tilleeg

DEFINITIONER

Absorption: proces(ser) for optagelse af kemikalier i eller pd tvaers af vav. Absorption henviser til moderstoffet og alle
dets metabolitter. M ikke forveksles med »biotilgengelighed:.

Akkumulering (bioakkumulering): Forggelse af mengden af et testkemikalie over tid i vev (normalt fedtvav, efter
gentagen eksponering); hvis tilforslen af et testkemikalie til kroppen er storre end den hastighed, hvormed det elimineres,
akkumulerer organismen testkemikaliet, og der kan opnds toksiske koncentrationer af et testkemikalie.

ADME: akronym for »Absorption, Distribution, Metabolism, and Excretion« (absorption, fordeling, metabolisme og

udskillelse«.

AUC: (omrdde under koncentration-tidskurven for plasma): omradet under kurven i et diagram over koncentrationen af
et testkemikalie i plasma over tid. Det reprasenterer den samlede mangde af testkemikaliet, der absorberes af kroppen i
en fastsat periode. Under linewre betingelser er AUC (fra nultid til uendeligt) proportional med den samlede mangde af
testkemikaliet, der absorberes af kroppen, uanset absorptionshastighed.

Autoradiografi: (helkropsautoradiografi): bruges til kvalitativt eller kvantitativt at lokalisere et radioaktivt testkemikalie i
vav. | denne teknik anvendes rontgenfilm og nu ogsd digital fosfor-imaging til at visualisere radioaktivt maerkede
molekyler eller fragmenter af molekyler ved at registrere den strling, der udsendes fra det undersogte objekt. Kvantitativ
helkropsautoradiografi har visse fordele sammenlignet med organdissekering, hvad angdr evaluering af testkemikaliets
fordeling og vurderingen af den samlede genfinding og oplesning af radioaktivt materiale i vav. Det er f.eks. en vigtig
fordel, at teknikken kan bruges i forbindelse med pigmenterede dyremodeller til at vurdere en mulig sammenhang
mellem testkemikaliet og melanin, som kan binde visse molekyler. Teknikken kan give anvendelige helkropsbilleder af
bindingssteder med hej kapacitet/lav affinitet, men den kan veere mindre effektiv til at genkende specifikke steder, som
f.eks. receptorbindingssteder, hvor detektering kraver relativt hej oplesning og sensitivitet. Nar autoradiografi anvendes,
gennemfores forseg med henblik pd at bestemme massebalancen af det administrerede stof som en separat gruppe eller i
et forsag, der er adskilt fra forseget vedrorende fordeling i vaev, hvor alle excreta (herunder evt. ogsd udandet luft) og hele
kadavre homogeniseres og analyseres ved hjalp af veeskescintillationstzlling.

Udskillelse via galde: Udskillelse via galdegangen.
Bioakkumulering: se »Akkumulering.

Biotilgaengelighed: fraktion af den administrerede dosis, der nér det systemiske kredslob eller gores tilgangeligt pd stedet
for fysiologisk aktivitet. Normalt henviser biotilgaengeligheden af et testkemikalie til moderstoffet, men kan ogsd henvise
til dets metabolit. Det vedrerer kun én kemisk form. Bemeark: Biotilgengelighed og absorption er ikke det samme.
Forskellen mellem f.eks. oral absorption (dvs. tilstedeverelse i tarmvaeg og portalkredsleb) og biotilgengelighed (dvs.
tilstedeverelse i systemisk blod og vav) kan opstd ved kemisk nedbrydning som felge af bl.a. metabolisme i tarmvag eller
transport af efflux tilbage til tarmlumen eller prasystemisk metabolisme i leveren (10). Biotilgeengelighed af den toksiske
komponent (moderstof eller en metabolit) er en afgerende parameter, nir en intern veerdi af den eksterne NOAEL eller
BMD (anvendt dosis) skal udledes i forbindelse med vurdering af risiko for mennesker (ekstrapolering fra hej til lav dosis
eller ekstrapolering mellem administrationsveje). I forbindelse med levervirkninger efter oral administration er oral
absorption tilstreekkelig. For alle andre virkninger end ved indgangsstedet er biotilgangelighed generelt en mere palidelig
parameter til brug i risikovurdering end absorption.

Biopersistens: se »Persistensc.

Biotransformation: kemisk (enzym)omdannelse af et undersegt testkemikalie til et andet kemikalie i kroppen. Synonymt
med »metabolismec.

Cpnax: enten maksimal (spids)koncentration af blod (plasma/serum) efter administration eller maksimal (spids)udskillelse (i
urin eller faces) efter administration.

Clearance-hastighed: kvantitativ miling af den hastighed, hvormed et testkemikalie fiernes fra blod, plasma eller et
bestemt vav pr. tidsenhed.

Rum: strukturel eller biokemisk del (eller enhed) af en krop, et vav eller en celle, der er adskilt fra resten.

Afgiftningsveje: serie af trin, der forer til eliminering af toksiske kemikalier i kroppen, enten ved metabolisk @ndring
eller udskillelse.
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Fordeling: spredning af et testkemikalie og dets afledte stoffer i en organisme.

Enzymer/isozymer: proteiner, der katalyserer kemiske reaktioner. Isozymer er enzymer, der katalyserer lignende kemiske
reaktioner, men som har en anden aminosyresekvens.

Enzymparametre: K : Michaelis-konstant og V,,..: maksimal velocitet.

<
Udskillelse: proces(ser), hvorved et administreret testkemikalie ogfeller dets metabolitter fiernes fra kroppen.
Eksogent: indfort fra eller produceret uden for organismen eller systemet.

Ekstrapolering: folgeslutning af en eller flere ukendte vaerdier pd grundlag af det, der er kendt, eller som er observeret.

Halveringstid (t;,): den tid, der gir, inden koncentrationen af testkemikaliet er reduceret til det halve i et rum. Veerdien
henviser typisk ti/ koncentrationen i plasma eller meaengden af testkemikaliet i hele kroppen.

Induktion/enzyminduktion: enzymsyntese som respons pd miljopavirkende eller inducerende molekyle.

Linearitet/linezer kinetik: En proces, der er linear med hensyn til kinetik, ndr alle overforselshastigheder mellem rum er
proportionale med de tilstedeveerende maengder eller koncentrationer, dvs. forste orden. Som folge deraf er clearance- og
fordelingsvolumener konstante, og det samme gaelder halveringstid. De opndede koncentrationer er proportionale med
doseringshastigheden (eksponering), og akkumulering er mere forudsigelig. Linearitet/ikke-linearitet kan vurderes ved at
sammenligne relevante parametre, f.eks. AUC, efter forskellige doser eller efter enkelt og gentagen eksponering. Manglende
dosisathangighed kan indicere maetning af de enzymer, der er involveret i metabolismen af stoffet. En foregelse af AUC
efter gentagen eksponering sammenlignet med enkelt eksponering kan indicere inhibition af metabolisme, og en reduk-
tion i AUC kan indicere induktion af metabolisme [se ogsd (11)].

Massebalance: opgorelse af det testkemikalie, der tilfores og forlader systemet.
Materialebalance: se »Massebalance«.

Toksicitetsmekanisme (-mdde)/virkningsmekanisme (-méde): virkningsmekanisme er specifikke biokemiske interaktio-
ner, gennem hvilke et testkemikalie producerer sin virkning. Virkningsmade henviser til mere generelle veje, der forer til et
testkemikalies toksicitet.

Metabolisme: synonymt med »biotransformatione.
Metabolitter: produkter af metabolisme eller metaboliske processer.

Oral absorption: den procentdel af dosen af testkemikalie, der absorberes fra administrationsstedet (f.cks. mave-tarm-
kanalen). Denne kritiske parameter kan bruges til at bestemme den fraktion af det administrerede testkemikalie, der nir
portalvenen og efterfolgende leveren.

Fordelingskoefficient: kaldes ogsd distributionskoefficienten og er et mél for et kemikalies differentierede oploselighed i
to oplesningsmidler.

Peak-niveau i blod (plasma/serum): Maksimal (spids)koncentration i blod (plasma/serum) efter administration (se ogsé
»C

max“)~

Persistens (biopersistens): Langvarig tilstedevarelse af et kemikalie (i et biologisk system) som folge af resistens mod
nedbrydning/eliminering.

Analogislutning: information om effektparameter for et eller flere kemikalier bruges til at forudsige effektparameteren for
malkemikaliet.

Mikroskopisk autoradiografi af receptor (eller Mikroautoradiografi af receptor): denne teknik kan bruges til at under-
spge xenobiotisk interaktion med bestemte veevssteder eller cellepopulationer, f.eks. i forseg vedrerende receptorbinding
eller specifikke virkningsmader, der kraver hej oplesning og hej sensitivitet, som ikke kan opnds med andre teknikker,
som f.eks. helkropsautoradiografi.

Administrationsvej (oral, intravengs, dermal, inhalation osv.): henviser til den made, hvorpd kemikalier indgives i
kroppen (f.eks. oralt med mavesonde, oralt via foderet, dermalt, ved inhalation, intravengst osv.).
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Metning: tilstand, hvorved en eller flere af de kinetiske processer (f.eks. absorption, metabolisme eller clearance) er pd
deres hgjeste (dvs. »meattede).

Sensitivitet: en metode eller et instruments evne til at skelne mellem maéleresultater, som repraesenterer forskellige
niveauer af en undersegt variabel.

Steady state-niveau i blod (plasma): ikke-ligeveaegtstilstand for et abent system, hvor alle kraefter, der pévirker systemet,
precist opvejes af modsatte krafter pd en sddan méde, at alle dets komponenter er stationare i koncentration, selv om
stoffet strommer gennem systemet.

Systemmodellering (fysiologibaseret toksikokinetisk, farmakokinetisk, fysiologibaseret farmakokinetisk, biologisk osv.):
abstrakt model, der bruger matematisk sprog til at beskrive systemets funktion.

Milveev: vev, hvor den primare skadelige virkning af en toksikant manifesteres.

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjelp af denne testmetode.

Fordeling i veev: reversibel bevagelse af et testkemikalie fra et sted i kroppen til et andet. Fordeling i veev kan undersoges
ved hjelp af organdissekering, homogenisering, forbrending og vaskescintillationstalling eller kvalitativ og/eller kvanti-
tativ helkropsautoradiografi. Ferstneevnte kan bruges til at fremskaffe oplysninger om koncentration og genfunden
procentdel i vav og resten af kadaveret af de samme dyr, men ikke oplysninger om oplesning for alle vev, og kan
have en samlet genfinding, der er mindre end ideel (< 90 %). Se definitionen af sidstnaevnte ovenfor.

Tax: tid til at nd C

max*

Toksikokinetik (farmakokinetik): undersogelse af absorption, fordeling, metabolisme og udskillelse af kemikalier over tid.

Validering af modeller: proces, hvor det vurderes, om en model er egnet til ensartet at beskrive de tilgaengelige
toksikokinetiske data. Modeller kan evalueres ved statistisk og visuelt at sammenligne modelforudsigelser med forsegs-
vardier i forhold til en falles uafhengig variabel (f.eks. tid). Omfanget af evaluering begrundes pa baggrund af den
tiltzenkte anvendelse af modellen.«

8) Kapitel B.52 tilfojes:

»B.52. AKUT TOKSICITET (INHALATION) — AKUT TOKSICITETSKLASSEMETODEN

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 436 (2009). Den forste TG 403 for akut toksicitet ved
inhalation blev vedtaget i 1981 og er siden blevet revideret (se kapitel B.2 i dette bilag (1)). Efter vedtagelsen af
akut toksicitetsklassemetoden (oral) (kapitel B.1.B i dette bilag) (5) vurderede man, at en akut toksicitetsklas-
semetode (inhalation) (ATC) skulle udvikles (2) (3) (4). En retrospektiv resultatvurdering af ATC-testmetoden for
akut toksicitet ved inhalation viste, at metoden med fordel kan anvendes i forbindelse med klassificering og
mearkning (6). ATC-testmetoden for inhalation er en trinvis metode, hvor der anvendes faste malkoncentrationer
til at rangordne toksiciteten af testkemikaliet. Letalitet er en central effektparameter, men dyr, som udviser sveere
smerter ogfeller vedvarende tegn pa sveare lidelser eller er deende, aflives humant for at mindske deres lidelser.
Vejledning om parametre for human behandling af dyr findes i OECD Guidance Document No. 19 (7).

2. Vejledning i udferelse og fortolkning af forsegene i forbindelse med denne testmetode findes i Guidance
Document No. 39 (GD 39) (8).

3. De definitioner, der anvendes i forbindelse med denne testmetode, er anfort i tilleg 1 og GD 39 (8).

4. Testmetoden giver oplysninger om de farlige egenskaber og gor det muligt at rangordne og klassificere testke-
mikaliet i henhold til forordning (EF) nr. 1272/2008 om klassificering, mearkning og emballering af stoffer og
blandinger (9). Hvis der kraeves punktestimater af LCso-vardier eller analyser af koncentration-respons, anvendes
kapitel B.2 i dette bilag (1) som testmetode. Yderligere vejledning i valg af testmetode findes i GD 39 (8). Denne
testmetode er ikke specifikt beregnet til test af serlige materialer, som f.eks. tungtoploselige isometriske eller
fiberholdige materialer eller fremstillede nanomaterialer.
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10.

INDLEDENDE OVERVEJELSER

Inden test i overensstemmelse med denne metode overvejes, bor alle tilgangelige oplysninger om testkemikaliet,
herunder eksisterende forseg, hvis data understotter, at der ikke udferes yderligere test, overvejes af testlabora-
toriet med henblik pd at minimere omfanget af dyreforseg. Oplysninger, der kan hjalpe med at valge de mest
hensigtsmaessige arter, stammer, kon, eksponeringsformer og testkoncentrationer, omfatter testkemikaliets iden-
titet, kemiske struktur og fysisk-kemiske egenskaber, resultater af in vitro- eller in vivo-toksicitetstest, forventede
anvendelser og potentialet for human eksponering, tilgeengelige (Q)SAR-data og toksikologiske data vedrerende
strukturelt relaterede stoffer. Koncentrationer, der forventes at forvolde sterk smerte og lidelse, pa grund af
etsende (1) eller sterkt irriterende virkning, ber ikke testes ved hjalp af denne testmetode [se GD 39 (8)].

TESTENS PRINCIP

Metoden bygger pa en trinvis fremgangsmade, hvor der opnds tilstrackkelig information om teststoffets akutte
toksicitet ved inhalation i en eksponeringsperiode pé fire timer til, at det kan klassificeres. Andre eksponerings-
varigheder kan anvendes for at opfylde konkrete myndighedsbestemmelser. For hver af de fastlagte koncen-
trationstrin anvendes der tre dyr af hvert ken. Afhangigt af dyrenes dedelighed ogleller dgende tilstand kan to
trin veere nok til at vurdere testkemikaliets akutte toksicitet. Hvis det dokumenteres, at det ene ken er mere
modtageligt end det andet, kan testen fortsattes med kun det mest modtagelige keon. Resultatet af det forudga-
ende trin afger det efterfolgende trin, f.eks.:

a) ingen yderligere testning nedvendig

b) testning af tre dyr pr. ken eller

¢) testning af seks dyr af det mest modtagelige kon, dvs. at kun de laveste estimater for toksisk klasse baseres pa
seks dyr pr. testkoncentrationsgruppe, uanset ken.

Dyr, som er deende, har tydelige smerter eller viser tegn pé svare og vedvarende lidelser, ber aflives humant og
betragtes ved fortolkningen af testresultaterne pd samme made som dyr, der er dede under testen. Kriterierne for
aflivning af deende eller sterkt lidende dyr samt vejledning i at fastsld forudsigelig eller forestiende ded er
genstand for en sarskilt vejledning (OECD Guidance Document No. 19 on Humane Endpoints) (7).

BESKRIVELSE AF METODEN
Valg af dyreart

Der anvendes raske unge dyr af seedvanligt benyttede laboratoriestammer. Den foretrukne art er rotter, og der
ber gives begrundelse, hvis en anden art anvendes.

Forberedelse af dyrene

Hundyrene ma ikke have fodt og ma ikke vere dragtige. P4 eksponeringsdagen ber dyrene vare unge voksne,
der er mellem 8 og 12 uger gamle, og deres kropsvagt bor vare inden for + 20 % af gennemsnitsvagten for
hvert kon af tidligere eksponerede dyr i samme alder. Dyrene udtages pa tilfeldig made og markes, si de enkelte
dyr kan identificeres. Dyrene holdes i deres bure i mindst fem dage, inden testen pabegyndes, sa de tilveennes
laboratorieforholdene. Dyrene tilvannes ogsd testudstyret i en kort perioden inden testen, da det vil mindske
stress fordrsaget af introduktionen til et nyt milje.

Dyreopdreat og -sundhed

Temperaturen i forsegsdyrrummet ber vaere 22 * 3 °C. Den relative fugtighed ber vare 30-70 %, selv om det
muligvis ikke er muligt, hvis vand bruges som vehikel. For og efter eksponering ber dyr generelt holdes i bur i
grupper efter ken og koncentration, men antallet af dyr pr. bur mé ikke bevirke, at det er vanskeligt at observere
de enkelte dyr, og ber minimere tab som folge af kannibalisme og slagsmél. Hvis dyr alene e¢ksponeres gennem
nasen, skal de muligvis tilveennes fastspaendingsslanger. Disse slanger mé ikke péfere dyrene unedig fysisk,
termisk eller bevagelsesmassig belastning. Fastspeending kan pavirke fysiologiske effektparametre, som f.eks.
kropstemperatur (hypertermi) og/eller respiratorisk minutvolumen. Hvis der foreligger generiske data, som viser,
at sddanne @ndringer ikke forekommer i navnevardigt omfang, er tilvenning til fastspaendingsslangerne ikke

(") Evalueringen af atsende virkning kan af eksperter ved hjelp af dokumentation, som f.eks. erfaringer fra mennesker og dyr, eksisterende
(in vitro-) data, f.eks. kapitel B.40 (10) og B.40.A (11) i dette bilag eller OECD TG 435 (12), pH-veerdier, information fra lignende
stoffer eller andre relevante data.
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13.

14.

15.

16.

17.

nedvendig. Dyr, der med hele kroppen eksponeres for en aerosol, ber holdes i individuelle bure under ekspone-
ringen for at undgd, at testaerosolen filtreres gennem pelsen pd de andre dyr i buret. Der kan anvendes normalt
og godkendt laboratoriefoder, dog ikke under eksponering, med ubegranset forsyning af drikkevand. Belys-
ningen skal vere kunstig og bestd af 12 timers lys og 12 timers morke.

Inhalationskamre

Karakteren af testkemikaliet og formélet med testen ber overvejes ved valget af inhalationskammer. Den fore-
trukne eksponeringsform er gennem nasen (dette udtryk omfatter kun hoved, kun nase og kun snude).
Eksponering gennem nzsen foretraekkes generelt i forbindelse med test af flydende eller faste aerosoler og
dampe, der kan kondensere og danne aerosoler. Serlige formal med testen kan bedre opfyldes ved eksponering
af hele kroppen, men dette skal begrundes i testrapporten. For at sikre en stabil atmosfere, ndr der anvendes et
kammer til hele kroppen, mé forsegsdyrenes totale volumen ikke overstige 5 % af kammerets volumen. Prin-
cipperne for teknikkerne til eksponering gennem nzasen eller eksponering af hele kroppen samt deres serlige
fordele og ulemper er beskrevet i GD 39 (8).

EKSPONERINGSBETINGELSER
Administration af koncentrationer

Der anbefales en fast eksponeringsvarighed pa fire timer, ekskl. @kvilibreringstid. Der kan vare behov for andre
varigheder for at opfylde specifikke krav. Dette begrundes dog i forsegsrapporten [se GD 39 (8)]. Dyr, der
eksponeres i kamre til hele kroppen, ber holdes i individuelle bure for at undgd, at de indtager testkemikaliet
som folge af soignering af de andre dyr. Dyrene ber ikke fodres i eksponeringsperioden. Dyret skal have adgang
til vand under helkropseksponering.

Dyr eksponeres for testkemikaliet i form af en gas, dampe, aerosoler eller en blanding heraf. Den fysiske tilstand,
der skal testes, afhanger af testkemikaliets fysisk-kemiske egenskaber, den valgte koncentration ogfeller den
fysiske form, der hejst sandsynligt vil vere til stede under hindteringen og anvendelsen af testkemikaliet.
Hygroskopiske og kemisk reaktive testkemikalier bor testes under torre luftforhold. Der ma ikke skabes eksplo-
sive koncentrationer.

Partikelstorrelsesfordeling

Bestemmelse af partikelstorrelse udferes for alle aerosoler og dampe, der kan kondensere og danne aerosoler. For
at sikre, at alle relevante omrader af luftvejene eksponeres, anbefales aerosoler med en massemedian af den
aerodynamiske diameter (MMAD) i omradet fra 1 til 4 ym med en geometrisk standardafvigelse (o,) i omrddet
fra 1,5 til 3,0 (8) (13) (14). Der ber ydes en rimelig indsats for at overholde denne standard, men en
ekspertvurdering gives, hvis det ikke er muligt. Partikler fra tungmetalrog kan feks. vare mindre end denne
standard, og ladede partikler, fibre og hygroskopiske materialer (som udvides i luftvejenes fugtige miljo) kan

overstige standarden.

Fremstilling af testkemikalie i vehikel

Der kan anvendes et vehikel til at frembringe et testkemikalie med den rigtige koncentration og partikelstorrelse i
atmosfaren. Generelt foretraekkes vand. Partikelformigt materiale kan underkastes mekaniske processer for at
opnd den kravede partikelstorrelsesfordeling. Det skal dog omhyggeligt sikres, at testkemikaliet ikke dekompo-
nerer eller eendres. Hvis mekaniske processer menes at have andret teststoffets sammensatning (f.cks. ekstreme
temperaturer som folge af friktion under formaling), ber testkemikaliets sammensatning kontrolleres analytisk.
Kontaminering af testkemikaliet skal undgés. Det er ikke nedvendigt at teste granulat, der ikke er letsmuldrende,
og som netop er formuleret, sd det ikke kan inhaleres. Der ber anvendes en slidtest til at dokumentere, at der
ikke frembringes respirable partikler under hédndteringen af granulat. Hvis en slidtest frembringer respirable
partikler, ber der udferes en inhalationstoksicitetstest.

Kontroldyr

En sidelobende negativ (luft)kontrolgruppe er ikke nedvendig. Hvis et andet vehikel end vand bruges til at
frembringe testatmosfeaeren, skal en vehikelkontrolgruppe kun anvendes, hvis historiske inhalationstoksicitetsdata
ikke foreligger. Hvis et toksicitetsforsag vedrerende et testkemikalie, der er formuleret i et vehikel, ikke paviser
toksicitet, folger det, at vehiklet er ikke-toksisk ved den testede koncentration. Der er derfor ikke brug for en
vehikelkontrol.

OVERVAGNING AF EKSPONERINGSBETINGELSER
Luftgennemstremning i kammer

Luftgennemstremningen gennem kammeret skal neje kontrolleres, overvages lobende og registreres mindst én
gang i timen under eksponering. Overvdgningen af koncentrationen (eller stabiliteten) i testatmosferen indgér i
malingen af alle dynamiske parametre og giver indirekte mulighed for at kontrollere alle relevante dynamiske
parametre for generering af atmosfaren. Geninddnding i kamre til eksponering gennem nzsen skal undgés, hvis
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luftgennemstremningen gennem eksponeringssystemet ikke er tilstraekkelig til at tilvejebringe en dynamisk
gennemstromning i den kemiske testatmosfaere. Der er fastlagte metodologier, der kan bruges til at pavise, at
geninddnding ikke finder sted under de valgte driftsbetingelser (8) (15). Iltkoncentrationen skal veare mindst
19 %, og kuldioxidkoncentrationen ma ikke overstige 1 %. Hvis der er grund til at antage, at disse standarder
ikke kan overholdes, skal ilt- og kuldioxidkoncentrationerne males.

Kammerets temperatur og relative fugtighed

Kammerets temperatur skal vere 22 3 °C. Den relative fugtighed i dyrenes vejrtraekningszone skal ved
eksponering gennem nasen og helkropseksponering overviges og registreres mindst tre gange ved varigheder
af op til fire timer og hver time ved kortere varigheder. Den relative fugtighed ber vaere 30-70 %, men dette er
ikke altid muligt (f.eks. ved test af vandbaserede blandinger) eller kan ikke maéles pd grund af testkemikaliets
indvirkning pé testmetoden.

Testkemikalie: nominel koncentration

Nér det er muligt, ber den nominelle eksponeringskoncentration i kammeret beregnes og registreres. Den
nominelle koncentration er massen af det genererede testkemikalie divideret med den samlede maengde luft,
der passerer gennem kammersystemet. Den nominelle koncentration bruges ikke til at karakterisere dyrenes
eksponering, men en sammenligning af den nominelle koncentration og den faktiske koncentration giver en
indikation af testsystemets genereringseffektivitet og kan derfor bruges til at opdage eventuelle genereringspro-
blemer.

Testkemikalie: faktisk koncentration

Den faktiske koncentration er koncentrationen af testkemikaliet ved dyrenes vejrtraekningszone i et inhalations-
kammer. Faktiske koncentrationer kan bestemmes med specifikke metoder (f.eks. direkte preveudtagning,
adsorptive eller kemisk reaktive metoder og efterfolgende analytisk karakterisering) eller med ikke-specifikke
metoder, som f.eks. gravimetrisk filteranalyse. Brugen af gravimetrisk analyse er kun acceptabel for pulverbase-
rede enkeltkomponent-aerosoler eller aerosoler af veesker med lav flygtighed og ber stettes af hensigtsmeassige
testkemikaliespecifikke karakteriseringer udfert for testen. Koncentrationen af pulverbaserede flerkomponent-
aerosoler kan ogsd bestemmes ved hjalp af gravimetrisk analyse. Det kraver dog analysedata, der viser, at
det luftbdrne materiales ssmmensetning svarer til udgangsmaterialet. Hvis denne information ikke er tilgaengelig,
kan det vere nedvendigt at gentage analysen af testkemikaliet (ideelt i dets luftbarne tilstand) med regelmessige
intervaller i lgbet af forseget. For aerosoliserede stoffer, der kan fordampe eller sublimere, ber det pévises, at alle
faser er indsamlet ved hjelp af den valgte metode. Mdlkoncentrationer, nominelle koncentrationer og faktiske
koncentrationer angives i forsegsrapporten, men kun de faktiske koncentrationer bruges i de statistiske analyser
til at beregne letale koncentrationer.

Der anvendes s& vidt muligt én batch af testkemikaliet, og proven opbevares under forhold, der bevarer dens
renhed, homogenitet og stabilitet. Inden forseget pdbegyndes, ber testkemikaliet karakteriseres, herunder dets
renhed og, hvis det er teknisk muligt, identitet og mangde af identificerede kontaminanter og urenheder. Dette
kan pévises ved hjelp af bla. felgende data: retentionstid og relativt topareal, molekylvaegt fra massespektro-
skopi- eller gaskromatografianalyser eller andre vurderinger. Selv om testlaboratoriet ikke er ansvarligt for
provens identitet, ber testlaboratoriet af hensyn til sikkerheden bekrafte rekvirentens karakterisering i hvert
fald pd en begranset mdde (f.eks. farve, fysisk form osv.).

Eksponeringsatmosfaren holdes sd konstant som muligt og overvéges kontinuerligt og/eller i intervaller afhan-
gigt af analysemetoden. Hvis intervalbaseret proveudtagning anvendes, ber der udtages atmosfareprover i
kammeret mindst to gange i lobet af et forseg med en varighed pa fire timer. Hvis det ikke er muligt pd
grund af begrensede luftgennemstromningshastigheder eller lave koncentrationer, kan en prove udtages over
hele eksponeringsperioden. Hvis der forekommer markante udsving fra prove til prove, bor der anvendes fire
prover pr. eksponering for de naeste testede koncentrationer. De enkelte prover for koncentrationen i kammeret
bor ikke afvige fra middelkoncentrationen i kammeret med mere end + 10 % for gasser og dampe eller + 20 %
for flydende eller faste acrosoler. Tiden til akvilibrering af kammer (to5) beregnes og registreres. Varigheden af en
eksponering strakker sig over den tid, hvor testkemikaliet genereres, og det omfatter den tid, der kraves for at
opnd tgs. Vejledning i beregning af tgs5 findes i GD 39 (8).

For meget komplekse blandinger, der bestir af gasser/dampe og aerosoler (f.cks. forbreendingsatmosfarer og
testkemikalier genereret af formalsbestemte slutprodukter/apparater), kan hver fase opfere sig forskelligt i et
inhalationskammer, og der udvzlges derfor mindst ét indikatorstof (analysand), normalt det primeere aktivstof i
blandingen, fra hver fase (gas/damp og acrosol). Hvis testkemikaliet er en blanding, rapporteres analysekoncen-
trationen for den samlede blanding og ikke kun for det aktive stof eller komponenten (analysand). Yderligere
oplysninger om faktiske koncentrationer findes i GD 39 (8).
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Testkemikalie: partikelstorrelsesfordeling

Aerosolers partikelstorrelsesfordeling bestemmes mindst to gange i lobet af hver eksponering pa fire timer ved
hjelp af en kaskadeimpaktor eller et andet instrument, f.eks. et instrument til aerodynamisk partikelstorrelses-
bestemmelse. Hvis der kan pavises akvivalens mellem de resultater, der er opndet ved hjelp af kaskadeimpak-
toren eller et alternativt instrument, kan det alternative instrument bruges i hele forsgget. Et andet apparat, f.eks.
et gravimetrisk filter eller en impinger/gas bubbler, anvendes parallelt med det primeere instrument til at bekrafte
det primeere instruments opsamlingseffektivitet. Den massekoncentration, der fds ved hjalp af partikelstorrelses-
analysen, skal vaere inden for rimelige graenser af den massekoncentration, der fis ved hjelp af filteranalyse [se
GD 39 (8)]. Hvis @kvivalens kan pavises i forsegets tidligere fase, kan yderligere bekraftelsesmalinger udelades.
Af hensyn til dyrevelfeerden treeffes der foranstaltninger for at minimere inkonklusive data, der kan gere det
nedvendigt at gentage en eksponering. Bestemmelse af partikelstorrelse udferes for dampe, hvis der er mulighed
for, at kondensering af dampe kan fore til dannelsen af en aerosol, eller hvis der konstateres partikler i en
dampatmosfere med potentiale for blandede faser (se afsnit 14).

FREMGANGSMADE
Hovedforsoeg

Der anvendes tre dyr pr. ken eller seks dyr af det mest modtagelige kon pa hvert trin. Hvis andre gnaverarter
end rotter eksponeres gennem nasen, kan de maksimale eksponeringsvarigheder justeres for at minimere
artsspecifikke lidelser. Det koncentrationsniveau, der anvendes som startdosis, valges blandt de fire fastsatte
niveauer, og det indledende koncentrationsniveau skal vere det, der med storst sandsynlighed forventes at
fremkalde toksicitet i nogle af de doserede dyr. Forsegsplanerne for gasser, dampe og aerosoler (anfort i
tilleg 2-4) reprasenterer test med afskaringsvardierne for CLP-kategori 1-4 (9) for gasser (100, 500, 2 500,
20 000 ppm/4h) (tilleg 2), for dampe (0,5, 2, 10, 20 mg/l/4h) (tilleg 3) og for acrosoler (0,05, 0,5, 1, 5 mg/
1/4h) (tilleg 4). Kategori 5, som ikke er gennemfort i forordning (EF) nr. 1272/2008 (9), vedrorer koncen-
trationer over de pégaldende gransekoncentrationer. For hver startkoncentration gelder den pégaldende
forsegsplan. 1 forsegsplanen folges pilene, athangigt af antallet af humant aflivede eller dede dyr, indtil en
kategorisering kan foretages.

Tidsintervallet mellem eksponeringsgrupperne bestemmes ud fra de toksiske symptomers indsatten, varighed og
svarhed. Eksponering af dyrene ved det naeste koncentrationsniveau udsattes, indtil der er rimelig sikkerhed for,
at de tidligere testede dyr vil overleve. Der bor gd 3-4 dage mellem eksponeringerne pé hvert koncentrations-
niveau for at f& den nedvendige tid til at iagttage en eventuel forsinket toksisk virkning. Tidsintervallet kan
korrigeres efter behov, f.eks. hvis den opnédede respons er inkonklusiv.

Grensetest

En gransetest bruges, ndr testkemikaliet vides eller forventes at vare stort set ikke-toksisk, dvs. det fremkalder
toksisk respons, der kun ligger over den fastsatte gransekoncentration. Oplysninger om testkemikaliets toksicitet
kan fds ud fra viden om tilsvarende testede stoffer eller blandinger, idet der tages hensyn til art og procentuelt
indhold af de stoffer, der vides at veare af toksikologisk betydning. Néar der kun foreligger fa eller slet ingen
oplysninger om testkemikaliets toksicitet, eller ndr testkemikaliet forventes at vaere toksisk, ber hovedforseget
udfores [se GD 39 (8) for yderligere vejledning].

Ved hjelp af den sedvanlige fremgangsmade eksponeres tre dyr pr. ken eller seks dyr af det mest modtagelige
kon for koncentrationer pa henholdsvis 20 000 ppm for gasser, 20 mg/l for dampe og 5 mg/l for stov/tige (hvis
det er muligt). Dette udger gransetesten for denne testmetode. Ved test af aerosoler ber det primare mal vaere at
opnd en respirabel partikelstorrelse (dvs. MMAD pé 1-4 pm). For de fleste testkemikalier er det muligt ved en
koncentration pa 2 mg/l. Test af acrosoler ved en koncentration pd mere end 2 mg/l ber kun forseges, hvis der
kan opnds en respirabel partikelstorrelse [se GD 39 (8)]. I henhold til GHS (16) ber test, der overstiger en
greensekoncentration, undgas af hensyn til dyrevelfeerden. Test i GHS-kategori 5 (16), som ikke er gennemfert i
forordning (EF) nr.1272/2008 (9), ber kun overvejes, ndr resultaterne af en sidan test med overvejende
sandsynlighed ventes at fa direkte relevans for beskyttelsen af menneskers sundhed, og der skal gives en
begrundelse i forsagsrapporten. I tilfelde af potentielt eksplosive testkemikalier skal der udvises forsigtighed
for at undgé forhold, der kan fremkalde eksplosion. For at undgd unedvendig brug af dyr ber et testforsog
gennemfores uden dyr inden gransetesten, sd det sikres, at betingelserne i kammeret for en gransetest kan
opnés.

OBSERVATIONER

Dyrene ber hyppigt observeres klinisk i eksponeringsperioden. Efter eksponering ber kliniske observationer
foretages mindst to gange pé eksponeringsdagen eller hyppigere, hvis det begrundes af dyrenes respons pé
behandlingen, og derefter mindst én gang dagligt i sammenlagt 14 dage. Varigheden af observationsperioden
er ikke fast, men bestemmes ud fra arten og tidspunktet for indtreeden af kliniske tegn og varigheden af
restitutionsperioden. Tidspunkterne for toksiske symptomers indsatten og forsvinden er vigtige, navnlig hvis
der er tendens til forsinkede toksiske symptomer. Alle observationer registreres systematisk, og der fores
individuel protokol for hvert dyr. Dyr, som findes at vare deende, og dyr, som udviser svare smerter ogfeller
vedvarende tegn pd svare lidelser, skal aflives humant af hensyn til dyrevelferden. Stor omhu ber udvises ved
undersogelser for kliniske tegn péd toksicitet for at sikre, at indledningsvist darligt udseende og forbigdende
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respirationsandringer, der er resultatet af selve eksponeringen, ikke forveksles med toksicitet relateret til testke-
mikaliet. De principper og kriterier, der er ssammenfattet i Humane Endpoints Guidance Document, skal ligeledes
tages i betragtning (7). Nar dyr aflives af humane grunde eller findes dede, skal dedstidspunktet registreres sa
nejagtigt som muligt.

Observationer i burene skal omfatte forandringer i hud, pels, gjne og slimhinder, respirationssystem, kredsleb,
autonomt nervesystem og centralnervesystem samt somatomotorisk aktivitet og adferdsmenster. Hvis det er
muligt, registreres evt. sondring mellem lokale og systemiske virkninger. Man skal veere opmarksom pé, om der
kan iagttages tremor, kramper, spytflad, diarré, slevhed, sevn og koma. Milingen af rektal temperatur kan
dokumentere refleks-bradypne eller hypo-/hypertermia relateret til behandling eller fangenskab.

Kropsveegt

Det enkelte dyrs vagt registreres én gang i tilveenningsperioden, pa eksponeringsdagen inden eksponeringen (dag
0) og mindst pa dag 1, 3 og 7 (og derefter ugentligt), og den registreres pa tidspunktet for ded eller aflivning,
hvis det indtreder efter dag 1. Kropsvagt anerkendes som en kritisk indikator for toksicitet, og dyr med et
vedvarende vaegttab pa > 20 % sammenlignet med vagten for forseget, overvages ngje. Overlevende dyr vejes og
aflives humant ved afslutningen af perioden efter eksponering.

Patologi

Alle forsegsdyr (herunder dem, der der under forseget eller aflives og tages ud af forseget af dyrevelferds-
massige grunde) underkastes makroskopisk obduktion. Hvis makroskopisk obduktion ikke kan udferes umid-
delbart efter opdagelsen af et dedt dyr, nedkeles (ikke fryses) dyret ved en temperatur, der er tilstraekkeligt lav til
at minimere autolyse. Makroskopisk obduktion udferes sd hurtigt som muligt, helst inden for en eller to dage.
Alle makroskopiske patologiske forandringer registreres for hvert dyr med swrligt fokus pd forandringer i
luftvejene.

Yderligere undersogelser, der pa forhind er medtaget som standard, kan overvejes for at udvide den fortolk-
ningsmassige vardi af undersogelsen, f.eks. vejning af overlevende rotters lunger og tilvejebringelse af doku-
mentation for irritation ved hjalp af mikroskopisk undersagelse af luftvejene. Undersogte organer kan omfatte
organer, som udviser makroskopiske patologiske forandringer hos dyr, som overlever i 24 timer eller leengere, og
organer, som vides eller forventes at vare pavirket. Mikroskopisk undersegelse af hele luftvejene kan give nyttige
informationer i forbindelse med testkemikalier, der reagerer med vand, f.eks. syrer og hygroskopiske testkemi-
kalier.

DATA OG RAPPORTERING
Data

Der skal fremlagges data for de enkelte dyr om kropsvaegt og obduktionsfund. For hver testgruppe opstilles i
tabelform kliniske observationsdata om antal dyr ved forsegets begyndelse, antal dyr, som viser tegn pa toksisk
virkning, antal dyr, som er fundet dede under forseget eller aflivet af humanitere grunde, dedstidspunkt for de
enkelte dyr, beskrivelse af toksiske virkninger og disses tidsmassige forleb og reversibilitet samt obduktionsfund.

Testrapport

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger, nir de er relevante:

Forsogsdyr og pasning

— beskrivelse af burforhold, herunder: antal (eller @ndring i antal) dyr pr. bur, streelse, omgivende temperatur
og relativ fugtighed, lysperiode og foder

— anvendt art/stamme og begrundelse for anvendelse af andre arter end rotte

— dyrenes antal, alder og ken

— randomiseringsmetode

— narmere oplysninger om foderets og vandets kvalitet (herunder fodens art/oprindelse, vandets oprindelse)

— beskrivelse af konditionering for test, herunder foder, karantene og behandling for sygdom.
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Testkemikalie

— fysisk tilstand, renhed og, ndr det er relevant, fysisk-kemiske egenskaber (herunder isomeri)

— identifikationsoplysninger og CAS-nr. (Chemical Abstract Services Registry Number), hvis det kendes.
Vehikel

— begrundelse for brug af vehikel og begrundelse for valg af vehikel, hvis dette ikke er vand

— historiske eller samtidige data, der viser, at vehiklet ikke pavirker resultatet af forseget.
Inhalationskammer

— beskrivelse af inhalationskammeret, herunder dimensioner og rumfang

— oprindelse og beskrivelse af udstyr anvendst til eksponering af dyr og til generering af atmosfaere
— apparatur til maling af temperatur, fugtighed, partikelstorrelse og faktisk koncentration

— luftkilde, behandling af tilfert/udledt luft og konditioneringssystem

— metoder, der er anvendt til kalibrering af apparatur for at sikre en homogen testatmosfeere

— trykforskel (positiv eller negativ)

— eksponeringsporte pr. kammer (eksponering gennem nasen); placering af dyr i systemet (helkropsekspone-
ring)

— testatmosfaerens tidsmassige homogenitet/stabilitet
— placering af temperatur- og fugtighedssensorer og udtagning af stikpreve af testatmosfaere i kammer

— luftgennemstremningshastigheder, luftgennemstromningshastighed/eksponeringsport (eksponering gennem
nasen) eller dyrebelastning/kammer (helkropseksponering)

— information om det apparatur, der er anvendt til at male ilt og kuldioxid, hvis det er relevant
— tid, der kraves til at opna ligevaegt i inhalationskammeret (tos)

— antal volumenzndringer pr. time

— evt. méleudstyr.

Eksponeringsdata:

— begrundelse for valg af mélkoncentration i hovedforseget

— nominelle koncentrationer (samlet masse af det genererede testkemikalie i inhalationskammeret divideret med
den samlede mangde luft, der passerer gennem kammeret)

— faktiske koncentrationer af testkemikaliet indsamlet fra dyrenes vejrtraekningszone; for testblandinger, der
producerer heterogene fysiske former (gasser, dampe eller aerosoler), kan hver enkelt analyseres separat

— alle luftkoncentrationer rapporteres i masseenheder (f.eks. mg/l, mg/m? osv.); volumenenheder (f.eks. ppm og
ppb) kan ogsd rapporteres i parentes

— partikelstorrelsesfordeling, massemedian af den aerodynamiske diameter (MMAD) og geometrisk standard-
afvigelse (og), herunder deres beregningsmetoder; individuelle partikelstorrelsesanalyse rapporteres.
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Testbetingelser

— nermere oplysninger om fremstilling af testkemikalie, herunder oplysninger om fremgangsmader anvendt til
at reducere partikelstorrelsen af faste materialer eller fremstille oplosninger af testkemikaliet; hvis mekaniske
processer har @ndret testkemikaliets sammensatning, medtages resultaterne af analyser, som bekrafter
testkemikaliets sammensaetning

— en beskrivelse (helst med diagram) af det apparatur, der bruges til at generere testatmosfaeren og til at
eksponere dyrene for testatmosfaeren

— narmere oplysninger om den anvendte analysemetode og valideringsmetode (herunder genfindingsgrad for
testkemikaliet fra provemediet)

— begrundelse for valget af testkoncentrationer.

Resultater

— opstilling i tabelform af temperatur, fugtighed og luftgennemstremning i kammer
— opstilling i tabelform af data om nominel og faktisk koncentration i kammer

— opstilling i tabelform af data om partikelstorrelse i tabelform, herunder data om indsamling af analyseprove,
partikelstorrelsesfordeling og beregning af MMAD og o,

— opstilling i tabelform af responsdata og koncentrationsniveau for hvert dyr (dvs. dyr, som viser tegn pa
toksicitet, herunder mortalitet, og virkningernes art, svarhed og varighed)

— kropsvagten for det enkelte dyr registreret pad forsegsdage; dato og klokkeslat for dyrets ded, hvis denne
indtreeder for planlagt aflivning; for hvert dyr, toksiske virkningers indsatten, tidsforleb, og hvorvidt de er
reversible

— for hvert dyr evt. obduktionsfund og histopatologiske fund
— Klassificering i CLP-kategori og afskeringsverdi for LCs.
Diskussion og fortolkning af resultater

— Der lagges sarlig veegt pd beskrivelsen af de metoder, der er anvendt til at opfylde denne testmetodes
kriterier, f.eks. grensekoncentrationen eller partikelsterrelsen.

— Partiklernes respirabilitet i lyset af de overordnede resultater beskrives, iser hvis partikelstorrelseskriteriet ikke
kunne opfyldes

— Konsistensen mellem de metoder, der er anvendt til at bestemme nominelle og faktiske koncentrationer og
relationen mellem den faktiske koncentration og den nominelle koncentration beskrives i den overordnede
vurdering af forsgget.

— Den sandsynlige dedsarsag og den fremherskende virkningsmade (systemisk i forhold til lokal) beskrives.

— Der gives en forklaring, hvis det var nedvendigt at foretage human aflivning af dyr, som udviste sveare
smerter ogfeller vedvarende tegn pd svaere lidelser, baseret pa kriterierne i OECD Guidance Document on
Humane Endpoints (7).
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Tilleg 1

DEFINITIONER

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjelp af denne testmetode.
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Tilleg 2

Fremgangsmdde, som skal folges for hver startkoncentration for gasser (ppm/4h)

Generelle bemarkninger (')

For hver startkoncentration folges den forsegsplan, der er anfort i dette tilleeg.
Tilleg 2a: startkoncentration er 100 ppm

Tilleg 2b: startkoncentration er 500 ppm

Tilleg 2c: startkoncentration er 2 500 ppm

Tilleg 2d: startkoncentration er 20 000 ppm

Ved testfremgangsmaden folges pilene, athangigt af antallet af humant aflivede eller dede dyr.

(") I de folgende tabeller henvises der til GHS — Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals. Den tilsvarende
EU-Klassificering er forordning (EF) nr. 1272/2008. Ved akut toksicitet (inhalation) gennemfores kategori 5 ikke ved forordning (EF)
nr. 1272/2008 (9).
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Tilleg 2a
Akut toxicitet (inhalation):
Fremgangsmdde med startkoncentration pd 100 ppm/4 t for gasser
100 ppm —p{ 500 ppm —p] 2500 ppm —p] 20000ppm
3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr
ken 1 kon 1 kon 1 kon 1
3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr
kon 2 kon 2 kon 2 kon 2
(I | R | | | | | | I | | | e | e
| =
¥ y A h A
_S:ssser Kat.1 Kat.2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5
(ppm) | £100 | > 100-500 > 500-2600 > 2500-20000 |> 20000-50000 ©
(ved 2500)
r ¥ A
LC 50
afskee- 100 500 1500 2500 20000 50000 0
ring
ppm

— 8 d + 3 g, eller 6 dyr af det mest modtagelige ken pr. trin
— 0-6: antal moribunde eller dode dyr/testet koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: uklassificeret

— Testved = 20000 ppm/4t: se Guidance Document 39 (8)
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Fremgangsmade med startkoncentration pd 500 ppm/4 t for gasser

Tilleg 2b

Akut toxicitet (inhalation):

100 ppm e 500 ppm 2500 ppm mpd 20000 ppm

3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr

kon 1 kon 1 kon 1 kon 1

3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr

kon 2 kon 2 kon 2 ken 2

| 3-6 || o-2 ||| 3-6 |] o-2 |}| 3-6 || o-2 E-El|3-4||1-2|| 0-0 |
— | —-— |  —
v y y A 4 r v
GHS ; q 0
Gasser] Kat.1 Kat.2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5
(ppm) | <100  |>100-500 > 500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000
6
(ved 2500)| | @ndet

- l 1l !
ﬂf:;‘a' 100 500 1500 2500 20000 50000
ppm

— 8 d + 3 g, eller 6 dyr af det mest modtagelige ken til hvert trin

— 0-6: antal moribunde eller dode dyr/testet koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo ikke klassificeret

— Test ved = 20000 ppm/4t: se Guidance Document 39 (8)
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Tilleg 2c
Akut toxicitet (inhalation):
Fremgangsmdde med startkoncentration pa 2 500 ppm/4 t for gasser
100 ppm l— 500 ppm L_ 2500 ppm 20000 ppm
3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr
kon 1 kon 1 kon 1 ken 1
3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr
ken 2 ken 2 keon 2 ken 2
Ls-s] [o-2 ]| Lsosdo-2] 3-6 || 0-2 s-sjEﬂ[
L 4 ¥ y ¥ r L L
g:ss;er Kat. 1 Kat. 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5
(ppm) | <100 |>100-500 > 500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000 L)
G det
e 3500
LC 50 - x x
ke 100 500 | 1500 2500 20000 50000 ©

— 8 d + 3 9, eller 6 dyr af det mest modtagelige ken pr. trin

— 0-6: antal moribunde eller dede dyr/testet koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo ikke klassificeret

— Test ved = 20000 ppm/4t: se Guidance Document 39 (8)
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Tilleg 2d

Akut toxicitet (inhalation):

Fremgangsmade med startkoncentration pd 20 000 ppm/4 t for gasser

100 pprm 500 pprm 2500 pprn 20000 ppm

3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr

ken 1 ken 1 ken 1 kon 1

3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr

kon 2 kon 2 ken 2 keon 2

R | | | e | e | | e | e | | | | P
—_— ] | —
5-6 3-4
(ved 2500) ved (5000)
X X l L X
GHS Kat. 1 Kat. 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5
asser
?ppm ) <100 > 100-500 > 500-2500 > 2500-20000 > 2000050000 o0
6
(ved.2500) andet

LC 50 - 4 x L L
afskv. 100 500 1500 2500 20000 50000 0
ppm

— 33 + 3 9, eller 6 dyr af det mest modtagelige ken pr. trin

— 0-6: antal moribunde eller dede dyr/testet koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: ikke klassificeret

— Test ved = 20000 ppm/4t: se Guidance Document 39 (8)
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Tilleg 3

Fremgangsmade, som skal folges for hver startkoncentration for dampe (mg/l/4h)

Generelle bemeerkninger (')

For hver startkoncentration folges den forsegsplan, der er anfort i dette tilleeg.
1
1

Tilleg 3a: startkoncentration er 0,5 mg/
Tilleg 3b: startkoncentration er 2,0 mg/
Tilleg 3c: startkoncentration er 10 mg/l

Tilleg 3d: startkoncentration er 20 mg|l

Ved testfremgangsmaden folges pilene, afthangigt af antallet af humant aflivede eller dede dyr.

(") I de folgende tabeller henvises der til GHS — Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals. Den tilsvarende
EU-Klassificering er forordning (EF) nr. 1272/2008. Ved akut toksicitet (inhalation) gennemfores kategori 5 ikke ved forordning (EF)
nr. 1272/2008 (9).
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GHS
gasser

(ppm)

LC 50
afskv.
ppm

Appendix 3a

Akut toxicitet (inhalation):

Fremgangsmide med startkoncentration pd 0,5 mg/L/4 t for dampe

0.5 mo/L — 2 mogil —p 10 mgil > 20 mgil

3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr

kon 1 kgn 1 kon 1 kzn 1
R—

3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr

kon 2 kon 2 kon 2 kon 2

| 3.6 Il o-2 ||l |3-6]]o0-2]1
| I

w

| | |
| =]

h 2

LJ

w

w
Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kat. 4 Kat. 5
<05 >05-2 >2-10 >10 - 20 - 20 - 50
6 (ved 2) (32395) 6 (ved 10) (Ve‘;iO 3 (ved 10)
L 2 L 3 w L 4
0.05 0.5 1.5 2.5 5 |10 20 50

— 3 d + 3 g, eller 6 dyr af det mest modtagelige ken til hvert trin

— 0-6: antal moribunde eller dode dyr/testet koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: ikke klassificeret

— Test ved 50 mg/L/4 t: se Guidance Document 39 (8)
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GHS
gasser
(mg/l)

LC 50
afskv.
mg/l

Tilleg 3b

Akut Toxicitet (Inhalation):

Fremgangsmdde med startkoncentration pd 2 mg/4 t for dampe

0.5 mg/L 2 mgil - 10 m gilL — 20 mogil
3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr
kon 1 kon 1 kon 1 kon 1
3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr
kon 2 kon 2 kon 2 kon 2
L3-s 1l o-2 J|Lz-s 1lo-2 ||3-s Jle-2 1L5-s ll3-4][1-2]]e-0
| 1
A 4 v h 4 h 4 w h 4 v
Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kat. 4 Kat. 5
=0.5 >0.5-2 >2-10 >10-20|>20-50 w0
v v w v A 4
0.05 0.5 1.5 2 2.5 5 |10 20 50 «©Q

— 3 3 + 8 g, eller 6 dyr af det mest modtagelige ken til hvert trin

— 0-6: antal moribunde eller dode dyr/testet koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo ikke klassificeret

— Test ved 50 mg/L/4 t: se Guidance Document 39 (8)
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Tilleg 3c

Akut Toxicitet (Inhalation):

Fremgangsmade med startkoncentration pd 10 mg/L/4 t for dampe

0.5 Mg/l e 2 mgil i 10 mgil —r 20 mg/L
3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr
kon 1 kon 1 kon 1 kon 1
3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr
kon 2 kon 2 kon 2 kon 2
3-6 |]o-2 [s-sJlo-2 | |ls.ello-2]|[s5-6]la-2]]t-2
h h w F
GHS Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 kat. 4 kat. 5
gasser <05 »0.5 -2 »2-10 » 10 -20 |20 -50
(ppm) I
6 (ved 2) andet 6 4-5 3
I ved 2) | | ved 10| ved 10)f | (ved 10)
r h r Y r
LC 50
afskv. | 05 0.5 15 2 2,5 5 |10 20 50

ppm

— 3 d + 3 g, eller 6 dyr af det mest modtagelige ken til hvert trin

— 0-6: antal moribunde eller dode dyr/testet koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: ikke klassificeret

— Test ved 50 mg/L/4 t: se Guidance Document 39 (8)
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Tilleg 3d
Akut Toxicitet (Inhalation):
Fremgangsmédde med startkoncentration pad 20 mg/L/4 t for dampe
0.5mgil e 2 mogfl - 10mMgil g 20 mgfL
3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr
kon 1 kon 1 kon 1 kon 1
3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr
kon 2 kon 2 kon 2 kon 2
Ls3-s Jleo-2 JIL3:s Jlo-2 J|L3:6 0-2 | 3-8 ||1-2 |i 0-0 |
L
56 34
v. 20 v. 20
w w w L
GHS, Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kat. 4 | Kat. 5
gasser < 0.5 >0.5-2 >2-10 10 - 204> 20 - 50
(mg/l) I
6 (. 2) I ?\7“29' I 6 (v. 10) (v‘.l.fm 3 (v. 10)
b 4 w r
L0 loos| 05| 15 2 | 25| 510 20 50
ppm

— 3 J + 3 g, eller 6 dyr af det mest modtagelige ken til hvert trin

— 0-6: antal moribunde eller dede dyr/testet koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: ikke klassificeret

— Test ved 50 mg/L/4 t se Guidance Document 39 (8)
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Tilleg 4

Fremgangsmade, som skal folges for hver startkoncentration for aerosoler (mg/l/4h)

Generelle bemarkninger (')

For hver startkoncentration folges den forsegsplan, der er anfort i dette tilleeg.
Tilleg 4a: startkoncentration er 0,05 mg/l

Tilleg 4b: startkoncentration er 0,5 mg/l

Tilleg 4c: startkoncentration er 1 mg/l

Tilleg 4d: startkoncentration er 5 mg|l

Ved testfremgangsmaden folges pilene, athangigt af antallet af humant aflivede eller dede dyr.

(") I de folgende tabeller henvises der til GHS — Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals. Den tilsvarende
EU-Klassificering er forordning (EF) nr. 1272/2008. Ved akut toksicitet (inhalation) gennemfores kategori 5 ikke ved forordning (EF)
nr. 1272/2008 (9).
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Tilleg 4a

Akut Toxicitet (Inhalation):

Fremgangsmide med startkoncentration pi 0,05 mg/L/4 t for dampe

0.05 mg/L = osmol | ™ 1 mgil = 5mgiL
3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr
kon 1 kon 1 kon 1 kon 1
3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr |
kon 2 ken 2 ken 2 ken 2
| | | | |  —
| z-6 J{o-2 || {36 |fo-2 ]| fseffo-2{ffz6]fi-2]]col]
- T
L 4 Y 4
GHS
stow/ | Cat.1 Kategori 2 Cat.3 Kategori 4 Kategori 5
tige | <0.05 >0.05- 05 >0.5 -1 >1-5 >5-125
[ —
I 6(v. 0. 5)'4-5(\/ 0.5) Is(v 0.5) I
A 4 l h r
LC 50
afskv. I o.osl o.125| 025 I 05 I 1 I 225 I 5 I 125 I wl
ppm

— 3 J + 3 @, eller 6 dyr af det mest modtagelige ken til hvert trin

— 0-6: antal moribunde eller dode dyr/testet koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: ikke klassificeret

— Test ved 12,5 mg/L/4 t: se Guidance Document 39 (8)
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Tilleg 4b

Akut toxicitet (inhalation):

Fremgansmdde med startkoncentration pd 0,5 mg/L/4 t for aerosoler

0.05 mo/L

0.5 mo/lL 1 mg/l 5 mg/l

3 dyr
kon 1
kon 2

3 dyr 3 dyr 3 dyr
kon 1

kon 1 kon 1
kon 2 kon 2 kon 2

| ] 1 /
P36 Jo-2 ) Ws-6 Jfo-2 W3-8 o-2 Q) Qa6 )] -2 ][00l
|

|
A

GHS 4

stov/ |Kat.1 Kategori 2 Kat. 3 Kategori 4 Kategori 5

tige | <0.05 >0.05- 0.5 [>0.5-1 >1-5 >5-12.5 oo
I

Lc50

afsyl\_'-l o.u5| o.125| 0.25| u.5| 1 I 2 2.5| 5 I 12.5| nol

mg,

— 3 d + 3 @, eller 6 dyr af det mest modtagelige ken til hvert trin
— 0-6: antal moribunde eller dede dyr/testet koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: ikke klassificeret

— Test ved 12,5 mg/L/4 t: se Guidance Document 39 (8)
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Tilleg 4c

Akut toxicitet (inhalation):

Fremgansmdde med startkoncentration pi 1 mg/L/4 t for aerosoler

0.05 mo/l 0.5 mg/l o= 1 mgfl 5 mg/l
3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr
kon 1 kon 1 kon 1 kon 1

3 dyr 3 dyr 3 dyr 3 dyr
kon 2 kon 2 kon 2 kon 2
| ] ] ] ] ] ]  —
[as o2 e ]foz2)a-ealfoz|[3se]]-2][ool]
l |

o

GHS N[ Kategor 2 Kat 3] Kategori 4 Kategori 5

stov/ | Rt 9 at. ategori ategori

tage | <0.08|  >0.05- 05 0.5 -1 »1-5 >5-125 ®
I .

LC50

afsl;'\_l-l u.o5| u.125| 0.25 I n.5| 1 I 2 2.5| 5 I 12.5| "’I

mg

— 3 7 + 3 g, eller 6 dyr af det mest modtagelige ken til hvert trin
— 0-6: antal moribunde eller dede dyr/testet koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: ikke klassificeret

— Test ved 12,5 mg/L/4 t: se Guidance Document 39 (8)
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Tilleg 4d

Akut Toxicitet (Inhalation):

Fremgangsmdde med startkoncentration pd 5 mg/L/4 t for aerosoler

0.05 mg/L 0.5myl  fegem 1 mgil
3 dyr | 3 dyr I 3 dyr I
kon 1 kon 1 kon 1

3 dyr 3 dyr 3 dyr
kon 2 kon 2

| ] ] ] ] ]
a6 | fo-2 ) W36 o2 fz-8fo-2)fze]fri-2]]o-o]
]

GHS . ‘

stows | Kat.d Kategori 2 Kat. 3 Kategori 4 Kategori 5

tige < 0.05 >0.05- 05 >05-1 »>1-5 >5-125 <)
I

LC50 2 3

afsyl\_l. I 0.05| 0.125| 0.25 I 0.5| 1 I 20125 I 5 I (215 I col

mg

— 33 + 3, eller 6 dyr af det mest modtagelige kan til hvert trin
— 0-6: antal moribunde eller dede dyr/testet koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: ikke klassificeret

— Test ved 12,5 mg/L/4 t: se Guidance Document 39 (8)«

9) Kapitel C.10 affattes sdledes:

»C.10. SIMULERINGSFORS@G VEDRORENDE AEROB SPILDEVANDSRENSNING: C.10.A: AKTIVEREDE

SLAMENHEDER — C.10.B: BIOFILM

C.10.A:. Aktiverede slamenheder

INDLEDNING

Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 303 (2001). I 1950’erne opdagede man, at nye overflade-
aktive stoffer forarsagede omfattende skumdannelse i spildevandsrensningsanlag og i floder. De blev ikke fuld-
steendigt elimineret i den aerobe behandling, og i visse tilfalde begransede de elimineringen af andre organiske
stoffer. P4 den baggrund blev der indledt mange undersogelser af, hvordan overfladeaktive stoffer kunne fjernes
fra spildevand, og om nye industrifremstillede kemikalier kunne indga i spildevandsrensning. Til det blev der
anvendt to modelenheder, der reprasenterede de to hovedtyper af acrob biologisk spildevandsrensning (aktiveret
slam og nedsivningsfiltrering). Det ville have veeret umuligt og meget dyrt at distribuere alle nye kemikalier og
overvdge store rensningsanleg, selv pd lokalt plan.

INDLEDENDE OVERVEJELSER
Aktiverede slamenheder

Modeller for aktiverede slamenheder er beskrevet i storrelser fra 300 ml op til ca. 2 000 ml. Nogle efterlignede
noje fuldskalaanleg med tanke til bundfeldning af slam, hvor det bundfaldede slam blev pumpet tilbage til
beluftningstanken, mens andre ikke var udstyret med bundfeldningsanleg, feks. Swisher (1). Sterrelsen pa
forsegsenhederne er et kompromis. De skal pd den ene side vare store nok til mekanisk drift og produktion
af et tilstreekkeligt volumen af prover, uden at det pavirker driften, og pd den anden side méd de ikke vaere sd
store, at det stiller for store krav til plads og materialeforbrug.
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10.

To typer forsegsenheder, der anvendes hyppigt og med tilfredsstillende resultat, er Husmann-enheder (2) og
Porous Pot-enheder (porgse krukker) (3) (4), der forst blev anvendt i forseg med overfladeaktive stoffer. Begge
disse typer er beskrevet i denne testmetode. Andre typer har ogsd veret anvendt med tilfredsstillende resultater,
f.eks. Eckenfelder (5). P4 grund af de relativt hoje omkostninger og den store arbejdsindsats, der kraves for at
udfere denne simuleringstest, blev der parallelt med disse gennemfort enklere og billigere screeningstest, som er
beskrevet i kapitel C.4 A-F i dette bilag (6). Erfaringer med mange overfladeaktive stoffer og andre kemikalier har
vist, at de stoffer, der bestod screeningstestene (let bionedbrydelige), ogsd blev nedbrudt i simuleringstesten.
Nogle af de stoffer, der ikke bestod screeningstestene, bestod testene for iboende bionedbrydelighed (kapitel C.12
(7) og C.19 (8) i dette bilag), men kun nogle fra denne gruppe blev nedbrudt i simuleringstesten, hvorimod de
kemikalier, der ikke bestod testene for iboende bionedbrydelighed, ikke blev nedbrudt i simuleringstestene (9)
(10) (11).

[ visse tilfelde er det tilstreekkeligt at gennemfore simuleringstests under et enkelt st driftsbetingelser. Resul-
taterne udtrykkes som den procentvise eliminering af testkemikaliet eller af oplest organisk kulstof (DOC). En
sddan test beskrives i denne testmetode. I modseatning til den foregdende version af dette kapitel, der kun
beskrev én type forsegsenheder til behandling af syntetisk spildevand i koblet tilstand, der anvendte en
forholdsvis grov slamoverlobsmetode, giver denne tekst mulighed for en rakke variationer. Alternativer til
typen af forsegsenheder, virkningsmédde samt spildevands- og slambortskaffelse beskrives. Denne tekst ligger
taet op ad teksten i ISO 11733 (12), der blev ngje gennemgéet i forbindelse med forberedelsen. Metoden har dog
ikke vaeret underkastet en ringtest.

Til andre formadl skal koncentrationen af testkemikaliet i udlobet kendes mere pracist, og der er derfor behov for
en mere omfattende metode. Overlgbsprocenten for slam skal f.eks. kontrolleres mere pracist hele degnet og i
lobet af hele testperioden, og enhederne skal fungere ved forskellige overlabsprocenter. For at opnd en fyldest-
gorende metode bor testene ligeledes gennemfores ved to eller tre forskellige temperaturer. En sddan metode er
beskrevet af Birch (13) (14) og sammenfattet i tilleg 6. Den nuverende viden er imidlertid ikke tilstraekkelig til at
afgore, hvilken af de kinetiske modeller der kan anvendes i forbindelse med bionedbrydning af kemikalier ved
spildevandsrensning og i vandmiljeet generelt. Anvendelsen af Monod-kinetik, der beskrives i tilleg 6 som et
eksempel, er begranset til kemikalier, der forekommer i en koncentration pd 1 mgfl og derover, men dette er
efter nogle forskeres opfattelse endnu ikke dokumenteret. Tilleg 7 omhandler test ved koncentrationer, der mere
realistisk afspejler koncentrationerne i spildevand. Disse test og testene i tilleg 6 er dog anfert i tilleg og ikke
som separate testmetoder.

Filtre

Det har veeret meget mindre fokus pd modeller med nedsivningsfiltre. Det skyldes sandsynligvis, at de er mere
besvarlige og ikke s kompakte som modeller baseret pa aktiveret slam. Gerike et al. har udviklet nedsivnings-
filtre og anvendt dem i koblet tilstand ((15). Disse filtre var relativt store (hgjde 2 m, volumen 60 1), og hvert
filter kraevede en spildevandsmangde pa helt op til 2 1/h. Baumann et al. (16) simulerede nedsivningsfiltre ved at
sette strips af »polyesterfleece« ind i ror pd 1 m (14 mm indvendig diameter), efter at stripsene havde veret
nedsenket i koncentreret aktiveret slam i 30 minutter. Testkemikaliet blev som eneste C-kilde i en oplesning af
mineralsalte haldt ned i det lodrette ror, hvorefter den biologiske nedbrydning blev vurderet ud fra malinger af
DOC i udlgbet og CO, i den udledte gas.

Biofiltre er blevet simuleret p& en anden méde (15). De indre overflader af roterende ror, der var skrétstillet i en
spids vinkel i forhold til vandret, blev tilfort spildevand (ca. 250 ml/h) med og uden testkemikaliet. De opsam-
lede udlgb blev derefter analyseret for oplest organisk kulstof (DOC) og/eller det specifikke testkemikalie.

TESTENS PRINCIP

Denne metode er udviklet til at bestemme elimineringen og den primaere ogfeller ultimative biologiske nedbryd-
ning af vandopleselige organiske kemikalier ved hjalp af aerobe mikroorganismer i et kontinuerligt drevet
testsystem, der simulerer processen for aktiveret slam. Et let biologisk nedbrydeligt organisk materiale og det
organiske testkemikalie forsyner mikroorganismerne med kulstof og energi.

To kontinuerligt drevne testenheder (anleg med aktiveret slam eller porese krukker) keres parallelt under
identiske betingelser, der valges, s de passer til testens formdl. Normalt er den gennemsnitlige hydrauliske
retentionstid seks timer, og den gennemsnitlige slamalder (slamretentionstid) er 6-10 dage. Slam bortskaffes ved
hjelp af én af to metoder, hvor testkemikaliet normalt tilsattes indlebet (organisk medium) pd den ene enhed i
en koncentration pd mellem 10 mg/l DOC og 20 mg/l DOC. Den anden enhed bruges som kontrolenhed for at
bestemme den biologiske nedbrydning af det organiske medium.

I hyppigt udtagne prover af udlebet bestemmes forst og fremmest det oploste organiske kulstof eller det kemiske
iltforbrug (COD). Ligeledes bestemmes ud fra specifikke analyser koncentrationen af testkemikaliet (hvis pakra-
vet) i spildevandet fra den enhed, der fir tilfort testkemikaliet. Det antages, at forskellen mellem koncentratio-
nerne af DOC eller COD i udlebet fra test- og kontrolenhederne skyldes testkemikaliet eller dets organiske
metabolitter. Forskellen sammenlignes med koncentrationen af DOC eller COD i indlebet, der skyldes det tilforte
testkemikalie, med henblik pd at bestemme elimineringen af testkemikaliet.
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Bionedbrydning kan normalt adskilles fra bioadsorption ved omhyggeligt at undersage kurven for elimineringstid
og bekraftes normalt af en test for umiddelbar bionedbrydning, hvor der anvendes et akklimatiseret inokulum
fra den enhed, der fir tilfort testkemikaliet.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

Testkemikaliets renhed, vandopleselighed, flygtighed og adsorptionsegenskaber skal veere kendt, for at resulta-
terne kan fortolkes korrekt. Normalt kan flygtige og uopleselige kemikalier ikke testes, medmindre der traffes
sarlige forholdsregler (se tilleg 5). Den kemiske struktur, eller i det mindste den empiriske formel, skal ogsd
kendes for at kunne beregne de teoretiske vardier ogfeller kontrollere parametrenes malte verdier, f.eks.
teoretisk iltforbrug (ThOD), oplest organisk kulstof (DOC) og kemisk iltforbrug (COD).

Oplysninger om testkemikaliets toksicitet over for mikroorganismer (se tilleg 4) kan bruges ved valg af hensigts-
massige testkoncentrationer og kan vare afgorende for korrekt fortolkning af lave veerdier for bionedbrydning.

TARSKELVARDIER

[ den forste anvendelse af denne simuleringstest (kontroltest) i forbindelse med primeer bionedbrydning af
overfladeaktive stoffer skal der fjernes over 80 % af det specifikke kemikalie, inden det overfladeaktive stof
mé markedsfores. Hvis vardien 80 % ikke opnds, kan denne simuleringstest (kontroltest) anvendes, og det
overfladeaktive stof ma markedsfores, hvis over 90 % af det specifikke kemikalie er elimineret. For kemikalier
er der generelt ikke tale om at bestd/dumpe, og derfor kan den opndede verdi for eliminering benyttes i
forbindelse med omtrentlige beregninger af den sandsynlige koncentration i miljoet, der kan bruges i vurderinger
af risici fra kemikalier. Resultater har en tendens til at folge et monster med alt eller intet. I en raekke forsag med
rene kemikalier viste den procentvise eliminering af DOC sig at vare over 90 % i mere end tre fjerdedele og over
80 % i mere end 90 % af de kemikalier, der viste sig at have en signifikant vaerdi for bionedbrydelighed.

Der er relativt fd kemikalier (f.eks. overfladeaktive stoffer) til stede i spildevand i de koncentrationer (ca. 10 mg
C[l), der anvendes i denne test. Nogle kemikalier kan vare hemmende ved disse koncentrationer, mens kine-
tikken for eliminering af andre kemikalier kan veere forskellig ved lave koncentrationer. En mere preecis vurde-
ring af nedbrydningen kunne gennemfores ved hjelp af modificerede metoder, hvor man benytter realistisk lave
koncentrationer af testkemikaliet, og de indsamlede data kunne bruges til at beregne kinetiske konstanter. De
nedvendige forsogsteknikker er imidlertid endnu ikke fuldt validerede, og de kinetiske modeller, der beskriver
reaktionerne med hensyn til bionedbrydning, er heller ikke udarbejdet (se tilleg 7).

REFERENCEKEMIKALIER

For at sikre, at forseget gennemfores korrekt, bor kemikalier, hvis opforsel kendes, javnligt testes sidelobende
med undersogelsen af testkemikalier. Sddanne kemikalier omfatter adipinsyre, 2-phenylphenol, 1-naphthol,
diphensyre, 1-naphthoesyre osv. (9) (10) (11).

FORSOGSRESULTATERNES REPRODUCERBARHED

Der har udarbejdet langt ferre rapporter om simuleringstest end om test for let bionedbrydelighed. Repro-
ducerbarheden mellem (samtidige) replikater er god (inden for 10-15 %) for testkemikalier, der er nedbrudt 80 %
eller mere, mens der for mindre nedbrudte kemikalier er storre variationer. Ligeledes er der i forbindelse med
visse borderline-kemikalier konstateret meget spredte resultater (f.eks. 10 % og 90 %) pé forskellige tidspunkter i
lobet af testperioden pé ni uger.

Der er konstateret meget begranset forskel i de resultater, der er opndet med de to typer forsegsenheder. Visse
kemikalier er dog i hejere grad og mere konsistent blevet nedbrudt i forbindelse med husholdningsspildevand
end med syntetisk spildevand som defineret af OECD.

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN
Apparatur
Testsystem

Testsystemet for et enkelt testkemikalie bestdr af en testenhed og en styreenhed. I de tilfelde, hvor der kun
gennemfores specifikke analyser (primaer bionedbrydning), kraeves der dog kun en testenhed. En og samme
styreenhed kan benyttes til flere forskellige testenheder, der modtager enten de samme eller forskellige testke-
mikalier. I tilfeelde af kobling (tilleg 3) skal hver enkelt testenhed have sin egen styreenhed. Testsystemet kan
vare en aktivslamanlegsmodel, dvs. en Husmann-enhed (tilleg 1, figur 1) eller en pores krukke (tilleg 1, figur
2). 1 begge tilfelde kraves opbevaringstanke af tilstraekkelig storrelse til indleb og udleb, og der kreves pumper
til dosering af indlebet enten blandet med oplesningen af testkemikaliet eller separat.
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Hver aktivslamanlegsenhed bestér af en beluftningstank med en kendt kapacitet pd ca. 3 | aktiveret slam og en
separator (sekundeer klaringstank), der indeholder ca. 1,5 1. De anferte volumener kan i et vist omfang andres
ved at justere separatorens hgjde. Tanke af forskellige storrelser tillades, hvis de benyttes med tilsvarende
hydrauliske belastninger. Hvis det ikke er muligt at holde temperaturen i testlokalet inden for det onskede
omrédde, anbefales det at benytte tanke med vandkappe med temperaturreguleret vand. En luftpumpe eller
doseringspumpe pumper det aktiverede slam fra separatoren over i beluftningstanken enten kontinuerligt eller
intermitterende med regelmaessige intervaller.

Systemet med porese krukker bestdr af en indre pores cylinder med en konisk bund, der er monteret inde i en
lidt sterre tank af samme form, men som er fremstillet af et vandtet plastmateriale. Et velegnet materiale til en
porgs krukke er porgs polyethylen med en maksimal porestorrelse pa 90 pm og en tykkelse pd 2 mm. Slammet
adskilles fra det behandlede organiske materiale i kraft af differentieret passage gennem den porgse vag. Udlgbet
opsamles i det ringformede rum, hvorfra det lober over i opsamlingstanken. Der sker ingen bundfeldning, og
der intet returleb af slam. Hele systemet kan opstilles i et termostatstyret vandbad. Porgse krukker kan i starten
blive tilstoppede og dermed lobe over. I s fald skal den porese foring udskiftes med en ren foring, efter at
slammet er suget fra krukken over i en ren spand, og den tilstoppede foring er fjernet. Efter afterring af den
vandteatte udvendige cylinder monteres en ren foring, og slammet returneres til krukken. Slam, der sidder fast pa
siderne af den tilstoppede foring, skrabes ogsd omhyggeligt af og healdes tilbage. Renger forst tilstoppede
krukker med en tynd vandstrile, si fastsiddende slam fjernes. Nedsenk derefter krukkerne i en fortyndet
oplosning af natriumhypochlorit og dernast i vand, og afskyl dem til sidst omhyggeligt i vand.

Der kraeves serlige teknikker til beluftning af slammet i beluftningstankene i begge systemer, f.ks. sintrede
klodser (diffusionssten) og trykluft. Luften skal renses, eventuelt ved at passere et sarligt filter, og skylles. En
passende luftmaengde skal passere gennem systemet for at opretholde de aerobe betingelser og for at holde
slammet konstant i suspension i lebet af testen.

Filtreringsapparat eller centrifuge

Apparatur til filtrering af prover ved hjelp af membranfiltre med passende poresitet (nominel dbningsdiameter
0,45 pm) til adsorption af opleselige organiske kemikalier med mindst mulig frigivelse af organisk kulstof. Hvis
der benyttes filtre, som frigiver organisk kulstof, vaskes disse filtre omhyggeligt med varmt vand for at fjerne
afgivet organisk kulstof. Alternativt kan der benyttes en centrifuge med en kapacitet pd 40 000 m/s.

Analyseudstyr

Apparatur, der bruges til bestemmelse af:

— DOC (oplost organisk kulstof) og TOC (samlet organisk kulstof) eller COD (kemisk iltforbrug)
— specifikt kemikalie, hvis pakravet

— suspenderede stoffer, pH, iltkoncentration i vand

— temperatur, syreindhold og alkalinitet

— ammoniak, nitrit og nitrat, hvis testen gennemfores under nitrificerende forhold.

Vand

Ledningsvand, der indeholder under 3 mg/l DOC. Bestem alkalinitet, hvis den ikke allerede er kendt.
Deioniseret vand, der indeholder under 2 mg/l DOC.

Organisk materiale

Syntetisk spildevand, husholdningsspildevand eller en blanding heraf kan anvendes som organisk materiale. Det
er pavist (11) (14), at anvendelsen af husholdningsspildevand alene ofte medferer oget eliminering af DOC i
procent og endda eliminering og bionedbrydning af visse kemikalier, som ikke nedbrydes biologisk, ndr der
anvendes syntetisk spildevand som defineret af OECD. Endelig stabiliserer konstant eller intermitterende tilsaet-
ning af husholdningsspildevand ofte det aktiverede slam og dermed den vigtige evne til effektiv bundfaldelse.
Derfor anbefales brugen af husholdningsspildevand. Mal koncentrationen af DOC eller COD i alle nye batches
med organisk materiale. Det organiske materiales aciditet eller alkalinitet bor vare kendt. Det organiske materiale
skal muligvis tilsaettes en velegnet buffer (natriumhydrogencarbonat eller kaliumdihydrogenfosfat), hvis materia-
lets aciditet eller alkalinitet er lav, for at holde en pH-vardi pa ca. 7,5 £ 0,5 i beluftningstanken under udferelsen
af testen. Mangden af buffer, der skal tilsattes, og tidspunktet for, hvorndr den skal tilsattes, afgores i hvert
enkelt tilfelde. Nér blandinger benyttes enten kontinuerligt eller intermitterende, skal DOC (eller COD) i
blandingen holdes pd et nogenlunde konstant niveau, f.eks. ved hjelp af fortynding med vand.
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Syntetisk spildevand

Oples i én liter ledningsvand: pepton: 160 mg; kedekstrakt: 110 mg; urinstof: 30 mg; vandfrit dikaliumhy-
drogenfosfat (K,HPO,): 28 mg; natriumchlorid (NaCl): 7 mg; calciumchloriddihydrat (CaCl,.2H,0): 4 mg;
magnesiumsulfatheptahydrat (Mg,SO4.7H,0): 2 mg. Dette eksempel pd syntetisk spildevand som defineret af
OECD giver en middel DOC-koncentration i indlebet pa ca. 100 mgfl. Der kan ogsd benyttes andre sammen-
satninger med ca. den samme DOC-koncentration, og som ligger taettere pa rigtigt spildevand. Hvis der kraves
et knapt sd koncentreret indleb, kan det syntetiske spildevand fortyndes (f.cks. 1:1) med ledningsvand for at
opnd en koncentration pd ca. 50 mg/l. Et sddant svagere indleb vil give mulighed for en bedre vakst af
nitrificerende organismer, og denne modifikation ber anvendes, hvis simuleringen af nitrificerende spildevands-
planter skal undersoges. Dette syntetiske spildevand kan fremstilles ved hjalp af destilleret vand i koncentreret
form og opbevares ved ca. 1 °C i op til én uge. Fortynd efter behov med ledningsvand. (Dette materiale er ikke
tilfredsstillende. Kvaelstofkoncentrationen er f.eks. meget hej, og kulstofindholdet relativt lavt, men der er ikke
foresldet en bedre losning, bortset fra tilforsel af mere fosfat som buffer og ekstra pepton).

Husholdningsspildevand

Benyt frisk bundfeeldet spildevand, der indsamles dagligt fra et rensningsanlaeg, der hovedsagelig modtager
husholdningsspildevand. Spildevandet indsamles for den primere sedimentering fra overlobskanalen ved den
primare sedimenteringstank eller fra indlgbet til aktivslamanlegget, og det skal stort set vere uden grove
partikler. Spildevandet kan benyttes efter flere dages opbevaring (normalt dog hejst syv dage) ved ca. 4 °C,
hvis det dokumenteres, at DOC (eller COD) ikke falder vesentligt (dvs. med mindre end 20 %) under opbeva-
ringen. For at begranse forstyrrelserne af systemet bor DOC (eller COD) af hver ny batch justeres inden brug, si
der opnds en passende konstant verdi, f.eks. ved fortynding med ledningsvand.

Aktiveret slam

Aktiveret slam til inokulering indsamles fra beluftningstanken i et velfungerende spildevandsanleg eller fra en
aktiveret slamenhed i laboratorieskala, der hovedsagelig behandler husholdningsspildevand.

Stamoplosninger af testkemikaliet

I forbindelse med kemikalier, der er tilstraekkelig oploselige, fremstilles stamoplesninger i passende koncen-
trationer (f.eks. 1-5 gfl) i demineraliseret vand eller i den mineralske del af det syntetiske spildevand. Oplysninger
om uoploselige og flygtige kemikalier findes i tilleg 5. Bestem DOC og samlet organisk kulstof (TOC) i
stamoplosningen, og gentag maélingerne for hver ny batch. Hvis forskellen mellem DOC og TOC er storre
end 20 %, skal testkemikaliets vandopleselighed kontrolleres. Sammenlign DOC eller koncentrationen af testke-
mikaliet malt ved hjelp af specifik analyse af stamoplosningen med den nominelle verdi for at fastsld, hvorvidt
genfindingen er god nok (normalt kan > 90 % forventes). Iszr for dispersioner skal det fastslas, hvorvidt DOC
kan benyttes som analytisk parameter, eller om der kun kan anvendes en analyseteknik, der er specifik for det
pagaldende testkemikalie. Centrifugering af preverne er obligatorisk i forbindelse med dispersioner. For hver ny
batch skal DOC, COD eller testkemikaliet méales med specifikke analyser.

Bestem pH-veerdien i stamoplesningen. Ekstreme veardier viser, at tilsaetningen af kemikaliet kan pévirke pH-
vardien af det aktiverede slam i testsystemet. I det tilfelde neutraliseres stamoplesningen med smad maengder af
uorganisk syre eller base for at opnd en pH-verdi pd 7 +0,5. Undgad dog udfeldning af testkemikaliet.

FREMGANGSMADE

Fremgangsmdaden er beskrevet for aktiverede slamanlag. Den skal tilpasses pd enkelte omrader til brug i systemet
med porese krukker.

Fremstilling af inokulum

Ved begyndelsen af testen podes testsystemet med aktiveret slam eller med et inokulum, der indeholder en lav
koncentration af mikroorganismer. Hold inokulum beluftet ved stuetemperatur, indtil det er opbrugt, og brug
det inden for 24 timer. I det forste tilfalde udtages en prove af aktiveret slam fra beluftningstanken i et effektivt
drevet biologisk spildevandsrensningsanleg eller et laboratorierensningsanleg, der primeert modtager hushold-
ningsspildevand. Hvis nitrificerende forhold skal simuleres, udtages slam fra et nitrificerende spildevandsrens-
ningsanlag. Bestem koncentrationen af suspenderede stoffer, og koncentrer om nedvendigt slammet ved bund-
feeldning, si testsystemet tilfores et minimalt volumen. Serg for, at udgangskoncentrationen af faststof er ca.
2,5 gfl.

[ det andet tilfaelde anvendes 2-10 ml/l udleb fra et biologisk anlag til rensning af husholdningsspildevand som
inokulum. For at f4 s& mange forskellige baktericarter som muligt kan det vare nyttigt at tilfgje inokula fra
forskellige andre kilder, f.eks. overfladevand. I sa fald vil det aktiverede slam udvikle sig og vokse i testsystemet.
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Dosering af organisk materiale

Serg for, at beholdere til indleb og udleb samt rersystem fra indlebstanke og til udlgbstanke er omhyggeligt
rengjorte for at fierne mikrobiel vakst fra starten og i lebet af testen. Testsystemerne samles pé et sted, hvor
temperaturen er kontrolleret (normalt inden for 20-25 °C). Hvis det ikke er muligt, benyttes testanleeg med
vandkappe. Fremstil en tilstreekkelig mangde af det kravede organiske materiale (afsnit 27-29). Fyld forst
beluftningstank og separator med det organiske materiale, og tilset inokulum (afsnit 34 og 35). Start beluft-
ningen, sd slammet holdes opslemmet og i aerob tilstand, og pabegynd dosering af indleb og genanvendelse af
det bundfeldede slam. Held organisk materiale fra opbevaringstankene over i beluftningstankene (afsnit 20 og
21) i test- og kontrolenhederne, og opsaml de respektive udleb i tilsvarende opbevaringstanke. For at opnd den
normale hydrauliske retentionstid pd seks timer pumpes det organiske materiale ved 0,5 1/h. Denne hastighed
bekraftes ved at méle den daglige mangde organisk materiale og registrere reduktionen i volumen af materialet i
opbevaringstankene. Andre doseringsmetoder anvendes, hvis virkningen af intermitterende frigivelse og »chok-
tilsetning af kemikalier skal bestemmes.

Hvis det organiske materiale er fremstillet til brug i en periode leengere end én dag, skal det nedkeles til ca. 4 °C
eller konserveres pd anden méde for at forhindre mikrobiel vakst og bionedbrydning uden for testenhederne
(afsnit 29). Hvis der benyttes syntetisk spildevand, kan en koncentreret stamoplesning fremstilles og opbevares
ved ca. 4°C (f.eks. 10 gange den normale koncentration, afsnit 28). Denne stamoplesning kan omhyggeligt
opblandes med den korrekte mangde ledningsvand inden brug. Den kan ogsa tilferes direkte, mens den korrekte
mzngde ledningsvand tilferes separat.

Dosering af testkemikalie

Tilset den korrekte mangde stamoplosning af testkemikaliet (afsnit 31) til opbevaringstanken med indleb, pump
det direkte med en separat pumpe over i beluftningstanken. Den normale gennemsnitlige testkoncentration i
indlebet ber vere mellem 10 mg/l og 20 mg/l DOC med en hgjeste koncentration pd maks. 50 mg/l. Hvis
vandopleseligheden af testkemikaliet er lav, eller hvis der er sandsynlighed for, at der vil opstd toksiske virk-
ninger, skal koncentrationen reduceres til 5 mg/l DOC eller mindre, men kun hvis der benyttes en relevant
specifik analysemetode (dispergerede testkemikalier, der er tungtopleselige i vand, kan tilseettes ved hjelp af
seerlige tilsetningsteknikker, se tilleg 5).

Begynd at tilseette testkemikaliet efter en periode, hvor systemet har stabiliseret sig og effektivt reducerer DOC i
det organiske materiale (ca. 80 %). Det er vigtigt at kontrollere, at alle enheder fungerer lige effektivt, inden
testkemikaliet tilsaettes. Hvis de ikke gor det, hjeelper det normalt at blande de enkelte slamportioner og derefter
fordele slammet i lige store portioner til de enkelte enheder. Nar et inokulum af (ca.) 2,5 g/l (terveegt) aktiveret
slam er brugt, kan testkemikaliet tilsattes fra begyndelsen af testen, idet direkte tilsetning af stigende mangder
fra begyndelsen har den fordel, at det aktiverede slam bedre kan tilpasse sig testkemikaliet. Uanset hvordan
testkemikaliet tilsaettes, bor gennemstromningshastigheden ogleller volumen i opbevaringstankene males med
regelmessige intervaller.

Handtering af aktiveret slam

I lobet af testen stabiliserer koncentrationen af faststofferne i aktiveret slam sig normalt mellem gransevardier,
uanset det anvendte inokulum, i intervallet mellem 1 og 3 g/l (terveegt) afhangigt af kvalitet og koncentration af
det organiske materiale, driftsbetingelser, de anvendte mikroorganismers fysiske tilstand og pavirkningen fra
testkemikaliet.

Bestem enten de suspenderede stoffer i beluftningstankene bestemmes mindst én gang om ugen, og bortskaf det
overskydende slam for at holde koncentrationen pa 1 g/l til 3 g/l (terveegt), eller kontroller den gennemsnitlige
slamalder ved en konstant vardi, normalt inden for intervallet 6 til 10 dage. Hvis der feks. er valgt en
slamretentionstid pa otte dage, skal der dagligt fjernes og bortskaffes 1/8 af det aktiverede slams volumen i
beluftningstanken. Dette skal udferes dagligt eller fortrinsvis ved hjalp af en automatisk intervaldrevet pumpe.
Selv om koncentrationen af suspenderede stoffer holdes konstant eller inden for et snavert interval, opnds der
ikke en konstant slamretentionstid (SRT), som er den driftsvariabel, der bestemmer veardien af koncentrationen
af testkemikaliet i udlebet.

I lobet af hele testen skal slam, der sidder p& vaggene i beluftningstank og separator, fjernes, si det igen
suspenderes. Kontroller og renger regelmassigt alle ror og slanger for at forhindre dannelsen af biofilm.
Recirkuler det bundfzldede slam fra separatoren til beluftningstanken, helst ved hjelp af intermitterende pump-
ning. Der sker ingen recirkulation i systemet med porese krukker. Det skal dog kontrolleres, at der er indsat rene
indvendige krukker, inden volumen i tanken stiger vasentligt (afsnit 21).

Der kan forekomme dérlig bundfeldning og tab af slam i Husmann-enhederne. Dette kan afhjalpes ved samtidig
at udfore en eller flere af de handlinger, der er anfert nedenfor, i test- og kontrolenheder:
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— Frisk slam eller flokkuleringsmiddel (f.cks. 2 ml/krukke pa 50 g/l FeCl;) tilsattes med regelmassige mellem-
rum, f.eks. hver uge. Det skal dog kontrolleres, at der ikke sker nogen reaktion eller udfeldning af testke-
mikaliet med FeCls.

— Trykluftpumpen kan erstattes med en slangepumpe, saledes at slam kan recirkuleres i en strom, der
omtrentligt svarer til den kravede indlebsstrom, og siledes at der kan dannes en anaerob zone i det
bundfeldede slam (trykluftpumpens geometri begreenser minimumsgennemstrgmningen af returslam til ca.

det 12-dobbelte af indlgbets).

— Slammet kan intermitterende pumpes fra separatoren til beluftningstanken, f.cks. 5 minutter hver 2,5
time for at recirkulere 1-1,5 1/h.

— Et ikke-toksisk skumdaempningsmiddel i mindste koncentration kan bruges til at forhindre tab som folge
af skumdannelse (f.eks. silikoneolie).

— Luft kan presses gennem slammet i separatoren i korte chokbelger (f.cks. 10 sekunder hver time).

— Det organiske materiale kan tilsettes beluftningstanken med bestemte intervaller (f.eks. 3-10 minutter
hver time).

Kontrol og analyse

Med regelmassige mellemrum méles den opleste iltkoncentration, temperaturen og pH-vaerdien af det aktiverede
slam i beluftningstankene. Serg for, at der altid er tilstraekkeligt ilt til stede (> 2 mg/l), og at temperaturen holdes
inden for det kreevede interval (normalt 20-25 °C). Hold pH pé 7,5 £ 0,5 ved at tilsette smd mangder uorganisk
base eller syre til beluftningstanken eller til indlebet eller ved at oge det organiske materiales bufferkapacitet (se
afsnit 27). I forbindelse med nitrifikation udvikles syre. Oxidering af 1 mg N producerer en meengde, der svarer
til ca. 7 mg CO;™. Malefrekvensen afhanger af den parameter, der skal males, og af systemets stabilitet og kan
variere mellem daglige og ugentlige mélinger.

Méling af DOC eller COD i indleb til kontrol- og testbeholdere. Koncentrationen af testkemikalie i testindlgbet
méles ved hjelp af specifik analyse, eller den anslds ud fra koncentrationen i stamoplesningen (afsnit 31), den
anvendte mengde og mangden af spildevand, der tilfores testenheden. Det anbefales, at koncentrationen af
testkemikaliet beregnes for at reducere variabiliteten i koncentrationsdata.

Der udtages relevante prover fra det indsamlede udleb (f.cks. sammensatte prover over 24 timer), og de filtreres
gennem en membran med em porestgrrelse pd 0,45 pm. De kan ogsa centrifugeres ved ca. 40 000 m/s? i ca. 15
minutter. Centrifugering ber benyttes, hvis filtrering er besvarlig. Der foretages mindst dobbeltbestemmelse af
DOC eller COD for at male den ultimative bionedbrydning og evt. den primzare bionedbrydning ved hjelp af en
analyse, der er specifik for testkemikaliet.

Anvendelsen af COD kan medfere analyseproblemer ved lave koncentrationer og anbefales derfor kun, hvis der
benyttes en tilstrakkelig hoj testkoncentration (ca. 30 mg/l). Ved kraftigt adsorberende kemikalier anbefales det
ligeledes, at mangden af adsorberet kemikalie i slammet males ved hjelp af en analyseteknik, der er specifik for
testkemikaliet.

Hyppigheden af provetagning athanger af testens forventede varighed. En anbefalet hyppighed er tre gange pr.
uge. Nér enhederne korer effektivt, kan der g fra en uge til hejst seks uger efter tilseetning af testkemikaliet,
inden tilpasningsfasen har ndet et stabilt niveau (steady state). Der indsamles mindst 15 gyldige vardier i
plateaufasen (afsnit 59), som normalt varer tre uger, inden testresultatet evalueres. Testen kan gennemfores,
hvis der opnas en tilstrekkelig elimineringsgrad (f.eks. > 90 %), og disse 15 verdier, som reprasenterer analyser,
der er udfort hver arbejdsdag i tre uger, er tilgeengelige. Testvarigheden ber normalt ikke overstige 12 uger efter
tilsaetning af testkemikaliet.

Hvis slammet nitrificerer, og hvis testkemikaliets indvirkning pd nitrificeringen skal undersoges, analyseres
proverne fra test- og kontrolenhedernes udlgb mindst én gang om ugen, for sd vidt angdr ammoniak og/eller
nitrit samt nitrat.

Alle analyser gennemfores sd hurtigt som muligt, is@er mélinger af nitrogen. Hvis analyserne forsinkes, opbevares
proverne morkt ved ca. 4 °C i flasker med tetsluttende 13g. Hvis proverne skal opbevares i mere end 48 timer,
skal de konserveres ved hjalp af dybfrysning, syring (f.eks. 10 ml/l af en oplesning pd 400 g/l af svovlsyre) eller
tilsetning af et hensigtsmessigt toksisk stof (f.cks. 20 ml/l af en 10 g[l-oplesning af kvikselv (I)-chlorid). Det
sikres, at konserveringsteknikken ikke pévirker analyseresultaterne.
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Kobling af testenheder

Hvis kobling (tilleg 3) anvendes, skal der dagligt udveksles den samme mangde aktiveret slam (150-1 500 ml
for beluftningstanke med 31 vaske) mellem testenhedens beluftningstank og kontrolenhedens beluftningstank.
Hvis testkemikaliet adsorberer kraftigt til slammet, er det kun separatorernes svemmelag, der skal skiftes. I begge
tilfelde skal der benyttes en korrektionsfaktor for at beregne testresultaterne (afsnit 55).

DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

Beregn procentdelen af DOC- eller COD-eliminering af testkemikaliet for hver tidsbaseret vurdering ved hjelp af
ligningen:

G —(E—-E
Dj=—— % ( o) x 100
G
hvor
D, = % eliminering af DOC eller COD pa tidspunktet t

@]
1l

s = DOC eller COD i indleb, der skyldes testkemikaliet, fortrinsvis ansldet ud fra stamoplesningen (mg/l)

es]
I

maélt DOC- eller COD-veerdi i testudlgb pé tidspunktet t (mg/l)

gs]
1

mélt DOC- eller COD-vardi i kontroludleb pa tidspunktet t (mg/l)

Graden af DOC- eller COD-eliminering af det organiske materiale i kontrolenheden er nyttig viden i forbindelse
med vurderingen af den biologiske nedbrydning af det aktiverede slam i lobet af testen. Beregn den procentvise
eliminering ved hjelp af ligningen:

Cv—E
Dgz%xloo
M

hvor

Dy

% eliminering af DOC eller COD af det organiske materiale i kontrolenheden pé tidspunktet t

Cy = DOC eller COD af det organiske materiale i kontrolindlebet (mg]l)

Beregn evt. den procentvise eliminering af DOC eller COD fremkaldt af det organiske materiale plus testkemi-
kaliet i testenheden ved hjelp af ligningen:

Cr—E
Dr = x 100
T I

hvor
Dy = % eliminering af DOC eller COD i samlet testindlob
Cr = DOC eller COD af samlet testindlob eller beregnet ud fra stamoplesning (mg/l)

Beregn elimineringen af testkemikaliet mélt ved hjelp af en specifik analysemetode pa hvert vurderingstidspunkt
ved hjelp af ligningen:

SifSe

DST = x 100

hvor

Dgr = % primear eliminering af testkemikalie pd tidspunktet t

‘e
I

malt eller estimeret koncentration af testkemikalie i testindleb (mg/l)

(%]
1

. mélt koncentration af testkemikalie i testudleb péd tidspunktet t (mg/l)
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Hvis der er benyttet koblet tilstand, skal der kompenseres for fortyndingen af testkemikaliet i beluftningstanken
som folge af slamudskiftning ved hjelp af en korrektionsfaktor (se tilleg 3). Hvis der er benyttet en gennem-
snitlig hydraulisk retentionstid pd seks timer, og halvdelen af volumenet af det aktiverede slam er udskiftet i
beluftningstanken, skal de fastsatte daglige elimineringsvardier (D,, afsnit 52) korrigeres for at opnd en korrekt
elimineringsgrad, D, af testkemikaliet ved hjelp af ligningen:

4D, — 100

Dy = 3

Angivelse af testresultater

Indtegn den procentvise eliminering D, (eller D) og eventuelt Dy, i forhold til tiden (se tilleg 2). Ud fra formen
pa testkemikaliets elimineringskurve (i sig selv eller som DOC) kan der drages en rakke konklusioner om
elimineringsprocessen.

Adsorption

Hvis der konstateres en hgj DOC-eliminering af testkemikaliet fra begyndelsen af testen, elimineres testkemikaliet
sandsynligvis ved adsorption til de aktiverede faststoffer i slam. Dette kan bevises ved at bestemme det adsor-
berede testkemikalie ved hjalp af specifikke analyser. Seedvanligvis forbliver DOC-elimineringen af adsorberbare
kemikalier ikke hej i lobet af hele testen. Normalt sker der en hej grad af eliminering i starten, hvorefter den
falder til en ligevaegtsvaerdi. Hvis det adsorberbare testkemikalie pd en eller anden made kan fordrsage akklima-
tisering af den mikrobielle population, vil DOC-elimineringen af testkemikaliet efterfolgende stige og nd op pé en
hej plateauvaerdi.

Lag-fase

Som ved statiske screeningstest kraever mange testkemikalier en lag-fase, inden der sker fuld bionedbrydning. I
lag-fasen sker der en akklimatisering eller tilpasning af de nedbrydende bakterier nasten uden eliminering af
testkemikaliet, og derefter begynder disse bakteriers indledningsvise vaekst. Denne fase afsluttes, og nedbrydnings-
fasen indledes, ndr ca. 10 % af den oprindelige mangde testkemikalie er elimineret (efter mulighed for eventuel
adsorption). Lag-fasen er ofte sterkt varierende og vanskelig at reproducere.

Plateaufase

En elimineringskurves plateaufase i en kontinuerlig test defineres som den fase, hvor den maksimale nedbrydning
finder sted. Plateaufasen ber vare mindst tre uger og have ca. 15 malte gyldige verdier.

Middelelimineringsgrad for testkemikalie

Beregn middelvaerdien ud fra elimineringsvaerdierne (D,) for testkemikaliet i plateaufasen. Afrundet til nermeste
heltal (1 %) angiver den graden af eliminering af testkemikaliet. Det anbefales endvidere at beregne 95 %-
konfidensintervallet af middelvaerdien.

Eliminering af organisk materiale

Indtegn procentdelen af eliminering af DOC eller COD af det organiske materiale i kontrolenheden (Dy) i forhold
til tiden. Angiv middelgraden af eliminering pd samme méde som for testkemikaliet (afsnit 60).

Indikation for bionedbrydning

Hvis testkemikaliet ikke tydeligt adsorberes til det aktiverede slam, og elimineringskurven har en typisk form for
en bionedbrydningskurve med lag-, nedbrydnings- og plateaufaser (afsnit 58 og 59), kan den madlte eliminering
med sikkerhed tilskrives bionedbrydning. Hvis der er sket en hgj eliminering i starten, kan simuleringstesten ikke
differentiere mellem biologiske og abiotiske elimineringsprocesser. I sidanne tilfelde, og hvis der i avrigt er tvivl
om den biologiske nedbrydning (f.eks. hvis der optrader stripning), skal de adsorberede testkemikalier analyseres,
eller yderligere statiske test af bionedbrydning gennemfores baseret p& parametre, der klart indicerer biologiske
processer. Sadanne test omfatter metoder til oxygenoptagelse [kapitel C.4 D, E og F i dette bilag (6)], test med
maling af kuldioxidproduktion [kapitel C.4 C i dette bilag (6)] eller ISO Headspace-metoden (18), der benytter et
praeksponeret inokulum fra simuleringstesten. Hvis bdde DOC-elimineringen og den specifikke eliminering af
kemikaliet er malt, indicerer signifikante forskelle (hvis forstnavnte er lavere end sidstnavnte) mellem de
eliminerede procentdele, at der i udlgbet forekommer mellemliggende organiske produkter, som kan vere
svaerere at nedbryde end det oprindelige kemikalie.



19.3.2014 Den Europaeiske Unions Tidende

L 81/155

63.

64.

65.

66.

67.

Testresultaternes validitet

Oplysninger om den normale biologiske nedbrydningsproces af inokulum fis, nar elimineringsgraden af det
organiske materiale (afsnit 53) i kontrolenheden fastlaegges. Testen anses for at vare gyldig, hvis graden af DOC-
eller COD-eliminering i kontrolenhederne er > 80 % efter to uger, og der ikke er gjort unormale observationer.

Hvis der er benyttet et let biologisk nedbrydeligt kemikalie (reference), bor graden af bionedbrydning (D,, afsnit
52) vare > 90 %.

Hvis testen gennemfores under nitrificerende forhold, ber middelkoncentrationen i udlgb veere < 1 mg/l ammo-
niak-N og < 2 mg/l nitrit-N.

Hvis disse kriterier (afsnit 63-65) ikke opfyldes, gentages testen ved hjalp af et inokulum fra en anden kilde,
hvorefter et referencekemikalie testes, og alle forsagsprocedurer kontrolleres.

Testrapport

Testrapporten skal indeholde folgende:

Testkemikalie:

— identifikationsdata

— fysisk form og, ndr det er relevant, fysisk-kemiske egenskaber.

Testbetingelser:

— typen af testsystem; evt. modificeringer for test af uopleselige og flygtige kemikalier
— typen af organisk materiale

— art og andel af industrispildevand i spildevandet, hvis kendt

— inokulum, art og provetagningssted(er), koncentration og evt. forkonditionering

— stamoplesning af testkemikalie: DOC- og TOC-indhold; tilberedning i tilfeelde af suspension; anvendt test-
koncentration; arsager, hvis uden for intervallet 10-20 mg/l DOGC; tilsetningsmetode; dato for forste tilsaet-
ning; evt. @ndringer

— gennemsnitlig slamalder og gennemsnitlig hydraulisk retentionstid, slamoverlobsmetode, metoder til afhjelp-
ning af fyldning, tab af slam osv.

— anvendte analyseteknikker

— testtemperatur

— kvaliteter af slamfyld, slamvolumenindeks (SVI), faste stoffer, der er suspenderet (MLSS)

— enhver afvigelse fra standardprocedurer og alle omstendigheder, der kan have pévirket resultaterne.
Testresultater:

— alle mélte data (DOC, COD, specifikke analyser, pH-veerdi, temperatur, iltkoncentration, suspenderede stoffer
og N-kemikalier, hvis det er relevant)

— alle beregnede vardier af D, (eller D,), Dy og Dg, opstillet i tabelform og elimineringskurver

— oplysninger om lag- og plateaufaser, testvarighed, elimineringsgraden af testkemikaliet og det organiske
materiale i kontrolenheden, statistiske oplysninger og udtryk for biologisk nedbrydelighed og testens validitet

— diskussion af resultater.



L 81/156 Den Europaiske Unions Tidende

19.3.2014

LITTERATUR:
(1) Swisher RD (1987). »Surfactant Biodegradation, 2nd Edn. Marcel Dekker Inc. New York, 1085 s.

(2) German Government (1962). Ordinance of the degradability of detergents in washing and cleaning agents. Bundes-
gesetzblatt, Pt.1 No.49: 698-706.

(3) Painter HA og King EF (1978a). WRc porous-pot method for assessing biodegradability. Technical Report No.70,
Water Research Centre, Medmenham, Det Forenede Kongerige.

(4) Painter HA og King EF (1978b). The effect of phosphate and temperature on growth of activated sludge and on
biodegradation of surfactants. Wat. Res. 12: 909-915.

(5) Eckenfelder, W.W (19) US EPA.
(6) Kapitel C.4 i dette bilag, Bestemmelse af let bionedbrydelighed.
(7) Kapitel C.12 i dette bilag, Biologisk nedbrydning — modificeret SCAS-test.

(8) Kapitel C.19 i dette bilag, Bestemmelse af adsorptionskoefficienten (Ko() i jord og i kloakslam med HPLC (high
performance liquid chromatography).

(9) Gerike P og Fischer WK (1979). A correlation study of biodegradability determinations with various chemicals in
various tests. Ecotox. Env. Saf. 3:157-173.

(10) Gerike P og Fischer WK (1981), as (9), I Additional results and conclusions. Ecotox. Env. Saf. 5: 45-55.

(11) Painter HA og Bealing D (1989). Experience and data from the OECD activated sludge simulation test. s 113-138, i:
Laboratory tests for simulation of water treatment processes. CEC Water Pollution Report 18. Eds. Jacobsen BN,
Muntau H, Angeletti G.

(12) 1SO 11733 (1995; revideret 2004). Evaluation of the elimination and biodegradability of organic substances in an
aqueous medium — activated sludge simulation test.

(13) Birch RR (1982). The biodegradability of alcohol ethoxylates. XIII Jornado Com. Espanol. Deterg.: 33-48.
(14) Birch RR (1984). Biodegradation of noniomic surfactants. J.LA.O.C.S. 61 (2): 340-343.

(15) Gerike P, Fischer WK og Holtmann W (1980). Biodegradability determinations in trickling filter units compared with
the OECD confirmatory test. Wat.Res. 14: 753-758.

(16) Baumann U, Kuhn G og Benz M. (1998). Einfache Versuchsanordnung zur Gewinnung gewisserokologisch rele-
vanter Daten, UWSF — Z. Umweltchem. Okotox. 10: 214-220.

(17) Her Majesty’s Stationery Office (1982). Assessment of biodegradability. Methods for the examination of waters and
associated materials. s. 91-98 ISBN 011 751661 9.

(18) 1SO 14593 (1998). Water Quality — Evaluation in an aqueous medium of the ultimate biodegradability of organic
compounds. Method by the analysis of inorganic carbon in sealed vessels.



19.3.2014

Den Europaiske Unions Tidende

L 81157

Tilleg 1

Figur 1
Udstyr til vurdering af bionedbrydelighed
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Figur 2

Udstyr til vurdering af bionedbrydelighed
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Figur 3
Porgs krukke som beluftningstank — 31
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Tilleg 2

Eksempel pd en elimineringskurve
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Tilleg 3

[TIL ORIENTERING]

KOBLING AF TESTENHEDER

For at forsege at udligne de mikrobielle populationer i slam i en testenhed, der tilferes spildevand og et testkemikalie, og i
en kontrolenhed, der kun tilfores spildevand, blev der indfert en daglig udskiftning af slam (1). Proceduren kaldes kobling,
og metoden er kendt som koblede enheder. Kobling blev i starten udfert ved hjelp af aktiverede slamenheder (Husmann),
men det anvendes ogsd i forbindelse med porese krukker (2) (3). Der er ikke konstateret vasentlige forskelle i resultaterne
mellem ikke-koblede og koblede enheder, hverken med Husmann-enheder eller porese krukker, s& der opnds ingen fordel
ved at bruge tid og energi pd at koble enhederne.

Udveksling af slam kan give indtryk af en ret omfattende eliminering, idet nogle af testkemikalierne overfores, og
koncentrationerne af testkemikaliet i test- og kontroludlebet bliver nasten ens. Der skal derfor anvendes korrektions-
faktorer, som afhanger af den andel, der udskiftes, og den hydrauliske middelretentionstid. Der er offentliggjort naermere
oplysninger om beregningen (1).

Beregn den korrigerede DOC- eller COD-elimineringsgrad ved hjalp af den generelle formel:

D = (D, — 100 - a - r/12)/(1 — a - 1/12) %

hvor

= korrigeret % DOC- eller COD-eliminering

tc

D, = konstateret % DOC- eller COD-eliminering
a = udskiftningens andel af de aktiverede slamenheders volumen
r = gennemsnitlig hydraulisk retentionstid (t)

Eksempel: Hvis halvdelen af beluftningstankens volumen udskiftes (a = 0,5), og den gennemsnitlige hydrauliske reten-
tionstid er seks timer, anvendes folgende korrigerende formel:

4D, — 100

Dtc = %
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Tilleg 4

EVALUERING AF HAMNINGEN AF DET AKTIVEREDE SLAM
Proces med testkemikalier

1. Visse kemikalier (eller spildevand) bliver muligvis ikke nedbrudt eller elimineret i simuleringstesten, og de kan endog
have en hammende effekt pd slammets mikroorganismer. Andre kemikalier nedbrydes biologisk ved lave koncen-
trationer, men er hemmende ved hgjere koncentrationer (hormese). Der kan veare pavist hemmende effekter pa et
tidligere stadium, eller det kan vaere bestemt ved hjalp af en toksicitetstest, hvor der er anvendt et inokulum, der svarer
til eller er identisk med det, der blev anvendt i simuleringstesten (1). Eksempler pd sddanne metoder er hamning af
iltoptagelse [kapitel C.11 i dette bilag (2) og ISO 8192(3)] eller heemning af veekst af slamorganismer [ISO 15522 (4)].

2. 1 simuleringstesten vil enhver haemning vise sig ved, at forskellen i oplest organisk kulstof (DOC) eller kemisk
iltforbrug (COD) mellem udlgbet fra testbeholderen og udlebet fra kontrollen er storre end det DOC, der er tilsat
som testkemikalie. Udtrykt pd en anden mdade vil den procentvise eliminering af DOC (og det biokemiske iltforbrug
(BOD), COD ogleller NH",) af det organiske materiale blive reduceret ved behandling i kraft af tilstedevarelsen af
testkemikaliet. Hvis det sker, gentages testen, hvor koncentrationen af testkemikaliet reduceres, indtil der nds et niveau,
hvor der ikke sker nogen hamning, og méske reduceres yderligere, indtil testkemikaliet er biologisk nedbrudt. Hvis
testkemikaliet (eller spildevandet) imidlertid har negative virkninger pé processen ved alle testede koncentrationer, tyder
det pd, at kemikaliet er sveert og muligvis umuligt at behandle biologisk. Det er dog vard at gentage testen med
aktiveret slam fra en anden kilde ogfeller underkaste slammet en langsommere akklimatisering.

3. Hvis testkemikaliet omvendt elimineres biologisk i ferste forseg i simuleringstesten, skal koncentrationen foreges, hvis
der skal indsamles viden om, hvorvidt kemikaliet kan vare ha@mmende.

4. Nér man forseger at bestemme grader af heemning, skal man vaere opmarksom, at den aktiverede slampopulation kan
undergd forandringer, s& mikroorganismerne over tid kan udvikle en tolerance over for et haemmende kemikalie.

5. Beregning af h@mningsgrad:

Den overordnede procentvise eliminering R,, af BOD, DOC, COD osv., kan for test- og kontrolenheder beregnes ved
hjeelp af ligningen:

R, = 100 (I — B)1 %

hvor:
I = indlgbets koncentration af BOD, DOC, COD mv. i forbindelse med test- eller kontrolbeholdere (mg/l)
E = udlebets koncentrationer (mgfl).

I og E skal korrigeres for DOC, der skyldes testkemikaliet i testenhederne. Ellers vil beregningerne af den procentvise
hamning ikke blive korrekt.

Graden af hemning fordrsaget af tilstedeveerelsen af testkemikaliet kan beregnes ved hjelp af ligningen:
% hemning = 100 (R, — R)/R.

hvor:
. = procentvis eliminering i kontrolbeholderne
. = procentvis eliminering i testbeholderne.

~ =
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Tilleg 5

Testkemikalier, der er tungtopleselige i vand — flygtige kemikalier

Kemikalier, der er tungtopleselige i vand

Der er tilsyneladende kun offentliggjort enkelte rapporter om test af vandopleselige og uopleselige kemikalier i forbin-
delse med spildevandsrensning (1) (2) (3).

Der findes ingen enkeltstdende metode til dispergering af testkemikalier, der kan benyttes pa alle uoploselige kemikalier.
To af de fire metodetyper, der er beskrevet i ISO 10634 (4), kan muligvis bruges til at dispergere testkemikalier med
henblik pé simuleringstest. Det drejer sig om brug af emulgeringsmidler ogeller ultralyd. Det skal godtgeres, at den
resulterende dispergering er stabil i perioder pd mindst 24 timer. Velstabiliserede dispergeringer, der etableres under
konstant omrering i en beholder (afsnit 38), skal derefter overfores til en beluftningstank, der holdes adskilt fra hushold-
ningsspildevand (eller syntetisk spildevand).

Hvis dispergeringerne er stabile, undersages det, hvordan testkemikaliet kan bestemmes i dispergeret form. Det er ikke
sandsynligt, at DOC vil vare velegnet. Der skal derfor etableres en specifik analysemetode for testkemikaliet, som kan
anvendes pd udleb, faststoffer i udleb og aktiveret slam. Testkemikaliets skacbne i simuleringen af processen for aktiveret
slam bestemmes derefter i flydende og faste faser. Derefter fastsattes en »massebalance« med henblik pa at afgere, om
testkemikaliet er blevet biologisk nedbrudt. Det indicerer dog kun den primre biologiske nedbrydning. Pavisning af
ultimativ biologisk nedbrydning sker ved at anvende af en respirometertest for let biologisk nedbrydelighed (kapitel C.4 i
dette bilag (5) C, F eller D), hvor inokulumslam eksponeres for testkemikaliet i simuleringstesten.

Flygtige kemikalier

Udforelsen af simuleringer af spildevandsrensning pé flygtige kemikalier er bdde kontroversiel og problematisk. Ligesom
for testkemikalier, der er tungtopleselige i vand, er der offentliggjort meget f& rapporter, der beskriver simuleringstest af
flygtige kemikalier. En konventionel type apparatur til fuldsteendig opblanding tilpasses ved at forsegle beluftnings- og
sedimentationstankene, mile og styre luftstrommen ved hjlp af flowmetre og lede den udgangsgas gennem udskillere
med henblik pd at indsamle flygtigt organisk materiale. I nogle tilfelde benyttes en vakuumpumpe til at suge udgangs-
gassen gennem en »kold« udskiller eller en udsugningsudskiller med Tenax og silicagel med henblik p& gaskromatografiske
analyser. Testkemikaliet i udskilleren kan bestemmes analytisk.

Testen udferes i to etaper. Forst korer enhederne uden slam, men hvor syntetisk spildevand og testkemikaliet pumpes ind
i beluftningstanken. Prgver fra indleb, udleb og udgangsgas indsamles og analyseres for testkemikaliet i et par dage. Ud
fra de indsamlede data kan den procentdel (R, af testkemikaliet, der strippes fra systemet, beregnes.

Derefter gennemfores den normale biologiske test (med slam) under samme driftsbetingelser som stripningsundersogelsen.
Der udferes ligeledes DOC- eller COD-mélinger for at kontrollere, at enhederne fungerer effektivt. Der udferes lejlig-
hedsvise analyser for at bestemme testkemikaliet i indleb, udleb og udgangsgas i den forste del af testen. Efter akkli-
matisering gennemfores hyppigere analyser. Ud fra steady state-data beregnes procentdelen af den eliminering af testke-
mikaliet fra veaeskefasen, der sker som folge af alle processer (Ry) (fysisk og biologisk), og andelen af (Ry), der er strippes
fra systemet.

Beregning:

a) 1 den ikke-biologiske test beregnes procentdelen (Ryp) af det testmateriale, der strippes fra systemet, ved hjelp af
ligningen:

S
Ryp = % - 100
S[P

Ryp = eliminering af testkemikalie ved fordampning (%)

Syp = testkemikalie opsamlet i udskiller udtrykt som tilsvarende koncentration i vaskefasen (mgfl)
Spp = koncentration af testkemikalie i indleb (mg/l).
b) I den biologiske test beregnes procentdelen (Ry) af det testmateriale, der strippes fra systemet, ved hjalp af ligningen:
Sy
Ry =—-100
V=

hvor

Ry = eliminering af testkemikalie ved fordampning i biologisk test (%)

Sy = testkemikalie opsamlet i udskiller i biologisk test udtrykt som tilsvarende koncentration i det flydende indleb
(mgfh)

S; = koncentration af testkemikalie i indleb (mg/l).
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¢) I den biologiske test beregnes den procentdel (Ry) af testkemikaliet, der fjernes af alle processer, ved hjlp af ligningen:
Sk
Rr=1—-—-100
T s,
hvor

Sg = koncentration af testkemikalie i det (flydende) udleb (mg/l).
d) Den procentdel (Rpy), der fjernes ved bionedbrydning plus adsorption, beregnes ved hjelp af ligningen:
Rps = Ry — Ry)

Der udferes separate test for at bestemme, om testkemikaliet er adsorberet. Hvis det er tilfeeldet, skal der foretages
yderligere korrektion.

¢) En sammenligning mellem den andel af testkemikalie, der strippes fra de biologiske (R,) og de ikke-biologiske
testsystemer (R,p), viser den generelle virkning, som biologisk behandling har pd emissionen af testkemikaliet i
atmosferen.

Eksempel: Benzen
Slamretentionstid = 4 dage

Syntetisk spildevand: retentionstid = 8 timer

Sp = S = 150 mg/l

Syp = 150 mg/l (Sgp = 0)
Sy = 22,5mg/l

Sg = 50 pgfl

Saledes ...

Ryp = 100 %, Ry = 15 %
Ry = 100 % og Ry, = 85 %.

Benzen anses derfor ikke til at blive adsorberet til slam.
LITTERATUR
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Tilleg 6

Virkninger af slamretentionstid (SRT) pd mulighederne for at behandle kemikalier

INDLEDNING

. Den metode, der beskrives i selve teksten, har til formdl at afdekke, om de testede kemikalier (normalt kemikalier,

der er inharent biologisk nedbrydelige, men ikke let biologisk nedbrydelige) kan nedbrydes biologisk inden for de
rammer, der eksisterer i storre spildevandsanleg. Resultaterne udtrykkes som procentvis eliminering og procentvis
bionedbrydning. Driftsforholdene i aktivslamenhederne og valget af indleb giver mulighed for temmelig store
variationer i koncentrationen af testkemikaliet i udlobet. Testene udferes ved kun én nominel koncentration af
slamfaststoffer eller én nominel slamretentionstid (SRT), og de beskrevne slamoverlgbssystemer kan bevirke, at
SRT-vardien varierer betydeligt i lobet af testen, bade fra dag til dag og i lebet af dagen.

. I denne variant (1) (2) holdes SRT inden for meget snavrere granser i lobet af hver periode pd 24 timer (pd samme

méde som i stort forhold), hvilket forer til en mere konstant koncentration i udlgb. Det anbefales at bruge
husholdningsspildevand, idet det giver mere konsistente og hejere procentvis eliminering. Virkningerne af en
rackke SRT-vaerdier undersoges, og i en mere detaljeret undersogelse kan virkningerne af forskellige temperaturinter-
valler pd forskellige udlebs koncentration bestemmes.

. Der er endnu ikke generel enighed om de anvendelige kinetiske modeller, nir kemikalier bionedbrydes i forbindelse

med spildevandsrensning. Monod-modellen for bakteriel vaekst og substratudnyttelse blev valgt (1) (2) til brug pa de
indsamlede data, idet metoden var beregnet til kun at blive brugt pa kemikalier, der var produceret i store mangder,
og som resulterede i spildevandskoncentrationer over 1 mg/l. Validiteten af den forenklede model og de angivne
beregninger blev bekraftet ved hjelp af en serie alkoholethoxylater med varierende grader af primar bionedbryde-
lighed (2) (3).

Bemerk: Denne variantmetode ligger teet op ad teksten til denne testmetode C.10-A, og det er kun de afvigende
oplysninger, der herefter angives.

TESTENS PRINCIP

. Enheder med porgse krukker til aktiveret slam, som er beregnet til at lette (naesten) kontinuerligt overlgb af blandet

vaske, sdledes at slamretentionstiden (SRT eller 9) kan styres meget precist, anvendes i ikke-koblet tilstand over et
interval af SRTer og evt. et interval af temperaturer. Retentionstiden er normalt 2-10 dage, og temperaturen ligger
mellem 5 og 20 °C. Spildevandet, helst husholdningsspildevand, tilsettes ssammen med en oplesning af testkemikaliet
separat til enhederne i intervaller for at opnd den kravede retentionstid for spildevandet (3-6 timer) og den kravede
koncentration af testkemikaliet i indlebet. Kontrolenheder, der ikke tilferes testkemikalier, karer parallelt med henblik
pa sammenligning.

. Andre former for apparatur kan benyttes, men der skal udvises stor omhu for at opna effektiv styring af SRT. Hvis

der anvendes anleg, som omfatter en sedimenteringsenhed, skal der f.eks. tages hejde for tab af faststoffer via
anleggets udleb. Endelig skal der ogsd tages serlige forholdsregler for at undgd fejl fordrsaget af variationer i
mengden af slam i sedimenteringsenheden.

. Enhederne drives ved hvert af de valgte s@t betingelser. Nar ligeveaegtstilstanden er ndet, opnds de gennemsnitlige

steady state-koncentrationer af testkemikaliet i udlebet og evt. DOC i lebet af en periode pa ca. tre uger. Ud over at
vurdere den procentvise eliminering af testkemikaliet og evt. DOC udtrykkes forholdet mellem driftsforholdene i et
anleg og koncentrationen i udlgbet grafisk. P den baggrund kan tentative kinetiske konstanter beregnes, og de
betingelser, hvorunder testkemikaliet kan behandles, kan forudsiges.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

. Kapitel C.10 A, afsnit 12 og 13, finder anvendelse.

TARSKELVARDIER

. Kapitel C.10 A, afsnit 14 og 15, finder anvendelse.

REFERENCETESTKEMIKALIE

. Kapitel C.10 A, afsnit 16, finder anvendelse.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

FORSOGSRESULTATERNES REPRODUCERBARHED
Kapitel C.10 A, afsnit 17 og 18, finder anvendelse.

BESKRIVELSE AF METODEN
Apparatur

En velegnet enhed er det modificerede system med porese krukker (tilleg 6.1). Det bestar af en indvendig beholder
(eller foring) fremstillet af porest polypropylen med en tykkelse pd 3,2 mm og en porestorrelse pd ca. 90 pm.
Samlingen er stumpsvejset. (Det giver en mere robust enhed end den, der er beskrevet i afsnit 21 i dette kapitel,
C.10 A.) Foringen er indsat i en tet ydre beholder af polyethylen, der bestar af to dele: en cirkelrund fod, hvori der er
boret huller til to luftslanger og en slange til slamoverlgb, samt en padmonteret cylinder, der skrues fast pa foden, og
som er forsynet med et udleb, der er placeret, sd der opnds et bestemt volumen (3 1) i den porese krukke. En af
luftslangerne er udstyret med en diffuser-sten, og den anden afslutter abent og er placeret vinkelret pa stenen i
krukken. Dette system frembringer turbulens, der sikrer, at krukkens indhold blandes effektivt, og at der opnas
koncentrationer af oplest ilt over 2 mg/L.

Et passende antal enheder opbevares ved kontrollerede temperaturer i intervallet fra 5-20 °C (¢ 1 °C) enten i vandbad
eller i lokaler med konstant rumtemperatur. Ved hjelp af pumper tilfores oplesningen af testkemikaliet og bund-
feldet spildevand til beluftningstankene i de angivne doser (0-1,0 ml/min. og 0-25 ml/min.), og ved hjelp af en tredje
pumpe fjernes affaldsslam fra beluftningstankene. Den nedvendige meget lave stromningshastighed for affaldsslam
opnds ved hjelp af en pumpe, der indstilles til en hejere hastighed og kun kerer i intervaller styret af en timer.
Pumpen korer f.eks. pumpen i 10 sekunder pr. minut, hvor den pumper med 3 ml/min., hvilket giver en stremnings-
hastighed for affaldsslam pé 0,5 ml/min.

Filtreringsapparat eller centrifuge

Kapitel C10 A, afsnit 23, finder anvendelse.

Analyseudstyr
Kapitel C.10 A, afsnit 24, finder anvendelse.

Vand

Kapitel C.10 A, afsnit 25 og 26, finder anvendelse.

Organisk materiale

Kapitel C.10 A, afsnit 27, finder anvendelse.

Syntetisk spildevand
Kapitel C.10 A, afsnit 28, finder anvendelse.

Husholdningsspildevand
Kapitel C.10 A, afsnit 29, finder anvendelse.

Aktiveret slam

Kapitel C10 A, afsnit 30, finder anvendelse.

Stamoplesninger af testkemikaliet

Kapitel C.10 A, afsnit 31 og 32, finder anvendelse.

FREMGANGSMADE
Fremstilling af inokulum

Kapitel C.10 A, kun afsnit 34, finder anvendelse — brug aktiveret slam (ca. 2,5 g/l).

Antal testenheder

Til en enkel test, f.cks. maling af den procentvise eliminering, kraves kun en enkelt SRT. Hvis der skal indsamles data
til beregning af tentative kinetiske konstanter, kraves der dog fire eller fem SRT-vardier. Der valges normalt vardier
mellem 2 og 10 dage. I praksis udferes en test med fire eller fem SRTer samtidig ved én temperatur. Ved udvidede
forseg benyttes de samme SRT-veardier eller méske et andet interval af vaerdier ved andre temperaturer inden for et
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

interval fra 5-20 °C. Ved primar bionedbrydning (hovedanvendelse) kreeves normalt kun én enhed pr. sat betingelser.
For at opnd den ultimative biologiske nedbrydelighed kraves en kontrolenhed for hvert sat betingelser, og denne
enhed tilferes spildevand, men ikke testkemikalie. Hvis testkemikaliet anses for at veare til stede i det brugte
spildevand, skal der anvendes kontrolenheder i forbindelse med vurderingen af den primre biologiske nedbrydning,
hvorefter beregningerne korrigeres som nedvendigt.

Dosering af organisk materiale og testkemikalie

Kapitel C.10 A, afsnit 36-39, finder anvendelse. Det ber dog bemarkes, at oplesningen af testkemikalier doseres
separat, og at der benyttes forskellige overlobsprocenter for slam. Stremningshastigheder for indleb, udleb og
slamoverlgb overvdges og justeres eventuelt inden for £ 10 % f.eks. to gange om dagen. Hvis der opstdr problemer
i forbindelse med analysemetoderne, nir der benyttes husholdningsspildevand, kan testen gennemfores med syntetisk
spildevand. Det skal dog sikres, at de forskellige medier giver sammenlignelige kinetiske data.

Handtering af enheder til aktiveret slam

Kapitel C.10 A, afsnit 40 til 43, finder anvendelse. SRT kontrolleres dog kun ved »konstant« slamoverlgb.

Provetagning og analyse

Kapitel C.10 A, afsnit 44-50, finder anvendelse. Dog skal koncentrationen af testkemikaliet og evt. DOC bestemmes.
COD ber ikke anvendes.

DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

Kapitel C.10 A, afsnit 52-54, finder anvendelse.

Angivelse af testresultater

Kapitel C.10 A, afsnit 56-62, finder anvendelse.

Beregning af kinetiske konstanter

Det er mere realistisk at anfore testkemikaliets gennemsnitlige steady state-koncentration i udlebet og beskrive,
hvordan denne veardi varierer med driftsforhold, end at anfere den procentvise primere biologiske nedbrydning.
Dette kan gores ved hjalp af ligningen (6) i tilleg 6.2, der kan give vardier til Kg, p,, og 9gc, den kritiske
slamretentionstid.

(Alternativt kan de omtrentlige vardier for K¢ og pm fés ved hjelp af et simpelt computerprogram, som tilpasser den
teoretiske kurve, der er beregnet ud fra ligning 2 (tilleg 6.2), til de malte forsegsveerdier. Selv om en given lgsning
ikke vil vaere unik, kan der fds en brugbar tilnaermelse af Kg og p,,.)

Resultaters variabilitet

Det er velkendst, at der opnds variable verdier for kinetiske parametre for forskellige kemikalier. Det antages, at de
forhold, som slammet er udviklet under, og de aktuelle betingelser i testen (som i afsnit 5 og i andre testforlgb) i
vasentlig grad pavirker de resulterende veerdier. Et af aspekterne ved denne variabilitet er blevet behandlet af Grady et
al. (4), der har foreslaet, at udtrykkene »extant« og »intrinsic« burde anvendes i forbindelse med to ekstreme forhold,
der representerer granserne for den fysiologiske tilstand, en dyrkning kan opnd i forbindelse med et kinetisk
eksperiment. Hvis tilstanden ikke ma @ndres under testen, afspejler de kinetiske parametervaerdier de forhold i
miljeet, hvorfra mikroorganismerne blev udtaget. Disse vardier kaldes »extant« eller i daglig tale »eksisterende«.
Ved det andet ekstreme forhold, hvor testens betingelser gir ud pé at tillade den fulde udvikling af proteinsyntese-
systemet og tillade den storst mulige veakstrate, kaldes de opndede kinetiske parametre »intrinsic«, og de er kun
afhaengige af substratets tilstand og bakterietyperne i dyrkningen. Som en vejledning kan man tenke pa, at »extant
values« opnds ved at holde forholdet mellem koncentrationen af substrat og kompetente mikroorganismer (S,/X,)
lavt, f.eks. 0,025, hvorimod der er tale om »intrinsic values«, ndr forholdet er hgijt, f.eks. mindst 20. I begge tilfelde
skal S, vaere lig med eller storre end den relevante veardi for Ks (halvmaetningskonstanten).

Variabilitet og andre facetter ved bionedbrydningskinetik blev for nylig diskuteret i forbindelse med en SETAC-
workshop (5). Disse forsag — rapporterede og planlagte — vil give et klarere indblik i kinetikken i spildevands-
rensningsanleg og medvirke til at give en bedre forstdelse af eksisterende data, ligesom de vil medvirke til mere
relevante designs til fremtidige testmetoder.
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Testkemikalie

Tilleg 6.1
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Tilleg 6.2

Beregning af kinetiske konstanter

1. Nér det antages, at Monod-kinetik gor sig galdende, og pd baggrund af en massebalance af aktive faststoffer og
substrat i det aktiverede slamsystem (1) kan der opnds felgende steady state-udtryk:

1:ym'Sl

3 — Ky (1]
eller O K+$5
K- (1+Ky-9)
S S T K — 1 [2]
hvor: B (pm — Kg) =1
S; = koncentration af substrat i udleb, (mg/l)

K¢ = halvmatningskonstant, den koncentration, hvor p = /2 (mg/l)
p = specifik veekstrate (d7})

1, = maksimumsveerdi for p,(d")

K4 = specifik henfaldsrate for aktive faststoffer (d~1)

U = slammets gennemsnitlige retentionstid, SRT (d)

En undersogelse af denne ligning forer til folgende konklusioner:

i) Udlebets koncentration er uathangig af koncentrationen i indlgbet (S). Derfor varierer den procentvise biologiske
nedbrydning med indlebets koncentration, Sy

ii) Den eneste parameter for anlegsstyring, der pavirker Sy, er slamretentionstiden, ds.

iiij) For en given koncentration i indlebet, Sy, vil der vare en kritisk slamretentionstid:

1 pS

— Ky [3]
hvor:

Ugc = kritisk slamretentionstid, under hvilken de kompetente mikroorganismer vaskes ud af anlegget.

iv) Da de andre parametre i ligning (2) er knyttet til vakstkinetik, vil temperaturen sandsynligvis pavirke substratni-
veauet i udlebet og den kritiske slamalder, dvs. at den slamretentionstid, der er nedvendig for at opné en bestemt
behandlingsgrad, stiger med faldende temperatur.

2. P4 baggrund af en massebalance af faststoffer i systemet med porese krukker og forudsat, at faststofkoncentration i
anleggets udleb, X,, er lav i forhold til koncentrationen i beluftningstanken, X, vil slamretentionstiden veere

o T Qo —Q) X+ Qi Xy (4]
g
QX Q
hvor:
V = beluftningstankens volumen (1)

X; = faststofkoncentration i beluftningstank (mg/l)
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X, = faststofkoncentrationen i udlgb, (mg/l)
Qo = gennemstremningshastighed for indleb (I/d)

Q; = gennemstrgmningshastighed for affaldsslam (1/d)

Derved kan slamretentionstiden styres ved enhver forudvalgt verdi ved at styre gennemstremningshastigheden for

affaldsslam, Q;.

Konklusioner:

. Testens hovedformal er derfor at kunne forudsige udlebets koncentration og dermed niveauerne af testkemikalie i det

modtagende vand.

. Ved at afsztte S; i forhold til O kan den kritiske slamretentionstid, dg¢, nogle gange evalueres direkte, f.cks. kurve 3 i

figur 1. Nér dette ikke er muligt, kan Ugc beregnes, sammen med omtrentlige veerdier for p., og K, ved at afsatte S; i
forhold til S;*ds.

En @ndring af ligningen (1) giver
S] * 85 _ K S
140, K Bl
Hvis Ky er lille, bliver 1 + 95 « K4 ~ 1 og [5]:
Ks S
Sl : 8& =—+ !

Hm V_m (6]

Grafen skulle dermed blive en lige linje (se figur 2) af haldningen 1/p,, og skere Kg/p,, — altsd 95 ~1/p,,.

Figur 1

Tre temperaturer; fem SRTer
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Figur 2
Regressionslinje SRT - S; over for S; ved T = 5°C
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Tilleg 7

TEST VED LAVT (ug/l) KONCENTRATIONSOMRADE

. Mange kemikalier er normalt til stede i vandmiljoet i meget lave koncentrationer (ug/l) — selv i spildevand. Ved disse

koncentrationer fungerer de sandsynligvis ikke som primeare substrater, der fremmer vakst. Der er storre sandsyn-
lighed for, at de nedbrydes som sckundare substrater uden vakst sidelobende med en rakke forskellige naturligt
forekommende kulstofkemikalier. Nedbrydningen af sadanne kemikalier passer derfor ikke ind i den model, der er
beskrevet i tilleg 6. Der findes mange modeller, der kan anvendes, og der kan anvendes flere modeller samtidig under
de betingelser, der gelder i spildevandsrensningssystemer. Der kraves betydeligt mere forskning at belyse dette
problem.

. I mellemtiden kan den fremgangsmaéde, der er beskrevet i selve teksten (kapitel C.10 A), folges, men kun i forbindelse

med primer biologisk nedbrydelighed, hvor der er tale om passende lave koncentrationer (< 100 pg/l) og en valideret
analysemetode. Den procentvise biologiske nedbrydning kan beregnes (se afsnit 54 i testmetoden), ndr blot der tages
hejde for de abiotiske processer (adsorption, flygtighed osv.). Et eksempel er den undersogelse, der blev gennemfort af
Nyholm m.fl. (1) (2), der benyttede en firetimers cyklus i et fill and draw-system. De rapporterede om pseudo-
forsteordenskonstanter for fem kemikalier, der blev tilsat syntetisk spildevand i en mengde fra 5 til 100 pg/l. I
forbindelse med ultimativ biologisk nedbrydelighed kan der anvendes '*C-merkede testkemikalier. En beskrivelse af
dette ligger uden for omfanget af denne testmetode, idet der endnu ikke er fastlagt alment accepterede fremgangs-
méder, selv om et forslag til en metode for ISO 14592 (3) indeholder en vejledning om brugen af '“C-markede
kemikalier.

SCAS-test

. Senere blev en enkel totrinstest foresldet (4) (5) (6). Metoden med semikontinuerligt aktiveret slam (SCAS) benyttes i

kortvarige kinetiske test pd prover, der er udtaget fra SCAS-enhederne. SCAS-systemet korer med kendte veerdier for
slamoverleb (i modsatning til den oprindelige C.12-testmetode) og tilfores modificeret syntetisk spildevand som
defineret af OECD eller husholdningsspildevand. Det syntetiske spildevand blev modificeret (pd grund af en endret
pH-vaerdi og slammets dérlige sedimentationsevne) ved at tilfore fosfat som buffer, geerekstrake, jernklorid (IlI), spor-
stoffer og salte, og dets COD blev forgget til ca. 750 mg/l ved at forege koncentrationen af pepton og kedekstrakt.
Enhederne keorte i en 24-timers cyklus: beluftning i 23 timer, slamoverleb, sedimentering, eliminering af supernatant
(udleb) efterfulgt af tilsetning af syntetisk spildevand plus testkemikalie, op til 100 pg/l (dvs. ved ca. samme koncen-
tration som i den kortvarige test). En gang om ugen udskiftes 10 % af den samlede maengde slam med frisk slam for at
opretholde en afbalanceret mikrobiel population.

. Koncentrationerne af testkemikaliet i starten og ved afslutningen af beluftningen madles, og testen fortsattes, indtil der

opnds en konstant eliminering af testkemikaliet. Det kan tage fra en uge til flere mdneder.

Kortvarig test

. En kortvarig test (f.cks. 8 timer) gennemfores for at bestemme den (pseudo) forste ordens kinetiske hastighedskonstant

for henfaldet af testkemikaliet i aktiveret slam af kendte, men andre oprindelser og historikker. Der udtages slamprever
fra SCAS-reaktorerne — ved afslutningen af en beluftningsperiode, nar koncentrationen af organisk substrat er lav — i
lobet af et akklimatiseringsforseg (afsnit 3 og 4). Med henblik pa sammenligning kan slam ogsd udtages fra en parallel
SCAS-enhed, der ikke er eksponeret for testkemikaliet. Blandinger af slam og testkemikalie, der tilsattes i to eller flere
koncentrationer i omrddet 1-50 pg/l, beluftes uden tilforsel af syntetisk spildevand eller andre organiske substrater.
Den tilbagevarende mangde testkemikalie i oplesningen bestemmes med regelmassige intervaller, f.eks. hver time
athaengigt af kemikaliets nedbrydning, i en periode pd hejst 24 timer. Proverne centrifugeres inden relevant analyse.

Beregninger

. Data fra SCAS-enhederne anvendes til beregning af den procentvise eliminering af testkemikaliet (afsnit 54). En

gennemsnitlig hastighedskonstant, K;, (normaliseret med hensyn til koncentration af suspenderede faststoffer) kan
beregnes ved hjalp af:

Ki = 1/t~ln% -1/88(1/g h)

t = beluftningstid (23 timer)

C. = koncentration ved afslutning af beluftningsperiode (ug/l)
= koncentration ved start af beluftning (ug/l)

SS

I

koncentration af faststof i aktiveret slam (g/fl)

. I den kortvarige test afsattes den tilbagevarende log %-koncentration i forhold til tid, og haldningen af den forste del

(10-50 % nedbrydning) af kurven svarer til K;, (pseudo) forste ordens konstant. Konstanten normaliseres med hensyn
til koncentrationen af slamfaststoffer ved at dividere haldningen med koncentrationen af slamfaststoffer. Det rappor-
terede resultat skal ogsd indeholde oplysninger om startkoncentrationer af testkemikaliet og de suspenderede fast-
stoffer, slamretentionstid, slamtilforsel og kilde samt oplysninger om (evt.) praecksponering for testkemikaliet.
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Resultaters variabilitet

8. Variabilitet og andre facetter ved bionedbrydningskinetik blev for nylig diskuteret i forbindelse med en SETAC-
workshop (7). Disse forseg — rapporterede og planlagte — vil give et klarere indblik i kinetikken i spildevandsrens-
ningsanleg og medvirke til at give en bedre forstdelse af eksisterende data, ligesom de vil medvirke til mere relevante
designs til fremtidige testmetoder.
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C.10-B: Biofilm

INDLEDNING

1. Simuleringstest anvendes normal i forbindelse med kemikalier, der ikke har bestdet en screeningstest for let
bionedbrydelighed (kapitel C.4 A-F i dette bilag (9)), men som har bestdet en test for iboende bionedbrydelighed.
I enkelte tilfelde anvendes simuleringstest ligeledes i forbindelse med et kemikalie, som man ensker flere
oplysninger om, isar kemikalier, der forekommer i store mangder, og normalt anvendes testen af aktiveret
slam (C.10 A). Under visse omstaendigheder kraves der dog specifikke oplysninger om, hvordan et kemikalie
reagerer over for forskellige metoder til spildevandsrensning, som f.eks. biofilm, nedsivnings- eller nedrislingsfiltre,
roterende biologiske kontaktorer og fluide bede. Der er udviklet forskellige former for apparatur til dette formal.

2. Gerike et al. (1) benyttede store nedsivningsfiltre i pilotanlagssterrelse i sammenkoblet tilstand. Disse filtre var
meget pladskreevende og kravede relativt store meengder spildevand eller syntetisk spildevand. Truesdale et al. (2)
har beskrevet mindre filtre (diameter: 6 fod x 6 tommer), hvortil der blev tilfort overfladeaktivt naturligt
spildevand, men disse filtre var stadig ret pladskrevende. Der kravedes hele 14 uger til at udvikle en
»modenc biofilm, og der kravedes yderligere 4-8 uger efter den forste tilsaetning af det overfladeaktive teststof,
inden akklimatiseringen fandt sted.

3. Baumann et al. (3) udviklede et meget mindre filter, hvori der blev anvendt »polyester-fleece, som var dyppet i
aktiveret slam som det inaktive medie til at stotte biofilmen. Testkemikaliet blev anvendt som eneste kulstofkilde,
og bionedbrydeligheden blev vurderet ud fra mélinger af oplast organisk kulstof (DOC) i indlgb og udleb og ud
fra mangden af CO, i udgangsgassen.

4. En helt anden tilgang blev benyttet af Gloyna et al. (4), som opfandt den roterende rerreaktor. P den indvendige
overflade af det roterende ror dyrkes en biofilm pé det kendte overfladeareal ved passage af indleb tilfert i toppen
af roret, der er skrétstillet i en lille vinkel i forhold til vandret. Reaktoren er blevet brugt dels til at undersage den
biologiske nedbrydelighed af overfladeaktive stoffer (5) og dels til at undersoge den optimale tykkelse af biofilm
og diffusionen gennem filmen (6). Forfatterne har videreudviklet reaktoren og modificeret den, si man kan
bestemme mangden af CO, i udgangsgassen.
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5. Den roterende rorreaktor er anerkendt af den britiske »Standing Committee of Analysts« som en standardmetode
til vurdering af bade den biologiske nedbrydelighed af kemikalier (7) og muligheder for spildevandsrensning og
toksicitet i spildevand (8). Fordelene ved den metode, der beskrives her, er, at den er enkel, kompakt og
reproducerbar, og at den kun kraver relativt smd meangder af organisk materiale.

TESTENS PRINCIP

6. Syntetisk spildevand eller husholdningsspildevand sammen med testkemikalie, iblandet eller alene, tilfores den
indvendige overflade af et langsomt roterende skrétstillet rer. PA den indvendige overflade dannes et lag af
mikroorganismer, der ligner dem, der findes p& medier i biofiltre. Reaktorens driftsbetingelser velges, sd man
opndr en passende eliminering af organisk stof og eventuelt oxidation af ammoniak.

7. Udlgbet fra roret opsamles, hvorefter det enten sedimenteres og/eller filtreres for organisk oplast kulstof (DOC)
ogleller for testkemikalie ved hjalp af en specifik metode, inden det analyseres. Kontrolenheder, der ikke far
tilfort testkemikalier, korer parallelt under samme forhold med henblik pd sammenligning. Forskellen mellem
koncentrationerne af DOC i udlgbet fra test- og kontrolenhederne antages at skyldes testkemikaliet og stoffets
organiske metabolitter. Denne forskel sammenlignes med koncentrationen af det tilsatte testkemikalie (som DOC)
for at beregne elimineringen af testkemikaliet.

8. Biologisk nedbrydelighed kan normalt skelnes fra biologisk adsorption ved omhyggelig undersogelse af kurven
for elimineringstid. Der kan normalt opnds bekraftelse ved at gennemfore en test for let biologisk nedbrydelighed
(iltoptagelse eller kuldioxidproduktion) ved hjalp af et akklimatiseret inokulum, der er udtaget ved afslutningen af
testen fra de reaktorer, der fir tilfort testkemikaliet.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

9. Testkemikaliets renhed, vandopleselighed, flygtighed og adsorptionskarakteristik skal veere kendt, for at resulta-
terne kan fortolkes korrekt.

10. Flygtige og tungtopleselige kemikalier kan ikke testes, medmindre der tages sarlige forholdsregler (se tilleg 5 til
kapitel C.10 A). Den kemiske struktur, eller i det mindste den empiriske formel, skal ligeledes vaere kendt, hvis
man vil beregne de teoretiske vaerdier ogfeller kontrollere parametrenes malte veerdier, f.eks. teoretisk iltforbrug
(ThOD), DOC.

11. Oplysninger om testkemikaliets toksicitet over for mikroorganismer (se tilleeg 4 til kapitel C.10 A) kan anvendes i
forbindelse med valg af passende testkoncentrationer og kan veare afgerende for korrekt fortolkning af lave
vardier for bionedbrydning.

TARSKELVARDIER

12. Den primare biologiske nedbrydning af de overfladeaktive stoffer skulle oprindeligt nd op pd 80 % eller mere,
inden kemikaliet kunne markedsfores. Hvis vardien 80 % ikke opnds, kan denne simuleringstest (kontroltest)
anvendes, og det overfladeaktive stof kan markedsfores, hvis over 90 % af det specifikke kemikalie er elimineret.
For kemikalier er der generelt ikke tale om at bestd/dumpe, og derfor kan den opnédede vardi for fjernelse
benyttes i forbindelse med omtrentlige beregninger af den sandsynlige koncentration i miljeet, der kan bruges i
vurderinger af risici fra kemikalier. I en rakke forseg med rene kemikalier viste den procentvise eliminering af
DOC sig at vare over 90 % i mere end tre fjerdedele og over 80 % i mere end 90 % af de kemikalier, der viste sig
at have en signifikant vaerdi for biologisk nedbrydelighed.

REFERENCEKEMIKALIER

13. For at sikre korrekt udferelse af forseget kan det vere nyttigt med jeevne mellemrum at teste referencekemikalier,
hvis adferd er velkendt. Sddanne kemikalier omfatter adipinsyre, 2-phenylphenol, 1-naphthol, diphensyre og 1-
naphthoesyre.

FORS@GSRESULTATERNES REPRODUCERBARHED

14. Den relative standardafgivelse mellem test blev af et laboratorium i Det Forenede Kongerige malt til at vaere 3,5 %
og mellem testene 5 % (7).

BESKRIVELSE AF METODEN
Apparatur
Roterende rorreaktorer

15. Apparaturet (se figur 1 og 2 i tilleg 8) bestédr af en samling akrylrer, der hver méler 30,5 cm i lengden og har en
indvendig diameter pd 5 cm. Rorene er anbragt pd gummihjul, der er monteret p& en metalramme. Hvert ror har
en udvendig flange, ca. 0,5 cm dyb, der skal fastholde det pd hjulene. Den indvendige overflade er gjort ru ved
hjlp af groft staluld, og der er en 0,5 cm dyb indvendig flange i rorets overste ende (indleb) til at holde pé
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vasken. Rorene er skrdtstillede i en vinkel pd ca. én grad i forhold til vandret for at opnd den nedvendige
kontakttid, ndr testmediet ledes ind i et rent rer. Hjulene med gummidak roteres ved hjelp af en langsom motor
med variabel hastighed. Temperaturen i rorene styres ved at installere apparaturet i konstant rumtemperatur.

16. Ved at placere hvert enkelt rorreaktor inde i et lidt storre lukket ror og gere forbindelserne gastatte kan CO,-
udgangsgassen opsamles i en alkalisk oplesning til efterfolgende maling (6).

17. For hvert ror opbevares forsyning til 24 timer af et organisk materiale, evt. tilsat et testkemikalie, i en 201
opbevaringsbeholder (A) (se figur 2). Oplosningen af testkemikalie kan evt. doseres separat. Teet pa bunden i hver
opbevaringsbeholder er der en udgang, hvorfra der gér et rorsystem af f.eks. silikonegummi via en slangepumpe
(B) til et glas eller akrylrer, der gdr 2-4 cm ind i den everste ende (tillob) af det skrd ror (C). Udleb kan dryppe fra
den nederste ende af det skrd ror og opsamles i en anden opbevaringsbeholder (D). Udlebet sedimenteres eller
filtreres inden analyse.

Filtreringsapparat eller centrifuge

18. Apparatur til filtrering af prever ved hjzlp af membranfiltre med passende porgsitet (nominel dbningsdiameter
0,45 pm) til adsorption af organiske kemikalier med mindst mulig frigivelse af organisk kulstof. Hvis der benyttes
filtre, som frigiver organisk kulstof, vaskes disse filtre omhyggeligt med varmt vand for at fjerne afgivet organisk
kulstof. Alternativt kan der benyttes en centrifuge med en kapacitet pa 40 000 m/s.

19. Analyseudstyr til bestemmelse af:

— DOC(/samlet organisk kulstof (TOC) eller kemisk iltforbrug (COD)

— specifikt kemikalie (HPLC, GC osv.), hvis pdkraevet

— pH, temperatur, syreindhold og alkalinitet

— ammoniak, nitrit og nitrat, hvis testene gennemfores under nitrificerende forhold.

Vand
20. Ledningsvand, der indeholder under 3 mg/l DOC.

21. Destilleret eller deioniseret vand, der indeholder under 2 mg/l DOC.

Organisk materiale

22. Syntetisk spildevand, husholdningsspildevand eller en blanding heraf kan anvendes som organisk materiale. Det
er pavist, at anvendelsen af husholdningsspildevand alene ofte medferer oget eliminering af DOC i procent (i
aktiveret slam) og endda bionedbrydning af visse kemikalier, som ikke nedbrydes biologisk, ndr der anvendes
syntetisk spildevand som defineret af OECD. Derfor anbefales brugen af husholdningsspildevand. Mal koncen-
trationen af DOC (eller COD) i alle nye batches med organisk materiale. Det organiske materiales aciditet eller
alkalinitet bor vaere kendt. Det organiske materiale skal muligvis tilsettes en velegnet buffer (natriumhydrogen-
carbonat eller kaliumhydrogenfosfat), hvis mediets aciditet eller alkalinitet er lav, for at holde en pH-veerdi pé ca.
7,5 0,5 i reaktoren i lgbet af testen. Maengden af buffer og tidspunktet for, hvornr den skal tilsattes, afgores i
hvert enkelt tilflde.

Syntetisk spildevand

23. Oples i én liter ledningsvand: pepton: 160 mg; kedekstrakt: 110 mg; urinstof: 30 mg; vandfrit dikaliumhydro-
genfosfat (K,HPO,): 28 mg; natriumchlorid (NaCl): 7 mg; calciumchloriddihydrat (CaCl,.2H,0): 4 mg; magne-
siumsulfatheptahydrat (Mg,SO,.7H,0): 2 mg. Dette eksempel pd syntetisk spildevand som defineret af OECD
giver en middel DOC-koncentration i indlebet pé ca. 100 mg/l. Der kan ogsd benyttes andre sammensztninger
med ca. den samme DOC-koncentration, og som ligger tattere pa rigtigt spildevand. Dette syntetiske spildevand
kan fremstilles ved hjalp af destilleret vand i koncentreret form og opbevares ved ca. 1 °C i op til én uge. Fortynd
efter behov med ledningsvand. (Dette materiale er ikke tilfredsstillende. Kveelstofkoncentrationen er f.cks. meget
hgj, og kulstofindholdet relativt lavt, men der er ikke foresldet en bedre losning, bortset fra tilforsel af mere fosfat
som buffer og ekstra pepton).
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Husholdningsspildevand

. Benyt frisk bundfaeldet spildevand, der indsamles dagligt fra et rensningsanlaeg, der hovedsageligt modtager
husholdningsspildevand. Det indsamles fra overlgbskanalen pa den primzre sedimenteringstank eller fra indlabet
til aktivslamanlagget, og det skal stort set vare uden grove partikler. Spildevandet kan benyttes efter flere dages
opbevaring ved ca. 4 °C, hvis det dokumenteres, at DOC (eller COD) ikke falder vaesentligt (dvs. med mindre end
20 %) under opbevaringen. For at begrense forstyrrelserne af systemet ber DOC (eller COD) af hver ny batch
justeres inden brug, sd der opnds en passende konstant vaerdi, f.eks. ved fortynding med ledningsvand.

Smoremiddel

. Glycerol eller olivenolie kan bruges til smoring af rullerne i slangepumpen. Begge smaremidler kan bruges pa ror
af silikonegummi.

Stamoplosninger af testkemikaliet

. I forbindelse med kemikalier, der er tilstreekkelig opleselige, fremstilles stamoplesninger i passende koncentra-
tioner (f.eks. 1-5 gfl) i demineraliseret vand eller i den mineralske del af det syntetiske spildevand. Se tilleg 5 i
kapitel C.10-A om uopleselige kemikalier. Denne metode er ikke velegnet til flygtige kemikalier uden at vare
modificeret til de rorformede reaktorer (afsnit 16). Bestem DOC og samlet organisk kulstof (TOC) i stamop-
lesningen, og gentag malingerne for hver ny batch. Hvis forskellen mellem DOC og TOC er storre end 20 %, skal
testkemikaliets vandopleselighed kontrolleres. Sammenlign DOC eller koncentrationen af testkemikaliet malt ved
hjelp af specifik analyse af stamoplesningen med den nominelle verdi for at fastsld, hvorvidt genfindingen er
god nok (normalt kan > 90 % forventes). Iser for dispersioner skal det fastslds, hvorvidt DOC kan benyttes som
analytisk parameter, eller om der kun kan anvendes en analyseteknik, der er specifik for det pagaldende
testkemikalie. Centrifugering af preverne er obligatorisk i forbindelse med dispersioner. For hver ny batch skal
DOC, COD eller testkemikaliet méles med specifikke analyser.

. Bestem pH-vardien i stamoplosningen. Ekstreme vardier viser, at tilsaetningen af kemikaliet kan pévirke pH-
vardien af det aktiverede slam i testsystemet. I det tilfelde neutraliseres stamoplosningen med smad meengder af
uorganisk syre eller base for at opnd en pH-verdi pé 7 £ 0,5. Undgd dog udfaldning af testkemikaliet.

FREMGANGSMADE
Tilberedning af organisk materiale til dosering

. Serg for, at beholdere til indleb og udlgb samt rersystem fra indlebstanke og til udlebstanke er omhyggeligt
rengjorte for at fjerne mikrobiel veekst fra starten og i lebet af testen.

. Det syntetiske spildevand (afsnit 23) skal fremstilles frisk hver dag, enten af faststofferne eller af den koncen-
trerede stamoplosning i en passende fortynding med ledningsvand. Afmal den korrekte mangde i en cylinder, og
heeld det i en ren indlebstank. Tilset om nedvendigt den nedvendige mangde stamoplosning af testkemikaliet
eller referencekemikaliet til det syntetiske spildevand for fortynding. Hvis det er mere praktisk eller nedvendigt
for at undgd spild af testkemikaliet, kan der fremstilles en separat fortyndet oplesning af testkemikaliet i en
separat beholder, som tilfores de skrétstillede ror ved hjalp af en anden doseringspumpe.

. Alternativt (og fortrinsvis) kan der benyttes sedimenteret husholdningsspildevand (afsnit 24), der opsamles frisk
hver dag, hvis det er muligt.

Brug af roterende rorreaktorer

. Der kraves to identiske rorreaktorer til vurdering af ét testkemikalie, og de opstilles i et rum med konstant
rumtemperatur, normalt 22 £ 2 °C.

. Juster slangepumperne til at pumpe 250 + 25 ml/h af det organiske materiale (uden testkemikalie) over i de
skratstillede rer, der roteres ved 18 * 2 rpm. Smeremidlet (afsnit 25) smeres pa pumpererene inden brug og med
jevne mellemrum i lobet af testen for at sikre korrekt funktion og for at forlenge rerenes levetid.

. Juster rorenes heldningsvinkel til vandret for at give mulighed for en residenstid pd 125 + 12,5 sek. for det
tilforte materiale i et rent ror. Ansla retentionstiden ved at tilsette en ikke-biologisk marker (f.eks. NaCl, inaktivt
farvestof). Den tid, det tager at nd spidskoncentrationen i udlebet, antages at vare den gennemsnitlige reten-
tionstid (ndr der er mest muligt film til stede, kan retentionstiden nd op pa ca. 30 minutter).

. Formélet med disse vardier, hastigheder og tider er at nd frem til tilstraeekkelig eliminering (> 80 %) af DOC (eller
COD) og for at kunne opnd nitrificerede udleb. Gennemstremningshastigheden @ndres, hvis elimineringen ikke
er tilstraekkelig, eller hvis der ydelsen pé et bestemt rensningsanleg skal simuleres. I sidstnavnte tilfelde justeres
tilsetningen af det organiske materiale, indtil ydelsen i reaktoren passer til ydelsen i rensningsanlagget.
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Inokulation

. Luftbdren inokulation kan vare tilstraekkelig til at starte vaksten af mikroorganismer, ndr der benyttes syntetisk
spildevand, men ellers tilseettes 1 ml/l sedimenteret spildevand til tillobet i tre dage.

Malinger

. Med regelmassige mellemrum kontrolleres det, at dosering og rotationshastighed ligger inden for de angivne
grenser. Ligeledes maéles pH-vaerdien i udlebet, iser hvis der forventes nitrifikation.

Provetagning og analyse

. Metode, menster og frekvens for provetagning velges i overensstemmelse med testens formdl. Tag f.eks. stik-
prover af indleb og udleb, eller indsaml prover over en langere periode f.eks. 3-6 timer. I den forste periode —
uden testkemikalic — tages proverne to gange om ugen. Filtrer proverne gennem membraner eller i centrifuge
ved ca. 40 000 m/s? i ca. 15 minutter (afsnit 18). Det kan vaere nodvendigt at lade proverne bundfaldes og/eller
at grovfiltrere proverne inden membranfiltrering. Foretag som minimum dobbeltbestemmelse af DOC (eller COD)
samt BOD, ammoniak og nitrit/nitrat, hvis det er pakravet.

. Alle analyser udferes hurtigst muligt efter indsamling og tilberedning af preverne. Hvis analyserne forsinkes,
opbevares proverne morkt ved ca. 4 °C i flasker med taetsluttende 1g. Hvis proverne skal opbevares i mere end
48 timer, skal de konserveres ved hjalp af dybfrysning, syring eller ved tilsetning af et velegnet toksisk kemikalie
(f.eks. 20 ml/l af en 10 g/l oplesning af kvikselv (Il) chlorid). Det sikres, at konserveringsteknikken ikke pavirker
analyseresultaterne.

Indkoringsperiode

. I denne periode vokser overfladen pé biofilmen, sd den opndr en optimal tykkelse. Dette varer normalt ca. to uger
og ber ikke vare lengere end seks uger. Elimineringen (afsnit 44) af DOC (eller COD) tiltager og nér en
plateauveerdi. Nér plateauet er ndet med samme verdi i begge ror, udvealges et af dem til at vare kontrol for
resten af testen, hvor deres ydelse skal forblive konsistent.

Tilseetning af testkemikalie

. Pa dette tidspunkt tilseettes testkemikaliet til den anden reaktor i den korrekte koncentration, normalt 10-20 mg
C/L. Kontrollen tilferes fortsat kun organisk materiale.

Akklimatiseringsperiode

. Foretag fortsat analyser for DOC (eller COD) to gange om ugen. Hvis den primere biologiske nedbrydningsevne
skal vurderes, males koncentrationen af testkemikaliet ogsd ved hjelp af en specifik analyse. Lad der gé fra en til
seks uger (eller lengere under sarlige forhold), efter at testkemikaliet forste gang blev tilsat, for at opnd
akklimatisering. Nar den procentvise eliminering (afsnit 43-45) ndr op pd maksimumsvardi, registreres 12-15
gyldige verdier i plateaufasen over ca. 3 uger med henblik pd at evaluere den gennemsnitlige procentvise
eliminering. Testen betragtes for afsluttet, hvis der er opndet en tilstreekkelig hej grad af eliminering. Testen
ber normalt ikke vare mere end 12 uger efter den forste tilsatning af testkemikaliet.

Skred pd filmen

42. Der sker med relativt regelmaessige mellemrum en pludselig eliminering af storre meengder af overskydende film
fra rorene, ogsé kaldet skred. For at sammenligneligheden mellem resultaterne ikke pévirkes, gennemfores testene
over mindst to fulde cyklusser med veekst og skred.

43. Beregn procentdelen af DOC- eller COD-eliminering af testkemikaliet for hver tidsbaseret vurdering ved hjalp af

DATA OG RAPPORTERING

Behandling af resultater

ligningen:

D = 100 [C, — (E — EI/C, %
hvor:
D, = procentvis eliminering af DOC eller COD pa tidspunktet t

Cs

koncentration af DOC eller COD i indlgb, der skyldes testkemikaliet, fortrinsvis ansldet ud fra koncen-
trationen og den tilforte mangde i stamoplosningen (mgfl)
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E = malt DOC eller COD i testudleb pa tidspunktet t (mg/l)

Eo

mélt DOC eller COD i kontroludleb pa tidspunktet t (mg/l).
Gentag beregningen for referencekemikaliet, hvis det testes.

Kontrolreaktorens ydelse

44. Graden af DOC- eller COD-eliminering (Dp) af det organiske materiale i kontrolreaktoren er nyttig viden i
forbindelse med vurderingen af den biologiske nedbrydning af biofilmen i lobet af testen. Beregn den procentvise
eliminering ved hjelp af ligningen:

Dy = 100 (1 — EJC,) %
hvor:
Cm = DOC eller COD af det organiske materiale i kontrolindlgb (mg/l).

45. Beregn elimineringen (Dgy) af testkemikaliet (hvis den males) mdlt ved hjalp af en specifik analysemetode pa
hvert vurderingstidspunkt ved hjelp af ligningen:

DST = 100 (1 — Se/Si) %
hvor:
Si = malt eller fortrinsvis estimeret koncentration af testkemikalie i testindlob (mg/l)
Se = mdlt koncentration af testkemikalie i testudleb pd tidspunktet t (mg/l)

Hvis analysemetoden giver en positiv vaerdi i usendret spildevand svarende til S, mg/l, beregnes den procentvise
eliminering (D) ved hjalp af ligningen:

DSC = 100 (Si — Se + So)/(Si + S) %

Angivelse af testresultater

46. Indtegn den procentvise eliminering D; og Dgr (eller Dg() i forhold til tiden (se tillaeg 2 til kapitel C.10- A). Afles
gennemsnitsafvigelsen (afrundet til narmeste heltal) og standardafvigelsen af 12-15 vardier for Dy (og evt. for
Dgy) fra plateaufasen som den procentvise eliminering af testkemikaliet. Ud fra formen pa elimineringskurven kan
der drages en rakke konklusioner om elimineringsprocesserne.

Adsorption

47. Hvis der konstateres en hgj DOC-eliminering af testkemikaliet fra begyndelsen af testen, elimineres testkemikaliet
sandsynligvis ved adsorption til biofilmen. Dette kan bevises ved at bestemme det adsorberede testkemikalie i
faststoffer, der er skredet af filmen. Sadvanligvis forbliver elimineringen af DOC af adsorberbare kemikalier ikke
hej i lebet af hele testen. Normalt sker der en hej grad af eliminering i starten, hvorefter den falder til en
ligevaegtsvaerdi. Hvis det adsorberbare testkemikalie kan forarsage akklimatisering af den mikrobielle population,
vil DOC-elimineringen af testkemikaliet efterfolgende stige og nd op pa en hej plateauveardi.

Lag-fase

48. Som ved statiske screeningstest kraver mange testkemikalier en lag-fase, inden der sker fuld bionedbrydning. I
lag-fasen sker der en akklimatisering eller tilpasning af de kompetente bakterier nesten uden eliminering af
testkemikaliet, og derefter begynder disse bakteriers indledningsvise vackst. Denne fase afsluttes, og nedbrydnings-
fasen antages vilkarligt at begynde, nar ca. 10 % af den oprindelige mangde testkemikalie er elimineret (efter
mulighed for eventuel adsorption). Lag-fasen er ofte sterkt varierende og vanskelig at reproducere.

Plateaufase

49. En elimineringskurves plateaufase i en kontinuerlig test defineres som den fase, hvor den maksimale nedbrydning
finder sted. Denne fase ber vare mindst tre uger og have ca. 12-15 malte gyldige verdier.
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Middelelimineringsgrad for testkemikaliet

50. Beregn middelvardien ud fra elimineringsveerdierne D, (og evt. D) for testkemikaliet i plateaufasen. Afrundet til
narmeste heltal (1 %) angiver det graden af eliminering af testkemikaliet. Det anbefales endvidere at beregne
95 %-konfidensintervallet af middelvardien. P4 tilsvarende made beregnes middelveerdien (D) for eliminering af
det organiske materiale i kontrolbeholderen.

Indikation for bionedbrydning

51. Hvis testkemikaliet ikke tydeligt adsorberer til biofilmen, og elimineringskurven har en typisk form for en
bionedbrydningskurve med lag-, nedbrydnings- og plateaufaser (afsnit 48 og 49), kan den mdlte eliminering
med sikkerhed tilskrives bionedbrydning. Hvis der er sket en hej eliminering i starten, kan simuleringstesten ikke
differentiere mellem biologiske og abiotiske elimineringsprocesser. I sddanne tilfeelde, og hvis der i ovrigt er tvivl
om den biologiske nedbrydning (f.eks. hvis der optrader stripning), skal de adsorberede testkemikalier analyseres
i filmprover, eller yderligere statiske test af bionedbrydning gennemferes baseret pd parametre, der klart indicerer
biologiske processer. Sddanne test omfatter metoder til oxygenoptagelse (kapitel C.4 i dette bilag D, E og F) (9)
eller en test, der maler CO,-produktion (kapitel C.4-C i dette bilag eller Headspace-metoden) (10). Som inokulum
anvendes praeksponeret biofilm fra den relevante reaktor.

52. Hvis bade DOC-elimineringen og den specifikke eliminering af kemikaliet er malt, indicerer signifikante forskelle
(hvis forstnavnte er lavere end sidstnaevnte) mellem de eliminerede procentdele, at der i udlgbet forekommer
mellemliggende organiske produkter, som kan vare svarere at nedbryde end det oprindelige kemikalie.

Testresultaternes validitet

53. Testen anses for at veere gyldig, hvis graden af DOC- eller COD-eliminering (Dg) i kontrolenhederne er > 80 %
efter to uger, og der ikke er gjort unormale observationer.

54. Hvis der er testet et let biologisk nedbrydeligt (reference) kemikalie, bor graden af biologisk nedbrydelighed veere
> 90 %, og forskellen mellem dobbeltveerdier ber ikke overstige 5 %. Hvis disse to kriterier ikke opfyldes,
gennemgds forsggsprocedurerne, ogfeller husholdningsspildevand indhentes fra en anden kilde.

55. Tilsvarende ber forskellene mellem veerdier for biologisk nedbrydelighed fra eventuelle dobbeltenheder, der
behandler et testkemikalie, ikke afvige mere end 5 %. Hvis dette kriterium ikke opfyldes, men eliminering er
hgj, fortsattes analysen i yderligere tre uger. Hvis elimineringen er lav, undersoges de hammende effekter pa
testkemikaliet, hvis de ikke er kendte. Testen gentages med en lavere koncentration af testkemikalie, hvis det er
muligt.

Testrapport

56. Testrapporten skal indeholde folgende:

Testkemikalie:

— identifikationsdata

— fysisk form og, ndr det er relevant, fysisk-kemiske egenskaber.

Testbetingelser:

— enhver modifikation af testsystemet, is@r hvis der testes uopleselige eller flygtige stoffer

— typen af organisk materiale

— art og andel af industriaffald i spildevandet (hvis anvendt og kendt)

— inokulationsmetode

— stamoplesning af testkemikalie — indhold af DOC (oplest organisk kulstof) og TOC (samlet organisk kulstof);
hvordan blev den fremstillet (hvis suspension); anvendte testkoncentration(er), hvis uden for intervallet 10-
20 mg/l DOC, angives arsager; tilsetningsmetode; dato for forste tilseetning; enhver @ndring i koncentra-
tionen



L 81/180

Den Europaiske Unions Tidende

19.3.2014

— gennemsnitlig hydraulisk retentionstid (uden vakst), rerets rotationshastighed, omtrentlig vinkel pa heldning,
hvis muligt

— oplysninger om skred (tid og intensitet)

— testtemperatur og -interval

— anvendte analyseteknikker.

Testresultater:

— alle malte, relevante data (DOC, COD, specifikke analyser, pH-veerdi, temperatur og N-kemikalier)
— alle beregnede veerdier af D, (eller D, ), Dy og D; opstillet i tabelform og elimineringskurver

— oplysninger om lag- og plateaufaser, testvarighed, elimineringsgraden af testkemikaliet, referencekemikaliet
(hvis testet) og det organiske materiale i kontrolenheden, statistiske oplysninger og udtryk for biologisk
nedbrydelighed og testens validitet

— diskussion af resultater.
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DEFINITIONER

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjalp af denne testmetode.

Kemikalier: »Det ber bemarkes, at termen »kemikalie« er brugt i bred forstand i UNCED-aftalerne og de efterfolgende
dokumenter og omfatter stoffer, produkter, blandinger, praparater eller alle andre termer, der anvendes i eksisterende
systemer til at angive dakningc.c

10) Folgende tilfojes som kapitel C.27, C.28, C.29 og C.30:

»C.27. TOKSICITETSTEST SEDIMENT/VAND PA CHIRONOMIDER MED FORURENET SEDIMENT

INDLEDNING

1. Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 218 (2004). Formélet med denne test er at vurdere
virkningerne pd larver af ferskvandsdipteraen Chironomus sp., der lever i sediment, af forleenget eksponering for
kemikalier. Den er baseret pd de eksisterende toksicitetstestprotokoller for Chironomus riparius og Chironomus
tentans, der er blevet udviklet i Europa (1) (2) (3) og Nordamerika (4) (5) (6) (7) (8) og ringtestet (1) (6) (9).
Andre veldokumenterede chironomidarter kan ogsd benyttes, f.cks. Chironomus yoshimatsui (10) (11).

2. Eksponeringsscenariet i denne testmetode er spiking (forurening) af sediment med teststoffet. Valget af det mest
velegnede eksponeringsscenario atheenger af, hvad testen skal anvendes til. Scenariet med sedimentspiking har til
formal at simulere akkumulerede niveauer af kemikalier i sedimentet. Dette eksponeringssystem omfatter spiking
af sediment i et sediment/vand-testsystem.

3. Stoffer, der skal testes i forbindelse med organismer, der lever i sediment, forefindes normalt i dette rum over
leengere tid. Organismer, der lever i sediment, kan eksponeres ad forskellige veje. Den relative vigtighed af den
enkelte eksponeringsvej og den tid, der tager for hver enkelt at bidrage til de generelle toksiske virkninger,
athanger af de fysisk-kemiske egenskaber af det pdgaldende kemikalie. Ved starkt adsorberende stoffer (f.cks.
med log K., > 5) eller ved stoffer, der kovalent bindes til sediment, kan indtagelse af kontamineret fode vare en
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10.

vasentlig eksponeringsvej. For ikke at undervurdere toksiciteten af hejt lipofile stoffer kan det overvejes at
tilseette foder til sedimentet for tilsetning af teststoffet. For at tage alle potentielle eksponeringsveje i betragtning
fokuserer denne testmetode péd langtidseksponering. Testens varighed er 20-28 dage for C. riparius og C.
yoshimatsui og 28-65 dage for C. tentans. Hvis der kraves korttidsdata til sarlige formadl, f.eks. for at undersoge
virkningerne af et ustabilt kemikalie, kan yderligere replikater fjernes efter en periode pd 10 dage.

De malte effektparametre er det samlede antal voksne, der har udviklet sig, og tiden, der er gdet med udvikling.
Det anbefales, at mélinger af larvers overlevelse og vakst kun udferes efter en periode pd 10 dage, hvis der
kreeves yderligere korttidsdata, ved hjelp af eventuelle yderligere replikater.

Det anbefales at anvende formuleret sediment. Der er flere fordele ved formuleret sediment i forhold til naturlige
sedimenter:

— udsvingene i forsagene reduceres, idet der dannes en reproducerbar »standardiseret matrix¢, og der er ikke
brug for at finde ikke-kontaminerede og rene sedimentkilder

— testene kan indledes pd ethvert tidspunkt, uden at der opstar sesonbetingede udsving i testsedimentet, og der
er ikke behov for at forbehandle sedimentet med henblik pé at fierne hjemmehorende fauna; brugen af
formuleret sediment reducerer ogsd omkostningerne i forbindelse med opsamling af tilstreekkelige mangder
sediment i felten til rutinetest

— anvendelsen af formuleret sediment gor det muligt at sammenligne toksicitet og rangordne stoffer i over-
ensstemmelse hermed.

De anvendte definitioner er anfert i tilleg 1.

TESTENS PRINCIP

Aglarver af chironomider eksponeres for et koncentrationsinterval af testkemikaliet i sediment/vand-systemer.
Teststoffet tilsattes sedimentet, og aglarverne overfores derefter til bagerglas, hvor sediment- og vandkoncen-
trationerne er blevet stabiliseret. Emergens- og udviklingstiden for chironomider males ved afslutningen af testen.
Larvernes overlevelse og veegt kan om nedvendigt ogsa males efter 10 dage (ved brug af yderligere replikater).
Disse data analyseres ved hjelp af en regressionsmodel for at ansld den koncentration, der vil fordrsage en
reduktion pd x % i emergens, larveoverlevelse eller larvevaekst (f.eks. EC;5, ECso 0sv.), eller ved hjelp af statistisk
hypotesetest med henblik pé at bestemme en NOEC/LOEC. Sidstnaevnte kraever sammenligning af effektvaerdier
med kontrolvardier ved hjeelp af statistiske test.

OPLYSNINGER OM TESTSTOFFET

Teststoffets vandopleselighed, damptryk, malt eller beregnet, fordeling i sediment samt stabilitet i vand og
sediment ber kendes. En pélidelig analysemetode til kvantificering af teststoffet i overliggende vand, porevand
og sediment med kendt og publiceret nejagtighed og nedre malegraense ber foreligge. Nyttige oplysninger
omfatter teststoffets strukturformel og renhed. Teststoffets kemiske skabne (f.cks. spredning, abiotisk og
biotisk nedbrydning osv.) er ogsd nyttige oplysninger. For stoffer, der er vanskelige at teste som folge af
deres fysisk-kemiske egenskaber, findes der yderligere vejledning i (12).

REFERENCEKEMIKALIER

Referencekemikalier kan testes periodisk for at sikre, at testprotokollen og -betingelserne er pélidelige. Eksempler
pa referencetoksikanter, der er anvendt med godt resultat i ringtest og valideringsforsag, omfatter lindan,
trifluralin, pentachlorphenol, cadmiumchlorid og kaliumchlorid (1) (2) (5) (6) (13).

TESTENS VALIDITET

Testens validitet forudseetter folgende:

— emergensen i kontrolbeholderne skal veere mindst 70 % ved testens afslutning (1) (6)

— emergensen af C. riparius og C. yoshimatsui til voksne fra kontrolglassene skal ske mellem 12 og 23 dage
efter deres overforsel til testglassene; for C. tentans kraves der en periode pd 20-65 dage
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11.

12.

13.

14.

15.

— ved testens afslutning miles pH og koncentrationen af oplest ilt i hvert baegerglas. Koncentrationen af oplest
ilt skal vaere mindst 60 % af veerdien for matning med luft (ASV) ved den anvendte temperatur, og pH i det
overliggende vand skal veere i intervallet 6-9 i alle bagerglas

— vandtemperaturen ma hejst variere med * 1,0 °C. Vandtemperatur kan styres ved at anvende et isotermisk
rum, og i det tilfelde bekreeftes rumtemperaturen med passende tidsintervaller.

BESKRIVELSE AF METODEN
Testglas

Forseget udfgres i 600 ml bagerglas med en diameter pd 8 cm. Andre beholdere kan anvendes, men de skal
kunne sikre en gassende dybde for det overliggende vand og sediment. Sedimentoverfladen skal vare tilstrack-
kelig (2 til 3 cm* pr. larve). Forholdet mellem dybden af sedimentlaget og dybden af det overliggende vand skal
vaere 1:4. Testglas og andet udstyr, der kommer i berering med testsystemet, skal vaere udfert helt i glas eller
andet kemisk inaktivt materiale (f.eks. Teflon).

Valg af fiskeart

Den art, der skal benyttes i testen, er fortrinsvis Chironomus riparius. Chironomus tentans kan ogsa anvendes,
men er vanskeligere at hindtere og kraver en lengere testperiode. Chironomus yohimatsui kan ogsé anvendes.
Detaljer om dyrkningsmetoder findes i tilleg 2 vedrerende Chironomus riparius. Oplysninger om dyrknings-
betingelser findes ogsd for andre arter, dvs. Chironomus tentans (4) og Chironomus yoshimatsui (11). Identi-
fikation af arten skal bekraftes inden testning, men kraves ikke for hver test, hvis organismer kommer fra en
intern bestand.

Sediment

Formuleret sediment (ogsa kaldet rekonstitueret, kunstigt eller syntetisk sediment) ber fortrinsvis anvendes. Hvis
naturligt sediment anvendes, skal det karakteriseres (som minimum ved hjalp af pH og organisk kulstofindhold,
men andre parametre anbefales ogsd, f.eks. C/N-forhold og kornsterrelse), og det ber vare uden forurening og
andre organismer, der kan konkurrere med eller @de chironomiderne. Inden naturligt sediment anvendes i en
toksicitetstest pd chironomider, ber det desuden konditioneres i syv dage under de betingelser, der anvendes i
den efterfolgende test. Det anbefales at bruge folgende formulerede sediment, som er baseret pd den syntetiske
jord, der anvendes i testmetode C.8 (14), i denne test (1) (15) (16):

a) 4-5% (torvaegt) torv: sd taet pd pH 5,5 til 6,0 som muligt; det er vigtigt at bruge pulveriseret torv, findelt
(partikelstorrelse < 1 mm) og kun luftterret

b) 20 % (terveegt) kaolinholdigt ler, helst med over 30 % kaolinit
) 75-76 % (torvaegt) kvartssand (overvejende finsand med over 50 % af en partikelstorrelse pd 50 til 200 pm)
d) deioniseret vand tilsattes for at fa et fugtindhold i den ferdige blanding pd 30-50 %

e) kemisk rent calciumcarbonat (CaCO;) tilsttes for at fi en pH-vardi i den ferdige sedimentblanding pa
7,0 £ 0,5. Det organiske kulstofindhold i den ferdige blanding skal vaere 2 % (+ 0,5 %), og det justeres ved
brug af passende mangder torv og sand som anfert i litra a) og c).

Oprindelsen af terv, kaolinler og sand skal vare kendt. Det kontrolleres, at sedimentkomponenterne ikke
indeholder kemisk forurening (f.eks. tungmetaller, organiske chlorforbindelser, organiske phosphorforbindelser
osv.). Et eksempel pa fremstilling af formuleret sediment er beskrevet i tilleg 3. Blanding af terre bestanddele
accepteres ogsd, hvis det pévises, at der ikke sker en separation af sedimentets bestanddele efter tilsaetning af
overliggende vand (f.eks. at torvepartikler flyder ovenpd), og at terven eller sedimentet er tilstrackkeligt kondi-
tioneret.

Vand

Til brug i testen kan anvendes vand, der er i overensstemmelse med de kemiske karakteristika for acceptabelt
fortyndingsvand, som beskrevet i tilleg 2 og 4. Som dyrknings- og fortyndingsvand kan accepteres rdvand
(overflade- eller grundvand), rekonstitueret vand (se tilleg 2) eller afkloret ledningsvand, sdfremt chironomider
kan overleve i vandet i et tidsrum svarende til dyrknings- og testperioden uden at vise tegn pa stress. Ved testens
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begyndelse skal testvandet have en pH-vardi pa 6-9 og en hirdhedsgrad pd hejst 400 mg/l som CaCO5. Hvis der
er formodning om en interaktion mellem hardhedsioner og teststoffet, anvendes vand med lavere hardhed (og
dermed mé Elendt-medium M4 ikke anvendes i denne situation). Den samme type vand skal anvendes i hele
forseget. De karakteristika for vandkvalitet, der er anfort i tilleg 4, méles to gange arligt, samt hver gang der er
formodning om, at de kan have @ndret sig vasentligt.

Stamoplesninger — forurenet sediment

Forurenet sediment af den valgte koncentration fremstilles sadvanligvis ved, at en stamoplosning af teststoffet
tilsaettes sedimentet direkte. En stamoplesning af teststoffet oplest i deioniseret vand blandes med det formule-
rede sediment ved brug af valsning, en foderblander eller manuel blanding. Hvis teststoffet er tungtopleseligt i
vand, kan det opleses i den mindst mulige mangde af et passende organisk oplesningsmiddel (f.eks. hexan,
acetone eller chloroform). Denne oplesning blandes derefter med 10 g fint kvartssand til et testglas. Vent, indtil
oplosningsmidlet er fordampet, og fjern det helt fra sandet. Derefter blandes sandet med den passende maengde
sediment pr. testglas. Kun midler, der let fordamper, kan bruges til at oplese, dispergere eller emulgere teststoffet.
Det sand, der findes i teststoffet og sandblandingen, skal tages i betragtning, ndr sedimentet fremstilles (dvs.
sediment skal séledes fremstilles med mindre sand). Det skal sikres, at det teststof, der tilsettes sediment, fordeles
grundigt og jevnt i sedimentet. Om nedvendigt kan delprover analyseres for at bestemme homogeniteten.

TESTDESIGN

Testdesignet vedrerer valget af testkoncentrationernes antal og intervaller, antal testglas med hvert koncen-
trationsniveau samt antal larver pr. testglas. Design til beregning af EC-punkter, beregning af NOEC og gennem-
forelse af en gransetest beskrives.

Design til regressionsanalyse

Testen skal omfatte et interval af koncentrationer, der ligger omkring den virksomme koncentration (f.cks. EC;s,
ECs5q) og det koncentrationsomrdde, hvor man er interesseret i testkemikaliets virkning. Beregningen af de
virksomme koncentrationer (EC,) vil vaere mest nejagtig og gyldig, ndr den virksomme koncentration befinder
sig midt i testkoncentrationsomradet. Ekstrapolering langt under den laveste positive koncentration eller over
den hejeste koncentration bor undgds. En praliminar test til bestemmelse af koncentrationsomradet kan veere
nyttig, ndr det skal afgeres, hvilke testkoncentrationer der er passende (se afsnit 27).

Hvis EC, skal bestemmes, skal der testes mindst fem koncentrationer og tre replikater for hver koncentration.
Under alle omstaendigheder ber der anvendes et tilstrackkeligt antal testkoncentrationer til at sikre god modele-
stimering. Faktoren mellem koncentrationer ber ikke overstige to (medmindre dosiskurven har en lav haeldning).
Antallet af replikater i hver behandling kan reduceres, hvis antallet af testkoncentrationer med forskellige
reaktioner foreges. Hvis antallet af replikater foroges, eller storrelsen af testkoncentrationsintervallerne reduceres,
opnas der ofte snevrere konfidensintervaller for testen. Der kraeves yderligere replikater, hvis larveoverlevelse og
-vaekst skal anslds for en periode pd 10 dage.

Design til beregning af NOEC/LOEC

Hvis LOEC eller NOEC skal beregnes, anvendes fem testkoncentrationer med mindst fire replikater, og faktoren
mellem koncentrationerne ber hgjst vare to. Antallet af replikater ber vare hejt nok til at sikre en tilstraekkelig
statistisk styrke til at detektere en forskel pd 20 % i forhold til kontrollen pa signifikansniveauet 5 % (p = 0,05). I
forbindelse med udviklingshastigheden er en ANOVA-analyse normalt velegnet, f.eks. Dunnett-testen eller Willi-
ams-testen (17) (18) (19) (20). I forbindelse med emergensforholdet kan Cochran-Armitage-testen, Fishers
eksakte test (med Bonferroni-korrektion) eller Mantel-Haenszel-testen anvendes.

Grensetest

En gransetest kan udferes (med en testkoncentration og kontrol), hvis der ikke blev observeret virkninger i den
preliminere test til bestemmelse af koncentrationsomrédet. Formélet med greensetesten er at udfere en test ved
en koncentration, der er hej nok til, at beslutningstagere kan udelukke mulige toksiske virkninger af teststoffet,
og gransen fastsattes til en koncentration, der ikke forventes at forekomme under nogen omstandigheder.
1 000 mgfkg (torvaegt) anbefales. Der anbefales normalt seks replikater for bdde behandlings- og kontrolgruppen.
Statistisk styrke til at detektere en forskel pd 20 % i forhold til kontrollen pé signifikansniveauet 5 % (p = 0,05)
skal pévises. Med hensyn til metrisk respons (udviklingshastighed og veegt) er t-testen en egnet statistisk metode,
hvis dataene opfylder kravene i forbindelse med denne test (normalitet og homogen varians). T-testen justeret for
forskel i varians eller en ikke-parametrisk test, f.eks. Wilcoxon-Mann-Whithey-testen, kan bruges, hvis disse krav
ikke opfyldes. Med hensyn til emergensforholdet kan Fishers eksakte test anvendes.
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FREMGANGSMADE
Eksponeringsbetingelser
Klargoring af forurenet sediment/vand-system

Den spiking-metode, der er beskrevet i testmetode C.8, Toksicitet for regnorme, anbefales til tilsetning af
teststoffet (14). De »spikede« (forurenede) sedimenter anbringes i bagerglas, og overliggende vand tilsattes for
at frembringe et volumenforhold mellem sediment og vand pa 1:4 (se afsnit 11 og 15). Sedimentlaget skal have
en dybde pd 1,5-3 cm. For at undgéd separering af sedimentets bestanddele og resuspension af fint materiale
under tilseetningen af testvand i vandsejlen, kan sedimentet overdakkes med en plastplade, mens vandet haldes
i. Plastpladen fjernes derefter straks. Der kan ogsd anvendes andre losninger.

Testglassene skal vare overdakket (f.cks. af glasplader). I lobet af forseget péfyldes der yderligere vand for at
bevare det oprindelige volumen og kompensere for vandfordampning. Dette vand skal vere destilleret eller
deioniseret vand for at forhindre opbygning af salte.

Stabilisering

Nar det forurenede sediment med overliggende vand er blevet fremstillet, afventes det, at teststoffet fordeler sig
fra den vandige fase til sedimentet (3) (4) (6) (13). Dette ber ske under de temperatur- og beluftningsforhold, der
anvendes i testen. Tiden til opndelse af ligevagt (ekvilibrering) afhaenger af det pagzldende sediment og
kemikalie og kan vare fra timer til dage og i sjaldne tilfalde flere uger (4-5 uger). Da mange kemikalier i
dette tidsrum ville blive nedbrudt, afventes ligevagt ikke, men en akvilibreringstid pa 48 timer anbefales. Efter
denne yderligere akvilibreringstid males koncentrationen af teststoffet i det overliggende vand, porevandet og
sedimentet, som minimum ved den hejeste koncentration og en lavere (se afsnit 38). Disse analyser af teststoffet
gor det muligt at beregne massebalance og angive resultater baseret pd malte koncentrationer.

Tilseetning af testorganismer

Fire til fem dage inden tilsetningen af testorganismer til testglassene udtages agmasse fra bestandene og
anbringes i smi glas i dyrkningsmedium. Aldet dyrkningsmedium fra stamkulturen eller frisk medium kan
anvendes. Hvis sidstnavnte anvendes, tilsettes dyrkningsmediet en lille mangde foder, f.eks. gronalger og/eller et
par dréber filtrat fra en fintmalet suspension af fiskefoder i flager (se tilleg 2). Kun frisklagte @gmasser ber
anvendes. Normalt begynder larverne at blive udklakket et par dage efter agleegningen (2-3 dage for Chiro-
nomus riparius ved 20 °C og 1-4 dage for Chironomus tentans ved 23 °C og Chironomus yoshimatui ved
25 °C), og larveveekst sker i fire stadier, som hver er af 4-8 dages varighed. Larver i forste stadium (2-3 eller 1-4
dage efter udklekning) ber anvendes i testen. Larver af dansemyg kan muligvis kontrolleres ved hjlp af
hovedkapselbredde (6).

20 aglarver fordeles vilkdrligt til hvert testglas med forurenet sediment og vand ved hjlp af en stump pipette.
Beluftningen af vandet skal standses, mens larverne overfores til testglassene, og den skal vare standset i endnu
24 timer efter tilsetningen af larver (se afsnit 25 og 32). Afhangigt af det anvendte testdesign (se afsnit 19 og
20) anvendes der mindst 60 larver pr. koncentration i forbindelse med bestemmelse af EC-punkter og 80 til
bestemmelse af NOEC.

Testkoncentrationer

En test til bestemmelse af koncentrationsomrade kan veare nyttig, nar koncentrationsomradet skal valges til den
endelige test. Til det formdl anvendes en rakke spredte koncentrationer af teststoffet. For at opnd den over-
fladedensitet pr. chironomide, der anvendes i den endelige test, eksponeres chironomider for hver koncentration
af teststoffet i en periode, der gor det muligt at ansld de omtrentlige testkoncentrationer, og der kraeves ingen
replikater.

Testkoncentrationerne i den endelige test fastlagges ud fra testen til bestemmelse af koncentrationsomrade.
Mindst fem koncentrationer anvendes og valges som beskrevet i afsnit 18-20.

Kontroller

Kontrolglas uden teststof, men med sediment, inkluderes i testen med et hensigtsmaessigt antal replikater (se
afsnit 19-20). Hvis der er anvendt et oplesningsmiddel til tilseetning af teststoffet (se afsnit 16), anvendes ogsa en
oplesningsmiddelkontrol.
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Testsystem

Der anvendes statiske systemer. Semistatiske systemer eller gennemstromningssystemer med intermitterende eller
kontinuerlig udskiftning af overliggende vand kan undtagelsesvis bruges, hvis specifikationerne for vandkvalitet
bliver uhensigtsmassige for testorganismen eller pavirker den kemiske ligevaegt (hvis f.eks. koncentrationen af
oplest ilt bliver for lav, koncentrationen af ekskretionsprodukter bliver for hgj, eller mineraler udvaskes fra
sedimentet og pévirker pH ogfeller vandets hardhed). Andre metoder til forbedring af det overliggende vands
kvalitet, f.eks. beluftning, er normalt tilstraekkelige og ber foretrakkes.

Foder

Larverne skal fodres, helst dagligt eller mindst tre gange om ugen. Fiskefoder (en suspension i vand eller
fintmalet foder, f.eks. Tetra-Min eller Tetra-Phyll; se detaljer i tilleg 2) i en mengde pd 0,25-0,5 mg (0,35-
0,5 mg for C. yoshimatui) pr. larve pr. dag er tilstrakkelig til unge larver i de forste 10 dage. £ldre larver skal
have lidt mere foder: 0,5-1 mg pr. larve pr. dag er passende i resten af testen. Foderrationen skal reduceres i alle
behandlingspraver og reguleres, hvis der konstateres svampevaekst, eller hvis mortalitet observeres i kontrolglas-
sene. Hvis svampevaksten ikke kan stoppes, gentages testen. Ved test af staerkt adsorberende stoffer (f.eks. med
log K., > 5) eller ved stoffer, der kovalent bindes til sediment, skal den mangde foder, der er nedvendig for at
sikre organismernes overlevelse og naturlige vaekst, muligvis tilsattes det formulerede sediment inden stabilise-
ringsperioden. Til det formél anvendes der plantemateriale i stedet for fiskefoder, f.eks. tilsatning af 0,5 %
(torvaegt) fintmalede blade af breendenazlde (Urtica dioica), morbartree (Morus alba), hvidklever (Trifolium
repens) eller spinat (Spinacia oleracea). Andet plantemateriale (Cerophyl eller alfa-cellulose) kan ogsé anvendes.

Inkubationsbetingelser

Forsigtig beluftning af det overliggende vand i testglassene foretages helst 24 timer efter tilsaetningen af larver og
foretages gennem hele testen. Det skal sikres, at koncentrationen af oplest ilt ikke falder til mindre end 60 % af
ASV. Beluftning sker gennem en Pasteur-glaspipette, der er fastgjort 2-3 cm over sedimentlaget (dvs. en eller fa
bobler pr. sekund). Ved test af flygtige kemikalier kan det overvejes ikke at belufte sediment/vand-systemet.

Testen udferes ved en konstant temperatur pa 20 °C (¢ 2 °C). For C. tentans og C. yoshimatui anbefales en
temperatur pa henholdsvis 23 °C og 25 °C (¢ 2 °C). Der anvendes en lysperiode pa 16 timer, og lysintensiteten
skal vaere 500-1 000 lux.

Eksponeringsvarighed

Eksponeringen begynder, nér larver tilsettes de forurenede bagerglas og kontrolglassene. Den maksimale
eksponeringsvarighed er 28 dage for C. riparius og C. yoshimatsui og 65 dage for C. tentans. Hvis dansemyg
udvikles tidligere, kan testen afsluttes, nir der er gdet mindst fem dage efter emergensen af den sidste voksne i
kontrolglasset.

Observationer
Emergens

Udviklingstiden og det samlede antal fuldt udviklede han- og hunindivider bestemmes. Hanner kan nemt
identificeres ved deres fjerbuskede antenner.

Testglassene observeres mindst tre gange ugentligt med henblik pa visuelt at vurdere abnorm opfersel (hvis
individer f.eks. forlader sediment eller svemmer pa en usedvanlig made) sammenlignet med kontrollen. I lgbet
af perioden for forventet emergens foretages en daglig telling af de udviklede individer. Konnet og antallet af
fuldt udviklede individer registreres dagligt. Efter identifikation fjernes individerne fra bagerglassene. £gmasse,
der er afsat for afslutningen af testen, registreres og fjernes derefter for at forhindre gentaget tilforsel af larver til
sedimentet. Antallet af synlige pupper, der ikke har udviklet sig, registreres ogsa. Vejledning i méling af emergens
findes i tilleg 5.

Veekst og overlevelse

Hvis der skal fremlaegges data om larveoverlevelse og -vakst efter 10 dage, skal yderligere testglas medtages fra
begyndelsen, s de kan anvendes efterfolgende. Sedimentet fra disse yderligere glas sigtes gennem en 250 pm
sigte for at tilbageholde larverne. Kriterier for ded er immobilitet eller manglende reaktion pd mekaniske stimuli.
Larver, der ikke genfindes, registreres ogsd som dede (larver, der er dede ved begyndelsen af testen, kan veere
blevet nedbrudt af mikrober). Torvagten (askefri) af de overlevende larver pr. testglas bestemmes, og den
individuelle gennemsnitlige torveegt pr. glas beregnes. Det er nyttigt at bestemme det stadium, som de over-
levende larver befinder sig pa. Til det formal anvendes en maling af bredden pd hvert individs hovedkapsel.
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Analysemalinger
Teststofkoncentration

Inden testen pdbegyndes (dvs. inden larver tilsettes), udtages prover af bulksediment fra mindst ét glas pr.
behandling til analytisk bestemmelse af teststofkoncentrationen i sedimentet. Det anbefales, at prover af som
minimum det overliggende vand, porevandet og sedimentet analyseres ved begyndelsen (se afsnit 24) og slut-
ningen af testen ved den hejeste koncentration og en lavere. Disse bestemmelser af teststofkoncentrationen giver
oplysninger om teststoffets opfersel/fordeling i vand- og sedimentsystemet.

Nar der foretages mellemliggende malinger (f.eks. pd dag 7), og hvis der i analysen skal bruges storre prover, der
ikke kan udtages fra testglas uden at pévirke testsystemet, udferes de analytiske bestemmelser pd prover fra
yderligere testglas, der er behandlet pd samme made (herunder tilstedevaerelse af testorganismer), men som ikke
anvendes til biologiske observationer.

Centrifugering ved f.eks. 10 000 g og 4 °C i 30 minutter er den anbefalede fremgangsmade til isolering af
interstitielt vand. Hvis det pavises, at teststoffet ikke adsorberer til filtre, kan filtrering dog accepteres. I nogle
tilfelde er det ikke muligt at analysere koncentrationer i porevandet, da provesterrelsen er for lille.

Fysisk-kemiske parametre

Testglassenes pH og temperatur males péd en hensigtsmaessig made (se afsnit 10). Hirdhed og ammoniak males i
kontrolglassene og et testglas ved den hejeste koncentration ved begyndelsen og afslutningen af testen.

DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

Formalet med denne test er at bestemme virkningen af teststoffet pa udviklingshastigheden og det samlede antal
fuldt udviklede han- og hunindivider eller virkningen pé larvernes overlevelse og vagt, hvis en 10-dages test
udfores. Hvis der ikke er indikationer pé statistisk forskellige sensitiviteter mellem kennene, kan resultaterne for
hanner og hunner samles med henblik pé statistisk analyse. Konsbetingede sensitivitetsforskelle kan vurderes
statistisk ved hjelp af f.eks. en y?-r x 2-test. Larvernes overlevelse og den individuelle gennemsnitlige torvaegt pr.
glas bestemmes om nedvendigt efter 10 dage.

Effektkoncentrationer udtrykt og baseret pa tervegt beregnes fortrinsvis ud fra malte sedimentkoncentrationer
ved begyndelsen af testen (se afsnit 38).

For at beregne et punktestimat for EC5 eller en anden EC-veerdi bruges data pr. glas som «gte replikater. Nér et
konfidensinterval for en EC,-verdi beregnes, skal variabiliteten mellem glassene tages i betragtning, eller det skal
pavises, at denne variabilitet er sé lille, at den kan ignoreres. Nar modellen tilpasses ved hjalp af Least Squares,
foretages en transformation af dataene pr. glas for at forbedre varianshomogeniteten. EC,-vardier beregnes dog,
ndr resultatet er transformeret tilbage til den oprindelige veerdi.

Nar den statistiske analyse har til formal at bestemme NOEC/LOEC ved hjalp af hypotesetest, skal variabiliteten
mellem glassene tages i betragtning, f.eks. ved hjalp af nested ANOVA. Alternativt kan mere robuste test (21)
bruges i situationer, hvor de sadvanlige ANOVA-antagelser ikke kan anvendes.

Emergensforhold

Emergensforhold er kvantale data og kan analyseres ved at anvende Cochran-Armitage-testen pa en nedadgdende
mdde, hvor et monotont dosisrespons forventes, og disse data er i overensstemmelse med denne forventning.
Hvis det ikke er tilfeldet, kan Fishers eksakte test eller Mantel-Haenszel-testen med Bonferroni-Holm-korrigerede
p-vardier anvendes. Hvis der er bevis for sterre variabilitet mellem replikater inden for samme koncentration,
end en binominal fordeling indicerer (ofte betegnet som »ekstra-binominal« variation), anvendes en robust
Cochran-Armitage-test eller Fishers eksakte test som foresldet i (21).

Summen af individer, der har udviklet sig pr. glas, n,, bestemmes og divideres med antallet af tilforte larver, n,:

ER="
,
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hvor:

ER = emergensforhold

=3
1l

. = antal udviklede individer pr. glas

=3
1l

antal tilferte larver pr. glas

Ved store provestorrelser, hvor der er ekstra-binominal varians, kan emergensforholdet behandles som et
kontinuerligt respons, og der kan bruges fremgangsmdder, som f.eks. Williams test, ndr et monotont dosis-
respons forventes og er i overensstemmelse med disse ER-data. Dunnetts test kan anvendes, hvis der ikke kan
pavises monotoni. Et stor provesterrelse defineres her som prever, hvor bade antallet af udviklede individer og
antallet af ikke-udviklede individer overstiger fem malt pr. replikat (glas).

Hvis ANOVA-metoder anvendes, skal ER-vardier forst transformeres ved hjelp af arcsin-sqrt-transformation eller
Freeman-Tukey-transformation for at f en omtrentlig normalfordeling og udligne varians. Cochran-Armitage-
testen, Fishers eksakte test (med Bonferroni-korrektion) eller Mantel-Haenszel-testen kan anvendes, hvis absolutte
hyppigheder anvendes. Arcsin-sqrt-transformation anvendes ved at tage invers sinus (sin™?) af kvadratroden af
ER.

[ forbindelse med emergensforhold beregnes EC,-vaerdier ved hjalp af regressionsanalyse (eller f.eks. probit (22),
logit, Weibull, relevant software i handelen osv.). Hvis regressionsanalyse mislykkes (hvis der f.eks. er mindre end
to delsvar), anvendes andre ikke-parametriske metoder, som f.eks. glidende gennemsnit eller simpel interpolation.

Udviklingshastighed

Den gennemsnitlige udviklingstid reprasenterer det gennemsnitlige tidsrum mellem tilsaetningen af larver (testens
dag 0) og emergensen af testkohorten af dansemyg. (Ved beregning af den sande udviklingstid tages larvernes
alder pd tilseetningstidspunktet i betragtning). Udviklingshastigheden er det reciprokke tal til udviklingstiden
(enhed: 1/dag) og angiver den del af larveudviklingen, der finder sted pr. dag. Udviklingshastigheden foretrakkes
til evaluering af disse sedimenttoksicitetsforseg, da dens varians er lavere, og da den er mere homogen og ligger
taettere pd normalfordelingen end udviklingstid. Testfremgangsmader baseret pd anvendelige parametre kan
derfor bruges med udviklingshastighed i stedet for udviklingstid. For udviklingshastighed som et kontinuerligt
respons kan EC,-vardier estimeres ved hjelp af regressionsanalyse (f.eks. (23) (24)).

I forbindelse med folgende statistiske test antages det antal individer, der er observeret pd kontroldagen, at vaere
udviklet ved gennemsnittet af tidsintervallet mellem dag x og dag x-1 (I = lengde af inspektionsinterval, normalt
1 dag). Den gennemsnitlige udviklingshastighed pr. glas (x) beregnes ved hjelp af folgende ligning:

= o fixi
- gf :
hvor:
x: gennemsnitlig udviklingshastighed pr. glas
i: indeks for inspektionsinterval
m: maksimalt antal inspektionsintervaller
fi: antal individer, der er udviklet i inspektionsintervallet i
n,: det samlede antal individer, der er udviklet ved slutningen af forseget (= > f))
: udviklingshastighed for individer, der er udviklet i intervallet i

1

-

Xj =

hvor:
day; inspektionsdag (siden behandling)
I

;  lengde af inspektionsintervallet i (dage, normalt 1 dag)
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Testrapport

52. Testrapporten skal mindst indeholde folgende oplysninger:
Teststof:

— fysiske egenskaber og relevante fysisk-kemiske egenskaber (vandopleselighed, damptryk, fordelingskoefficient
i jord (eller sediment, hvis tilgangelig), stabilitet i vand osv.)

— kemisk identifikation (generisk navn, kemisk navn, CAS-nummer, strukturformel osv.), herunder renhed og
analysemetode til kvantificering af teststof.

Testart:

— anvendte testorganismer: art, videnskabeligt navn, herkomst af organismer og dyrkningsbetingelser
— information om héndtering af @gmasser og larver

— testorganismernes alder ved tilsetning til testglas.

Testbetingelser:

— anvendt sediment, dvs. naturligt eller formuleret sediment

— for naturligt sediment: beliggenhed og beskrivelse af provetagningsstedet for sediment, herunder sa vidt
muligt oplysninger om tidligere forurening; karakteristika: pH, organisk kulstofindhold, C/N-forhold og
kornsterrelse (hvis relevant)

— fremstilling af formuleret sediment: ingredienser og karakteristika (organisk kulstofindhold, pH, fugt osv. ved
begyndelsen af testen)

— fremstilling af testvand (hvis rekonstitueret vand anvendes) og dets karakteristika (iltkoncentration, pH,
ledningsevne, hirdhed osv. ved begyndelsen af testen)

— dybde af sediment og overliggende vand

— volumen af overliggende vand og porevand; vagt af vadt sediment med og uden porevand

— testglas (materiale og storrelse)

— metode til sedimentspiking: anvendte testkoncentrationer, antal replikater og brug af evt. oplesningsmiddel
— stabiliserende ligevaegtsfase for det spikede sediment/vand-system: varighed og betingelser

— inkubationsbetingelser: temperatur, lysintensitet og -periodicitet, beluftning (hyppighed og intensitet)

— detaljerede oplysninger om fodring, herunder fodertype, tilberedning, meengde og fodringshyppighed.
Resultater:

— nominelle testkoncentrationer, malte testkoncentrationer og resultater af alle analyser med henblik pa at
bestemme teststofkoncentrationen i testglasset

— kvaliteten af vandet i testglassene, dvs. pH, temperatur, oplest ilt, hirdhed og ammoniak
— evt. udskiftning af fordampet vand

— antal udviklede han- og hunindivider pr. glas og pr. dag

— antal larver, der ikke udviklede sig til dansemyg, pr. glas

— individuel gennemsnitlige torvaegt af larver pr. glas og pr. stadium, hvis relevant

— procentvis emergens pr. replikat og testkoncentration (samlet for han- og hunindivider)
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— gennemsnitlig udviklingshastighed for fuldt udviklede individer pr. replikat og behandlingshastighed (samlet
for han- og hunindivider)

— estimater for toksicitetseffektparametre, f.eks. EC, (og tilherende konfidensintervaller), NOEC og/eller LOEC
og de statistiske metoder, der anvendt til at beregne dem

— diskussion af resultaterne, herunder den eventuelle betydning af fravigelser fra denne testmetode.
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Tilleg 1
DEFINITIONER

I forbindelse med denne testmetode anvendes folgende definitioner:

Formuleret sediment eller rekonstitueret, kunstigt eller syntetisk sediment: en blanding af materialer, der bruges til at
efterligne de fysiske bestanddele i naturligt sediment.

Overliggende vand: det vand, der tilsettes over sedimentet i testglasset.
Interstitielt vand eller porevand: det vand, der optager pladsen mellem sediment og jordpartikler.
Spiked sediment eller forurenet sediment: sediment, som teststoffet er tilsat.

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjalp af denne testmetode.
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10.

11.

Tilleg 2

Anbefalinger vedrerende dyrkning af Chironomus riparius

Chironomus-larver kan holdes i krystallisationsskale eller storre beholdere. Fint kvartssand spredes i et tyndt lag pa
ca. 5-10 mm pa bunden af skalen. Kiselgur (f.eks. Merck, Art 8117) er ogsé et egnet substrat (et tyndere lag pa fa
mm er nok). En passende mangde vand tilsattes, s der fis en dybde pa flere cm. Vandet fyldes op efter behov for at
erstatte tab som folge af fordampning og undgé udterring. Vandet kan udskiftes, hvis det er nedvendigt. Forsigtig
beluftning skal foretages. Larvebeholderne opbevares i et bur, der er egnet til formdlet, og som forhindrer udviklede
voksne i at forsvinde. Buret skal vaere sd stort, at udviklede voksne kan danne svarme. Ellers vil kopulation muligvis
ikke forekomme (minimum er ca. 30 x 30 x 30 cm).

Burene opbevares ved rumtemperatur eller i rum med konstant temperatur ved 20 £ 2 °C med belysning, der bestar
af 16 timers lys (intensitet ca. 1 000 lux) og 8 timers morke. Det er rapporteret, at en luftfugtighed p& mindre end
60 % RH kan hamme reproduktionen.

Fortyndingsvand

Der kan anvendes egnet naturligt eller syntetisk vand. Brendvand, afkloret ledningsvand eller kunstige medier (f.eks.
Elendt M4 eller M7, se nedenfor) anvendes ofte. Vandet skal beluftes inden brug. Om nedvendigt kan vandet i
beholderne udskiftes ved forsigtigt at helde eller suge det brugte vand fra dyrkingsbeholderne uden at edelegge
larverorene.

Fodring af larver

Chironomus-larver fodres med fiskefoder i flager (Tetra Min®, Tetra Phyll® eller et tilsvarende marke af sarligt
fiskefoder) med ca. 250 mg pr. beholder pr. dag. Foderet kan gives som tert malet pulver eller som en suspension i
vand: 1,0 g foder i flager tilsaettes 20 ml fortyndet vand og blandes for at fi en homogen blanding. Denne preaparat
kan tilseettes med ca. 5 ml pr. beholder pr. dag (rystes inden brug). Zldre larver kan gives mere foder.

Fodringen tilpasses vandkvaliteten. Hvis dyrkningsmediet bliver uklart, reduceres fodermengden. Tilsetningen af
foder overvages neje. For lidt foder vil fa larverne til at vandre til vandsejlen, og for meget foder vil forarsage
oget mikrobiel aktivitet og lavere iltkoncentrationer. Begge forhold kan medfere lavere vakstrater.

Nogle gronalger (f.eks. Scenedesmus subspicatus og Chlorella vulgaris) kan ogsd tilsettes ved etableringen af nye
dyrkningsbeholdere.

Fodring af udviklede voksne

Nogle forskere har foresldet, at vat, der er opbledt i meattet rorsukkeroplosning, kan bruges som foder til udviklede
voksne.

Emergens

Efter ca. 13-15 dage ved 20 + 2 °C begynder voksne at udvikle sig fra larvebeholderne. Hanner kan nemt identificeres
ved deres fjerbuskede antenner.

/Egmasser

Nér der findes voksne i buret, skal alle larvebeholdere kontrolleres tre gange om ugen for afsatning af geleagtige
agmasser. Evt. eegmasser skal fjernes forsigtigt. De overfores til en lille plade med en prove af dyrkningsvandet.
Agmasser bruges til at starte et nyt dyrkningsglas (f.cks. 2-4 @gmasser pr. glas) eller til toksicitetstest.

Aglarver udklakkes efter 2-3 dage.

Etablering af nye dyrkningsglas

Nér vakstbetingelser er etableret, kan et nyt larvedyrkningsglas etableres hver uge eller mindre hyppigt athangigt af
testkravene, siledes at de a@ldste glas kan fjernes, ndr voksne individer har udviklet sig. Ved hjalp af dette system fas
der en regelmassig forsyning af voksne med minimal héndtering.
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12.

13.

Fremstilling af testoplesninger M4 og M7

Elendt (1990) har beskrevet M4-mediet. M7-mediet fremstilles pd samme made som M4-mediet bortset fra de stoffer,
der er anfert i tabel 1, for hvilke koncentrationerne er fire gange lavere i M7 end i M4. En artikel om M7-mediet er
under forberedelse (Elendt, personlig meddelelse). 1 henhold til Elendt og Bias (1990) ber testoplesningen ikke
fremstilles for de navnte koncentrationer af NaSiO; 5 H,0, NaNO;, KH,PO, og K,HPO,, idet oplysningerne om
fremstillingen af stamoplesninger ikke er fyldestgorende.

Fremstilling af M7-mediet

Hver stamoplesning (I) fremstilles individuelt, og en kombineret stamoplesning (Il) fremstilles ud fra disse stamop-
losninger (I) (se tabel 1). M7-mediet fremstilles ved at fortynde 50 ml af den kombinerede stamoplosning (II) og de
meangder af hver stamoplesning med makro-naringsstoffer, der er anfert i tabel 2, med 1 liter deioniseret vand. En
vitaminoplesning fremstilles ved at tilstte tre vitaminer til deioniseret vand som anfert i tabel 3, og 0,1 ml af den
kombinerede vitaminoplesning tilsettes det faerdige M7-medium umiddelbart inden brug. Vitaminoplesningen opbe-
vares i sma aliquoter i frossen tilstand. Mediet beluftes og stabiliseres.

LITTERATUR

BBA (1995). Long-term toxicity test with Chironomus riparius: Development and validation of a new test system.
Redigeret af M. Streloke og H. Kopp. Berlin 1995.

Tabel 1

Stamoploesninger af sporstoffer til M4- og M7-medierne

Fremstilling af den kombinerede

Mangde (mg), | stamoplesning (Il: Bland folgende Endelige koncentrationer i

Samoplonger (| S el | el o) sfmorieninge | wsoplonge ol
deioniseret vand
M4 M7 M4 M7

H;BO; (1) 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl, - 4 H,0 (1) 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl (1) 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCI (1) 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, - 6 H,O () 3040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (1) 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, - 2 H,0 () 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
CuCl, - 2 H,0 (Y) 335 1,0 0,25 0,017 0,004
ZnCl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, - 6 H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
Kl 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO; 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO; 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA - 2 H,0 (1) () 5 000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO, - 7 H,O(Y) (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(") Disse stoffer varierer i M4 og M7 som anfert ovenfor.

(%) Disse oplasninger fremstilles hver for sig, haldes sammen og autoklaveres straks.
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Tabel 2

Stamoploesninger med makro-neeringsstoffer til M4- og M7-medierne

Mengde, der fortyndes med
11 deioniseret vand

Mengde af stamoplesninger
med makro-naeringsstoffer, der
tilseettes for at fremstille

Endelige koncentrationer i
testoplosninger M4 og M7

(mg) M4- og M7-medierne (mgf)
(ml)

CaCl, - 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7 H,0 246 600 0,5 1233
KCl 58 000 0,1 5,8
NaHCO; 64 800 1,0 64,8
NaSio; - 9 H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO, 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1840 0,1 0,184

Vitaminoplesninger til M4- og M7-medierne. Alle tre vitaminoplesninger samles for at fremstille én

Tabel 3

vitaminoplesning.

Mangde, der fortyndes med
11 deioniseret vand

(mg)

Mengde af vitaminoplesning,
der tilsttes for at fremstille
M4- og M7-medierne

Endelige koncentrationer i
testoplesninger M4 og M7

(mgfl)

(ml]l)
Thiaminhydrochlorid 750 0,1 0,075
Cyanocobalamin (B12) 10 0,1 0,0010
Biotin 7,5 0,1 0,00075
LITTERATUR
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Tilleg 3

FREMSTILLING AF FORMULERET SEDIMENT
Sammensaetning af sediment

Det formulerede sediment skal have folgende sammensaetning:

Bestanddel Karakteristika % ?tfg i‘e’igrt\)em

Torv Sphagnum s ner pH 5,5-6,0 som muligt uden synlige planterester | 4-5
og findelt (partikelstorrelse < 1 mm) og lufttorret

Kvartssand Kornsterrelse: > 50 % af partiklerne skal vere fra 50-200 pm 75-76
Kaolinholdigt ler Kaolinindhold > 30 % 20
Organisk kulstof Justeres ved tilsetning af terv og sand 2 (£0,5)
Calciumcarbonat CaCOs;, pulveriseret, kemisk rent 0,05-0,1
Vand Ledeevne < 10 pS/cm 30-50
Fremstilling

Torven lufttorres og males til fint pulver. En suspension af den kravede mangde torvepulver i ioniseret vand fremstilles
ved brug af et hejtydende homogeniseringsapparat. pH-vaerdien af denne suspension justeres til 5,5 £ 0,5 med CaCOj.
Suspensionen konditioneres i mindst to dage med forsigtig omrering ved 20 £ 2 °C for at stabilisere pH og opnd en stabil
mikrobiel komponent. pH males igen og skal vere 6,0 £ 0,5. Derefter blandes torvesuspensionen med de andre bestand-
dele (sand og kaolinholdigt ler) og deioniseret vand for at fi et homogent sediment med et vandindhold pd 30-50 % af
sedimentets torvagt. Den ferdige blandings pH males igen og justeres om nedvendigt til 6,5 til 7,5 med CaCOj;. Der
udtages prover af sedimentet for at bestemme torvagten og det organiske kulstofindhold. Inden det formulerede sediment
anvendes i en toksicitetstest pd chironomider, ber det konditioneres i syv dage under de betingelser, der anvendes i den
efterfolgende test.

Opbevaring

De torre bestanddele til fremstilling af kunstigt sediment lagres tort og keligt ved rumtemperatur. Det formulerede (vade)
sediment mé ikke opbevares inden brug. Det skal bruges umiddelbart efter konditioneringsperioden pa de syv dage, som
afslutter dets fremstilling.

LITTERATUR

Kapitel C.8 i dette bilag. Toksicitet for regnorme.

Meller M, Egeler P, Rombke J, Schallnass H, Nagel R, Streit B (1998). Short-term Toxicity of Lindane, Hexachlorobenzene
and Copper Sulfate on Tubificid Sludgeworms (Oligochaeta) in Artificial Media. Ecotox. and Environ. Safety 39: 10-20.
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Tilleg 4

Kemiske egenskaber af acceptabelt vand til fortynding

Stof Koncentrationer
Faste stoffer <20 mg/l
Totalt organisk kulstof <2 mgfl
Ikke-ioniseret ammoniak <1 pgfl

Hérdhed som CaCO;

< 400 mg/l (*)

Residualt chlor <10 pg/l
Total organiske phosphorpesticider <50 ngfl
Total chlorerede organiske pesticider + polychlorbiphenyler <50 ng/l
Total organisk chlor <25 ngfl

(*) Hvis der er formodning om en interaktion mellem hardhedsioner og teststoffet, anvendes vand med lavere hdrdhed (og dermed mé

Elendt-medium M4 ikke anvendes i denne situation).
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Tilleg 5

Vejledning i overvigning af emergens af chironomidlarver

Emergensfiltre anbringes pd testbagerglassene. Disse filtre skal bruges fra dag 20 til slutningen af testen. Et eksempel pé et
filter vises nedenfor:

A
B
c
D
E
/’—-—_—————h\
F
\-—_____/
A: Nylonvav D: Abninger med vev til vandudskiftning
B: Omvendte plastbagre E: Vand
C: Eksponeringsbager uden flange F: Sediment

C. 28. TOKSICITETSTEST SEDIMENT/VAND PA CHIRONOMIDER MED FORURENET VAND

INDLEDNING

Denne testmetode svarer til OECD TG 219 (2004). Formélet med denne test er at vurdere virkningerne pé larver
af ferskvandsdipteraen Chironomus sp., der lever i sediment, af forleenget eksponering for kemikalier. Den er
primert baseret pd BBA-vejledningen, der anvender et sediment- og vandtestsystem med syntetisk jord, og et
vandsgjlecksponeringsscenario (1). Den inddrager ogsa de eksisterende toksicitetstestprotokoller for Chironomus
riparius og Chironomus tentans, der er blevet udviklet i Europa og Nordamerika (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) og
ringtestet (1) (6) (9). Andre veldokumenterede chironomidarter kan ogsd benyttes, f.cks. Chironomus
yoshimatsui (10) (11).

Eksponeringsscenariet i denne testmetode er spiking (forurening) af vand. Valget af det mest velegnede ekspone-
ringsscenario athanger af, hvad testen skal anvendes til. Vandeksponeringsscenariet, hvor vandsejlen spikes, har
til formél at simulere et tilfaelde af aerosolspredning af pesticider og dakker den forste koncentrationstop i
porevand. Det kan ogsd anvendes i forbindelse med andre typer eksponering (herunder kemiske udslip) med
undtagelse af akkumuleringsprocesser, der varer leengere end testperioden.
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Stoffer, der skal testes i forbindelse med organismer, der lever i sediment, forefindes normalt i dette rum over
leengere tid. Organismer, der lever i sediment, kan eksponeres ad forskellige veje. Den relative vigtighed af den
enkelte eksponeringsvej og den tid, der tager for hver enkelt at bidrage til de generelle toksiske virkninger,
athanger af de fysisk-kemiske egenskaber af det pigeldende kemikalie. Ved steerkt adsorberende stoffer (f.eks.
med log K., > 5) eller ved stoffer, der kovalent bindes til sediment, kan indtagelse af kontamineret fode vare en
vasentlig eksponeringsvej. For ikke at undervurdere toksiciteten af hejt lipofile stoffer kan det overvejes at
tilsaette foder til sedimentet for tilseetning af teststoffet. For at tage alle potentielle eksponeringsveje i betragtning
fokuserer denne testmetode pé langtidseksponering. Testens varighed er 20-28 dage for C. riparius og C.
yoshimatsui og 28-65 dage for C. tentans. Hvis der kreeves korttidsdata til sarlige formal, f.eks. for at undersoge
virkningerne af et ustabilt kemikalie, kan yderligere replikater fjernes efter en periode pd 10 dage.

De malte effektparametre er det samlede antal voksne, der har udviklet sig, og tiden, der er gaet med udvikling.
Det anbefales, at madlinger af larvers overlevelse og vakst kun udferes efter en periode pd 10 dage, hvis der
kraves yderligere korttidsdata, ved hjalp af eventuelle yderligere replikater.

Det anbefales at anvende formuleret sediment. Der er flere fordele ved formuleret sediment i forhold til naturlige
sedimenter:

— udsvingene i forsegene reduceres, idet der dannes en reproducerbar »standardiseret matrix¢, og der er ikke
brug for at finde ikke-kontaminerede og rene sedimentkilder

— testene kan indledes pa ethvert tidspunkt, uden at der opstér sasonbetingede udsving i testsedimentet, og der
er ikke behov for at forbehandle sedimentet med henblik pé at fjerne hjemmehorende fauna; brugen af
formuleret sediment reducerer ogsd omkostningerne i forbindelse med opsamling af tilstrakkelige maengder
sediment i felten til rutinetest

— anvendelsen af formuleret sediment gor det muligt at sammenligne toksicitet og rangordne stoffer i over-
ensstemmelse hermed toksicitetsdata fra test med naturlige og kunstige sedimenter var sammenlignelige for
flere kemikalier (2).

De anvendte definitioner er anfort i tilleg 1.

TESTENS PRINCIP

Aglarver af chironomider eksponeres for et koncentrationsinterval af teststoffet i sediment/vand-systemer. Testen
indledes med, at aglarver anbringes i testbagerglas, som indeholder sediment/vand-systemet, og derefter tilsattes
teststoffet vandet. Emergens- og udviklingstiden for chironomider males ved afslutningen af testen. Larvernes
overlevelse og vagt kan om nedvendigt ogsa males efter 10 dage (ved brug af yderligere replikater). Disse data
analyseres ved hjalp af en regressionsmodel for at ansld den koncentration, der vil fordrsage en reduktion pd x
% i emergens, larveoverlevelse eller larvevackst (f.eks. ECys, ECso osv.), eller ved hjalp af statistisk hypotesetest
med henblik pa at bestemme en NOEC/LOEC. Sidstnavnte kraver sammenligning af effektveerdier med kontrol-
vardier ved hjelp af statistiske test.

OPLYSNINGER OM TESTSTOFFET

Teststoffets vandopleselighed, damptryk, malt eller beregnet, fordeling i sediment og stabilitet i vand og sedi-
ment ber kendes. En pélidelig analysemetode til kvantificering af teststoffet i overliggende vand, porevand og
sediment med kendt og publiceret ngjagtighed og nedre mélegranse ber foreligge. Nyttige oplysninger omfatter
teststoffets strukturformel og renhed. Teststoffets kemiske skabne (f.eks. spredning, abiotisk og biotisk nedbryd-
ning osv.) er ogsd nyttige oplysninger. For stoffer, der er vanskelige at teste som folge af deres fysisk-kemiske
egenskaber, findes der yderligere vejledning i (12).

REFERENCEKEMIKALIER

Referencekemikalier kan testes periodisk for at sikre, at testprotokollen og -betingelserne er pélidelige. Eksempler
pa referencetoksikanter, der er anvendt med godt resultat i ringtest og valideringsforseg, omfatter lindan,
trifluralin, pentachlorphenol, cadmiumchlorid og kaliumchlorid (1) (2) (5) (6) (13).

TESTENS VALIDITET

Testens validitet forudsetter folgende:

— emergensen i kontrolbeholderne skal vere mindst 70 % ved testens afslutning (1) (6)
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— emergensen af C. riparius og C. yoshimatsui til voksne fra kontrolglassene skal ske mellem 12 og 23 dage
efter deres overforsel til testglassene; for C. tentans kraves der en periode pd 20-65 dage

— ved testens afslutning méles pH og koncentrationen af oplest ilt i hvert bagerglas. Koncentrationen af oplast
ilt skal vaere mindst 60 % af vaerdien for metning med luft (ASV) ved den anvendte temperatur, og pH i det
overliggende vand skal veere i intervallet 6-9 i alle bagerglas

— vandtemperaturen mé hejst variere med * 1,0 °C. Vandtemperatur kan styres ved at anvende et isotermisk
rum, og i det tilfelde bekraftes rumtemperaturen med passende tidsintervaller.

BESKRIVELSE AF METODEN
Testglas

Forsgget udferes i 600 ml bagerglas med en diameter pd 8 cm. Andre beholdere kan anvendes, men de skal
kunne sikre en }Z)assende dybde for det overliggende vand og sediment. Sedimentoverfladen skal vere tilstrak-
kelig (2 til 3 cm® pr. larve). Forholdet mellem dybden af sedimentlaget og dybden af det overliggende vand skal
vare 1:4. Testglas og andet udstyr, der kommer i beroring med testsystemet, skal vare udfert helt i glas eller
andet kemisk inaktivt materiale (f.eks. Teflon).

Valg af fiskeart

Den art, der skal benyttes i testen, er fortrinsvis Chironomus riparius. Chironomus tentans kan ogsé anvendes,
men er vanskeligere at hindtere og kraver en lengere testperiode. Chironomus yohimatsui kan ogsd anvendes.
Detaljer om dyrkningsmetoder findes i tilleg 2 vedrerende Chironomus riparius. Oplysninger om dyrknings-
betingelser findes ogsd for andre arter, dvs. Chironomus tentans (4) og Chironomus yoshimatsui (11). Identi-
fikation af arten skal bekraftes inden testning, men kraves ikke for hver test, hvis organismer kommer fra en
intern bestand.

Sediment

Formuleret sediment (0gsd kaldet rekonstitueret, kunstigt eller syntetisk sediment) ber fortrinsvis anvendes. Hvis
naturligt sediment anvendes, skal det karakteriseres (som minimum ved hjalp af pH og organisk kulstofindhold,
men andre parametre anbefales ogsa, f.eks. C/N-forhold og kornsterrelse), og det ber vare uden forurening og
andre organismer, der kan konkurrere med eller &de chironomiderne. Inden naturligt sediment anvendes i en
toksicitetstest pd chironomider, bor det desuden konditioneres i syv dage under de betingelser, der anvendes i
den efterfolgende test. Det anbefales at bruge folgende formulerede sediment, som er baseret pd den syntetiske
jord, der anvendes i testmetode C.8 (14), i denne test (1) (15) (16):

a) 4-5% (torveegt) torv: sd taet pd pH 5,5 til 6,0 som muligt; det er vigtigt at bruge pulveriseret torv, findelt
(partikelstorrelse < 1 mm) og kun luftterret

b) 20 % (tervaegt) kaolinholdigt ler, helst med over 30 % kaolinit
¢) 75-76 % (torvagt) kvartssand (overvejende finsand med over 50 % af en partikelstorrelse pa 50 til 200 pm)
d) deioniseret vand tilsattes for at fd et fugtindhold i den ferdige blanding pd 30-50 %

¢) kemisk rent calciumcarbonat (CaCO;) tilsattes for at fd en pH-veerdi i den feerdige sedimentblanding pa
7,0 £0,5

f) det organiske kulstofindhold i den ferdige blanding skal vere 2 % (£ 0,5 %), og det justeres ved brug af
passende mangder torv og sand som anfort i litra a) og c).

Oprindelsen af torv, kaolinler og sand skal vere kendt. Det kontrolleres, at sedimentkomponenterne ikke
indeholder kemisk forurening (f.eks. tungmetaller, organiske chlorforbindelser, organiske phosphorforbindelser
osv.). Et eksempel pd fremstilling af formuleret sediment er beskrevet i tilleg 3. Blanding af terre bestanddele
accepteres ogsd, hvis det pavises, at der ikke sker en separation af sedimentets bestanddele efter tilseetning af
overliggende vand (f.eks. at torvepartikler flyder ovenpd), og at terven eller sedimentet er tilstreekkeligt kondi-
tioneret.
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Vand

Til brug i testen kan anvendes vand, der er i overensstemmelse med de kemiske karakteristika for acceptabelt
fortyndingsvand, som beskrevet i tilleg 2 og 4. Som dyrknings- og fortyndingsvand kan accepteres rdvand
(overflade- eller grundvand), rekonstitueret vand (se tilleg 2) eller afkloret ledningsvand, sdfremt chironomider
kan overleve i vandet i et tidsrum svarende til dyrknings- og testperioden uden at vise tegn pé stress. Ved testens
begyndelse skal testvandet have en pH-vaerdi pd 6-9 og en hdrdhedsgrad pa hejst 400 mg/l som CaCO;. Hvis
der er formodning om en interaktion mellem hérdhedsioner og teststoffet, anvendes vand med lavere hardhed
(og dermed ma Elendt-medium M4 ikke anvendes i denne situation). Den samme type vand skal anvendes i hele
forseget. De karakteristika for vandkvalitet, der er anfort i tilleg 4, méles to gange arligt, samt hver gang der er
formodning om, at de kan have @ndret sig vaesentligt.

Stamoplesninger — forurenet vand

Testkoncentrationer beregnes pa grundlag af vandsejlekoncentrationer, dvs. vandet over sedimentet. Testoplas-
ninger med de valgte koncentrationer fremstilles almindeligvis ved fortynding af en stamoplesning. Stamop-
losninger fremstilles fortrinsvis ved at oplese teststoffet i testmediet. Anvendelse af oplesningsmidler eller
dispergeringsmidler kan i nogle tilfelde vaere nedvendig for at fremstille en stamoplesning med en passende
koncentration. Som oplesningsmiddel kan der benyttes acetone, ethanol, methanol, ethylenglycolmonomethy-
lether, ethylenglycoldimethylether, dimethylformamid eller triethylenglycol. Som dispergeringsmiddel kan
benyttes Cremophor RH40, Tween 80, 0,01 % methylcellulose eller HCO-40. Koncentrationen af opleseligheds-
fremmere i det faerdige testmedium skal veere sé lille som muligt (dvs. < 0,1 ml/l) og ber vere den samme i alle
behandlingsprover. Nér der anvendes en opleselighedsfremmer, mé den ikke have nogen signifikant virkning pa
overlevelsen eller synlig negativ virkning pd chironomidlarven, hvilket kan afslores ved en kontroltest, hvor kun
oplosningsmidlet anvendes. Der skal ydes enhver indsats for at undgd brugen af sidanne materialer.

TESTDESIGN

Testdesignet vedrerer valget af testkoncentrationernes antal og intervaller, antal testglas med hvert koncen-
trationsniveau samt antal larver pr. testglas. Design til beregning af EC-punkter, beregning af NOEC og gennem-
forelse af en grensetest beskrives. Regressionsanalyse foretreekkes frem for hypotesetest.

Design til regressionsanalyse

Testen skal omfatte et interval af koncentrationer, der ligger omkring den virksomme koncentration (f.eks. EC;3,
ECsy) og det koncentrationsomrade, hvor man er interesseret i testkemikaliets virkning. Beregningen af de
virksomme koncentrationer (EC,) vil vare mest ngjagtig og gyldig, nar den virksomme koncentration befinder
sig midt i testkoncentrationsomrédet. Ekstrapolering langt under den laveste positive koncentration eller over
den hgjeste koncentration ber undgas. En praliminer test til bestemmelse af koncentrationsomradet kan veere
nyttig, ndr det skal afgeres, hvilke testkoncentrationer der er passende (se afsnit 27).

Hvis EC, skal bestemmes, skal der testes mindst fem koncentrationer og tre replikater for hver koncentration.
Under alle omstendigheder ber der anvendes et tilstraekkeligt antal testkoncentrationer til at sikre god model-
estimering. Faktoren mellem koncentrationer ber ikke overstige to (medmindre dosiskurven har en lav heald-
ning). Antallet af replikater i hver behandling kan reduceres, hvis antallet af testkoncentrationer med forskellige
reaktioner foreges. Hvis antallet af replikater foreges, eller storrelsen af testkoncentrationsintervallerne reduceres,
opnds der ofte snavrere konfidensintervaller for testen. Der kraves yderligere replikater, hvis larveoverlevelse og
-vaekst skal anslds for en periode pd 10 dage.

Design til beregning af NOEC/LOEC

Hvis LOEC eller NOEC skal beregnes, anvendes fem testkoncentrationer med mindst fire replikater, og faktoren
mellem koncentrationerne bor hgjst vare to. Antallet af replikater ber vaere hejt nok til at sikre en tilstrakkelig
statistisk styrke til at detektere en forskel pa 20 % i forhold til kontrollen pa signifikansniveauet 5 % (p = 0,05). I
forbindelse med udviklingshastigheden er en ANOVA-analyse normalt velegnet, f.eks. Dunnett-testen eller Willi-
ams-testen (17) (18) (19) (20). I forbindelse med emergensforholdet kan Cochran-Armitage-testen, Fishers
eksakte test (med Bonferroni-korrektion) eller Mantel-Haenszel-testen anvendes.

Greensetest

En graensetest kan udferes (med en testkoncentration og kontrol), hvis der ikke blev observeret virkninger i den
preliminare test til bestemmelse af koncentrationsomrédet. Formalet med greensetesten er at indicere, at test-
stoffets toksiske veerdi er storre end den testede gransekoncentration. En anbefalet koncentration kan ikke
foreslds i forbindelse med denne testmetode. Det overlades til myndighedernes vurdering. Der anbefales
normalt seks replikater for bdde behandlings- og kontrolgruppen. Statistisk styrke til at detektere en forskel
pd 20 % i forhold til kontrollen pa signifikansniveauet 5% (p = 0,05) skal pavises. Med hensyn til metrisk
respons (udviklingshastighed og vagt) er t-testen en egnet statistisk metode, hvis dataene opfylder kravene i
forbindelse med denne test (normalitet og homogen varians). T-testen justeret for forskel i varians eller en ikke-
parametrisk test, f.eks. Wilcoxon-Mann-Whithey-testen, kan bruges, hvis disse krav ikke opfyldes. Med hensyn til
emergensforholdet kan Fishers eksakte test anvendes.
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FREMGANGSMADE
Eksponeringsbetingelser
Klargering af forurenet vand- og sedimentsystem

Passende mangder formuleret sediment (se afsnit 13-14 og tilleg 3) tilsettes testglasset, sd der dannes et lag pa
mindst 1,5 cm. Vand tilsattes, si der fis en dybde pd 6 cm (se afsnit 15). Forholdet mellem dybden af
sedimentlaget og dybden af vandet ma ikke overstige 1:4, og sedimentlaget md ikke vare dybere end 3 cm.
Sediment/vand-systemet hensaettes til forsigtig beluftning i syv dage inden testorganismer tilseettes (se afsnit 14
og tilleg 3). For at undgd separering af sedimentets bestanddele og resuspension af fint materiale under
tilsetningen af testvand i vandsejlen, kan sedimentet overdakkes med en plastplade, mens vandet heldes i.
Plastpladen fjernes derefter straks. Der kan ogsd anvendes andre lgsninger.

Testglassene skal vare overdakket (f.eks. af glasplader). I lobet af forsaget pafyldes der yderligere vand for at
bevare det oprindelige volumen og kompensere for vandfordampning. Dette vand skal vere destilleret eller
deioniseret vand for at forhindre opbygning af salte.

Tilseetning af testorganismer

Fire til fem dage inden tilsetningen af testorganismer til testglassene udtages agmasse fra bestandene og
anbringes i smd glas i dyrkningsmedium. A&ldet dyrkningsmedium fra stamkulturen eller frisk medium kan
anvendes. Hvis sidstnavnte anvendes, tilsettes dyrkningsmediet en lille mangde foder, f.eks. gronalger og/eller et
par draber filtrat fra en fintmalet suspension af fiskefoder i flager (se tilleg 2). Kun frisklagte @gmasser ber
anvendes. Normalt begynder larverne at blive udklakket et par dage efter @glegningen (2-3 dage for Chiro-
nomus riparius ved 20 °C og 1-4 dage for Chironomus tentans ved 23 °C og Chironomus yoshimatui ved
25 °C), og larvevaekst sker i fire stadier, som hver er af 4-8 dages varighed. Larver i forste stadium (2-3 eller 1-4
dage efter udklekning) ber anvendes i testen. Larver af dansemyg kan muligvis kontrolleres ved hjelp af

hovedkapselbredde (6).

20 aglarver fordeles vilkdrligt til hvert testglas med forurenet sediment og vand ved hjelp af en stump pipette.
Beluftningen af vandet skal standses, mens larverne overfores til testglassene, og den skal veere standset i endnu
24 timer efter tilsaetningen af larver (se afsnit 24 og 32). Afhangigt af det anvendte testdesign (se afsnit 19 og
20) anvendes der mindst 60 larver pr. koncentration i forbindelse med bestemmelse af EC-punkter og 80 til
bestemmelse af NOEC.

24 timer efter tilsetning af larverne tilsaettes teststoffet i den overliggende vandsejle, og let beluftning tilfores
igen. Smd mangder af teststofoplosninger tilseettes under vandoverfladen ved hjalp af en pipette. Det over-
liggende vand blandes derefter forsigtigt, idet det undgds at forstyrre sedimentet.

Testkoncentrationer

En test til bestemmelse af koncentrationsomrade kan veere nyttig, nir koncentrationsomradet skal valges til den
endelige test. Til det formél anvendes en rakke spredte koncentrationer af teststoffet. For at opnd den over-
fladedensitet pr. chironomide, der anvendes i den endelige test, eksponeres chironomider for hver koncentration
af teststoffet i en periode, der gor det muligt at ansla de omtrentlige testkoncentrationer, og der kraves ingen
replikater.

Testkoncentrationerne i den endelige test fastlegges ud fra testen til bestemmelse af koncentrationsomréde.
Mindst fem koncentrationer anvendes og vealges som beskrevet i afsnit 18-20.

Kontroller

Kontrolglas uden teststof, men med sediment, inkluderes i testen med et hensigtsmessigt antal replikater (se
afsnit 19-20). Hvis der er anvendt et oplesningsmiddel til tilsaetning af teststoffet (se afsnit 16), anvendes ogsd en
oplesningsmiddelkontrol.

Testsystem

Der anvendes statiske systemer. Semistatiske systemer eller gennemstremningssystemer med intermitterende eller
kontinuerlig udskiftning af overliggende vand kan undtagelsesvis bruges, hvis specifikationerne for vandkvalitet
bliver uhensigtsmaessige for testorganismen eller pavirker den kemiske ligevagt (hvis f.cks. koncentrationen af
oplest ilt bliver for lav, koncentrationen af ekskretionsprodukter bliver for hej, eller mineraler udvaskes fra
sedimentet og pavirker pH ogfeller vandets hirdhed). Andre metoder til forbedring af det overliggende vands
kvalitet, f.eks. beluftning, er normalt tilstrakkelige og ber foretrackkes.
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Foder

Larverne skal fodres, helst dagligt eller mindst tre gange om ugen. Fiskefoder (en suspension i vand eller
fintmalet foder, f.eks. Tetra-Min eller Tetra-Phyll; se detaljer i tilleg 2) i en mangde pd 0,25-0,5 mg (0,35-
0,5 mg for C. yoshimatui) pr. larve pr. dag er tilstreekkelig til unge larver i de forste 10 dage. Aldre larver skal
have lidt mere foder: 0,5-1 mg pr. larve pr. dag er passende i resten af testen. Foderrationen skal reduceres i alle
behandlingsprever og reguleres, hvis der konstateres svampevaekst, eller hvis mortalitet observeres i kontrolglas-
sene. Hvis svampevaksten ikke kan stoppes, gentages testen. Ved test af sterkt adsorberende stoffer (f.eks. med
log K,,, > 5) eller ved stoffer, der kovalent bindes til sediment, skal den mangde foder, der er nedvendig for at
sikre organismernes overlevelse og naturlige veekst, muligvis tilsettes det formulerede sediment inden stabilise-
ringsperioden. Til det formal anvendes der plantemateriale i stedet for fiskefoder, f.cks. tilseetning af 0,5 %
(torvaegt) fintmalede blade af brandenalde (Urtica dioica), morbartrae (Morus alba), hvidklgver (Trifolium
repens) eller spinat (Spinacia oleracea). Andet plantemateriale (Cerophyl eller alfa-cellulose) kan ogsd anvendes.

Inkubationsbetingelser

Forsigtig beluftning af det overliggende vand i testglassene foretages helst 24 timer efter tilsatningen af larver og
foretages gennem hele testen. Det skal sikres, at koncentrationen af oplest ilt ikke falder til mindre end 60 % af
ASV. Beluftning sker gennem en Pasteur-glaspipette, der er fastgjort 2-3 cm over sedimentlaget (dvs. en eller fa
bobler pr. sekund). Ved test af flygtige kemikalier kan det overvejes ikke at belufte sediment/vand-systemet.

Testen udferes ved en konstant temperatur pa 20 °C (£ 2 °C). For C. tentans og C. yoshimatui anbefales en
temperatur pa henholdsvis 23 °C og 25 °C ( 2 °C). Der anvendes en lysperiode pd 16 timer, og lysintensiteten
skal vaere 500-1 000 lux.

Eksponeringsvarighed

Eksponeringen begynder, ndr larver tilseettes de forurenede beagerglas og kontrolglassene. Den maksimale
eksponeringsvarighed er 28 dage for C. riparius og C. yoshimatsui og 65 dage for C. tentans. Hvis dansemyg
udvikles tidligere, kan testen afsluttes, nir der er gdet mindst fem dage efter emergensen af den sidste voksne i
kontrolglasset.

OBSERVATIONER
Emergens

Udviklingstiden og det samlede antal fuldt udviklede han- og hunindivider bestemmes. Hanner kan nemt
identificeres ved deres fjerbuskede antenner.

Testglassene observeres mindst tre gange ugentligt med henblik pd visuelt at vurdere abnorm opfersel (hvis
individer f.eks. forlader sediment eller svemmer pd en usedvanlig made) sammenlignet med kontrollen. I lobet
af perioden for forventet emergens foretages en daglig telling af de udviklede individer. Konnet og antallet af
fuldt udviklede individer registreres dagligt. Efter identifikation fjernes individerne fra bagerglassene. £gmasse,
der er afsat for afslutningen af testen, registreres og fjernes derefter for at forhindre gentaget tilforsel af larver til
sedimentet. Antallet af synlige pupper, der ikke har udviklet sig, registreres ogsd. Vejledning i maling af emergens
findes i tilleg 5.

Veekst og overlevelse

Hvis der skal fremlagges data om larveoverlevelse og -vackst efter 10 dage, skal yderligere testglas medtages fra
begyndelsen, sd de kan anvendes efterfolgende. Sedimentet fra disse yderligere glas sigtes gennem en 250 pm
sigte for at tilbageholde larverne. Kriterier for ded er immobilitet eller manglende reaktion pd mekaniske stimuli.
Larver, der ikke genfindes, registreres ogsd som dede (larver, der er dede ved begyndelsen af testen, kan vere
blevet nedbrudt af mikrober). Torvagten (askefri) af de overlevende larver pr. testglas bestemmes, og den
individuelle gennemsnitlige torvagt pr. glas beregnes. Det er nyttigt at bestemme det stadium, som de over-
levende larver befinder sig pd. Til det formdl anvendes en mdling af bredden pd hvert individs hovedkapsel.

Analysemalinger
Teststofkoncentration

Som minimum analyseres prover af det overliggende vand, porevandet og sedimentet ved begyndelsen (helst en
time efter tilsaetning af teststoffet) og slutningen af testen ved den hejeste koncentration og en lavere. Disse
bestemmelser af teststofkoncentrationen giver oplysninger om teststoffets opfersel/fordeling i vand- og sedi-
mentsystemet. Provetagning af sediment ved begyndelsen af testen kan pavirke testsystemet (f.eks. fierne test-
larver), og derfor ber der anvendes yderligere testglas til udforelsen af analysebestemmelser ved begyndelsen af
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og i lobet af testen, hvis det er hensigtsmassigt (se afsnit 39). Mélinger i sediment er muligvis ikke nedvendige,
hvis fordelingen af teststoffet mellem vand og sediment er blevet tydeligt bestemt i et vand- og sedimentforseg
under lignende betingelser (f.eks. forhold mellem vand og sediment, anvendelsestype og organisk kulstofindhold
i sediment).

Nar der foretages mellemliggende mélinger (f.eks. pd dag 7), og hvis der i analysen skal bruges storre prover, der
ikke kan udtages fra testglas uden at pavirke testsystemet, udferes de analytiske bestemmelser pd prover fra
yderligere testglas, der er behandlet pd samme méde (herunder tilstedevarelse af testorganismer), men som ikke
anvendes til biologiske observationer.

Centrifugering ved f.eks. 10 000 g og 4 °C i 30 minutter er den anbefalede fremgangsmade til isolering af
interstitielt vand. Hvis det pavises, at teststoffet ikke adsorberer til filtre, kan filtrering dog accepteres. I nogle
tilfelde er det ikke muligt at analysere koncentrationer i porevandet, da provestorrelsen er for lille.

Fysisk-kemiske parametre

Testglassenes pH og temperatur samt oplest ilt i vandet males pd en hensigtsmaessig made (se afsnit 10).
Hérdhed og ammoniak males i kontrolglassene og et testglas ved den hgjeste koncentration ved begyndelsen
og afslutningen af testen.

DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

Formélet med denne test er at bestemme virkningen af teststoffet pd udviklingshastigheden og det samlede antal
fuldt udviklede han- og hunindivider eller virkningen pa larvernes overlevelse og vegt, hvis en 10-dages test
udferes. Hvis der ikke er indikationer pé statistisk forskellige sensitiviteter mellem konnene, kan resultaterne for
hanner og hunner samles med henblik pé statistisk analyse. Kensbetingede sensitivitetsforskelle kan vurderes
statistisk ved hjeelp af f.eks. en x>-r x 2-test. Larvernes overlevelse og den individuelle gennemsnitlige torvagt pr.
glas bestemmes om nedvendigt efter 10 dage.

Effektkoncentrationer udtrykt som koncentrationer i det overliggende vand beregnes fortrinsvis ud fra malte
sedimentkoncentrationer ved begyndelsen af testen (se afsnit 38).

For at beregne et punktestimat for EC5 eller en anden EC,-veerdi bruges data pr. glas som agte replikater. Nér et
konfidensinterval for en EC -vaerdi beregnes, skal variabiliteten mellem glassene tages i betragtning, eller det skal
pavises, at denne variabilitet er sa lille, at den kan ignoreres. Nar modellen tilpasses ved hjelp af Least Squares,
foretages en transformation af dataene pr. glas for at forbedre varianshomogeniteten. EC,-vaerdier beregnes dog,
ndr resultatet er transformeret tilbage til den oprindelige vaerdi.

Nar den statistiske analyse har til formal at bestemme NOEC/LOEC ved hjalp af hypotesetest, skal variabiliteten
mellem glassene tages i betragtning, f.eks. ved hjlp af nested ANOVA. Alternativt kan mere robuste test (21)
bruges i situationer, hvor de sadvanlige ANOVA-antagelser ikke kan anvendes.

Emergensforhold

Emergensforhold er kvantale data og kan analyseres ved at anvende Cochran-Armitage-testen pa en nedadgdende
médde, hvor et monotont dosisrespons forventes, og disse data er i overensstemmelse med denne forventning.
Hvis det ikke er tilfldet, kan Fishers eksakte test eller Mantel-Haenszel-testen med Bonferroni-Holm-korrigerede
p-verdier anvendes. Hvis der er bevis for storre variabilitet mellem replikater inden for samme koncentration,
end en binominal fordeling indicerer (ofte betegnet som »ekstra-binominal« variation), anvendes en robust
Cochran-Armitage-test eller Fishers eksakte test som foresldet i (21).

Summen af individer, der har udviklet sig pr. glas, n,, bestemmes og divideres med antallet af tilforte larver, n,:
Me
ER = —
g
hvor:
ER = emergensforhold
n, = antal udviklede individer pr. glas
n, = antal tilforte larver pr. glas



L 81/206

Den Europaiske Unions Tidende

19.3.2014

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Ved store provestorrelser, hvor der er ekstra-binominal varians, kan emergensforholdet behandles som et
kontinuerligt respons, og der kan bruges fremgangsmader, som f.eks. Williams test, nar et monotont dosis-
respons forventes og er i overensstemmelse med disse ER-data. Dunnetts test kan anvendes, hvis der ikke kan
pavises monotoni. Et stor prevestorrelse defineres her som prover, hvor bade antallet af udviklede individer og
antallet af ikke-udviklede individer overstiger fem malt pr. replikat (glas).

Hvis ANOVA-metoder anvendes, skal ER-verdier forst transformeres ved hjalp af arcsin-sqrt-transformation eller
Freeman-Tukey-transformation for at fi en omtrentlig normalfordeling og udligne varians. Cochran-Armitage-
testen, Fishers eksakte test (med Bonferroni-korrektion) eller Mantel-Haenszel-testen kan anvendes, hvis absolutte
hyppigheder anvendes. Arcsin-sqrt-transformation anvendes ved at tage invers sinus (sin™!) af kvadratroden af
ER.

[ forbindelse med emergensforhold beregnes EC -vardier ved hjelp af regressionsanalyse (eller f.eks. probit (22),
logit, Weibull, relevant software i handelen osv.). Hvis regressionsanalyse mislykkes (hvis der f.eks. er mindre end
to delsvar), anvendes andre ikke-parametriske metoder, som f.eks. glidende gennemsnit eller simpel interpolation.

Udviklingshastighed

Den gennemsnitlige udviklingstid reprasenterer det gennemsnitlige tidsrum mellem tilsaetningen af larver
(testens dag 0) og emergensen af testkohorten af dansemyg. (Ved beregning af den sande udviklingstid tages
larvernes alder pa tilsetningstidspunktet i betragtning.) Udviklingshastigheden er det reciprokke tal til udviklings-
tiden (enhed: 1/dag) og angiver den del af larveudviklingen, der finder sted pr. dag. Udviklingshastigheden
foretrackkes til evaluering af disse sedimenttoksicitetsforseg, da dens varians er lavere, og da den er mere
homogen og ligger tettere pa normalfordelingen end udviklingstid. Testfremgangsmader baseret pa anvendelige
parametre kan derfor bruges med udviklingshastighed i stedet for udviklingstid. For udviklingshastighed som et
kontinuerligt respons kan EC,-veerdier estimeres ved hjelp af regressionsanalyse (f.eks. (23) (24)).

[ forbindelse med folgende statistiske test antages det antal individer, der er observeret pa kontroldagen, at vere
udviklet ved gennemsnittet af tidsintervallet mellem dag x og dag x-1 (1 = leengde af inspektionsinterval, normalt
1 dag). Den gennemsnitlige udviklingshastighed pr. glas (x) beregnes ved hjalp af folgende ligning:

m
_ iXi
=t
iz e

hvor:

X gennemsnitlig udviklingshastighed pr. glas

i indeks for inspektionsinterval

m:  maksimalt antal inspektionsintervaller

fir  antal individer, der er udviklet i inspektionsintervallet i

n,:  det samlede antal individer, der er udviklet ved slutningen af forseget (= 3 f))

xi:  udviklingshastighed for individer, der er udviklet i intervallet i

X = 1/(dayi — %)

hvor:
day;: inspektionsdag (siden behandling)

leengde af inspektionsintervallet i (dage, normalt 1 dag)

Testrapport

Testrapporten skal mindst indeholde folgende oplysninger:
Teststof:

— fysiske egenskaber og relevante fysisk-kemiske egenskaber (vandopleselighed, damptryk, fordelingskoefficient
i jord (eller sediment, hvis tilgaengelig), stabilitet i vand osv.)

— kemisk identifikation (generisk navn, kemisk navn, CAS-nummer, strukturformel osv.), herunder renhed og
analysemetode til kvantificering af teststof.
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Testart:

anvendte forsegsdyr: art, videnskabeligt navn, herkomst af organismer og dyrkningsbetingelser
information om héndtering af @gmasser og larver

forsegsdyrenes alder ved tilsetning til testglas.

Testbetingelser:

anvendt sediment, dvs. naturligt eller formuleret sediment

for naturligt sediment: beliggenhed og beskrivelse af provetagningsstedet for sediment, herunder sd vidt
muligt oplysninger om tidligere forurening; karakteristika: pH, organisk kulstofindhold, C/N-forhold og
kornstarrelse (hvis relevant)

fremstilling af formuleret sediment: ingredienser og karakteristika (organisk kulstofindhold, pH, fugt osv. ved
begyndelsen af testen)

fremstilling af testvand (hvis rekonstitueret vand anvendes) og dets karakteristika (iltkoncentration, pH,
ledningsevne, hdrdhed osv. ved begyndelsen af testen)

dybde af sediment og overliggende vand

volumen af overliggende vand og porevand; vagt af vadt sediment med og uden porevand

testglas (materiale og sterrelse)

metode til fremstilling af stamoplesninger og testkoncentrationer

anvendelse af teststof: anvendte testkoncentrationer, antal replikater og brug af evt. oplesningsmiddel
inkubationsbetingelser: temperatur, lysintensitet og -periodicitet, beluftning (hyppighed og intensitet)

detaljerede oplysninger om fodring, herunder fodertype, tilberedning, mangde og fodringshyppighed.

Resultater:

nominelle testkoncentrationer, mélte testkoncentrationer og resultater af alle analyser med henblik pa at
bestemme teststofkoncentrationen i testglasset

kvaliteten af vandet i testglassene, dvs. pH, temperatur, oplest ilt, hirdhed og ammoniak
evt. udskiftning af fordampet vand

antal udviklede han- og hunindivider pr. glas og pr. dag

antal larver, der ikke udviklede sig til dansemyg, pr. glas

individuel gennemsnitlige torvaegt af larver pr. glas og pr. stadium, hvis relevant
procentvis emergens pr. replikat og testkoncentration (samlet for han- og hunindivider)

gennemsnitlig udviklingshastighed for fuldt udviklede individer pr. replikat og behandlingshastighed (samlet
for han- og hunindivider)

estimater for toksicitetseffektparametre, f.eks. EC, (og tilherende konfidensintervaller), NOEC og/eller LOEC
og de statistiske metoder, der anvendt til at beregne dem

diskussion af resultaterne, herunder den eventuelle betydning af fravigelser fra denne testmetode.
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Tilleg 1

DEFINITIONER
I forbindelse med denne testmetode anvendes folgende definitioner:

Formuleret sediment eller rekonstitueret, kunstigt eller syntetisk sediment: en blanding af materialer, der bruges til at
efterligne de fysiske bestanddele i naturligt sediment.

Overliggende vand: det vand, der tilsattes over sedimentet i testglasset.
Interstitielt vand eller porevand: det vand, der optager pladsen mellem sediment og jordpartikler.
Spiked vand eller forurenet vand: vand, som teststoffet er tilsat.

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjalp af denne testmetode.
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Tilleg 2

Anbefalinger vedrerende dyrkning af Chironomus riparius

. Chironomus-larver kan holdes i krystallisationsskéle eller stgrre beholdere. Fint kvartssand spredes i et tyndt lag pd

ca. 5-10 mm pé bunden af skalen. Kiselgur (f.cks. Merck, Art 8117) er ogsd et egnet substrat (et tyndere lag pa fa
mm er nok). En passende mangde vand tilsattes, sd der fis en dybde pa flere cm. Vandet fyldes op efter behov for at
erstatte tab som folge af fordampning og undga udterring. Vandet kan udskiftes, hvis det er nedvendigt. Forsigtig
beluftning skal foretages. Larvebeholderne opbevares i et bur, der er egnet til formaélet, og som forhindrer udviklede
voksne i at forsvinde. Buret skal vaere sé stort, at udviklede voksne kan danne svarme. Ellers vil kopulation muligvis
ikke forekomme (minimum er ca. 30 x 30 x 30 cm).

. Burene opbevares ved rumtemperatur eller i rum med konstant temperatur ved 20 £ 2 °C med belysning, der bestir

af 16 timers lys (intensitet ca. 1 000 lux) og 8 timers marke. Det er rapporteret, at en luftfugtighed pd mindre end
60 % RH kan hamme reproduktionen.

Fortyndingsvand

. Der kan anvendes egnet naturligt eller syntetisk vand. Brendvand, afkloret ledningsvand eller kunstige medier (f.eks.

Elendt M4 eller M7, se nedenfor) anvendes ofte. Vandet skal beluftes inden brug. Om nedvendigt kan vandet i
beholderne udskiftes ved forsigtigt at halde eller suge det brugte vand fra dyrkingsbeholderne uden at edelegge
larverorene.

Fodring af larver

. Chironomus-larver fodres med fiskefoder i flager (Tetra Min®, Tetra Phyll® eller et tilsvarende mearke af sarligt

fiskefoder) med ca. 250 mg pr. beholder pr. dag. Foderet kan gives som tert malet pulver eller som en suspension i
vand: 1,0 g foder i flager tilsaettes 20 ml fortyndet vand og blandes for at fi en homogen blanding. Denne praparat
kan tilseettes med ca. 5 ml pr. beholder pr. dag (rystes inden brug). A£ldre larver kan gives mere foder.

. Fodringen tilpasses vandkvaliteten. Hvis dyrkningsmediet bliver uklart, reduceres fodermaengden. Tilsetningen af

foder overvages ngje. For lidt foder vil fd larverne til at vandre til vandsejlen, og for meget foder vil forarsage
oget mikrobiel aktivitet og lavere iltkoncentrationer. Begge forhold kan medfere lavere vakstrater.

. Nogle gronalger (f.eks. Scenedesmus subspicatus og Chlorella vulgaris) kan ogsa tilsettes ved etableringen af nye

dyrkningsbeholdere.

Fodring af udviklede voksne

. Nogle forskere har foreslaet, at vat, der er opbladt i mettet rorsukkeroplesning, kan bruges som foder til udviklede

voksne.

Emergens

. Efter ca. 13-15 dage ved 20 + 2 °C begynder voksne at udvikle sig fra larvebeholderne. Hanner kan nemt identificeres

ved deres fjerbuskede antenner.

ZEgmasser

. Nar der findes voksne i buret, skal alle larvebeholdere kontrolleres tre gange om ugen for afsetning af geleagtige

agmasser. Evt. aegmasser skal fiernes forsigtigt. De overfores til en lille plade med en preve af dyrkningsvandet.
Agmasser bruges til at starte et nyt dyrkningsglas (f.eks. 2-4 @gmasser pr. glas) eller til toksicitetstest.

Aglarver udklekkes efter 2-3 dage.

Etablering af nye dyrkningsglas

Nar vakstbetingelser er etableret, kan et nyt larvedyrkningsglas etableres hver uge eller mindre hyppigt afhengigt af
testkravene, siledes at de @ldste glas kan fjernes, ndr voksne individer har udviklet sig. Ved hjalp af dette system fés
der er en regelmaessig forsyning af voksne med minimal héndtering.
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Fremstilling af testoplesninger M4 og M7

Elendt (1990) har beskrevet M4-mediet. M7-mediet fremstilles pd samme made som M4-mediet bortset fra de stoffer,
der er anfort i tabel 1, for hvilke koncentrationerne er fire gange lavere i M7 end i M4. En artikel om M7-mediet er
under forberedelse (Elendt, personlig meddelelse). I henhold til Elendt og Bias (1990) ber testoplesningen ikke
fremstilles for de navnte koncentrationer af NaSiO; 5 H,0, NaNO;, KH,PO, og K,HPO,, idet oplysningerne om
fremstillingen af stamoplosninger ikke er fyldestgarende.

Fremstilling af M7-mediet

Hver stamoplesning (I) fremstilles individuelt, og en kombineret stamoplesning (Il) fremstilles ud fra disse stamop-
losninger (I) (se tabel 1). M7-mediet fremstilles ved at fortynde 50 ml af den kombinerede stamoplasning (Il) og de
mangder af hver stamoplesning med makro-naeringsstoffer, der er anfort i tabel 2, med 1 liter deioniseret vand. En
vitaminoplesning fremstilles ved at tilsatte tre vitaminer til deioniseret vand som anfert i tabel 3, og 0,1 ml af den
kombinerede vitaminoplesning tilsettes det faerdige M7-medium umiddelbart inden brug. Vitaminoplesningen opbe-
vares i smd aliquoter i frossen tilstand. Mediet beluftes og stabiliseres.

Tabel 1

Stamoplesninger af sporstoffer til M4- og M7-medierne

Fremstilling af den kombinerede
| et 0 | g ) sumplosgs | s Koo
Stamoplesninger (I) med 11 (), og fortynd med 11 deioniseret
deioniseret vand vand
M4 M7 M4 M7

H;BO; (1) 57190 1,0 0,25 2,86 0,715
MndCl, - 4 H,0 () 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl (1) 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCl (1) 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, - 6 H,0 () 3 040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (1) 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, - 2 H,0 (1) 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
CuCl, - 2 H,0 () 335 1,0 0,25 0,017 0,004
Zndl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, - 6 H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
Kl 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO4 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO; 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA - 2 H,0 () () 5 000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO, - 7 H,0 (1) (%) 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(") Disse stoffer varierer i M4 og M7 som anfert ovenfor.
(3) Disse oplosninger fremstilles hver for sig, haldes sammen og autoklaveres straks.

Tabel 2

Stamoplesninger med makro-nearingsstoffer til M4- og M7-medierne

Mengde, der fortyndes med
11 deioniseret vand

Mengde af stamoplesninger
med makro-naeringsstoffer,
der tilszttes for at fremstille

Endelige koncentrationer i
testoplesninger M4 og M7

(mg) M4- og M7-medierne (mg]l)

(mlfl)
CaCl, - 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7 H,0 246 600 0,5 1233
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Mangde, der fortyndes med
11 deioniseret vand

Mzngde af stamoplosninger
med makro-naeringsstoffer,
der tilsattes for at fremstille

Endelige koncentrationer i
testoplesninger M4 og M7

(mg) M4- og M7-medierne (mgfl)
(mlf)
KCl 58 000 0,1 58
NaHCO;4 64 800 1,0 64,8
NaSiO; - 9 H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO; 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1 840 0,1 0,184
Tabel 3

Vitaminoplesninger til M4- og M7-medierne

Alle tre vitaminoplesninger samles for at fremstille én vitaminoplesning.

Mangde, der fortyndes med
11 deioniseret vand

Mangde af
vitaminoplesning, der
tilsaettes for at fremstille

Endelige koncentrationer i
testoplesninger M4 og M7

(mg) M4- og M7-medierne (mgfl)
(ml/}
Thiaminhydrochlorid 750 0,1 0,075
Cyanocobalamin (B12) 10 0,1 0,0010
Biotin 7,5 0,1 0,00075
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Elendt BP og Bias W-R (1990). Trace Nutrient Deficiency in Daphnia magna Cultured in Standard Medium for Toxicity
Testing. Effects on the Optimization of Culture Conditions on Life History Parameters of D. magna. Water Research 24 (9):

1157-1167.
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Tilleg 3

FREMSTILLING AF FORMULERET SEDIMENT

Sammensatning af sediment

Det formulerede sediment skal have folgende sammensatning:

% af sediment
Bestanddel Karakteristika

(torvaegt)

Torv Sphagnum sé neer pH 5,5-6,0 som muligt uden synlige planterester og 4-5
findelt (partikelstorrelse < 1 mm) og luftterret

Kvartssand Kornsterrelse: > 50 % af partiklerne skal veere fra 50-200 pm 75-76
Kaolinholdigt ler Kaolinindhold > 30 % 20
Organisk kulstof Justeres ved tilsetning af terv og sand 2 (£0,5)
Calciumcarbonat CaCO3, pulveriseret, kemisk rent 0,05-0,1
Vand Ledeevne < 10 pSfcm 30-50

Fremstilling

Torven lufttorres og males til fint pulver. En suspension af den kravede mangde torvepulver i ioniseret vand fremstilles
ved brug af et hejtydende homogeniseringsapparat. pH-vaerdien af denne suspension justeres til 5,5+ 0,5 med CaCOs;.
Suspensionen konditioneres i mindst to dage med forsigtig omroring ved 20 + 2 °C for at stabilisere pH og opné en stabil
mikrobiel komponent. pH males igen og skal vare 6,0 £ 0,5. Derefter blandes torvesuspensionen med de andre bestand-
dele (sand og kaolinholdigt ler) og deioniseret vand for at fd et homogent sediment med et vandindhold pd 30-50 % af
sedimentets tervagt. Den ferdige blandings pH males igen og justeres om nedvendigt til 6,5 til 7,5 med CaCO;. Der
udtages prover af sedimentet for at bestemme torvegten og det organiske kulstofindhold. Inden det formulerede sediment
anvendes i en toksicitetstest pa chironomider, ber det konditioneres i syv dage under de betingelser, der anvendes i den
efterfolgende test.

Opbevaring

De torre bestanddele til fremstilling af kunstigt sediment lagres tort og keligt ved rumtemperatur. Det formulerede (vade)
sediment mé ikke opbevares inden brug. Det skal bruges umiddelbart efter konditioneringsperioden pé de syv dage, som
afslutter dets fremstilling.

LITTERATUR:

Kapitel C.8 i dette bilag. Toksicitet for regnorme.

Meller M, Egeler P, Rombke J, Schallnass H, Nagel R, Streit B (1998). Short-term Toxicity of Lindane, Hexachlorobenzene
and Copper Sulfate on Tubificid Sludgeworms (Oligochaeta) in Artificial Media. Ecotox. and Environ. Safety 39: 10-20.
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Tilleg 4

Kemiske egenskaber af acceptabelt vand til fortynding

Stof Koncentrationer
Faste stoffer <20 mg/l
Totalt organisk kulstof <2mgfl
Ikke-ioniseret ammoniak <1 pgfl

Hérdhed som CaCOj;

< 400 mg/l (*)

Residualt chlor <10 pg/l
Total organiske phosphorpesticider <50 ngfl
Total chlorerede organiske pesticider + polychlorbiphenyler <50 ngfl
Total organisk chlor <25 ngfl

(*) Hvis der er formodning om en interaktion mellem hardhedsioner og teststoffet, anvendes vand med lavere hirdhed (og dermed ma

Elendt-medium M4 ikke anvendes i denne situation).
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Tilleg 5

Vejledning i overvigning af emergens af chironomidlarver

Emergensfiltre anbringes pé testbaegerglassene. Disse filtre skal bruges fra dag 20 til slutningen af testen. Et eksempel pé et
filter vises nedenfor:

A: Nylonvaey D: Abninger med vev til vandudskiftning
B: Omvendte plastbagre E: Vand
C: Eksponeringsbager uden flange F: Sediment

C.29. LET BIONEDBRYDELIGHED — CO, I LUKKEDE BEHOLDERE (HEADSPACE-TEST)

INDLEDNING

Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 310 (2006). Denne testmetode er en screeningsmetode til
evaluering af kemikaliers lette bionedbrydelighed og giver oplysninger, der svarer de oplysninger, der fis med de
seks testmetoder, som er beskrevet i kapitel C.4 (A-F) i dette bilag. Et kemikalie, der giver positive resultater i
forbindelse med denne testmetode, kan derfor betragtes som let bionedbrydeligt og derfor hurtigt nedbrydeligt i
miljoet.

Den veletablerede kuldioxidmetode (CO,) (1), der er baseret pd Sturms originale test (2) til vurdering af
organiske kemikaliers bionedbrydelighed, som maler den kuldioxid, der produceres ved mikrobiel aktivitet,
har normalt varet den foretrukne metode i forbindelse med test af tungtopleselige kemikalier og steerkt
adsorberende kemikalier. Den er ogsd blevet anvendt i forbindelse med opleselige (men ikke flygtige) kemikalier,
da udviklingen af kuldioxid af mange betragtes som det eneste klare bevis for mikrobiel aktivitet. Eliminering af
oplost organisk kulstof kan opnds ved hjelp af fysisk-kemiske processer — adsorption, fordampning, udfeld-
ning, hydrolyse — og ved hjalp af mikrobiel aktivitet, og mange ikke-biologiske reaktioner forbruger ilt. CO,
produceres i sjxldne tilfalde abiotisk fra organiske kemikalier. I den originale og tilpassede Sturm-test (1) (2)
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elimineres CO, fra vaskefasen til de absorberende kar som folge »sparging« (dvs. luftbobler, der er behandlet til
at eliminere CO, via det flydende substrat), mens CO, i Larsons version (3) (4) overfores fra reaktionsbeholderen
til absorberne ved at lade CO,-fri luft passere gennem headspace og ved ogsd kontinuerligt at ryste testbehol-
deren. Kun i Larsons version rystes reaktionsbeholderen. Omrystning foreskrives kun for uopleselige stoffer i
ISO 9439 (5) og i den originale amerikanske version (6), som begge foreskriver sparging i stedet for headspace-
udskiftning. [ en anden officiel amerikansk EPA-metode (7), som er baseret pd Gledhills metode (8), er den
omrystede reaktionsbeholder lukket for atmosfaren, og det producerede CO, opsamles i et indbygget alkalisk
filter direkte fra gasfasen som i klassiske Warburg/Barcroft-respirometerkolber.

Det er pévist, at uorganisk kulstof akkumuleres i mediet ved anvendelse af den traditionelle tilpassede Sturm-test
pa en rekke kemikalier (9). En koncentration af uorganisk kulstof pd si meget som 8 mg/l blev fundet under
nedbrydningen af 20 mg C/l anilin. Opsamling af CO, i alkalifiltre gav derfor ikke et sandt billede af den
mangde CO,, der produceres mikrobiologisk pé forskellige tidspunkter i lobet af nedbrydningen. Som folge
deraf opfyldes forskriften om, at en teoretisk maksimal CO,-produktion > 60 % skal opsamles inden for et »10-
dages-vindue« (de 10 dage umiddelbart efter opndelsen af 10 % bionedbrydning), for at et testkemikalie kan
klassificeres som let bionedbrydeligt, ikke for visse kemikalier, der klassificeres som sddan ved hjelp af elimi-
nering af oplest organisk kulstof (DOC).

Nar den procentvise nedbrydning er en lavere vaerdi end forventet, akkumuleres uorganisk kulstof muligvis i
testoplesningen. Bionedbrydelighed kan derefter vurderes med andre test for let bionedbrydelighed.

P& grund af andre ulemper ved Sturm-metoden (besverlig, tidskravende, mere udsat for forsegsfejl og ikke-
anvendelig i forbindelse med flygtige kemikalier) har man tidligere forsegt at finde en teknik med en lukket
beholder — ud over Gledhills — i stedet for gasgennemstremning (10) (11). Boatman et al. (12) gennemgik de
tidligere metoder og anvendte et indesluttet headspace-system, hvor CO, blev frigivet til headspace ved slut-
ningen af inkubationen gennem forsuring af mediet. CO, blev mélt ved hjelp af gaskromatografi (GC)/analyse af
uorganisk kulstof i automatisk udtagne prever fra headspace, men oplest uorganisk kulstof (DIC) i vaeskefasen
blev ikke taget i betragtning. De anvendte beholdere var desuden meget smé (20 ml) og indeholdt kun 10 ml
medium, hvilket gav problemer f.eks. ved tilseetning af de nedvendigvis meget sma mengder uopleselige
testkemikalier. Der kunne ogsd vare for fi eller ingen mikroorganismer til stede i det inokulerede medium,
som kan nedbryde testkemikalierne.

Disse vanskeligheder er blevet afhjulpet af de forseg, som Struijs og Stoltenkamp (13) samt Birch og Fletcher
(14) hver for sig har udfert, idet sidstnavnte har vaeret inspireret af erfaringer med apparatur anvendt i den
anaerobe bionedbrydningstest (15). I den forstnevnte metode (13) méles CO, i headspace efter forsuring og
akvilibrering, mens DIC i sidstnevnte metode (14) méles i bide gasfasen og vaskefasen uden behandling. Over
90 % af det dannede uorganiske kulstof var til stede i vaskefasen. Begge metoder har fordele i forhold til Sturm-
testen, idet testsystemet var mere kompakt og handterbart, flygtige kemikalier kan testes, og muligheden for
forsinkelse i mélingen af det producerede CO, undgas.

De to metoder blev kombineret i ISO Headspace CO,-standarden (16), som blev ringtestet (17), og det er denne
standard, der er grundlaget for denne testmetode. De to metoder er ligeledes blevet anvendt i den amerikanske
EPA-metode (18). Der anbefales to metoder til méling af CO,, nemlig CO, i headspace efter forsuring (13) og
uorganisk kulstof i veaskefasen efter tilsaetning af yderligere alkali. Sidstnaevnte metode blev introduceret af
Peterson under CONCAWE-ringtesten (19) af denne headspace-metode med tilpasning til mdling af iboende
bionedbrydelighed. De @ndringer, der blev foretaget i revisionen af metoderne i kapitel C.4 Bestemmelse af let
bionedbrydelighed i dette bilag i 1992 (20), er indarbejdet i denne testmetode, sdledes at betingelserne (medium,
varighed osv.) i evrigt er de samme som i den reviderede Sturm-test (20). Birch og Fletcher (14) har pavist, at
nasten samme resultater blev opndet med denne headspace-test som med de samme kemikalier i OECD-
ringtesten (21) af de reviderede testmetoder.

TESTENS PRINCIP

Som eneste kulstof- og energikilde inkuberes testkemikaliet, normalt ved 20 mg C/l, i et medium af bufrede
mineralsalte, som er inokuleret med en blandet population af mikroorganismer. Testen udferes i lukkede flasker
med headspace af luft, som skaber et iltreservoir til aerob bionedbrydning. CO,-udviklingen som folge af den
fuldsteendige aerobe bionedbrydning af testkemikaliet bestemmes ved at madle det uorganiske kulstof, der
produceres i testflaskerne, ud over det, der produceres i blindprever, som kun indeholder inokuleret medium.
Graden af bionedbrydning udtrykkes som en procentdel af den teoretiske maksimale produktion af uorganisk
kulstof (ThIC) baseret pd den mangde testkemikalie (som organisk kulstof), der oprindeligt blev tilsat.

DOC-eliminering ogfeller graden af primer bionedbrydning af testkemikaliet kan ogsd males (20).
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10.

11.

12.

13.

OPLYSNINGER OM TESTKEMIKALIET

Testkemikaliets organiske kulstofindhold (% w/w) skal kendes enten fra dets kemiske struktur eller ved maling,
sdledes at den procentvise nedbrydning kan beregnes. For flygtige testkemikalier kan en malt eller beregnet
Henrys konstant bruges til at bestemme et hensigtsmassigt forhold mellem headspace og veaskevolumen.
Information om testkemikaliets toksicitet over for mikroorganismer kan bruges til at valge en hensigtsmassig
testkoncentration og fortolke resultater, der paviser lav bionedbrydelighed. Kontrol for haemning ber medtages,
medmindre det er pavist, at testkemikaliet ikke heemmer mikrobielle aktiviteter (se afsnit 24).

METODENS ANVENDELSESOMRADE

Testen kan anvendes i forbindelse med vandopleselige og uoplesclige testkemikalier, men god dispergering af
testkemikaliet skal sikres. Ved hjelp af det anbefalede forhold mellem headspace og vaskevolumen pa 1:2 kan
flygtige kemikalier med en Henrys konstant pd op til 50 Pa.m>.mol ™! testes, da testkemikaliets andel af heads-
pace ikke overstiger 1 % (13). Et mindre headspace-volumen kan anvendes ved test af kemikalier, der er mere
flygtige, men hvis biotilgeengelighed virker begransende, navnlig hvis de er tungtopleselige i vand. Brugerne skal
dog sikre, at forholdet mellem headspace og vaskevolumen og koncentrationen af testkemikaliet er af en sddan
karakter, at der er ilt nok til stede til at muliggere fuldstaendig aerob bionedbrydning. Det skal f.eks. undgés at
bruge en hgj substratkoncentration og et lille headspace-volumen. Vejledning i dette findes i (13) (23).

REFERENCEKEMIKALIER

For at kontrollere testfremgangsmadden testes et referencekemikalie med kendt bionedbrydelighed parallelt. Til det
formal kan anilin, natriumbenzoat eller ethylenglycol anvendes i forbindelse med test af vandoplaselige testke-
mikalier og 1-octanol til tungtopleselige testkemikalier (13). Bionedbrydning af disse kemikalier skal nd op pa
> 60 % af den teoretiske maksimale produktion af uorganisk kulstof inden for 14 dage.

REPRODUCERBARHED

I ISO-ringtesten af metoden (17) blev folgende resultater opndet under de anbefalede betingelser, herunder
20 mg C testkemikalie pr. liter.

Gennemsnitlig

Testkemikalie

bionedbrydning
i%
(28 d)

Variationskoefficient
(%)

Antal laboratorier

Anilin

90

16

17

1-octanol

85

12

14

14.

Variabiliteten inden for testen (replikabilitet), ved brug af anilin, var lav, idet variationskoefficienterne var mindre
end 5 % i nasten alle testserier. I de to tilfaelde, hvor replikabiliteten var ringere, skyldtes den storre variabilitet
sandsynligvis en hej produktion af uorganisk kulstof i blindpreverne. Replikabiliteten var ringere med 1-octanol,
men stadig mindre end 10 % for 79 % af testserierne. Denne storre variabilitet inden for testen kan skyldes
doseringsfejl, da en lille mangde (3-4 pl) 1-octanol skulle injiceres i lukkede testflasker. Der opnds hejere
variationskoefficienter, nir der anvendes lavere koncentrationer af testkemikaliet, iser ved koncentrationer
under 10 mg CJl. Dette kan delvist afhjelpes ved at reducere koncentration af det totale kulstofindhold i
inokulum.

I en EU-ringtest (24) af fem overfladeaktive stoffer, som blev tilsat med 10 mg C/l, blev der opnéet folgende

resultater:

Testkemikalie

Gennemsnitlig
bionedbrydning
i%

(28 d)

Variationskoefficient
(%)

Antal laboratorier

Tetrapropylen
benzensulfonat

17

45

10

Di-isooctylsulfo-succinat
(anionisk)

72

22

Hexadecyl-trimethyl- (*)
ammoniumchlorid
(kationisk)

75

13

10
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15.

16.

17.

18.

Gennemsnitlig
Testkemikalie bloned.b;*y dning Vananonikoefﬁqent Antal laboratorier
i% (%)
8 dy
Isononylphenol- 41 32 10
(ethoxylat)g
(nonionisk)
Coco-amid-propyl- 60 23 11
dimethylhydroxy-
sulfobetain
(amfoter)

(*) SiO, blev tilsat for at neutralisere toksicitet.

I henhold til resultaterne var variabiliteten generelt hojere for de mindre velnedbrudte overfladeaktive stoffer.
Variabiliteten inden for testen var mindre end 15 % for over 90 % af tilfeldene, og den hejeste ndede op pa 30-
40 %.

BEMARK: De fleste overfladeaktive stoffer er ikke enkeltmolekyler, men er blandinger af isomerer, homologer
osv., der nedbrydes efter forskellige karakteristiske lag-perioder og ved forskellige kinetiske hastighe-
der, sd der fds »uklare« kurver, som betyder, at pass-vardien pd 60 % madske ikke nds inden for 10-
dages-vinduet, selv om hvert molekyle ndr op pad > 60 % inden for 10 dage, hvis det testes alene.
Dette kan ogsa observeres i forbindelse med andre komplekse blandinger.

BESKRIVELSE AF METODEN
Apparatur

Sadvanligt laboratorieudstyr og:

a) Glasserumflasker, lukket med propper af butylgummi og »crimp-on« aluminiumsldg. Den anbefalede storrelse
er »125 ml,, som har et samlet volumen pd ca. 160 ml. Volumen for hver flaske skal vare angivet til
160 £ 1 ml. En mindre beholder kan bruges, hvis resultaterne opfylder betingelserne i afsnit 66 og 67.

b) Kulstofanalysator eller andet instrument (f.eks. gaskromatograf) til maling af uorganisk kulstof.

¢) Sprojter med hej pracision til gasformige og flydende prover.

&

Orbitalryster i temperaturreguleret miljo.

Tilforsel af CO,-fri luft — dette kan fremstilles ved at lade luft passere gennem natriumhydroxidperler eller
ved hjelp af en gasblanding af 80 % N,/20 % 0, (valgfrit) (se afsnit 28).

o
<

f) Membranfiltreringsapparatur med poresitet pd 0,20-0,45 pm (valgfrit).

Organisk kulstofanalysator (valgfri).

@

Reagenser

Anvend reagenser af analysekvalitet i hele testen.

Vand

Der anvendes destilleret eller deioniseret vand med < 1 mg/l samlet organisk kulstof. Det reprasenterer < 5 % af
det indledende organiske kulstofindhold tilfert ved den anbefalede dosis af testkemikaliet.

Stamoplosninger til medium med mineralsalte

Stamoplesningerne og mediet af mineralsalte ligner dem, der anvendes i ISO 14593 (16) og testen for let
bionedbrydelighed i kapitel C.4 i dette bilag (20). Der ber kun undtagelsesvis anvendes en hgjere koncentration
af ammoniumchlorid (2,0 g/l i stedet for 0,5 g/l), f.cks. ndr koncentrationen af testkemikaliet er > 40 mg C/L.
Stamoplesninger opbevares i keleskab og kasseres efter seks méneder eller tidligere, hvis der er tegn pa
udfeldning eller mikrobiel vakst. Folgende stamoplosninger fremstilles:
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20.

21.

22.

a) Kaliumdihydrogenfosfat (KH,PO,) 8,50 g
Dikaliumhydrogenfosfat (K,HPO,) 21,75 g
Dinatriumhydrogenfosfatdihydrat (Na,HPO,.2H,0) 33,40 g
Ammoniumchlorid (NH,C]) 0,50 g

Opleses i vand og fortyndes til 1 liter. Denne oplesnings pH skal vere 7,4 ( 0,2). Hvis det ikke opnds,
fremstilles en ny oplesning.

b) Calciumchloriddihydrat (CaCl,.2H,0) 36,40 g
Opleses i vand og fortyndes til 1 liter.
¢) Magnesiumsulfatheptahydrat (MgSO,4.7H,0) 22,50 g
Opleses i vand og fortyndes til 1 liter.
d) Jern(Ilchloridhexahydrat (FeCl;.6H,0) 0,25 g
Oploses i vand og fortyndes til 1 liter. Tils@t en dribe koncentreret HCl.

Fremstilling af mineralsk medium

10 ml af oplesning a) blandes med ca. 800 ml vand (afsnit 17), og af oplesning b), c) og d) tilsettes der 1 ml af
hver, hvorefter der fyldes op til 1 liter med fortyndingsvand (afsnit 17).

Andre reagenser

Koncentreret orthophosphorsyre (H;PO,) (> 85 % masse pr. volumenenhed).

7 M natriumhydroxidoplosning

280 g natriumhydroxid (NaOH) opleses i 1 liter vand (afsnit 17). Bestem koncentrationen af oplest uorganisk
kulstof (DIC) i denne oplesning, og anvend denne vaerdi ved beregningen af testresultatet (se afsnit 55 og 61),
isaer pd baggrund af validitetskriteriet i afsnit 66, litra b). Fremstil en frisk oplesning, hvis DIC-koncentrationen
er for hej.

Testkemikalie

Fremstil en stamoplesning af et tilstreekkeligt vandopleseligt testkemikalie i vand (afsnit 17) eller i testmediet
(afsnit 19) ved en koncentration, der helst er 100 gange hgjere end den slutkoncentration, der skal anvendes i
testen. Det kan vare nedvendigt at justere stamoplesningens pH. Stamoplesningen tilsettes det mineralske
medium for at opnd en endelig koncentration for organisk kulstof pd 2-40 mg C[l, helst 20 mg C/l. Hvis der
anvendes lavere koncentrationer end disse, kan det pavirke den opnéede preacision. Opleselige og uopleselige
flydende kemikalier kan tilsettes beholderne direkte ved hjaelp af hejpracisionssprojter. Lavt opleselige og
uoploselige testkemikalier kan krave sarlig behandling (25). Der findes folgende valgmuligheder:

a) direkte tilseetning af kendte vejede meaengder
b) ultralydsdispergering inden tilseetning

¢) dispergering med hjelp fra emulgeringsmidler, hvor det dog fastlegges, om de har hemmende eller stimu-
lerende virkning pd den mikrobielle aktivitet, inden tilsatning

d) adsorption af flydende testkemikalier eller en oplesning i et egnet flygtigt oplesningsmiddel til et inert
medium eller underlag (f.eks. glasfiberfilter) efterfulgt af fordampning af det anvendte oplesningsmiddel og
direkte tilsetning af kendte mangder

e) tilsetning af et kendt volumen af en oplesning af testkemikaliet i et meget flygtigt oplesningsmiddel til en
tom testbeholder efterfulgt af fordampning af oplesningsmidlet.
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23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Stoffer eller oplesningsmidler, der er anvendt i c), d) og ¢) skal testes for evt. stimulerende eller hemmende
virkning pa den mikrobielle aktivitet (se afsnit 42, litra b)).

Referencekemikalie

Fremstil en stamoplesning af det oplaselige referencekemikalie i vand (afsnit 17) ved en koncentration, der helst
er 100 gange storre end den slutkoncentration, der skal anvendes i testen (20 mg C/l).

Test for hemning

Testkemikalier udviser ofte ingen signifikant nedbrydning under de betingelser, der anvendes i forbindelse med
vurderinger af let bionedbrydelighed. Det kan skyldes, at testkemikaliet har hemmende virkning pd inokulum
ved den koncentration, som det anvendes med i testen. En test for hemning kan indgd i testdesignet for at gore
det lettere (efterfolgende) at udpege hemning som en mulig arsag eller medvirkende faktor. Alternativt kan
testen for haemning udelukke en sddan pavirkning og vise, at ingen eller kun let nedbrydning kan tilskrives
manglende mulighed for mikrobielt angreb under de anvendte testbetingelser. For at fd oplysninger om testke-
mikaliets toksicitet for (aerobe) mikroorganismer fremstilles en oplesning af testmediet, der indeholder testke-
mikaliet og referencekemikaliet (afsnit 19) ved de koncentrationer, som de er tilsat ved (se
afsnit 22 og 23).

Inokulum

Inokulum kan stamme fra en rakke forskellige kilder: aktiveret slam, spildevandsafleb (ikke-chlorerede), over-
fladevand og -jord eller en blanding af disse (20). Kildens biologiske nedbrydningsaktivitet skal kontrolleres ved
hjelp af et referencekemikalie. Uanset kilden méd mikroorganismer, der tidligere er eksponeret for testkemikaliet,
ikke anvendes, hvis fremgangsmaden skal bruges som en test for let bionedbrydelighed.

Advarsel: Aktiveret slam, spildevand og spildevandsafleb kan indeholde patogene organismer og skal handteres
med forsigtighed.

Erfaringer har vist, at det optimale volumen for inokulum er det volumen, som:
— er tilstreekkeligt til at skabe den nedvendige bionedbrydende aktivitet

— nedbryder referencekemikaliet med den angivne procentdel (se afsnit 66)

— giver 102 til 10° kolonidannende enheder pr. ml endelig blanding

— normalt giver en koncentration pd 4 mg/l suspenderede stoffer i den endelige blanding, nir aktiveret slam
anvendes; koncentrationer pa op til 30 mg/l kan anvendes, men kan forege blindprevernes CO,-produktion
markant (26)

— bidrager med under 10 % af det indledende organiske kulstofindhold tilfert af testkemikaliet
— generelt udger 1-10 ml af inokulum til 1 liter testoplesning.

Aktiveret slam

Aktiveret slam udtages frisk fra beluftningstanken ved et rensningsanleg eller et laboratorieanleeg, der fortrinsvis
behandler husholdningsspildevand. Om nedvendigt fiernes grove partikler ved sigtning (f.eks. ved hjelp af en
sigte med et net pd 1 mm?), og slammet opbevares aerobisk indtil anvendelsen.

Alternativt kan slammet henstd til bundfeldning eller centrifugeres (f.eks. ved 1 100 x g i 10 min), efter at grove
partikler er fjernet. Supernatanten kasseres. Slammet kan vaskes i den mineralske oplesning. Det koncentrerede
slam suspenderes til en koncentration pd 3-5g suspenderede stoffer pr. liter, hvorefter det beluftes indtil
anvendelse.

Slammet skal tages fra et velfungerende konventionelt rensningsanlag. Slammet vaskes, hvis det er nedvendigt at
tage det fra et sterkt belastet rensningsanlag, eller et rensningsanleg, som menes at indeholde h@mmende
stoffer. Det resuspenderede slam henstér til bundfeldning eller centrifugeres efter grundig blanding, superna-
tanten fjernes, og det vaskede slam resuspenderes i mineralsk medium. Denne fremgangsméde gentages, indtil
slammet menes at vare fri for overskud af substrat eller hemmende stoffer.

Lige for brugen udtages der en prove af det fuldstaeendigt resuspenderede slam eller af det ubehandlede slam med
henblik pd at bestemme mangden af suspenderede stoffer.
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Et andet alternativ er at homogenisere aktiveret slam (3-5 g suspenderede stoffer pr. liter). Slammet behandles i
en Waring-blender i 2 minutter ved middel hastighed. Det homogeniserede slam henstdr til bundfeldning i
mindst 30 minutter, og vasken dekanteres fra til brug som inokulum i en meangde pd 10 ml pr. liter mineralsk
medium.

Yderligere reduktion af den blinde CO,-udvikling kan opnés ved at belufte slammet natten over med CO,-fri
luft. Brug 4 mg/l aktiverede slamfaststoffer som inokulumkoncentration i denne test (13).

Sekundert spildevand

Inokulum kan ogsa fremstilles af sekundert udlgb fra et rensningsanleg eller et laboratorieanleg, der over-
vejende behandler husholdningsspildevand. Proven opbevares under aerobe betingelser og anvendes pd indsam-
lingsdagen. Hvis det ikke er muligt, skal den prakonditioneres. Udlgbet filtreres gennem et groft filter for at
fjerne grove partikler, og pH-vaerdien males.

For at reducere indholdet af uorganisk kulstof tilferes filtratet CO,-fri luft (»sdkaldt sparging«) (afsnit 15, litra ¢)),
i1 time, mens pH-verdien holdes pa 6,5 ved hjalp af orthophosphorsyre (afsnit 20). pH-vardien genoprettes til
den oprindelige veerdi ved hjelp af natriumhydroxid (afsnit 21), og efter bundfeldning i ca. 1 time udtages en
passende mengde supernatant til inokulering. Denne »sparging« reducerer indholdet af uorganisk kulstof i
inokulum. Nar den anbefalede maksimumsmangde af filtreret »sparget« udleb (100 ml) pr. liter blev anvendt
som inokulum, var mangden af uorganisk kulstof i blindkontrollerne i intervallet 0,4 til 1,3 mg/l (14), hvilket
reprasenterede 2-6,5 % af testkemikaliet C ved 20 mg C[l og 4-13 % ved 10 mg C/L.

Overfladevand

En prove udtages af egnet overfladevand. Den opbevares under aerobe betingelser og anvendes pd indsamlings-
dagen. Preven koncentreres om nedvendigt ved filtrering eller centrifugering. Den mengde inokulum, der skal
anvendes i hver testbeholder, skal opfylde kriterierne i afsnit 26.

Jord

En prove udtages af egnet jord i en dybde pa op til 20 cm under jordoverfladen. Sten, planterester og hvirvellase
dyr fjernes fra jordpreven, inden den sigtes gennem et 2 mm net (hvis preven er for véd til sigtning, lufttorres
den inden sigtning). Den opbevares under acrobe betingelser og anvendes pd indsamlingsdagen. Hvis proven
transporteres i en lest bundet sort plastpose, kan den opbevares i posen ved 2-4 °C i op til en méned).

Preekonditionering af inokulum

Inokulum kan prakonditioneres til forsogsbetingelserne, men mé ikke tilvaennes til testkemikaliet. Prackonditio-
nering kan reducere den blinde CO,-udvikling. Prackonditioneringen bestar i beluftning af aktiveret slam efter
fortynding i testmediet til 30 mg/l med fugtig CO,-fri luft i op til 5-7 dage ved testtemperatur.

TESTPROCEDURE
Antal flasker

Det antal flasker (afsnit 15, litra a)), der skal bruges til en test, athanger af analysehyppigheden og testvarig-
heden.

Det anbefales, at et tredobbelt antal flasker analyseres efter et tilstrakkeligt antal tidsintervaller, sdledes at 10-
dages-vinduet kan pévises. Mindst fem testflasker (afsnit 15, litra a)) fra sat a), b) og c) (se afsnit 42) analyseres
ved testens afslutning for at gere det muligt at beregne 95 %-konfidensintervallet for den gennemsnitlige

bionedbrydning i procent.

Medium med inokulum

Inokulum bruges ved en koncentration pd 4 mg/l aktiveret slam med faststoffer. Umiddelbart inden anvendelse
fremstilles en tilstraekkelig mangde inokuleret medium ved feks. at tilsaette 2 ml korrekt behandlet aktiveret
slam (afsnit 27-32) ved 2 000 mg/l til 1 liter medium med mineralsalte (afsnit 19). Nar sekundart spildevands-
udleb bruges, tilsattes op til 100 ml udleb (afsnit 33) til 900 ml medium med mineralsalte (afsnit 19), som
fortyndes til 1 liter med medium.
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Klargoring af flasker

Prover af inokuleret medium dispenseres til replikatflasker, sd der fis et forhold mellem headspace og veske pa
1:2 (tilseet f.eks. 107 ml til flasker med en kapacitet pd 160 ml). Andre forhold kan anvendes, men se advarslen i
afsnit 11. Uanset den anvendte type inokulum skal det sikres, at det inokulerede medium blandes tilstrakkeligt,
sd det fordeles ensartet til testflaskerne.

Sat af flasker (afsnit 15, litra a)) klargeres til at indeholde folgende:

a) testbeholdere (benavnt som Fy), som indeholder testkemikaliet

b) blindkontroller (benavnt Fg), som kun indeholder testmediet plus inokulum; evt. kemikalier, oplesnings-
midler, stoffer eller glasfiberfiltre, der anvendes til at tilswtte testkemikaliet til testbeholderen, skal ogsa
tilseettes

¢) beholdere (benavnt F) med referencekemikaliet til at kontrollere fremgangsméden

d) om nedvendigt beholdere (benavnt F)) til at kontrollere, om testkemikaliet virker heemmende; der tilsettes
bade test- og referencekemikalie ved samme koncentration (afsnit 24) som i de andre flasker (henholdsvis Fy

og Fe)

¢) beholdere (benzvnt Fq) til at kontrollere evt. abiotisk nedbrydning som a) plus 50 mg/l HgCl, eller steriliseret
pa anden made (f.eks. ved autoklavering).

Vandopleselige testkemikalier og referencekemikalier tilseettes som vandige stamoplesninger (afsnit 22, 23 og
24), sd der fds en koncentration pd 10 til 20 mg C/L.

Uoploselige testkemikalier og uopleselige referencekemikalier haldes pa flasker pad forskellige mader (se afsnit
22, litra a-¢)) afhangigt af kemikaliets karakter enten for eller efter tilsetningen af mediet med inokulum og
afhangigt af metoden til behandling af testkemikaliet. Hvis en af de fremgangsmdder, der er beskrevet i afsnit
22, litra a-e), anvendes, behandles blindkontrollerne Fy (afsnit 42, litra b)) pa en lignende made, men uden at
tilsette testkemikaliet eller referencekemikaliet.

Flygtige testkemikaliet injiceres i lukkede flasker (afsnit 47) ved brug af en mikrosprejte. Dosis beregnes ud fra
det injicerede volumen og testkemikaliets densitet.

Vand tilsettes beholdere efter behov for at opnd samme vaskevolumen i hver beholder. Det skal sikres, at
forholdet mellem headspace og vaskevolumen (normalt 1:2) og koncentrationen af testkemikaliet er af en sddan
karakter, at der er ilt nok til stede til at muliggore fuldstandig bionedbrydning.

Alle flasker lukkes derefter med f.eks. propper af butylgummi og aluminiumskapsler. Flygtige testkemikalier
tilseettes pa dette trin (afsnit 45). Hvis reduktionen i testoplesningens DOC-koncentration skal overvéges, og der
skal udferes analyser fra nultid af den indledende koncentration af uorganisk kulstof (sterile kontroller, afsnit 42,
litra e)) eller andre determinanter, udtages en passende prove fra testbeholderen. Derefter kasseres testbeholderen

med indhold.

De lukkede flasker anbringes pd en orbitalryster (afsnit 15, litra d)), og der anvendes en rystehastighed, sd
flaskens indhold forbliver velblandet og suspenderet (f.eks. 150-200 rpm). Flaskernes inkuberes i merke ved
20°C (£ 1°0).

Provetagning

Provetagningsmenstret afthanger af lag-perioden og den kinetiske hastighed af testkemikaliets bionedbrydning.
Flasker bruges til analyse pd dagen for provetagning, som skal ske mindst ugentligt eller hyppigere (f.eks. to
gange om ugen), hvis der kraves en fyldestgorende kurve for nedbrydning. Det kravede antal replikatflasker,
herunder Fp, Fy og Fe samt evt. F; og Fg (se afsnit 42), udtages fra rysteren. Testen forleber normalt over 28
dage. Hvis kurven for bionedbrydning indicerer, at der er opndet et plateau inden dag 28, kan testen afsluttes
tidligere end efter 28 dage. Udtag prover fra de fem flasker, der er reserveret til testens 28. dag, til analyse, og
anvend resultaterne til at beregne konfidensintervallet eller variationskoefficienten for den procentvise bioned-
brydning. Der skal ikke tages prover af flasker, der anvendes til test for hemning og abiotisk nedbrydning, sd
ofte som af de ovrige flasker. Dag 1 og dag 28 er nok.
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Analyse af uorganisk kulstof

CO,-produktionen i flasker bestemmes ved at mdle stigningen i koncentrationen af uorganisk kulstof under
inkubering. Der findes to anbefalede metoder til maling af den mangde uorganisk kulstof, der produceres i lobet
af testen, og de er beskrevet nedenfor. Da metoderne kan give lidt forskellige resultater, ber den samme metode
anvendes i hele testforlobet.

Metode a) anbefales, hvis mediet sandsynligvis indeholder rester af f.eks. glasfilterpapir ogfeller uopleseligt
testkemikalie. Denne analyse kan udferes ved hjzlp af en gaskromatograf, hvis en kulstofanalysator ikke er
til rddighed. Det er vigtigt, at flaskerne er ved eller tt pd testtemperaturen, nir headspace-gassen analyseres.
Metode b) kan vare nemmere at anvende for laboratorier, der bruger en kulstofanalysator til at mile uorganisk
kulstof. Det er vigtigt, at den natriumhydroxidoplesning (afsnit 21), der bruges til at omdanne CO, til karbonat,
er friskfremstillet, eller at dens indhold af uorganisk kulstof er kendt, sdledes at den kan tages i betragtning ved
beregningen af testresultaterne (se afsnit 66, litra b)).

Metode a): forsuring til pH <3

Inden hver analyseserie kalibreres kulstofanalysatoren ved hjelp af en hensigtsmessig standard for uorganisk
kulstof (f.eks. 1 % w/w CO, i N;). Koncentreret orthophosphorsyre (afsnit 20) injiceres i liget pd hver udtaget
flaske for at reducere pH i mediet til < 3 (tilset f.eks. 1 ml til 107 ml testmedium). Flaskerne settes tilbage pa
rysteren. Efter 1 times rysten ved testtemperaturen tages flaskerne af rysteren. Aliquoter (f.eks. 1 ml) af gas
udtages fra headspace pa hver flaske og overfares til kulstofanalysatoren. De malte koncentrationer af uorganisk
kulstof registreres som mg C/L.

Efter forsuring til pH <3 og akvilibrering ved 20 °C er ligevaegtskonstanten for fordelingen af CO, mellem
vaske- og gasfasen i testflaskerne ved denne metode 1,0, ndr den méles som en koncentration (13). Dette
pavises mindst én gang for et testsystem péd folgende méde:

Klarger flasker med 5 og 10 mg/l som inaktivt kulstof ved hjlp af en oplesning af vandfrit natriumcarbonat
(Na,CO3) i CO,-frit vand klargjort ved forsuring af vand til pH 6,5 med koncentreret orthophosphorsyre (afsnit
20), sparging natten over med CO,-fri luft og foregelse af pH til neutralitet med alkali. Serg for, at forholdet
mellem headspace og vaskevolumen er det samme som i testene (f.eks. 1:2). Foretag forsuring og akvilibrering
som beskrevet i afsnit 52, og mal koncentrationerne af uorganisk kulstof i bide headspace- og veaskefasen.
Kontroller, at de to koncentrationer er ens inden for margenen for forsegsfejl. Hvis ikke, gennemgas fremgangs-
méderne. Det er ikke nedvendigt at udfere denne kontrol af fordelingen af uorganisk kulstof mellem veeske- og
gasfasen, hver gang testen udferes. Den ber udferes i forbindelse med kalibreringen.

Hvis DOC-eliminering skal méiles (kun vandopleselige testkemikalier), udtages prover af vaskefasen fra separate
(ikke-forsurede) flasker. De filtreres gennem en membran og overfores til DOC-analysatoren. Disse flasker kan
efter behov anvendes til andre analyser for at male den primare bionedbrydning.

Metode b): omdannelse af CO, til karbonat

Inden hver analyseserie kalibreres kulstofanalysatoren ved hjalp af en hensigtsmaessig standard for uorganisk
kulstof, f.eks. en oplesning af natriumbicarbonat (NaHCO;) i CO,-frit vand (se afsnit 53) i intervallet O til
20 mg/l som uorganisk kulstof. 7 M natriumhydroxidoplesning (afsnit 21) (f.eks. 1 ml til 107 ml medium)
injiceres i ldget pa hver udtaget flaske, og flaskerne rystes i 1 time ved testtemperatur. Brug den samme NaOH-
oplosning til alle flasker, der bruges pa en bestemt dag, men ikke nedvendigvis til alle provetagninger i lobet af
en test. Hvis der kraves absolutte blindvaerdier for uorganisk kulstof ved alle provetagninger, skal uorganisk
kulstof i NaOH-oplesningen bestemmes, hver gang den anvendes. Flaskerne tages af rysteren og henstilles til
bundfeldning. Passende meengder (f.eks. 50 til 1 000 pl) af veskefasen i hver flaske udtages ved hjalp af en
sprojte. Proverne overfores til kulstofanalysatoren, og koncentrationerne af uorganisk kulstof registreres. Det skal
sikres, at analysatoren er udstyret til at handtere alkaliske prover, der er fremstillet ved hjelp af denne metode.

Efter tilseetning af alkali og omrysten er koncentrationen af uorganisk kulstof ved denne metode ubetydelig. For
testsystemet bor dette kontrolleres mindst én gang ved hjelp af standarder for uorganisk kulstof, tilsetning af
alkali og @kvilibrering samt méling af koncentrationen af uorganisk kulstof i bdde headspace- og vaskefasen (se
afsnit 53). Koncentrationen i headspace skal vare nar nul. Det er ikke nedvendigt at udfere denne kontrol af
nasten fuldsteendig absorption af CO,, hver gang testen udferes.

Hvis DOC-eliminering skal méles (kun vandopleselige testkemikalier), udtages prover af veaskefasen fra separate
flasker (uden tilsat alkali). De filtreres gennem en membran og overfores til DOC-analysatoren. Disse flasker kan
efter behov anvendes til andre analyser for at male den primare bionedbrydning.



19.3.2014

Den Europaeiske Unions Tidende

L 81/225

58.

59.

60.

DATA OG RAPPORTERING
Beregning af resultater

Hvis 100 % mineralisering af testkemikaliet til CO, antages, er den teoretiske maksimale produktion af uorganisk
kulstof (ThIC) ud over det, der produceres i blindkontrollerne, lig med det opleste organiske kulstof (TOC), der
tilsaettes hver flaske ved begyndelsen af testen, dvs.:

ThIC = TOC

Den samlede masse (mg) af uorganisk kulstof (TIC) i hver flaske er:

TIC = (mg C i vaske + mg C i headspace) = (Vi x Cp) + (Vi x Cy) Ligning [1]

hvor:

V. = volumen af vaske i flasken (liter)

t—')
1}

koncentration af organisk kulstof i veeske (mg/l som kulstof)

Vy = volumen af headspace (liter)

Cy = koncentration af organisk kulstof i headspace (mg/l som kulstof).

Beregningerne af TIC til de to analysemetoder, der anvendes til maling af uorganisk kulstof i denne test, er
beskrevet nedenfor i afsnit 60 og 61. Den procentvise bionedbrydning (%D) fas i hvert tilfaelde ved:

TIC, — TIC
7( : b) x 10

%D —
? TOC

0 Ligning [2]

hvor:

TIC,

mg TIC i testflaske pa tidspunktet t

TIC, = gennemsnitlig mg TIC i blindflasker péd tidspunktet t

TOC = mg TOC indledningsvis tilsat testbeholderen.

Den procentvise bionedbrydning %D beregnes for testflasken (Fy), referenceflasken (F¢) og evt. flasken til kontrol
for hemning (F) ud fra de respektive maengder TIC, der er produceret indtil provetagningstidspunktet.

Hvis der er sket en signifikant stigning i TIC-indholdet i de sterile kontroller (Fg) i lobet af testperioden, kan det
konkluderes, at der er sket abiotisk nedbrydning af testkemikaliet, og at dette skal tages i betragtning i
beregningen af D i ligning [2].

Forsuring til pH <3

Eftersom forsuring til pH < 3 og akvilibrering forer til udligning af koncentrationen af TIC i vaske- og gasfasen,
skal kun koncentrationen af organisk kulstof males i gasfasen. I henhold til ligning [1] TIC = (V| + Vy) x Cy =
Vg x Cy, hvor Vg = volumen i serumflaske.
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Omdannelse af CO, til karbonat

I forbindelse med denne metode udferes beregningerne som i ligning [1], men den ubetydelige meangde af
uorganisk kulstof i gasfasen ignoreres, dvs. Vg x Cyy = 0, og TIC = V| x (.

Angivelse af resultater

En bionedbrydningskurve fas ved at afsette den procentvise bionedbrydning, D, i forhold til inkubationstiden.
Hvis det er muligt, angives lag-fasen, bionedbrydningsfasen, 10-dages-vinduet og plateau-fasen, dvs. den fase,
hvor den maksimale nedbrydning er ndet, og bionedbrydningskurven har udjevnet sig. Hvis sammenlignelige
resultater opnds for parallelle testflasker Fy (forskel pd < 20 %), afsettes en gennemsnitlig kurve (se tilleg 2, figur
1); hvis ikke, afswttes kurver for hver flaske. Gennemsnitsvaerdien for den procentvise bionedbrydning i plateau-
fasen bestemmes, eller den hejeste veerdi vurderes (f.cks. ndr kurven falder i plateaufasen), men det er i sidst-
navnte tilfelde vigtigt at kontrollere, at vardien ikke er en ekstrem verdi. Dette maksimale niveau af bioned-
brydning angives som »graden af bionedbrydningen af testkemikaliet« i testrapporten. Hvis antallet af testbehol-
dere var utilstrakkeligt til at indicere en plateaufase, anvendes de data, der er malt for den sidste testdag, til at
beregne en gennemsnitlig veerdi. Denne sidste veerdi, gennemsnittet af fem replikater, bruges til at indicere den
precision, hvormed den procentvise bionedbrydning er bestemt. Endvidere rapporteres den verdi, der blev
indhentet ved afslutningen af 10-dages-vinduet.

Pi samme made afsattes der en kurve for referencekemikaliet, F, samt kontrollen for abiotisk eliminering, Fs,
og kontrollen for hamning, F, hvis de er medtaget.

De mangder af TIC, der er til stede i blindkontrollerne (Fy), registreres, og det samme galder mangderne i Fg-
flaskerne (abiotisk kontrol), hvis de er medtaget i testen.

Beregn D for F-flaskerne baseret pd den teoretiske veerdi for uorganisk kulstof, der fas fra blandingens reference-
komponent alene. Hvis [(Dgc (') — Dy (3))/Dgc] * 100 > 25 % pd dag 28, kan det antages, at testkemikaliet har
haemmet aktiviteten for inokulum, og at de lave veerdier for Dy, der blev opndet under testbetingelserne, kan
tilskrives dette. I dette tilfeelde gentages testen ved hjalp af en lavere testkoncentration og helst med reduktion af
DIC i inokulum og TIC dannet i blindpreverne, da den lavere koncentration ellers vil reducere metodens
pracision. Ellers kan der anvendes et andet inokulum. Hvis der i flasken Fg (abiotisk) observeres en signifikant
stigning (> 10 %) i mangden af TIC, kan abiotiske nedbrydningsprocesser vare opstaet.

Resultaternes validitet

En test anses for gyldig, hvis:

a) den gennemsnitlige procentvise nedbrydning i Fo-flasker, som indeholder referencekemikaliet, er > 60 % pa
den 14. inkubationsdag, og

b) den gennemsnitlige mangde af TIC i blindkontrollerne Fy ved slutningen af testen er > 3 mg C/L.

Hvis disse granser ikke overholdes, gentages testen med et inokulum fra en anden kilde, ogleller de anvendte
fremgangsmader kontrolleres. Hvis f.eks. en hej blindproduktion af uorganisk kulstof er et problem, folges
fremgangsmadden i afsnit 27-32.

Hvis testkemikaliet ikke ndr op pd 60 % ThIC, og det er pavist, at det ikke er hemmende (afsnit 65), kan testen
gentages med en hgjere inokulumkoncentration (op til 30 mg/l aktiveret slam og 100 ml udleb/l) eller inokulum
fra andre kilder, navnlig hvis nedbrydning var i intervallet 20-60 %.

Fortolkning af resultater

Bionedbrydning > 60 % ThIC inden for 10-dages-vinduet i denne test viser, at testkemikaliet er let bioned-
brydeligt under aerobe betingelser.

Hvis pass-vardien pd 60 % ThIC ikke opnds, bestemmes pH-vaerdien i medier i flasker, der ikke er blevet forsuret
eller alkaliske. En vaerdi pd mindre end 6,5 kunne indicere, at nitrificering er forekommet. I det tilfeelde gentages
testen med en bufferoplesning med en hgjere koncentration.

(") Den procentvise nedbrydning i Fo-flasker med referencestoffet.
(%) Den procentvise nedbrydning i Fi-flasker.
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Testrapport

Opstil en tabel over % D for hver testflaske (Fy), referenceflaske (F¢) og evt. flaske til kontrol for hemning (F)) for
hver provetagningsdag. Hvis sammenlignelige resultater opnds for replikatflasker, afsettes en kurve over
gennemsnitlig % D i forhold til tid. Registrer mangden af TIC i blindflasker (F5) og i de sterile kontrolflasker
(Fs) samt DOC og/eller andre determinanter og deres procentvise eliminering.

Bestem gennemsnitsvardien for % D i plateaufasen, eller anvend den hejeste veerdi, hvis kurven for bioned-
brydning falder i plateaufasen, og rapporter dette som »graden af bionedbrydningen af testkemikaliete. I sidst-
navnte tilfelde er det vigtigt at kontrollere, at verdien ikke er en ekstrem veardi.

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:

Testkemikalie:

— generisk navn, kemisk navn, CAS-nummer, strukturformel og relevante fysisk-kemiske egenskaber

— renhed (urenheder) af teststoffet.

Testbetingelser:

— reference til denne testmetode

— beskrivelse af det anvendte testsystem (f.eks. beholderens volumen, forhold mellem headspace og vaske,
omrgringsmetode osv.)

— tilforsel af testkemikaliet og referencekemikaliet til testsystemet: anvendt testkoncentration, meengde af
kulstof tilsat hver testflaske og anvendte oplesningsmidler

— detaljer om det anvendte inokulum, evt. forbehandling og prakonditionering

— inkubationstemperatur

— validering af princippet for analyse af uorganisk kulstof

— primere karakteristika for den anvendte kulstofanalysator (og andre anvendte analysemetoder)

— antal replikater.

Resultater:

— rédata og beregnede vardier for bionedbrydelighed opstillet i tabelform

— afbildning af den procentvise nedbrydning i forhold til tid for test- og referencekemikalier med angivelse af
lag-periode, nedbrydningsfase, 10-dages-vindue og haldning

— procentvis eliminering ved plateau, ved testens afslutning og efter 10-dages-vinduet

— drsager til evt. afvisning af testresultaterne

— andre fakta, der er relevante for den anvendte fremgangsmade

— diskussion af resultater.
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Tilleg 1
FORKORTELSER OG DEFINITIONER
IC: uorganisk kulstof.

ThCO,: teoretisk kuldioxid (mg) er den meangde kuldioxid, der ifelge beregninger pd grundlag af testkemikaliets kendte
eller malte kulstofindhold skulle dannes ved fuldsteendig nedbrydning af testkemikaliet; den udtrykkes ogsd i mg udviklet
kuldioxid pr. mg testkemikalie.

DOC: oplest organisk kulstof er den mangde organisk kulstof, der er til stede i oplesning, passerer gennem et 0,45 pm
filter eller forbliver i centrifugatet efter centrifugering ved 4 000 g (ca. 40 000 ms™2) i 15 minutter.

DIC: oplest uorganisk kulstof.
ThIC: teoretisk uorganisk kulstof.
TIC: totalt uorganisk kulstof.

Let bionedbrydelig: en arbitraer klasse af kemikalier, der har bestdet visse specifikke screeningstest for fuldstaendig
bionedbrydning; disse test er sa kraevende, at sddanne kemikalier i vandigt milje under aerobe forhold hurtigt vil blive
fuldsteendigt nedbrudt.

10-dages-vindue: den periode pd 10 dage, der begynder, nir nedbrydningen er ndet op pd 10 %.

Iboende bionedbrydelighed: en klasse af kemikalier, som ved enhver bionedbrydelighedstest klart har vist sig at kunne
omdannes ved bionedbrydning (primear eller fuldstendig).

Endelig aerob bionedbrydning: den nedbrydningsgrad, der er ndet, ndr mikroorganismer har opbrugt et testkemikalie
fuldsteendigt under samtidig dannelse af kuldioxid, vand, mineralsalte og nye cellebestanddele (biomasse).

Mineralisering: fuldstendig nedbrydning af en organisk forbindelse til CO, og H,O under aerobe betingelser, og til CH,,
CO, og H,O under anaerobe betingelser.

Lag-fase: den tid, der gér fra et forseg begynder, indtil de nedbrydende mikroorganismer har tilpasset sig, og nedbryd-
ningsgraden for et testkemikalie eller organisk materiale har ndet et detekterbart omfang (f.eks. 10 % af den teoretiske
maksimale bionedbrydning, evt. mindre, athaengigt af méleteknikkens nejagtighed).

Nedbrydningsfase: tidsrummet mellem lag-periodens afslutning og det tidspunkt, hvor nedbrydningen har niet 90 % af
sin maksimale vaerdi.

Plateaufase: den fase, hvor den maksimale nedbrydning er niet, og bionedbrydningskurven har udjevnet sig.

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjelp af denne testmetode.
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Ordliste

Tilleg 2

Eksempel pd kurve for bionedbrydning

Figur 1
Bionedbrydning af 1-octanol i test af CO, i headspace
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C.30. BIOAKKUMULERING I TERRESTRISKE OLIGOCHAETER

INDLEDNING

Denne testmetode svarer til OECD Test Guideline (TG) 317 (2010). Blandt testmetoderne vedrgrende skabne i
miljeet blev Biokoncentrering: Gennemstromningstest med fisk (kapitel C.13 i dette bilag (49)) og Bioakkumu-
lering i bentiske oligochaeter, der lever i sediment (53), offentliggjort i henholdsvis 1996 og 2008. Ekstrapo-
leringen af data om akvatisk bioakkumulering til landorganismer, som f.eks. regnorm, er vanskelig, hvis over-
hovedet mulig. Modelberegninger baseret pi et testkemikalies lipofile karakter, f.eks. (14) (37), anvendes i dag til
at vurdere bioakkumulering af kemikalier i jord, som f.eks. EU’s Technical Guidance Document (19). Behovet
for en rumspecifik testmetode er allerede blevet imodekommet, f.eks. (55). En sddan metode er iser vigtig for
evalueringen af sekunder forgiftning i landbaserede fodekader (4). Flere nationale testmetoder omhandler
sporgsmalet om bioakkumulering i andre organismer end fisk, feks. (2) og (72). En metode vedrerende
méling af bioakkumulering fra forurenet jord i regnorm (Eisenia fetida, Savigny) og kompostorm er udviklet
af American Society for Testing and Materials (3). En internationalt anerkendt metode til bestemmelse af
bioakkumulering i forurenet jord vil forbedre risikovurderingen af kemikalier i terrestriske okosystemer,
feks. (25) (29).

Invertebrater, der lever af jord, eksponeres for jordbundne kemikalier. Blandt disse dyr spiller terrestriske
oligochaeter en vigtig rolle for jordbundens struktur og funktion (15) (20). Terrestriske oligochaeter lever i
jord og delvist pa jordoverfladen (isar i strolaget). De reprasenterer i mange tilfeelde den mest rigelige art med
hensyn til biomasse (54). Ved bioturbation af jorden og som byttedyr kan disse dyr have en sterk indvirkning
pa biotilgeengeligheden af kemikalier for andre organismer, herunder invertebrater (sdsom rovmider og biller;
f.cks. (64)) eller vertebrate rovdyr (sdsom raeve og mager) (18) (62). Nogle arter af terrestriske oligochaeter, som
i ojeblikket anvendes i forbindelse med okotoksikologiske test, er beskrevet i tilleg 5.
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ASTM Standard Guide for Conducting Laboratory Soil Toxicity or Bioaccumulation Tests with the Lumbricid
Earthworm Eisenia fetida and the Enchytraeid Potworm Enchytraeus albidus (3) indeholder mange vigtige og
nyttige oplysninger om udferelsen af denne testmetode vedrerende bioakkumulering i jord. Yderligere doku-
menter, der henvises til i denne testmetode, er kapitel C.13 i dette bilag, Biokoncentrering: Gennemstremnings-
test med fisk (49) og OECD TG 315: Bioaccumulation in Sediment-dwelling Benthic Oligochates (53). Praktisk
erfaring med forsag vedrerende bioakkumulering i jord og publikationer, f.eks. (1) (5) (11) (12) (28) (40) (43)
(45) (57) (59) (76) (78) og (79), er andre vigtige kilder til oplysninger i forbindelse med denne testmetode.

Denne testmetode gaelder primart for stabile, neutrale organiske kemikalier, der ofte adsorberes til jord. Test for
bioakkumulering af jordtilknyttede, stabile organiske metalforbindelser kan ogsd udferes ved hjelp af denne
testmetode. Den kan ogsd anvendes i forbindelse med metaller og andre sporstoffer.

FORUDSATNINGER

Test, der har til formdl at méle bioakkumuleringen af et kemikalie i terrestriske oligochaeter, er udfert med
tungmetaller (se f.eks. (63)) og persistente, organiske kemikalier med log K -veaerdier mellem 3,0 og 6,0, f.cks.
(40). Sadanne test kan ogsd udferes i forbindelse med:

— kemikalier, der har en log K, pd mere end 6,0 (super-hydrofobe kemikalier)

— kemikalier, der tilhorer en klasse af organiske kemikalier, der vides at have potentialet til at bioakkumuleres i
levende organismer, f.eks. overfladeaktive kemikalier eller kemikalier med hej adsorptionsevne

— kemikalier, hvis strukturelle karakteristika indicerer et potentiale for bioakkumulering, f.eks. analoger til
kemikalier med kendt bioakkumuleringspotentiale, og

— metaller.

Oplysninger om testkemikaliet, f.eks. generisk navn, kemisk navn (fortrinsvis IUPAC-navn), strukturformel,
CAS-nummer, renhed, sikkerhedsforanstaltninger, korrekt opbevaring og analysemetoder, indhentes, inden
forseget pabegyndes. Derudover skal folgende oplysninger foreligge:

a) opleselighed i vand

b) oktanol/vandfordelingskoefficient, K,

¢) jord[vandfordelingskoefficient, K.

d) damptryk

e) nedbrydelighed (f.eks. i jord eller vand)

f) kendte metabolitter.

Der kan anvendes testkemikalier med og uden radioaktiv markning. Af hensyn til analysen anbefales det dog at
bruge et radioaktivt market testkemikalie. Denne beslutning traffes ud fra detektionsgranserne eller et krav om
at méle et oprindeligt testkemikalie og metabolitter. Hvis et radioaktivt meerket testkemikalie anvendes, og den
samlede mangde radioaktivt restmateriale méles, er det vigtigt, at det radioaktive restmateriale i bide jorden og
testorganismerne karakteriseres med hensyn til procentdele af oprindeligt testkemikalie og markede ikke-
oprindelige kemikalier, f.eks. i prover udtaget ved steady state eller ved slutningen af optagelsesfasen, siledes
at en bioakkumuleringsfaktor (BAF) kan beregnes for det oprindelige testkemikalie og de undersegte jordme-
tabolitter (se afsnit 50). Den metode, der beskrives her, skal evt. tilpasses, f.eks. for at opnd tilstrackkelig
biomasse, ved maling af organiske testkemikalier eller metaller, der ikke er radioaktivt markede. Hvis den
samlede meangde radioaktivt restmateriale méles (ved hjelp af vaskescintillationstalling efter ekstraktion,
forbraending eller oplesning af vav), baseres bioakkumuleringsfaktoren pd det oprindelige testkemikalie og
metabolitter. BAF-beregningen ber baseres pd koncentrationen af det oprindelige testkemikalie i organismerne
og den samlede mangde radioaktivt restmateriale. Efterfolgende beregnes biota-jord-akkumuleringsfaktoren
(BSAF), normaliseret til fedtindholdet i orm og det organiske kulstofindhold i jord, ud fra BAF for at kunne
sammenligne resultaterne mellem forskellige bioakkumuleringstest.
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Testkemikaliets toksicitet for de arter, der anvendes i testen, skal vare kendt, f.eks. en effektkoncentration (ECx)
eller letal koncentration (LCx) péd tidspunktet for optagelsesfasen (f.eks. (19)). Den valgte koncentration af
testkemikaliet bor vare ca. 1 % af den akutte asymptotiske LC5, og mindst 10 gange hejere end detektions-
graensen i jord ved den anvendte analysemetode. Der anvendes fortrinsvis toksicitetsvaerdier fra langvarige
forseg vedrerende subletale effektparametre (51) (52), hvis de foreligger. Hvis sddanne data ikke er tilgengelige,
vil en akut toksicitetstest give nyttige oplysninger (se f.cks. (23)).

Der skal foreligge en passende analysemetode med kendt nejagtighed, pracision og sensitivitet til kvantitativ
bestemmelse af kemikaliet i testoplesninger, jord og biologisk materiale, oplysninger om, hvordan prever
forberedes og opbevares, samt sikkerhedsdatablade for materialer. Oplysninger om analytiske detektionsgranser
for testkemikaliet i jord og ormevaeyv skal ogsd foreligge. Hvis der bruges et *C-merket testkemikalie, skal den
specifikke radioaktivitet (dvs. Bq mol-1) og den procentdel af radioaktiviteten, der skyldes urenheder, vare
kendt. Testkemikaliets specifikke radioaktivitet skal vare hej nok til at muliggere analyse, og de anvendte
testkoncentrationer mé ikke fremkalde toksiske virkninger.

Testen kan udferes med syntetisk eller naturlig jord. Oplysninger om karakteristika for den anvendte naturlige
jord, f.eks. jordens oprindelse eller bestanddele, pH, organisk kulstofindhold, partikelstorrelsesfordeling (procent
sand, silt og ler) og vandbindingsevne (WHC), skal foreligge, inden testen pdbegyndes (3) (48).

TESTENS PRINCIP

De parametre, der karakteriserer bioakkumuleringen af et testkemikalie, omfatter bioakkumuleringsfaktoren
(BAF), hastighedskonstanten for optagelse (k) og hastighedskonstanten for eliminering (k.). Definitioner
findes i tilleg 1.

Testen omfatter to faser: optagelsesfasen (eksponering) og elimineringsfasen (efter-eksponering). I optagelses-
fasen eksponeres replikate grupper af orm for jord, der er »spiked« (forurenet) med testkemikaliet. Ud over
testorganismerne holdes grupper af kontrolorm under identiske betingelser, men uden testkemikaliet. Testor-
ganismernes torvagt og fedtindhold méles. Dette kan geres ved hjelp af orm i kontrolgruppen. Analytiske
baggrundsveardier (blinde) kan fis ved at analysere prover af kontrolorm og jord. Ved elimineringsfasen over-
fores ormene til jord uden testkemikaliet. Der kraeves altid en elimineringsfase, medmindre optagelsen af
testkemikaliet i eksponeringsfasen har vaeret ubetydelig. En elimineringsfase giver oplysninger om den hastighed,
hvormed testkemikaliet udskilles af testorganismerne (f.eks. (27)). Hvis der ikke opnds steady state i optagelses-
fasen, baseres bestemmelsen af de kinetiske parametre — kinetisk bioakkumuleringsfaktor (BAFk), hastigheds-
konstanter for optagelse og eliminering — fortrinsvis pé samtidig tilpasning af resultaterne af optagelses- og
elimineringsfaserne. Koncentrationen af testkemikaliet i/pd ormene overvages i lobet af begge faser i testen.

[ lgbet af optagelsesfasen foretages mélinger pd provetagningstidspunkter i op til 14 dage (enchytraeider) eller
21 dage (regnorm), indtil steady state er opndet (11) (12) (67). Steady state opnds, ndr en kurve over koncen-
trationen i orm i forhold til tid bliver parallel med tidsaksen, og tre pd hinanden folgende koncentrations-
analyser af prover, der er udtaget med mindst to dages mellemrum, ligger inden for + 20 % af hinanden baseret
pa statistiske sammenligninger (f.eks. variansanalyse og regressionsanalyse).

I elimineringsfasen overfores testorganismerne til beholdere med samme substrat, men uden testkemikaliet. I
lobet af elimineringsfasen foretages malinger pd provetagningstidspunkter i 14 dage (enchytraeider) eller 21
dage (regnorm), medmindre tidligere analytisk bestemmelse har pavist en reduktion af reststoffer af testkemi-
kaliet i orm pd 90 %. Koncentrationen af testkemikaliet i ormene ved slutningen af elimineringsfasen rappor-
teres som ikke-eliminerede reststoffer. Steady state-bioakkumuleringsfaktoren (BAFss) beregnes sa vidt muligt
bdde som forholdet mellem koncentrationen i orm (Ca) og i jorden (Cs) ved steady state og som en kinetisk
bioakkumuleringsfaktor (BAFk), som forholdet mellem hastighedskonstanten for optagelse fra jord (ks) og
hastighedskonstanten for eliminering (ke) (definitioner findes i tilleg 1), idet kinetikken antages at veare af
forste orden (beregninger findes i tilleg 2). Hvis det er dbenbart, at kinetikken ikke er af forste orden, anvendes
andre modeller.

Hastighedskonstanten for optagelse, hastighedskonstanten for eliminering (eller konstanterne, hvis andre
modeller anvendes), den kinetiske bioakkumuleringsfaktor (BAFk) og sd vidt muligt konfidensgreenserne for
hver af disse parametre beregnes ud fra computerbaserede modelligninger (se vejledning i tilleg 2). En models
tilpasningsgrad kan bestemmes ud fra f.eks. korrelationskoefficienten eller determinationskoefficienten (koeffi-
cienter tet pd én indicerer god tilpasning), eller den kan beregnes ved hjalp af chi i anden. Sterrelsen af
standardfejl eller konfidensinterval omkring de estimerede parametre kan ogsé indicere modellens tilpasnings-
grad.

For at reducere variabiliteten i testresultater for staerkt lipofile testkemikalier udtrykkes bioakkumuleringsfaktorer
i forhold til fedtindholdet og det organiske kulstofindhold (kg organisk kulstof i jord kg-fedt i 1 orm). Denne
tilgang er baseret pd den kendsgerning, at der for nogle kemiske stofgrupper er en tydelig sammenhang mellem
kemikaliernes bioakkumuleringspotentiale og deres lipofile karakter. Dette er veldokumenteret for fisk (47). Der
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er en sammenhang mellem fiskenes fedtindhold og sddanne kemikaliers bioakkumulering. For bentiske orga-
nismer er der konstateret lignende korrelationer, f.eks. (30) (44). For terrestriske oligochaeter er denne korre-
lation ogsd pavist, f.eks. (5) (6) (7) (14). Hvis tilstreekkeligt ormevav er tilgengeligt, kan testorganismernes
fedtindhold bestemmes pad det samme biologiske materiale som det, der benyttes til bestemmelse af koncen-
trationen af testkemikaliet. Alternativt kan fedtindholdet miles pa kontroldyr.

TESTENS VALIDITET

Hvis en test skal vare gyldig, skal folgende kriterier opfyldes af bade kontroller og behandlingsprever:

— Ved slutningen af testen ma den samlede mortalitet i optagelses- og elimineringsfasen ikke overstige 10 %
(regnorm) eller 20 % (enchytracider) af det samlede antal tilforte orm.

— For Eisenia fetida og Eisenia andrei méd det gennemsnitlige tab mélt ved slutningen af optagelsesfasen og
slutningen af elimineringsfasen ikke overstige 20 % sammenlignet med den indledende frisk veegt ved
begyndelsen af hver fase.

BESKRIVELSE AF METODEN
Forsogsarter

Der anbefales flere arter af terrestriske oligochaeter til test af bioakkumulering. De oftest anvendte arter, Eisenia
fetida eller Eisenia andrei (Lumbricidae), Enchytraeus albidus, Enchytraeus crypticus eller Enchytraeus luxuriosus
(Enchytraeidae), er beskrevet i tilleg 5.

Apparatur

Det skal omhyggeligt undgds, at der i nogen dele af udstyret anvendes materialer, som kan opleses, adsorbere
testkemikaliet eller afgive andre kemikalier og have en skadelig virkning pé testorganismerne. Der kan benyttes
rektangulere eller cylindriske standardbeholdere af kemisk inert materiale og passende storrelse i forhold til
mangden af forsegsorm. Udstyr, der kommer i kontakt med testmedierne, kan vere fremstillet af rustfrit stal,
plast eller glas. Testbeholderne skal overdakkes for at forhindre, at ormene slipper ud, men der skal veere
tilstraekkelig luftforsyning. For kemikalier med hej adsorptionskoefficient, sdsom syntetiske pyrethroider, kan det
vare nedvendigt at bruge silancoatet glas. I sddanne tilfzelde skal udstyret kasseres efter brug (49). Udslip af
radioaktivt maerkede testkemikalier og flygtige kemikalier skal forhindres. Udskillere (f.eks. gasvaskeflasker i glas)
med egnede absorbenter anvendes til at tilbageholde reststoffer, der fordamper fra testbeholderne.

Jord

Testjord skal vare af en sadan kvalitet, at testorganismerne kan overleve og helst forplante sig i akklimatise-
rings- og testperioden, uden at deres udseende eller adfard bliver unormal. Ormene skal kunne grave sig ned i
jorden.

Det anbefales at bruge den syntetiske jord, der er beskrevet i kapitel C.8 i dette bilag (48), som substrat i
testene. Fremstilling af syntetisk jord til brug i bioakkumuleringstest og anbefalinger vedrerende opbevaring af
syntetisk jord findes i tilleg 4. Luftterret syntetisk jord kan opbevares ved rumtemperatur indtil anvendelse.

Naturlig jord fra ikke-forurenede steder kan dog bruges som test- ogfeller dyrkningsjord. Naturlig jord skal
karakteriseres ved mindst oprindelse (opsamlingssted), pH, organisk kulstofindhold, partikelstorrelsesfordeling
(procent sand, silt og ler) og maksimal vandbindingsevne (WHCmax) samt vandindhold i procent (3). En analyse
af jorden eller dens bestanddele for mikroforurenere inden anvendelse kan give nyttige oplysninger. Hvis feltjord
fra landbrugsarealer anvendes, ma den ikke vere blevet behandlet med plantebeskyttelsesmidler eller husdyr-
godning fra behandlede dyr i mindst et ar og med organisk gedning i mindst seks méneder inden provetagning
(50). Fremgangsmdderne til handtering af naturlig jord inden egkotoksikologiske test med oligochaeter i labo-
ratoriet er beskrevet i (3). Naturlig jord opbevares sd kort tid i laboratoriet som muligt.

Applikation af testkemikaliet

Testkemikaliet indarbejdes i jorden. Testkemikaliets fysisk-kemiske egenskaber tages i betragtning. Et vandop-
loseligt testkemikalie oploses fuldstandigt i vand, inden det blandes med jorden. Den anbefalede spiking-
procedure i forbindelse med testkemikalier, der er tungtopleselige i vand, omfatter overfladebehandling af en
eller flere af bestanddelene i den naturlige eller syntetiske jord med testkemikaliet. Kvartssand eller en del heraf
kan f.eks. gennemblodes med en oplesning af testkemikaliet i et egnet organisk oplesningsmiddel, som derefter
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langsomt fordamper, indtil det er tort. Den overfladebehandlede andel blandes derefter med den véde jord. Den
vigtigste fordel ved denne fremgangsmade er, at der ikke tilsettes oplesningsmidler til jorden. Nar naturlig jord
anvendes, kan testkemikaliet tilsattes ved at spike en luftterret del af jorden som beskrevet ovenfor for syntetisk
jord eller ved at rore testkemikaliet ind i den vade jord. Dette efterfolges af et fordampningstrin, hvis en
oplosclighedsfremmer er blevet anvendt. Generelt ber det undgds, at den vade jord kommer i kontakt med
oplesningsmidler. Folgende ber tages i betragtning (3):

— Hyis et andet oplesningsmiddel end vand anvendes, skal det kunne blandes med vand ogeller fjernes (f.eks.
ved fordampning), sd kun testkemikaliet er tilbage i jorden.

— Hvis der anvendes en oplegsningsmiddelkontrol, er der ikke brug for en negativ kontrol. Oplesningsmid-
delkontrollen skal indeholde den hgjeste koncentration af det oplesningsmiddel, der er tilfort jorden, og skal
vare fra samme batch, som det middel, der er anvendt i stamoplesningen. Oplesningsmidlets toksicitet og
flygtighed samt opleseligheden af testkemikaliet i det valgte oplesningsmiddel ber vaere de primeere kriterier
ved valget af en egnet oploselighedsfremmer.

[ forbindelse med kemikalier, der er tungtopleselige i vand og organiske oplesningsmidler, kan 2,0-2,5¢
finsand af formalet kvarts pr. testbeholder blandes med testkemikaliet, f.eks. ved hjelp af en morter og
stoder, for at opnd den onskede testkoncentration. Denne blanding af kvartssand og testkemikalie tilsattes
den fugtede jord og blandes grundigt med en passende mangde deioniseret vand for at opnéd det kraevede
fugtindhold. Den fardige blanding fordeles i testbeholderne. Fremgangsmaden gentages for hver testkoncen-
tration, og der klargores ogsd en kontrol med 2,0-2,5 g finsand af formalet kvarts pr. testbeholder.

Koncentrationen af testkemikaliet i jorden bestemmes efter spiking. Inden testorganismerne tilsattes, kontrol-
leres det, at testkemikaliet er ensartet fordelt i jorden. Den anvendte spiking-metode og begrundelsen for valget
af den pagaldende metode anfores i rapporten (24).

Der etableres ideelt ligevagt mellem jord- og porevandfasen, inden testorganismerne tilsattes. En periode pa fire
dage ved 20 °C anbefales. For mange organiske kemikalier, der er tungtopleselige i vand, kan det tage flere dage
eller mneder at opnd @gte ligevaegt mellem adsorberede og oploste andele. Afhaengigt af forsegets formadl, hvis
f.eks. miljeforholdene skal efterlignes, kan den spikede jord »aldes« i laengere tid. Hvis det drejer sig om
metaller, kan det f.eks. vere tre uger ved 20 °C (22).

Dyrkning af testorganismer

Orm holdes fortrinsvis i permanente laboratoriesystemer. Vejledning om laboratoriedyrkningsmetoder findes i
tilleg 5, for sd vidt angdr arterne Eisenia fetida, Eisenia andrei og Enchytraeid (se ogsd (48) (51) (52)).

De orm, der anvendes i test, md ikke have synlige sygdomme, misdannelser eller parasitter.

UDFORELSE AF TESTEN

Testorganismerne eksponeres for testkemikaliet i lobet af optagelsesfasen. Optagelsesfasen ber vare 14 dage
(enchytracider) eller 21 dage (regnorm), medmindre det kan pavises, at steady state er indtradt.

Ved elimineringsfasen overfores ormene til jord uden testkemikaliet. Den forste prove udtages 4-24 timer efter
elimineringsfasens start. Eksempler pd provetagningsplaner for en 21-dages optagelsesfase og en 21-dages
elimineringsfase findes i tilleg 3.

Testorganismer

For mange arter af terrestriske enchytraeider er den individuelle vaegt meget lav (f.eks. 5-10 mg vadvagt pr.
individ for Enchytraeus albidus og mindre for Enchytraeus crypticus og Enchytracus luxuriosus). For at kunne
foretage vejningen og den kemiske analyse kan det vare nedvendigt at samle ormene fra de replikate testbe-
holdere (dvs. alle orm i en replikat testbeholder bruges til at opna et analyseresultat for vav). 20 individuelle
enchytraeider tilseettes hver replikat, og der anvendes mindst tre replikater. Hvis den analytiske detektionsgranse
for testkemikaliet er meget hej, skal der muligvis bruges flere orm. For testarter med hejere individuel vaegt
(Eisenia fetida og Eisenia andrei) kan der bruges replikate beholdere med ét individ.

De regnorm, der bruges i en test, bor vare af ensartet vagt (Eisenia fetida og Eisenia andrei ber f.eks. have en
individuel veegt pd 250-600 mg). Enchytraeider (f.cks. Enchytracus albidus) ber have en lengde pd ca. 1 cm.
Alle orm i en bestemt test bor komme fra samme kilde og vare voksne dyr med balte (se tilleg 5). Da et dyrs
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vagt og alder kan have betydning for BAF-vardierne (f.eks. pd grund af varierede fedtindhold ogfeller tilste-
devearelse af ®g), registreres disse parametre nejagtigt og under hensyntagen til fortolkningen af resultater.
Desuden kan der i eksponeringsperioden vare afsat kokoner, som ogsé pavirker BAF-vardierne. Det anbefales,
at man inden testen danner sig et skon over gennemsnitsvaegten (vdd og ter) ved at veje en delprove af
testormene.

33. Der ber anvendes et hejt jord-til-orm-forhold for at minimere reduktionen i koncentrationen af testkemikaliet i
jorden i lobet af optagelsesfasen. Til Eisenia fetida og Eisenia andrei anbefales som minimum 50 g jord (tervagt)
pr. orm, og til enchytracider anbefales som minimum 10-20 g jord (torvagt) pr. testbeholder. Beholderne skal
indeholde et jordlag pa 2-3 cm (enchytraeider) eller 4-5 cm (regnorm).

34. De orm, der anvendes i en test, udtages fra dyrkningssystemet (f.eks. enchytraeider med pincet). Voksne dyr
overfores fra ubehandlet testjord med henblik pa akklimatisering og fodres (se afsnit 36). Hvis testbetingelserne
adskiller sig fra dyrkningsbetingelserne, er en akklimatiseringsfase pd 24-72 timer nok til at tilpasse ormene til
testbetingelserne. Efter akklimatisering skylles ormene ved at overfore dem til glasplader (f.eks. petriglas) med
rent vand. Efterfolgende vejes de, inden de tilsattes testjorden. Inden vejningen fjernes overskydende vand fra
ormene ved forsigtigt at holde dem mod kanten af glaspladen eller duppe dem forsigtigt med et let fugtigt
papirhandklade.

35. Testorganismernes nedgravningsadferd observeres og registreres. 1 test med regnorm vil dyrene (kontrol og
behandlingsprever) normalt grave sig ned i jorden inden for en periode pé fa timer. Dette kontrolleres senest 24
timer efter tilsaetning af ormene til testbeholderne. Hvis regnormene ikke graver sig ned (f.cks. mere end 10 % i
lobet af mere end halvdelen af optagelsesfasen), indicerer det, at testbetingelserne ikke er hensigtsmessige, eller
at testorganismerne ikke er sunde. I det tilfeelde afbrydes testen, hvorefter den gentages. Enchytraeider lever
primeert i de interstitielle porer i jorden, og deres integument er ofte kun i delvis kontakt med det omgivende
substrat. Eksponering af gravende og ikke-gravende enchytraeider antages at veere den samme, og en test skal
ikke nedvendigvis gentages, selv om enchytraeider ikke graver sig ned.

Fodring

36. Fodring planlegges, hvis der anvendes jord med lavt samlet organisk kulstofindhold. Hvis der anvendes
syntetisk jord, anbefales ugentlig fordring (dvs. ormene fodres én gang om ugen) bestiende af 7 mg torret
meg pr. g jord (torvagt) til regnorm, og en ugentlig fodring bestdende af 2-2,5 mg malede havregryn pr. g jord
(torvaegt) til enchytracider (11). Den forste foderration blandes i jorden umiddelbart inden tilsetningen af
testorganismerne. Der anvendes fortrinsvis samme type foder som i dyrkningssystemet (se tilleg 5).

Lys og temperatur

37. Testene gennemfores under reguleret belysning med 16 timers lys og 8 timers meorke, helst 400-800 lux, i det
omrédde, hvor testbeholderne opbevares (3). Testtemperaturen skal vaere 20 + 2 °C i hele testen.

Testkoncentrationer

38. Der anvendes én koncentration. Situationer, hvor yderligere koncentrationer kraves, skal begrundes. Hvis
testkemikaliets toksicitet (ECx) ligger teet pd den analytiske detektionsgraense, ber et radioaktivt merket test-
kemikalie med hej specifik radioaktivitet anvendes. For metaller ber koncentrationen ligge over baggrund-
sniveauet i vav og jord.

Replikater

39. Til kinetiske maélinger (optagelses- og elimineringsfasen) skal antallet af behandlede replikate beholdere som
minimum vere tre pr. provetagningstidspunkt. Der skal klargores et tilstreekkeligt antal replikater til at dekke
alle provetagningstidspunkter i optagelses- og elimineringsfasen.

40. Til biologiske observationer og mélinger (f.cks. forhold mellem tor- og vadvagt, fedtindhold osv.) og til analyse
af baggrundskoncentrationer i orm og jord skal der bruges mindst 12 replikatbeholdere med en negativ kontrol
(fire prover ved start, fire ved afslutning af optagelse og fire ved afslutning af eliminering), hvis der ikke
anvendes et andet oplesningsmiddel end vand. Hvis der anvendes en opleselighedsfremmer til tilsetning af
testkemikaliet, skal der tilvejebringes en oplesningsmiddelkontrol (fire prover ved start, fire ved afslutning af
optagelse og fire ved afslutning af eliminering), som indeholder alle bestanddele med undtagelse af testkemi-
kaliet, ud over de behandlede replikater. I dette tilfeelde kan der ogsa klargeres fire yderligere replikate beholdere
til en negativ kontrol (intet oplesningsmiddel) til evt. provetagning ved afslutningen af optagelsesfasen. Disse
replikater kan derefter sammenlignes biologisk med oplesningsmiddelkontrollen for at fi oplysninger om en
mulig indvirkning af oplesningsmidlet pd testorganismerne. Det anbefales, at der klargeres et tilstrackkeligt antal
yderligere replikate reservebeholdere (f.eks. otte) til behandlingsprever og kontrol.
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Hyppighed af maélinger af jordkvaliteten

Jordens pH, jordens fugtindhold og temperaturen (kontinuerlig) i testrummet males ved begyndelsen og slut-
ningen af optagelses- og elimineringsfasen. En gang om ugen kontrolleres jordens fugtindhold ved at veje
testbeholderne og sammenligne de faktiske vagte med de indledende vagte ved testens begyndelse. Vandtab
kompenseres ved tilsatning af deioniseret vand.

Provetagning og analyse af orm og jord

Et eksempel pd en tidsplan for optagelses- og elimineringsfasen i test af bioakkumulering i regnorm og
enchytraeider findes i tilleg 3.

Der udtages prover af jorden fra testbeholderne med henblik pd bestemmelse af testkemikaliekoncentrationen,
bdde inden ormene tilsattes og i lebet af optagelses- og elimineringsfasen. I lgbet af testen maéles koncen-
trationerne af testkemikaliet i ormene og jorden. Generelt males de samlede koncentrationer i jord. Koncen-
trationer i porevand kan ogsd mdles. I det tilfeelde ber begrundelsen og metoderne fastlaegges, inden forseget
indledes, og anferes i rapporten.

Der tages prover af orm og jord mindst seks gange i lobet af optagelses- og elimineringsfasen. Hvis stabiliteten
af et testkemikalie pavises, kan antallet af jordanalyser reduceres. Der ber analyseres mindst tre replikater ved
begyndelsen af afslutningen af optagelsesfasen. Hvis den koncentration i jord, der méles ved afslutningen af
optagelsesfasen, afviger fra den indledende koncentration med mere end 30 %, analyseres jordprover udtaget pa
de andre datoer ogsa.

Udtag ormene fra jorden i en replikatbeholder pd hvert provetagningstidspunkt (f.eks. efter at have spredt
jorden i beholderen ud pa en bakke og samlet ormene op med en pincet), skyl dem hurtigt med vand i et lavt
glas eller pé en stilbakke. Fjern overskydende vand (se afsnit 34). Overfor forsigtigt ormene til en allerede vejet
beholder, og vej dem straks med tarmindhold.

Regnormene (Eisenia sp.) placeres derefter pd f.cks. fugtigt filterpapir i en overdakket petriskél (se afsnit 34)
natten over, s de kan tomme deres tarme. Efter udtomning bestemmes ormenes vagt, si en evt. reduktion i
biomasse i lpbet af testen kan vurderes (se validitetskriterierne i afsnit 17). Vejning og vaevsanalyse af enchy-
traeider udferes uden temning af tarme, da det er teknisk vanskeligt pd grund af disse ormes lille starrelse.
Straks efter den endelige fastleeggelse af vagten aflives ormene pa den mest hensigtsmessige made (f.eks. ved
hjelp af flydende nitrogen eller nedfrysning ved temperaturer under — 18 °C).

I lobet af elimineringsfasen udskifter ormene forurenet tarmindhold med ren jord. Det betyder, at malinger i
ikke-udtomte orm (enchytraeider i denne sammenhang), der udtages umiddelbart inden elimineringsfasen,
omfatter forurenet tarmjord. For akvatiske oligochaeters vedkommende antages det, at storstedelen af det
forurenede tarmindhold er blevet erstattet af rent sediment efter de forste 4-24 timer af elimineringsfasen (se
f.eks. (46)). Lignende resultater er rapporteret for regnorm i forseg vedrerende akkumulering af radioaktivt
merket cadmium og zink (78). For sd vidt angdr ikke-udtemte enchytraeider, kan koncentration af denne forste
prove i lobet af elimineringsfasen betragtes som koncentrationen i vav efter tarmtemning. For at tage hejde for
den uforurenede jords fortynding af testkemikalickoncentrationen i lobet af elimineringsfasen kan vagten af
tarmindholdet estimeres ud fra forholdet mellem ormenes vadvegt/ormenes askevaegt eller ormenes torvegt/
ormenes askevegt.

Jord- og ormeprover ber analyseres umiddelbart efter udtagningen (dvs. inden for 1-2 dage), s man undgér
nedbrydning eller andre former for tab, og sa der lebende under testen kan beregnes omtrentlige optagelses- og
elimineringshastigheder. Hvis analysen forsinkes, opbevares proverne pa en hensigtsmessig made, f.cks. ved
dybfrysning (< — 18 °C).

Det kontrolleres, at den kemiske analyse giver tilfredsstillende pracision, reproducerbarhed og genfinding af
testkemikaliet i bdde jord og orm for den valgte metode. Ekstraktionsgraden, detektionsgransen (LOD) og
kvantificeringsgransen (LOQ) rapporteres. Det kontrolleres ligeledes, at testkemikaliet ikke kan detekteres i
kontrolbeholderne i hgjere koncentrationer end baggrundskoncentrationerne. Hvis koncentrationen af testke-
mikaliet i testorganismen Ca er > 0 i kontrolormene, medtages dette i beregningen af de kinetiske parametre (se
tilleg 2). Alle prover hindteres i hele testen pd en sddan made, at kontaminering og tab (f.eks. som folge af
adsorption af testkemikaliet til provetagningsudstyret) minimeres.
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Nar der anvendes radioaktivt markede testkemikalier, kan det oprindelige testkemikalie og metabolitter analyse-
res. Kvantificering af det oprindelige testkemikalie og metabolitter ved steady state eller ved afslutningen af
optagelsesfasen giver vigtige oplysninger. Proverne »oprenses« derefter, s det oprindelige testkemikalie kan
kvantificeres separat. Hvis individuelle metabolitter overstiger 10 % af den samlede radioaktivitet i de analyse-
rede prover, ber disse metabolitter identificeres.

Den samlede genfinding og genfindingen af testkemikalie i orm, jord og evt. udskillere, der indeholder absor-
benter for at fastholde fordampet testkemikalie, registreres og rapporteres.

Individer udtaget fra en testbeholder kan samles i en pool, hvis det drejer sig om enchytraeider, som er mindre
end regnorm. Hvis denne »pooling« reducerer antallet af replikater, indskrankes mulighederne for statistisk
behandling af dataene. Hvis der kraeves en bestemt statistisk metode og styrke, ber testen omfatte tilstraekkeligt
mange replikate testbeholdere til, at den enskede pooling, metode og styrke tilgodeses.

BAF ber udtrykkes bdde som funktion af samlet torvagt og som funktion af fedtindholdet, hvis det kraves
(f.eks. for meget hydrofobe kemikalier). Fedtindholdet bestemmes ved hjzlp af egnede metoder. Eksisterende
metoder, f.eks. (31) og (58), tilpasses til dette formdl. Disse metoder anvender ekstraktion med chloroform|
methanol. For at undgd brugen af chlorerede oplesningsmidler ber der anvendes en tilpasning af Bligh og Dyer-
metoden (9) som beskrevet i (17). Da de forskellige metoder ikke giver identiske vaerdier, er det vigtigt at give
narmere oplysninger om den anvendte metode. Nar det er muligt, dvs. nér tilstrakkeligt ormevaev er tilgen-
geligt, skal lipidanalysen foretages pd samme prove eller ekstrakt som det, der blev anvendt til analyse for
testkemikaliet, eftersom lipiderne ofte skal fjernes fra ekstraktet, inden det kan analyseres ved gaskromatografi
(49). Alternativt kan fedtindholdet males pa kontroldyr og derefter anvendes til at normalisere BAF-vardier.
Sidstnaevnte tilgang reducerer forureningen af udstyr med testkemikaliet.

DATA OG RAPPORTERING
Behandling af resultater

Testkemikaliets optagelseskurve fis ved at afsette koncentrationen ifpd ormene i lobet af optagelsesfasen i
forhold til tiden (lineare akser). Nar kurven ndr et plateau, eller steady state (se definitioner i tilleg 1), beregnes
steady state-bioakkumuleringsfaktoren BAFss ved hjelp af:

C,ved steady state eller afslutning af optagelsesfase (gennemsnit)

Csved steady state eller afslutning af optagelsesfase (gennemsnit)

C, er koncentrationen af testkemikalie i testorganisme

C, er koncentrationen af testkemikalie i jord

Hvis steady state ikke nds, bestemmes BAFK, baseret pd hastighedskonstanter, i stedet for BAFss, som beskrevet
nedenfor:

— Bestem akkumuleringsfaktoren (BAFy) som forholdet kg/k..

— Optagelses- og elimineringshastigheder beregnes helst samtidig (se ligning 11 i tilleg 2).

— Hastighedskonstanten for eliminering (k) bestemmes normalt ud fra elimineringskurven (dvs. en afbildning
af koncentrationen af testkemikaliet i ormene i lgbet af elimineringsfasen). Dernzst beregnes hastigheds-
konstanten for optagelse (k) pa grundlag af k. og en veerdi af C,, som udledes af optagelseskurven (disse
metoder er ogsd beskrevet i tilleg 2). Til at finde BAFy og hastighedskonstanterne, kg og k. foretrakkes
computerbaserede ikke-lineare parameterestimeringsmetoder. Hvis det er dbenbart, at elimineringen ikke er
af forste orden, anvendes andre modeller.

Testrapport

Testrapporten ber indeholde folgende oplysninger:
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Testkemikalie:

— alle tilgaengelige oplysninger om testkemikaliets akutte toksicitet eller langtidstoksicitet (f.eks. EC,, LC, og
NOEQ) over for terrestriske oligochaeter

— renhed, fysisk tilstand og fysisk-kemiske egenskaber, f.eks. log K,,, og vandopleselighed

— kemisk identifikation; testkemikaliets herkomst, identitet og koncentration af evt. oplesningsmiddel

— hvis et radioaktivt meerket testkemikalie anvendes: den preacise position af de merkede atomer, den
specifikke radioaktivitet og den radiokemiske renhed.

Testart:

— videnskabeligt navn, stamme, herkomst, evt. forbehandling, akklimatisering, alder, storrelse osv.

Testbetingelser:

— anvendt testfremgangsmade

— belysningskildens art og karakteristika og belysningsperiodernes varighed

— testdesign (f.cks. testbeholdernes antal og sterrelse, jordmasse og hejde af jordlag, antal replikater, antal orm
pr. replikat, antal testkoncentrationer, varighed af optagelses- og elimineringsfaser samt provetagningshyp-
pighed)

— begrundelse for valget af testbeholdermateriale

— metode til klargering og applikation af testkemikalie samt begrundelse for valg af specifik metode

— de nominelle testkoncentrationer, gennemsnittet af de malte vaerdier og deres standardafvigelser i testbe-
holderne og den metode, der er benyttet til at bestemme disse veerdier

— oprindelsen af bestanddele i syntetisk jord eller — hvis naturlige medier er anvendt — oprindelsen af jorden,
beskrivelse af evt. forbehandling, resultater af kontroller (overlevelse, biomasseudvikling og reproduktion),
jordkarakteristika (pH, samlet organisk kulstofindhold, partikelstorrelsesfordeling (procent sand, silt og ler),
WHC,,,,, vandindhold i procent ved testens start og afslutning og evt. andre malinger)

— detaljerede oplysninger om, hvordan jord- og ormeprover er behandlet, herunder forberedelse, opbevaring,
spiking, ekstraktion og analysemetoder (og pracision) for testkemikalie i orm og jord og fedtindhold (hvis
bestemt) samt genfinding af testkemikaliet.

Resultater:

— mortalitet for kontrolorm og orm i hver testbeholder samt evt. iagttaget unormal adfeerd (f.cks. undvigelse af
jord eller manglende reproduktion i bioakkumuleringstest med enchytraeider)

— forholdet mellem torvagt og vddvegt for jord og testorganismer (anvendes til normalisering)

— ormenes vadvagt pd hvert provetagningstidspunkt; for regnorm ogsd vddvagten ved begyndelsen af testen
og pé hvert prevetagningstidspunkt for og efter udtemning af tarme

— testorganismernes fedtindhold (hvis bestemt)
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— kurver, der viser optagelses- og elimineringskinetikken for testkemikaliet i ormene samt tiden til steady state

— C, og C, (med standardafvigelse og interval, hvis det er relevant) péd alle provetagningstidspunkter (C,
udtrykt i g kg™! vid- og tervegt af legemsvagt, C, udtrykt i g kg! vid- og tervagt af jord). Hvis en
biota-jord-akkumuleringsfaktor (BSAF) kraves (f.cks. til sammenligning af resultaterne fra to eller flere test
udfort med dyr med forskelligt fedtindhold), kan C, ogsi udtrykkes som g kg™! fedtindhold i organismen,
og C, kan udtrykkes som g kg™! organisk kulstofindhold i jorden

— BAF (udtrykt i kg jord'kg™' orm), hastighedskonstant for opta%else fra jord k, (udtrykt i g jord kg™! orm
dag™!) og hastighedskonstant for eliminering k. (udtrykt i dag™); BSAF (udtrykt i kg jord organisk kulstof-
indhold kg™! orm fedtindhold) kan ogsa rapporteres

— hvis mélt: procentdele af oprindeligt kemikalie, metabolitter og bundne reststoffer, dvs. den procentdel af
testkemikalie, der ikke kan ekstraheres med almindelige ekstraktionsmetoder, detekteret i jord og testor-
ganismer

— metoder, der er anvendt til statistisk analyse af data.
Evaluering af resultater:
— resultaternes overensstemmelse med validitetskriterierne i afsnit 17

— uventede eller usaedvanlige resultater, f.eks. ufuldstandig eliminering af testkemikaliet fra testorganismerne.
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Tilleg 1

DEFINITIONER

Bioakkumulering: en koncentrationsforegelse af testkemikaliet i eller pd en organisme i forhold til koncentrationen af
testkemikaliet i det omgivende medium. Bioakkumulering er resultatet af bade biokoncentrerings- og biomagnifikations-
processer (se nedenfor).

Biokoncentration: en koncentrationsforagelse af testkemikaliet i eller pd en organisme som folge af optagelsen af
kemikaliet alene fra det omgivende medium (dvs. via legemsflade og fordgjet jord) i forhold til koncentrationen af
testkemikaliet i det omgivende medium.

Biomagnifikation: en koncentrationsforegelse af testkemikaliet i eller pd en organisme primaert som folge af optagelsen
af forurenet foder eller bytte i forhold til koncentrationen af testkemikaliet i foder eller bytte. Biomagnifikation kan
medfore overforsel eller akkumulering af testkemikaliet i fodekeeder.

Eliminering af testkemikalie: tabet af kemikaliet fra testorganismens vav ved aktive eller passive processer, der fore-
kommer uafhangigt af tilstedevaerelsen eller fravaeret af testkemikaliet i det omgivende medium.

Bioakkumuleringsfaktoren (BAF) pa ethvert tidspunkt i denne bioakkumuleringstests optagelsesfase: koncentrationen af
testkemikaliet i eller pa testorganismen (C, i g'kg™! torvegt orm) divideret med koncentrationen af testkemikaliet i det
omgivende medium (C, som g-kg! torvaegt jord); BAF angives i enheder af kg jord-kg! orm.

Steady state-bioakkumuleringsfaktor (BAF): er BAF ved steady state og @ndres ikke signifikant over en lengere
periode, idet koncentrationen af testkemikaliet i det omgivende medium (C, som gkg! torvaegt jord) er konstant i
denne tidsperiode.

S

Bioakkumuleringsfaktorer beregnet direkte ud fra forholdet mellem hastighedskonstanten for optagelse fra jord og
hastighedskonstanten for eliminering (k, og k., se nedenfor) betegnes kinetisk bioakkumuleringsfaktor (BAFy).

Biota-jord-akkumuleringsfaktoren (BSAF): den fedtindholdsnormaliserede koncentration af testkemikaliet i eller pd
testorganismen divideret med den organisk kulstofnormaliserede koncentration af testkemikaliet i jorden ved steady
state. C, udtrykkes da som gkg! fedtindhold i organismen, og C, som g-kg!' organisk indhold i jorden; BSAF angives
i enheder af kg organisk kulstofkg™! fedt.

Plateau eller steady state: ligevegten mellem de optagelses- og elimineringsprocesser, der forekommer samtidig i lobet af
eksponeringsfasen. Man taler om steady state i afbildningen af BAF i forhold til tiden, ndr kurven bliver parallel med
tidsaksen, nér tre pd hinanden felgende analyser af BAF i prover, der er udtaget med mindst to dages mellemrum, ligger
inden for 20 % af hinanden, og ndr der ikke er nogen signifikante forskelle mellem de tre preovetagningsperioder. For
testkemikalier, der optages langsomt, vil et interval pa syv dage vere mere passende (49).

Organisk kulstof/vandfordelingskoefficient (K, ): forholdet mellem et kemikalies koncentration i eller pd andelen af
organisk kulstof i jord og kemikaliets koncentration i vand ved ligevagt.

Octanol-vandfordelingskoefficient (K, ): forholdet mellem et kemikalies oploselighed i n-octanol og vand ved ligevaegt,
ogsa betegnet P . Logaritmen til K, (log K,,,) benyttes som rettesnor for et kemikalies potentiale for bioakkumulering i
vandorganismer.

Optagelses- eller eksponeringsfasen: det tidsrum, hvori testorganismerne udsattes for testkemikaliet.

Hastighedskonstanten for optagelse fra jord (k,): den numeriske veerdi, som definerer hastigheden for den foregelse af
koncentrationen af testkemikaliet i eller pa testorganismen, der folger af fasen for optagelse fra jord. k, udtrykkes i g jord
kg! orm d.

Elimineringsfasen: tidsrummet efter overforsel af testorganismerne fra et forurenet medium til et medium uden testke-
mikaliet, hvor elimineringen (eller nettotabet) af kemikaliet fra testorganismerne undersoges.

Hastighedskonstanten for eliminering (k.): den numeriske verdi, som definerer hastigheden for den reduktion af
koncentrationen af testkemikaliet i eller pa testorganismen, efter at testorganismerne er overfert fra et medium med
testkemikaliet til et medium uden dette stof; k, udtrykkes i d'!.

Testkemikalie: ethvert stof eller enhver blanding, der testes ved hjelp af denne testmetode.
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Tilleg 2

Beregning af parametre for optagelse og eliminering

Den primeaere effektparameter i en bioakkumuleringstest er bioakkumuleringsfaktoren, BAF. Den malte BAF beregnes ved
at dividere koncentration i testorganismen, C,, med koncentrationen i jord, C,, ved steady state. Hvis steady state ikke nds
i optagelsesfasen, beregnes BAFy ud fra hastighedskonstanter i stedet for BAFss. Det skal angives, om BAF er baseret pa
steady state-koncentrationer.

Den kinetiske bioakkumuleringsfaktor (BAFy), hastighedskonstanten for optagelse fra jord (k,) og hastighedskonstanten for
eliminering (k.) fis sedvanligvis ved at bruge computerbaserede ikke-linewre parameterestimeringsmetoder, f.eks. baseret
pa de modeller, der er beskrevet i (68). Ud fra et st sekventielle data for koncentration og tid og modelligningerne:

C, == x Cy(1 —ekel) 0<t<t, [ligning 1]

eller

ks
C, = e Cy(e el — eket) t>t [ligning 2]

hvor:

C, = koncentration af kemikalie i orm [g kg-1 vdd- eller torveegt]
k, = hastighedskonstant for optagelse i vav [g jord kg-1 orm d-1]
= koncentration af kemikalie i jord [g kg-1 vad- eller torvagt]
k. = hastighedskonstant for eliminering [d-1]

t. = tid ved afslutningen af optagelsesfasen

beregner disse computerprogrammer verdier for BAFy, k, og k..

Naér baggrundskoncentration i ikke-eksponerede orm, f.eks. pa dag 0, adskiller sig signifikant fra nul (det kan f.eks. vere
tilfaeldet for metaller), skal denne baggrundskoncentration (C, o) medtages i ligningerne, sa de lyder:

k
Co=Coo+ i % Co(1 —ereh) 0<t<t [ligning 3]
€
og
k
Co = Cap 4 — x Cy(e e — eet) t>t [ligning 4]

ke

Hvis der observeres et signifikant fald i koncentrationen af testkemikaliet i jord i lobet af optagelsesfasen, kan folgende
model anvendes, f.eks. (67) (79):

C, = Cole™y) lligning 5]

hvor:
C, = koncentration af kemikalie i jord [g kg-1 véd- eller torveegt]
ko = hastighedskonstant for nedbrydning i jord [d-1]

C, = indledende koncentration af kemikalie i jord [g kg-1 vdd- eller torveegt]

k

= (et — kel 0<t<t [ligning 6]
ke — ko

Ca
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C, = k x ekoe _ gkete y gk(tte) t> (ligning 7]
ke — ko
hvor:

= koncentration af kemikalie i orm [g kg-1 vad- eller torvagt]
k, = hastighedskonstant for optagelse i vav [g jord kg-1 orm d-1]
ko = hastighedskonstant for nedbrydning i jord [d-1]

k. = hastighedskonstant for eliminering [d-1]

t. = tid ved afslutningen af optagelsesfasen.

Nir steady state opnds i lobet af optagelsesfasen (dvs. t = o), kan ligning 1

kq
C= k_s x Cy(1 — ekeh) 0<t<t [ligning 1]
reduceres ftil:
C, = E x C
a — ke S
eller
C,/C, = kik. = BAFg [ligning 8]

I s fald er ky/k, x C; en tilgang til koncentrationen af testkemikaliet i ormevaev ved steady state (C, ).

Biota-jord-akkumuleringsfaktoren (BSAF) beregnes pa folgende made:
BSAF = BAFx ?)—C [ligning 9]
lip

hvor f,. er andelen af organisk kulstof i jord, fj;, er andelen af fedtindhold i orm, som begge fortrinsvis bestemmes pa
prover udtaget fra testen og baseret pd henholdsvis tervagt eller vadvegt.

Elimineringskinetikken kan modelleres ved hjelp af data fra elimineringsfasen og ved anvendelse af folgende modelligning
og en computerbaseret ikke-linear parameterestimeringsmetode. Hvis de datapunkter, der er afsat i forhold til tid,
indicerer et konstant eksponentielt fald i koncentrationen af testkemikaliet i testorganismerne, kan en etrumsmodel
(ligning 9) bruges til at beskrive tidsforlobet for eliminering.

Cl) = Cug X et [ligning 10]

a,ss

Elimineringsprocesser kan veere tofasede og udvise et hurtigt fald i C, i begyndelsen, som andres til et langsommere tab af
testkemikalie i slutningen af elimineringsfasen, f.eks. (27) (68). De to faser kan fortolkes ud fra den antagelse, at der er to
forskellige rum i organismen, hvorfra testkemikalie gir tabt med forskellige hastigheder. I sidanne tilfelde henvises til
specifik litteratur, f.eks. (38) (39) (40) (78).

Ved hjlp af modelligningerne ovenfor kan de kinetiske parametre (k, og k) ogsd beregnes i ét trin ved at anvende
modellen for forsteordenskinetik péd alle data fra bade optagelses- og elimineringsfasen samtidig. En beskrivelse af en
metode, der understotter en sddan kombineret beregning af hastighedskonstanterne for optagelse og eliminering, findes i
(41) (73) og (70).

Ky

C, = < “Cy(1 — e x (m = 1)} + [% x Cy(eKelmt) _ Kty 5 (m = 2) [ligning 11]

Bemeerk: Nar optagelses- og elimineringsparametre estimeres samtidig fra de kombinerede optagelses- og eliminerings-
data, er »m« som vist i ligning 11 en deskriptor, der satter computerprogrammet i stand til at tildele ligningens
underled til datasettene for den enkelte fase og udfere evalueringen korrekt (m = 1 for optagelsesfasen; m = 2
for elimineringsfasen).

Disse modelligninger skal dog bruges med forsigtighed, iseer nar testkemikaliets biotilgangelighed eller (bio)nedbrydning
endres i lobet af testen (se f.eks. (79)).
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Tilleg 3

EKSEMPLER PA TIDSPLANER FOR BIOAKKUMULERINGSTEST

Test med regnorm

a) Optagelsesfase med otte provetagningsdatoer til beregning af kinetik

Dag Aktivitet

-6 Konditionering af fremstillet jord i 48 timer.

-4 Spiking af jordandel med oplesning af testkemikaliet. Fordampning af oplesningsmiddel. Blan-
ding af jordbestanddele. Fordeling af jord til testbeholdere. £kvilibrering ved testbetingelser i fire
dage (tre uger for jord spiked med metal).

-3t -1 Udtagning af testorganismer fra dyrkningssystem til akklimatisering. Fremstilling og befugtning
af jordbestanddele.

0 Miéling af temperatur og pH i jord. Udtagning af jordprever fra behandlede beholdere og
oplesningsmiddelkontroller til bestemmelse af koncentration af testkemikalie. Tilsetning af
foderration. Vejning og randomiseret fordeling af orme til testbeholdere. Opbevaring af tilstraek-
keligt antal delprover af orm til bestemmelse af analytiske baggrundsverdier, vad- og tervegt og
fedtindhold. Vejning af alle testbeholdere for at kontrollere fugtindhold i jord. Kontrol af luft-
forsyning ved anvendelse af lukket testsystem.

1 Kontrol af luftforsyning. Registrering af ormenes opfersel og temperatur. Udtagning af jord- og
ormeprover med henblik pd bestemmelse af koncentration af testkemikalie.

2 Samme som dag 1.

3 Kontrol af luftforsyning. Registrering af ormenes opfersel og temperatur.

4 Samme som dag 1.

5tl6 Samme som dag 3.

7 Samme som dag 1. Tilsetning af foderration. Kontrol af fugtindhold i jord ved gentaget vejning

af testbeholdere. Kompensation for fordampet vand.
8tl 9 Samme som dag 3.
10 Samme som dag 1.
11 4l 13 Samme som dag 3.

14 Samme som dag 1. Tilsatning af foderration. Kontrol af fugtindhold i jord ved gentaget vejning

af testbeholdere. Kompensation for fordampet vand.
15 til 16 Samme som dag 3.
17 Samme som dag 1.
18 til 20 Samme som dag 3.
21 Samme som dag 1. Maling af temperatur og pH i jord. Kontrol af fugtindhold i jord ved gentaget

vejning af testbeholdere. Afslutning af optagelsesfase. Overforsel af orm fra resterende ekspone-
rede replikater til beholdere med ren jord til elimineringsfasen (ingen tarmudtemning). Prove-
tagning af jord og orm fra oplesningsmiddelkontroller.

Aktiviteter for eksponering (akvilibreringsfase) planlegges under hensyntagen til testkemikaliets
egenskaber.

Aktiviteter beskrevet for dag 3 udferes dagligt (som minimum pd hverdage).
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b) Elimineringsfase

Dag

Aktivitet

Fremstilling og befugtning af jordbestanddele. Konditionering af fremstillet jord i 48 timer.

Blanding af jordbestanddele. Fordeling af jord til testbeholdere. Inkubation ved testbetingelser i
fire dage.

0 (afslutning af
optagelsesfase)

Maling af temperatur og pH i jord. Vejning og randomiseret fordeling af orme til testbeholdere.
Tilstning af foderration. Overforsel af orm fra resterende eksponerede replikater til beholdere
med ren jord. Udtagning af jord- og ormeprover efter 4-6 timer med henblik pd bestemmelse af
koncentrationen af testkemikaliet.

Kontrol af luftforsyning. Registrering af ormenes opfersel og temperatur. Udtagning af jord- og
ormeprgver med henblik pd bestemmelse af koncentration af testkemikalie.

Samme som dag 1.

Kontrol af luftforsyning. Registrering af ormenes opfersel og temperatur.

Samme som dag 1.

5t 6

Samme som dag 3.

Samme som dag 1. Tilsatning af foderration. Kontrol af fugtindhold i jord ved gentaget vejning
af testbeholdere. Kompensation for fordampet vand.

8 til 9

Samme som dag 3.

10

Samme som dag 1.

11 tl 13

Samme som dag 3.

14

Samme som dag 1. Tilseetning af foderration. Kontrol af fugtindhold i jord ved gentaget vejning
af testbeholdere. Kompensation for fordampet vand.

15 til 16

Samme som dag 3.

17

Samme som dag 1.

18 til 20

Samme som dag 3.

21

Samme som dag 1. Méling af temperatur og pH i jord. Kontrol af fugtindhold i jord ved gentaget
vejning af testbeholdere. Provetagning af jord og orm fra oplesningsmiddelkontroller.

Inden starten pé elimineringsfasen skal jord fremstilles pd samme made som inden optagelses-
fasen.

Aktiviteter beskrevet for dag 3 udferes dagligt (som minimum pa hverdage).

Test med enchytraeider

a) Optagelsesfase med otte provetagningsdatoer til beregning af kinetik

Dag

Aktivitet

Konditionering af fremstillet jord i 48 timer.

Spiking af jordandel med oplesning af testkemikaliet. Fordampning af oplesningsmiddel. Blan-
ding af jordbestanddele. Fordeling af jord til testbeholdere. £kvilibrering ved testbetingelser i fire
dage (tre uger for jord spiked med metal).
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Dag Aktivitet
-3tdl-1 Udtagning af testorganismer fra dyrkningssystem til akklimatisering. Fremstilling og befugtning
af jordbestanddele.

0 Miéling af temperatur og pH i jord. Udtagning af jordprever fra behandlede beholdere og
oplesningsmiddelkontroller til bestemmelse af koncentration af testkemikalie. Tilsetning af
foderration. Vejning og randomiseret fordeling af orme til testbeholdere. Opbevaring af tilstrak-
keligt antal delprover af orm til bestemmelse af analytiske baggrundsveerdier, vad- og tervegt og
fedtindhold. Vejning af alle testbeholdere for at kontrollere fugtindhold i jord. Kontrol af luft-
forsyning ved anvendelse af lukket testsystem.

1 Kontrol af luftforsyning. Registrering af ormenes opfersel og temperatur. Udtagning af jord- og
ormeprover med henblik pd bestemmelse af koncentration af teststof.

2 Samme som dag 1.

3 Kontrol af luftforsyning. Registrering af ormenes opfersel og temperatur.

4 Samme som dag 1.

5t 6 Samme som dag 3.

7 Samme som dag 1. Tilsaetning af foderration til jord. Kontrol af fugtindhold i jord ved gentaget
vejning af testbeholdere. Kompensation for fordampet vand.

9 Samme som dag 1.

10 Samme som dag 3.

11 Samme som dag 1.

12 ¢l 13 Samme som dag 3.
14 Samme som dag 1. Tilsatning af foderration til jord. Maling af temperatur og pH i jord. Kontrol

af fugtindhold i jord ved gentaget vejning af testbeholdere. Afslutning af optagelsesfase. Over-
forsel af orm fra resterende eksponerede replikater til beholdere med ren jord til eliminerings-
fasen (ingen tarmudtemning). Prevetagning af jord og orm fra oplesningsmiddelkontroller.

Aktiviteter for eksponering (akvilibreringsfase) planlagges under hensyntagen til testkemikaliets
egenskaber.

Aktiviteter beskrevet for dag 3 udferes dagligt (som minimum pd hverdage).
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Tilleg 4

Syntentisk jord — anbefalinger vedrerende fremstilling og opbevaring

Da naturlig jord fra en bestemt kilde ikke er tilgeengelig hele dret, og da hjemmeheorende organismer og tilstedevarelsen af
mikroforurenere kan pavirke testen, anbefales det at bruge et syntetisk substrat, den syntetiske jord i henhold til kapitel
C.8 i dette bilag, Toksicitet for regnorme (48), i denne test. Flere forsegsarter kan overleve, vokse og forplante sig i denne
jord, og der opnds maksimal standardisering samt sammenlignelighed af test- og dyrkningsbetingelser inden for og
mellem laboratorier.

Jordbestanddele

Torv: 10 % Sphagnumterv i overensstemmelse med OECD Guideline 207 no. (48)

Kvartssand: 70 % Industrielt kvartssand (lufttorret); kornstorrelse: over 50 % af partiklerne skal
vare fra 50-200 pm, men alle partikler skal vaere < 2 mm

Kaolinholdigt ler: 20 % Kaolinindhold > 30 %

Calciumcarbonat: <1% CaCOj;, pulveriseret, kemisk rent

Det organiske kulstofindhold i den syntetiske jord kan evt. reduceres, f.cks. ved at reducere indholdet af torv til 4-5 % af
torjorden og @ge sandindholdet tilsvarende. Ved en sddan reduktion af det organiske kulstofindhold kan mulighederne for,
at testkemikaliet adsorberes til jorden (organisk kulstof), reduceres, og testkemikaliets tilgengelighed for ormene foreges
(74). Det er blevet pévist, at Enchytraeus albidus og Eisenia fetida kan opfylde validitetskriterierne for reproduktion ved
test i feljord med lavere organisk kulstofindhold, f.eks. 2,7 % (33) (61), og erfaringer viser, at dette ogsa kan opnds i
syntetisk jord med 5 % torv.

Fremstilling

De torre bestanddele i jorden blandes grundigt (f.eks. i stor laboratoriemixer). Dette gores ca. en uge, inden testen
pabegyndes. De blandede torre jordbestanddele fugtes med deioniseret vand mindst 48 timer inden tilsaetning af testke-
mikaliet for at @kvilibrere/stabilisere surheden. Til bestemmelse af pH-vaerdien anvendes en blanding af jord og 1 M KCl-
oplesning i forholdet 1:5. Hvis pH-vardien ikke er inden for det kreevede interval (6,0 0,5), tilsattes en passende
mangde CaCOs til jorden, eller en ny batch jord fremstilles.

Den maksimale vandbindingsevne (WHC) for den syntetiske jord bestemmes i overensstemmelse med ISO 11268-2 (35).
Mindst to dage inden pabegyndelsen af testen fugtes den torre syntetiske jord ved at tilseette s& meget deioniseret eller
rekonstitueret vand, at ca. halvdelen af det endelige vandindhold opnis. Det endelige vandindhold skal vere 40-60 % af
den maksimale WHC. Nar testen pabegyndes, fordeles den fugtede jord i si mange batches som det anvendte antal
testkoncentrationer og kontroller, og fugtindholdet justeres til 40-60 % af WHC,,, ved hjelp af en oplesning af
testkemikaliet ogfeller ved at tilsette deioniseret eller rekonstitueret vand. Fugtindholdet bestemmes ved begyndelsen
og slutningen af testen (ved 105 °C). Det skal vere optimalt i forhold til artens behov. Fugtindholdet kan ogsd kontrol-
leres pé folgende made: Nar jorden presses forsigtigt i handen, skal sma draber vand vise sig mellem fingrene.

Opbevaring

De torre bestanddele i syntetisk jord kan opbevares ved rumtemperatur indtil anvendelse. Den fremstillede og fugtede jord
kan opbevares keligt i op til tre dage inden spiking. Fordampningen af vand skal minimeres. Jord, der er tilsat testke-
mikaliet, anvendes straks, medmindre information indicerer, at den pdgzldende jord kan opbevares, uden at det pavirker
testkemikaliets toksicitet og biotilgeengelighed. Prover af spiked jord opbevares i det tilfeelde under de betingelser, der
anbefales for det pagaldende testkemikalie, indtil analyse.
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Tilleg 5

Arter af terrestriske oligochaeter, der anbefales til test af bioakkumulering fra jord

Regnorm

Den anbefalede testart er Eisenia fetida (Savigny 1826), som tilherer familien Lumbricidae. Siden 1972 har den veeret
opdelt i to underarter (Eisenia fetida og Eisenia andrei (10)). I henhold til Jaenike (36) er de agte serskilte arter. Eisenia
fetida er letgenkendelig pa sine lyse, gule striber mellem leddene, mens Eisenia andrei er ensartet merkered. De stammer
sandsynligvis oprindeligt fra omridet omkring Sortchavet, men findes i dag i hele verden, iseer i menneskeskabte
levesteder, som f.eks. kompostbunker. Begge kan bruges til okotoksikologiske test og bioakkumuleringstest.

Eisenia fetida og Eisenia andrei kan fas i handelen, f.eks. som fiskemadding. Sammenlignet med andre lumbricidregnorme
har de en kort livscyklus pd ca. 2-3 maneder (ved rumtemperatur). Deres optimale temperatur er ca. 20-24 °C. De
foretraekker relativt fugtige substrater med naesten neutral pH og et hejt indhold af organisk materiale. Da disse arter
har veeret anvendt bredt i standardiserede skotoksikologiske test i omkring 25 &r, er deres dyrkning veletableret (48) (77).

Begge arter kan opdreattes i forskellige dyreekskrementer. Som avlsmedium kan anbefales af ISO (35) en blanding af lige
dele torv og ko- eller hestegedning. Mediet skal have en pH-vardi pa ca. 6-7 (justeret med calciumcarbonat) og en lav
ionledningsevne (under 6 mmhos eller 0,5 % saltkoncentration), og det ma ikke vere uforholdsmassigt forurenet med
ammoniak eller dyreurin. Kommerciel havejord fri for additiver eller syntetisk jord i henhold til OECD (48) eller en lige
blanding af de to kan anvendes. Substratet bor vere fugtigt, men ikke for vadt. Avlekasser med et rumfang pa 10-50 1 er
passende.

For at f4 orm af standardalder og -masse er det bedst at starte dyrkningen med kokoner. Voksne orm szttes derfor i en
avlekasse, der indeholder frisk substrat, med henblik pd producere kokoner. Praktiske erfaringer har vist, at en popula-
tionstathed pa ca. 100 voksne orm pr. kg substrat (vadvagt) giver god reproduktion. Efter 28 dage fjernes de voksne
orm. De regnorme, der klakkes af kokonerne, anvendes til test, nir de er kensmodne efter mindst to maneder, men hejst
efter 12 maneder.

Orm af de arter, der er beskrevet ovenfor, betragtes som sunde, hvis de bevager sig gennem substratet, ikke forsgger at
forlade substratet og formerer sig lobende. Meget langsom bevagelse eller gul bagende (i Eisenia fetidas tilfelde) indicerer
udtemmelse af substrat. I det tilfelde ber der gives frisk substrat, ogfeller antallet af orm pr. beholder ber reduceres.

Yderligere udvalgte referencer

Gerard BM (1964). Synopsis of the British fauna. No. 6 Lumbricidae. Linnean Soc. London, 6: 1-58.

Graff O (1953). Die Regenwiirmer Deutschlands. Schr. Forsch. Anst. Landwirtsch. 7: 1-81.

Rombke J, Egele, P, Fiill C (1997). Literaturstudie iiber Bioakkumulationstests mit Oligochaeten im terrestrischen Medium.
Bericht fir das UBA F + E 206 03 909, 86 S.

Rundgren S (1977). Seasonality of emergence in lumbricids in southern Sweden. Oikos 28: 49-55.

Satchell JE (1955). Some aspects of earthworm ecology. Soil Zoology (Kevan): 180-201.

Sims R W og Gerard BM (1985). A synopsis of the earthworms. Linnean Soc. London, 31: 1-171.

Tomlin AD (1984). The earthworm bait market in North America. I: Earthworm Ecology — from Darwin to vermic-
ulture. Satchell, J.E. (ed.), Chapman & Hall, London. 331-338 s.

Enchytraeider

Den anbefalede testart er Enchytraeus albidus Henle 1837 (hvid kompostorm). Enchytraeus albidus er en af de storste (op
til 15 mm) arter af Enchytraeidae-slegten af Oligochaeter (annelida), og den findes i hele verden, f.eks. (8). Enchytraeus
albidus findes pd marine, limniske og terrestriske levesteder, primeert i organiske materialer under nedbrydning (tang og
kompost) og sjeldent i engomrader (42). Den brede okologiske tolerance og visse morfologiske variationer indicerer, at
arten omfatter forskellige racer.

Enchytraeus albidus salges som fiskefoder. Det bor undersoges, om bestanden er kontamineret af andre, normalt mindre
arter (60). Hvis kontaminering forekommer, ber alle orm skylles med vand i en petriskal. Store voksne individer af
Enchytraeus albidus udvzlges derefter (ved hjelp af stereomikroskop) for at starte en ny bestand. Alle andre orm kasseres.
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Ormens livscyklus er kort, da den ndr sin modenhed mellem 33 dage (ved 18 °C) og 74 dage (ved 12 °C). Kun bestande,
der har veeret i laboratoriet i mindst fem uger (en generation) uden problemer, ber anvendes i en test.

Andre arter af Enchytraeus-sleegten kan ogsd anvendes, navnlig Enchytracus luxuriosus. Denne art er en a@gte jordinha-
bitant, som er beskrevet for nylig i (65). Hvis andre arter af Enchytracus anvendes, skal de identificeres klart, og
begrundelsen for valget af art skal anfores i rapporten.

Enchytraeus crypticus (Westheide & Graefe 1992) er en art, der tilhorer samme gruppe som Enchytraeus luxuriosus. Det
er ikke med sikkerhed dokumenteret, at den findes i det fri, og er kun blevet beskrevet fra dyrkede regnormebestande og
kompostbunker (Rombke 2003). Dens oprindelige okologiske behov kendes derfor ikke. Nylige laboratorieforseg i
forskellige feltjorde har dog bekraftet, at denne art udviser bred tolerance over for jordegenskaber, som f.eks. pH og
tekstur (Jansch et al. 2005). I de senere &r er denne art ofte blevet anvendt i ekotoksikologiske forseg pd grund af dens
ukomplicerede formering og test, f.eks. Kuperman et al. 2003). Den er dog lille (3-12 mm; 7 mm i gennemsnit (West-
heide & Miiller 1996), og det gor den vanskeligere at hdndtere end Enchytraeus albidus. Hvis denne art bruges i stedet for
Enchytraeus albidus, kan testbeholderen vare mindre, men det er ikke nedvendigt. Det skal desuden tages i betragtning, at
denne art reproduceres meget hurtigt og har en generationstid pd mindre end 20 dage ved 20 + 2 °C (Achazi et al. 1999)
og endda hurtigere ved hejere temperaturer.

Enchytraeider af arten Enchytraeus albidus (og andre Enchytraeus-arter) kan avles i store plastikkasser (f.eks. 30 x 60 x
10 cm eller 20 x 12 x 8 cm, som er egnet til dyrkning af sma orm) fyldt med en blanding af syntetisk jord og uforurenet
havejord fri for additiver, som fis i handelen. Kompostmateriale bor undgés, da det kan indeholde toksiske kemikalier,
som f.eks. tungmetaller. Fauna fjernes fra avlsjorden inden brug ved tredobbelt dybfrysning. Ren syntetisk jord kan ogsd
bruges, men reproduktionshastigheden kan veere langsommere sammenlignet med hastigheden i blandede substrater.
Substratet skal have en pH pa 6,0 = 0,5. Bestanden holdes i en inkubator ved en temperatur pd 15 + 2 °C uden lys.
Temperaturer over 23 °C skal undgds. Det syntetiske/naturlige jord ber vere fugtigt, men ikke vadt. Nér jorden presses
forsigtigt i handen, skal sméd drdber vand vise sig mellem fingrene. Iltfattige betingelser skal undgas. Hvis der f.cks. bruges
et ldg, skal der vere sd mange huller i ldget, at der kan ske en tilstreekkelig luftudskiftning. Jorden i avlekassen skal
beluftes ved at blande den forsigtigt en gang om ugen.

Ormene fodres mindst en gang om ugen ad libitum med havregryn, der anbringes i en fordybning pé jordoverfladen og
daekkes med jord. Hvis der stadig er foder tilbage i beholderen fra den forrige fodringsdato, tilpasses mengden af foder i
overensstemmelse hermed. Hvis der vokser svampe pd den resterende foder, erstattes den med en ny portion havregryn.
For at stimulere reproduktionen kan havregrynene hver anden uge suppleres med vitaminberiget proteinpulver, som fés i
handelen. Efter tre maneder overfores ormene til friskfremstillet dyrknings- eller avlesubstrat. Havregrynene, som skal
opbevares i lukkede beholdere, autoklaveres eller opvarmes inden brug for at undgéd infektion med melmider (f.eks.
Glyzyphagus sp., Astigmata, Acarina) eller rovmider (f.eks. Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles, Gamasida, Acarina). Efter
desinfektion males foderet, si det nemt kan stres ud pd jordoverfladen. Ger eller fiskefoderet TetraMin® kan ogsa bruges
som foder.

Generelt er dyrkningsbetingelserne hensigtsmaessige, hvis ormene ikke forseger at forlade substratet, bevaeger sig hurtigt
gennem jorden, har en blank overflade uden fastsiddende jordpartikler eller er mere eller mindre hvide, og hvis der ses
orme i forskellige aldre. Orm betragtes faktisk som sunde, hvis de kontinuerligt formerer sig.
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