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SMERNICE KOMISE 2004/73/ES
ze dne 29. dubna 2004,
kterou se po dvacité devité pfizptsobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o sblizovani
pravnich a spravnich pfedpisu tykajicich se klasifikace, baleni a oznacovani nebezpecnych litek

(Text s vyznamem pro EHP)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 67/548/EHS ze dne 27. ¢ervna 1967
o sblizovani pravnich a sprévnich pfedpisti tykajicich se klasifi-
kace, baleni a oznacovéni nebezpe¢nych ldtek (1), a zejména na
¢lanek 28 uvedené smérnice,

vzhledem k témto dtvodtim:

(1)

V)
)

Pfiloha I smérnice 67/548/EHS obsahuje seznam nebez-
pe¢nych latek spole¢né s podrobnymi tdaji o zafazeni
a oznaceni kazdé latky. Tento seznam je tieba aktualizo-
vat za Gcelem zahrnuti dalsich ozndmenych novych latek
i dalsich existujicich latek; soucasné je tieba pfizptisobit
stavajici polozky technickému pokroku, napiiklad uve-
denim koncentra¢nich limitti u urcitych latek z hlediska
zivotniho prostiedi. Ddle je rovnéz nezbytné zrusit
polozky obsahujici nékteré latky a nékteré polozky rozdé-
lit, nebot zafazeni se jiz nepouzije pro vsechny latky
v téchto polozkich. Oznacovdni latek obsahujicich 1,3
butadien by mélo byt zménéno, aby byla zohlednéna sku-
tecnost, ze tato latka bude touto smérnici povazovina za
mutagen.

V piiloze V smérnice 67/548 EHS se stanovi metody uréeni
fyzikdlné-chemickych vlastnosti latek, toxicity a ekotoxi-
city latek a pfipravkd. Uvedenou piilohu je tfeba pozmé-
nit, aby se v souladu se smérnici Rady 86/609/EHS ze dne
24.listopadu 1986 o sblizovani pravnich a spravnich pted-
pistt ¢lenskych statd tykajicich se ochrany zvifat
pouzivanych pro pokusné a jiné védecké tcely (2) snizil

Uf. vést. L 196, 16.8.1967, s. 1. Smérnice naposledy pozménénd
naifzenim (ES) €. 807/2003 (Uf. vést. L 122, 16.5.2003, s. 36).

UF. vést. L 358, 18.12.1986, s. 1. Smérnice naposledy pozménénd
smérnici Evropského parlamentu a Rady 2003/6 5/ES (Ut. vést. L 230,
16.9.2003, s. 32).

pocet zvifat pouzivanych k pokusnym ticeltt na minimum.
Odpovidajicim zpiisobem by tedy mély byt pfezkoumdny
metody stanoveni subchronické ordlni toxicity v kapito-
lich B.1, B.4, B.5, B.31 a B.35. Ddle by méla byt do
piflohy V doplnéna kapitola B.42, aby byla ddna k dispo-
zici zdokonalend metoda stanoveni subchronické ordlni
toxicity. Ddle by mély byt doplnény kapitoly A.21
o fyzikdlné-chemickych vlastnostech, kapitola B.43
o subchronické ordlni toxicité a kapitoly C.21 az C.24
o toxicité pro Zivotni prostiedi, aby bylo mozné zjistovat
vlastnosti, které dosud nebyly dostate¢né pokryty meto-
dami obsazenymi v ptiloze V.

Opatieni stanovend v této smérnici jsou v souladu se sta-
noviskem Vyboru pro ptizptisobeni technickému pokroku
smérnic pro odstranéni technickych prekdzek obchodu na
useku nebezpeénych latek a piipravka,

PRIJALA TUTO SMERNICI:

Cldnek 1

Smérnice 67/548/ES se méni takto:

1. Pifloha I se méni takto:

a)

b)

pozndmka K v tivodu se nahrazuje znénim piilohy 1A;

polozky, které odpovidaji polozkdm v piiloze 1B této
smérnice, se nahrazuji znénim této piilohy;

polozky uvedené v piiloze 1C této smérnice se vkladaji do
piilohy I smérnice 67/548/EHS v odpovidajicim pofadi;

polozky s indexovymi ¢isly 604-050-00-X, 607-050-00-8,
607-171-00-6 a 613-130-00-3 se zrusuji;
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e) polozka s indexovym ¢islem 048-002-00-0 se nahrazuje
polozkami s indexovymi ¢isly 048-002-00-0 a 048-011-
00-X uvedenymi v piiloze 1D této smérnice;

f) polozka s indexovym ¢islem 609-006-00-3 se nahrazuje
polozkami s indexovymi ¢isly 609-006-00-3 a 609-065-
00-5 uvedenymi v pifloze 1D této smérnice;

g) polozka s indexovym ¢islem 612-039-00-6 se nahrazuje
polozkami s indexovymi ¢isly 612-039-00-6 a 612-207-
00-9 uvedenymi v pifloze 1D.

2. Pifloha V se ménf takto:

a) znéni piilohy 2A této smérnice se dopliuje jako kapi-
tola A.21;

b) kapitola B.1a se nahrazuje znénim piilohy 2B
této smérnice;

c) kapitola B.1b se nahrazuje znénim pfilohy 2C této smér-
nice;

d) kapitola B.4 se nahrazuje znénim piilohy 2D této smér-
nice;

e) kapitola B.5 se nahrazuje t znénim pfilohy 2E této smér-
nice;

f) kapitola B.31 se nahrazuje znénim piilohy 2F této smér-
nice;

g) kapitola B.35 se nahrazuje znénim piilohy 2G této smér-
nice;

h) znéni prilohy 2H této smérnice se dopliuje jako kapi-
toly B.42 a B.43;

i) znéni piilohy 2I této smérnice se dopliuje jako kapi-
toly C.21 az C.24.

Cldnek 2

1. Clenské stity uvedou v dcinnost prévni a spravni predpisy
nezbytné k dosazeni souladu s touto smérnici do 31. fijna 2005.
Neprodlené sdéli Komisi znéni téchto pfedpisti a poskytnou srov-
ndvaci tabulku mezi témito predpisy a touto smérnici. Tato opa-
tieni piijatd clenskymi stity musi obsahovat odkaz na tuto smér-
nici nebo musi byt takovy odkaz ucinén pii jejich tfednim
vyhladseni. Zptsob odkazu si stanovi ¢lenské staty.

2. Clenské staty sdéli Komisi znéni hlavnich ustanoveni vnitros-

tatnich pravnich predpist, které pfijmou v oblasti ptisobnosti této
smérnice.

Cldnek 3

Tato smérnice vstupuje v platnost dvacdtym dnem po vyhldseni
v Ufednim véstniku Evropské unie.

Cldnek 4

Tato smérnice je ur¢ena ¢lenskym stattim.

V Bruselu dne 29. dubna 2004.

Za Komisi
Margot WALLSTROM

clenka Komise
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PRILOHA 1A
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Pozndmka K:

Zafazeni jako karcinogen nebo mutagen neni nutné pouzit, jestlize lze prokdzat, ze litka obsahuje méné nez
0,1 % (hmot.) 1,3 butadienu (Cislo EINECS 203-450-8). Pokud nen{ ldtka zafazena jako karcinogen nebo mutagen,
mély by se na ni vztahovat alespon S-véty S (2-)9-16. Tato pozndmka se pouzije na urcité smési ropnych derivétd,
uvedenych v pifloze L.“
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

A.21. OXIDACNI VLASTNOSTI (KAPALINY)

METODA
UvoD

Tato zkuSebni metoda slouzi ke stanoveni schopnosti kapalné litky zvySovat rychlost hofeni nebo
intenzitu hofen horlavé ldtky nebo vytvifet smés s hoflavou latkou, kterd se po dikladném promiseni
samovolné vzniti. Je zaloZena na zkousce OSN pro kapaliny podporujici hofeni (1) a je ji rovnocennd.
Vzhledem k tomu, Ze tato metoda A.21 byla v prvé fadé zavedena s ohledem na pozadavky smérnice
67/548/EHS, vyzaduje se stovndni pouze s jednou referen¢ni litkou. Dalsi zkouseni a srovnavdni s dal$imi
referen¢nimi ltkami bude nutné, maji-li byt vysledky zkousky pouzity pro jiné Gcely (*).

Tato zkouska nemusi byt provddéna, pokud je z rozboru strukturniho vzorce zcela nepochybné, ze litka
nemuze s jinym hoflavym materidlem reagovat exotermicky.

Pred provadénim zkousky je uzite¢né mit predbézné informace o moznych vybusnych vlastnostech latky.

Tato zkouska neni pouzitelnd pro pevné latky, plyny, vybusné nebo vysoce hoilavé latky nebo organické
peroxidy.

Tato zkouska nemusi byt provadéna, pokud jsou pro danou ltku jiz k dispozici vysledky zkousky OSN
pro kapaliny podporujici hoteni (1).

DEFINICE A JEDNOTKY

Pramérnou dobou ndristu tlaku se rozumi primér naméfenych casovych hodnot, v jejichz priibéhu
dojde v testované smési k ndrtstu tlaku z 690 kPa na 2 070 kPa nad atmosféricky tlak.

REFERENCNI LATKA
Jako referencni latka se pouzije 65 % (hmot.) vodny roztok kyseliny dusi¢né p.a. (?)

Pokud experimentdtor ptedpoklddd, ze vysledky zkousky mohou byt piipadné pouzity pro jiné
ucely ('), je vhodné pouzit vice referen¢nich latek (3).

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Zkousend kapalina se smisi v poméru 1:1 (hmot.) s vldknitou celulézou a vpravi se do tlakové nddoby.
Pokud dojde pfi miseni nebo plnéni k samovolnému vznicenti, nenf tieba ve zkousce pokracovat.

Pokud k samovolnému vzniceninedojde, provede se celd zkouska. Smés se zahtivé v tlakové nddobé a méfi
se primérnd doba, za kterou dojde k ndrtstu tlaku z 690 kPa na 2 070 kPa nad atmosféricky tlak. Tato
hodnota se porovnd s primérnou dobou pro smés referencni ldtky (referencnich latek) a celulézy
v poméru 1:1.

KRITERIA JAKOSTI

V sérii péti zkousek jedné latky by nemél byt rozdil jednotlivych vysledka a aritmetického priméru vétsi
nez 30 %. Vysledky, které se lisf od aritmetického priiméru o vice nez 30 % se nepouZiji, proces misen{
a plnéni se zlepsi a zkouseni zopakuje.

()  Napt. pro tcely pfedpist OSN pro piepravu.

() Koncentrace kyseliny by méla byt pfed zkouSenim stanovena titraci.
(%) Napt. v odkazu 1 se pouzivaji 50 % (hmot.) kyselina chloristd a 40 % (hmot.) chlore¢nan sodny.
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1.6

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.1.2.1

POPIS METODY
Pfiprava
Horlavd ldtka

Jako hoflavy materidl se pouzije usuSend vldknitd celul6za s délkou vldkna od 50 do 250 pm a stfednim
primérem 25 pm (1). Susi se ve vrstvé o tloustce nejvyse 25 mm 4 h pii 105 °C do konstantni hmotnosti
a uchovédvé se v exsikdtoru nad vysousedlem az do vychladnuti a samotného pouziti. Obsah vlhkosti
ve vysusené celulose by mél byt nizsi nez 0,5 %, vztazeno na suchou latku (2). Aby bylo této hodnoty
dosazeno (%), doba suseni se podle potieby prodlouzi. Pro celou zkousku se pouzije tatdz Sarze celuldzy.

Zkusebni zafizeni

Tlakovd nddoba

Zkouska vyzaduje pouziti tlakové nddoby. Nddobou je ocelovy tlakovy vélec o délce 89 mm a vnéjsim
priméru 60 mm (viz obrdzek 1). Vilec je na dvou protilehlych strandch opracovdn do plochy (v téchto
mistech je primér nddobky 50 mm), aby byla usnadnéna manipulace pii nasazovani zaZehovaci
aventila¢ni zdtky. Nddoba md vrtdni o svétlosti 20 mm a na obou koncich je do hloubky 19 mm rozsitena
a opatfena zdvitem, aby do ni mohla byt zavedena trubka odpovidajici 1 ,British Standard Pipe (BSP) nebo
jejimu metrickému ekvivalentu. Ve vzddlenosti 35 mm od jednoho konce a v tthlu 90° k nezplostélym
sténdm je do valcové stény tlakové nddoby nasroubovano boéni rameno pro odvod tlaku. Otvor pro toto
rameno je vyvrtdn do hloubky 12 mm a opatfen zévitem tak, aby vyhovoval zdvitu 1/2“ BSP (nebo
metrickému ekvivalentu) na konci bo¢ntho ramene. V piipadé potieby se inertnim tésnénim zajisti
plynotésnost. Bo¢ni rameno presahuje téleso nddoby o 55 mm a je v ném vyvrtany kanal o praméru 6 mm.
Konec bo¢niho ramene je uvnitf roziifen a opatfen zdvitem pro membranové ¢idlo tlaku. Lze pouZit
jakékoli méfidlo tlaku, které je odolné proti horkym plyntim a produktiim rozkladu a na nérist tlaku z 690
na 2 070 kPa reaguje nejpozdéji do 5 ms.

Konec tlakové nddobky vzddlenéjsi od bocniho ramene je opatien zazehovaci zdtkou se dvéma
elektrodami, pfi¢emz jedna je od zdtky izolovand a druhd je pfes zdtku uzemnénd. Druhy konec tlakové
nadoby je uzavien pritrznym diskem (pratrzny tlak pfiblizné 2 200 kPa), ktery je pfidrzovan zitkou
s vrtanim o svétlosti 20 mm. V piipadé potieby se inertnim tésnénim zajisti plynotésnost zazehovaci
zdtky. Podstavec (obrdzek 2) drzi sestavu béhem pouzivani ve spravné poloze. Sklddd se obvykle ze
zakladny z mekké oceli 0 rozmérech 235 mm x 184 mm x 6 mm a ze 185 mm dlouhého dutého hranolu
o rozmérech 70 mm x 70 mm x 4 mm.

Dv¢ protilehlé strany télesa jsou vyiiznuty tak, aby vznikl podstavec ve tvaru 86 mm dlouhého hranolu
na dvou plochych nozickdch. Konce téchto plochych nozicek jsou sefiznuty v dhlu 60° vzhledem
k horizontaln{ roviné a jsou ptivafeny k podstavci. Na hornim konci hranolu je vykrojeni o $ifce 22 mm
a hloubce 46 mm, do néhoz zapadne bo¢ni rameno tlakové nddoby, poté co je do drzdku — zazehovaci
zdtkou napfed — zasazena tlakovd nddobka. Na vnitin{ nizs{ stranu hranolového drzdku je pfivafen
distan¢ni ocelovy kus o $ifce 30 mm a tloustce 6 mm. Tlakovou nddobu na misté zajistuji dva 7 mm
postranni kiidlové srouby umisténé v otvorech na protgjsi strané. Na bo¢ni dil dna hranolového drzdku
jsou navafeny dva 12 mm $iroké a 6 mm silné ocelové pdsky, které podepiraji tlakovou nddobu zespodu.

()  Napt. praskova celulosa Whatman Column Chromatographic Cellulose Powder CF 11, katalogové ¢islo 4021 050.

()  Potvrzeno napf. titraci podle Karla Fishera.
(})  Tohoto obsahu vlhkosti Ize také dosahnout napf. zahffvanim pfi 105 °C za vakua po dobu 24 h.



13/sv. 34

Uftedni véstnik Evropské unie

595

1.6.1.2.2  Zdzehovy systém

1.6.2

Zazehovy systém se sklddd z Ni/Cr drdtu o délce 25 m, praméru 0,6 mm a odporu 3,85 Q/m. Drét se
pomoci ty¢inky o praméru 5 mm navine do tvaru civky a pfipoji k elektroddm v zdzehové zdtce. Dvé
mozné podoby civky jsou uvedeny na obrazku 3. Vzdélenost spodni strany nddoby a zdzehové civky by
méla byt 20 mm. Pokud nelze elektrody nastavit, mély by byt konce zdzehového dratu mezi civkou a dnem
tlakové nadoby izolovany keramickym plastém. Drdt se zahiivd konstantnim stejnosmérnym proudem
nejméné 10 A.

Provedeni zkousky (!)

Zaiizeni vybavené snimacem tlaku a zahfivacim systémem, avsak bez pritrzného disku, se vlozi do
stojanu zdzehovou zdtkou dold. Ve sklenéné kddince se pomoci sklenéného michadla smichd 2,5 g
kapaliny, kterd md byt zkouSena, s 2,5 g usudené celulosy (3). Z bezpecnostnich divodt by mél stat
experimentdtor pfi miseni za ochrannym Stitem. Pokud se smés pti miseni nebo plnéni vzniti, neni tfeba
ve zkousce pokracovat. Smés se pfidavd do tlakové nddoby po malych dévkach a je péchovana poklepem,
piicemz je tieba zajistit, aby smés obklopovala zdZehovou civku a byla s ni v tésném kontaktu. Je dulezité,
aby pfi plnéni nedoslo k deformaci civky, nebot by to vedlo k chybnym vysledkdm (3). Do tlakové nidoby
se vloZi pritrzny disk a zasroubuje se pfidrzovaci zdtka. Naplnénd nddoba se vlozi do stojanu pro
provedeni zkousky pritlakovym diskem nahoru a sestava se umisti do vhodné pancéfované digestore
nebo spalovaci komory. Vnéjsi svorky zdzehové zdtky se pfipoji ke zdroji napdjeni o proudu 10 A. Od
zahdjeni miseni do vpusténi proudu do civky by nemélo uplynout vice nez 10 minut.

Signdl snimace tlaku se zaznamendvd vhodnym systémem, ktery umoziuje jak hodnocen, tak trvaly
zdznam Casového prabéhu tlaku (napf. zapisovac¢ pfechodovych déjt). Smés se zahiivd do doby, nez se
roztrhne pratrzny disk, nebo po dobu 60 s. Pokud se pritrzny disk neroztrhne, je tieba pfed opatrnym
rozebranim zafizeni nechat smés vychladnout, pficemz je tfeba ddvat pozor na pifpadné zvySovani tlaku.
Provede se pét pokust se zkouSenou a referen¢ni latkou (referencnimi latkami). Zaznamend se doba, za
kterou dojde k ndrastu tlaku z 690 kPa na 2 070 kPa nad atmosféricky tlak. Vypocte se primérnd doba
vzestupu tlaku.

V nékterych piipadech mize ltka vykazovat ndrtst tlaku (p#ili§ vysoky nebo piilis nizky), ktery
necharakterizuje oxidacni vlastnosti latky, a to v diisledku chemické reakce. V takovych piipadech maze
byt nezbytné opakovat zkousku s inertni ldtkou, napf. s kfemelinou (infuzoriovou hlinkou) namisto
celulosy, aby se vyjasnil typ reakce.

(")  Smési oxidujicich latek musi byt povazovany za latky s moznym nebezpe¢im vybuchu a musi s nimi byt nakldddno opatrné.

() V praxi toho lze dosdahnout pfipravenim vétstho mnozstvi smési zkousené kapaliny a celulézy v poméru 1:1, nez je nezbytné
pro pokus. 5 g, + 0,1 g takové smési se poté vpravi do tlakové nddoby. Smés se piipravuje Cerstvd pro kazdy pokus.

(®)  Zejména se nesméji dotykat sousedni zavity civky.



596

| Cs ]

Utedni véstnik Evropské unie

13/sv. 34

2.1

UDAJE
Doba nértstu tlaku u zkousené latky a u referencni litky (referencnich latek).

Doba nértstu tlaku pfi zkousce s inertni latkou, provadi-li se.

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Vypocte se primérnd doba nértstu tlaku u zkousené ldtky a u referen¢ni ldtky (referencnich latek).
Vypocte se primérnd doba nértstu tlaku pfi zkousce s inertni ldtkou, provadi-li se.

Priklady vysledk jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1
Priklady vysledk (2)

Priimérnd doba nartstu

tlaku smés s celulosou

Ltka () v poméru 1:1
(ms)
Dichroman amonny, nasyceny vodny roztok 20 800
Dusi¢nan vépenaty, nasyceny vodny roztok 6700
Dusi¢nan Zelezity, nasyceny vodny roztok 4133
Chloristan lithny, nasyceny vodny roztok 1686
Chloristan hofe¢naty, nasyceny vodny roztok 777
Dusi¢nan nikelnaty, nasyceny vodny roztok 6250
Kyselina dusi¢nd, 65 % 4767 (9
Kyselina chloristd, 50 % 121 (9
Kyselina chloristd, 55 % 59
Dusi¢nan draselny, 30 % vodny roztok 26 690
Dusi¢nan stiibrny, nasyceny vodny roztok — 9
Chlore¢nan sodny, 40 % vodny roztok 2555(9
Dusi¢nan sodny, 45 % vodny roztok 4133

Inertni ldtka

Voda: celulosa

a)

b

Nasyceny roztok se pfipravi pii 20 °C

c)

(
(
(
(

d

Maximaln{ tlak 2 070 kPa nebyl dosazen

Klasifikace pro pfepravu podle ustanoveni OSN je uvedena v literatufe (1)

Stfedni hodnota z mezilaboratornich porovnavacich pokusti
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3. ZPRAVA

3.1 PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce by mél obsahovat tyto tdaje:

— druh, sloZeni, ¢istotu atd. zkousené latky;

— koncentraci zkousené latky;

— postup sudeni pouzité celuldzy;

— vlhkost pouzité celulozy;

— vysledky méfenf;

— vysledky zkousek s inertni litkou,byly-li provedeny;

— vypoctené primérné doby nértistu tlaku;

— jakékoli odchylky od této metody s uvedenim diivodd;

— vsechny dalsi dopliwjici informace nebo pozndmky dilezité pro interpretaci vysledka.
3.2 INTERPRETACE VYSLEDKU (1)

Hodnocen{ vysledki se zaklddd na téchto skutecnostech:

a) na tom, zda doslo k samovolnému vzniceni smési zkousené latky a celulézy, a

b) na porovndni primérné doby ndristu tlaku z 690 kPa na 2 070 kPa s dobou, kterou vykazuje
referencni ldtka (referen¢nf latky).

Kapalina se povazuje za oxidujici, pokud:
a) se smés ldtky a celulézy v poméru 1:1 (hmot.) samovolné vzniti, nebo

b) je pramérnd doba ndrtstu tlaku smési ldtky a celulézy v poméru 1:1 (hmot.) rovna pramérné dobé
nértistu tlaku smési 65 % (hmot.) vodného roztoku kyseliny dusi¢né a celulézy nebo kratsi.

S cilem vyhnout se falesné pozitivnimu vysledku je pfi analyze vysledkd potieba zohlednit také vysledky
zkouseni latky s inertnim materidlem.

4. LITERATURA

(1) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Manual of Tests and Criteria. 3rd revised
edition. UN Publication No: ST/SG/AC.10/11/Rev. 3,1999, 5. 342. Test O.2: Test for oxidizing liquids.

(") Interpretace vysledki ziskanych za pouziti vice referencnich latek podle predpisti OSN je popsdna v literatute (1).
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Obrizek 1

%

N o Tk

"ﬁ:‘\f\.‘\ \ '%x“‘\'\:

L MU C
Tlakova niddoba
(A) Teélesotlakovénadoby (B) Zatka ptidrzujici prutrzny disk (C) Zazehovaci zdtka
(D) Tésnéni z mékkého olova (E) Pratrzny disk (F) Bo¢ni rameno
(G) Celo ¢idla tlaku (H) Tésnéni () Izolovana elektroda
(K) Uzemnéna elektroda (L) Izolace (M) Ocelovy kuzel
(N) Tésnici spara
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Obrizek 2

Stojan

21 i2

A-A
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Obréizek 3

Zizehovy systém

(A) Zazehova civka (B) Izolace (C) Elektrody (D) Zazehova zitka

Pozndmka: muze byt pouzito kterékoli z téchto dvou uspofddani.
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PRiILOHA 2B
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1.1

1.2

B.1 bis AKUTNI ORALNI TOXICITA - METODA FIXNf DAVKY

METODA

Tato zkuSebni metoda je rovnocennd metodé OECD TG 420 (2001).

UvoD

Tradi¢ni metody hodnoceni akutni toxicity pouzivaji jako koncovy bod uhynuti zvitat. V roce 1984 navrhla
Britskd toxikologickd spolecnost novy piistup k testovani akutni toxicity zaloZeny na podavani fady fixnich
davek (1). Tento pfistup jako koncovy bod nepouzival uhynuti zvitat, nybrz se opiral o pozorovani jasnych
piiznakd toxicity u jedné z fady fixnich ddvek. Po provedent britskych (2) a mezindrodnich (3) valida¢nich
studif in vivo byl tento postup v roce 1992 pfijat jako zkuSebni metoda. Nasledné byly pomoci
matematickych modelt v fadé studif (4, 5, 6) vyhodnoceny statistické vlastnosti metody fixni davky. Studie
in vivo a modelové studie spolecné prokdzaly, Ze metoda je reprodukovatelnd, vyzaduje méné zvifat, ptisobi
mens$i utrpeni neZ tradi¢ni metody a dokdze litky zafadit podobné jako jiné zkusebni metody akutni
toxicity.

Poucent tykajici se vybéru nejvhodnéjsi zkusebni metody k danému dcelu obsahuje text Guidance Document
on Acute Oral Toxicity Testing (7). V tomto dokumentu jsou také uvedeny doplitujici informace o provadéni
a analyze zkusebni metody B.1 bis.

Podstatou metody je pouZiti pouze sttedné toxickych ddvek v hlavni studii, davky, u nichz se o¢ekava, ze
budou letdlni, by nemély byt poddvany. Také neni nutné podavat davky, o nichZ je zndmo, Ze v dusledku
leptavych nebo vyrazné drdzdivych t¢ink vyvoldvaji znacnou bolest a utrpeni. Umirajici zvifata nebo
zvifata, kterd zjevné projevuji p¥iznaky bolesti nebo zna¢ného a pretrvavajictho utrpenti, se humédnné utrati
a pii analyze vysledktl se hodnoti jako zvitata uhynuld p#i zkousce. Kritéria rozhodovéni o utraceni
umirajicich nebo zna¢né trpicich zvifat a pouceni tykajici se rozpoznani pfedvidatelného nebo bliziciho se
uhynuti jsou pfedmétem samostatného dokumentu (8).

Metoda poskytuje informace o nebezpecnych vlastnostech a umoziuje zafazeni a klasifikaci latky podle
globdlné harmonizovaného systému (GHS) klasifikace chemickych ldtek, které zptisobuji akutni toxicitu (9).

Zkusebni laboratof by pfed provedenim studie méla vzit v Gvahu veskeré dostupné informace o zkousené
latce. Souddsti téchto informaci je totoznost a chemickd struktura latky, jejf fyzikdlné-chemické vlastnosti,
vysledky jinych zkousek toxicity dané ldtky in vivo nebo in vitro, toxikologické tdaje o strukturné p¥ibuznych
latkdch a ocekdvané pouziti litky. Tyto informace jsou nezbytné k tomu, aby byli vSichni zainteresovani
piesvédCeni, ze zkouska md vyznam pro ochranu lidského zdravi a pomize pii vybéru vhodné vychozi
davky.

DEFINICE

Akutni ordlni toxicita: nepfiznivé ucinky, které se projevi po ordlnim poddni jedné davky nebo vice ddvek
latky béhem 24 h.

Opozdény thyn: znamend, Ze zvife béhem 48 h neuhyne ani nejevi zndmky umirdni, ale uhyne pozdéji
béhem ¢trnéctidenni doby pozorovéni.

Ddvka: je mnozstvi podané zkousené ltky. Ddvka se vyjadfuje jako hmotnost zkousené ldtky na jednotku
hmotnosti pokusného zvitete (napt. mg/kg).

Zjevnd toxicita: je obecny pojem popisujici zietelné priznaky toxicity, které se projevi po poddni zkousené
latky (piiklady viz (3)), kdy pfi podani dal3i vyssi fixni ddvky lze u vétsiny pokusnych zvitat ocekdvat znacné
bolesti a pFetrvavajici zndmky zna¢ného utrpent, stavu agénie (kritéria uvadi dokument Humane Endpoints
Guidance (8)) nebo pravdépodobné uhynuti.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.2

GHS: Globalné harmonizovany systém klasifikace chemickych ldtek a smési. Spole¢ny projekt Organizace
pro hospodaiskou spolupréci a rozvoj (lidské zdravi a zivotni prostfedi), Odborného vyboru OSN pro
piepravu nebezpecného zbozi (fyzikdlné-chemické vlastnosti) a Mezindrodni organizace prace (informace
o nebezpecnosti) koordinovany Meziorganizanim programem pro fddné naklddani s chemikaliemi
(IOMC).

BliZici se uhynuti: stav agonie nebo uhynuti je ocekdvin pied dalsi pléinovanou dobou pozorovani.
Priznaky svédcici o tomto stavu u hlodavc mohou zahrnovat kiece, polohu na boku, polohu vleze a tfes
(vice podrobnosti viz text Humane Endpoint Guidance Document (8)).

LD, (stfedni letdlni ddvka): je statisticky vypoctend jednotlivd ddvka ldtky, u niz lze ocekédvat, Ze zptisobi
uhynuti 50 % zvifat, jimz byla poddna oralni cestou. Hodnota LD 5, se vyjadiuje v hmotnosti zkousené latky
na jednotku hmotnosti pokusného zvifete (mg/kg).

Limitni ddvka: oznacuje nejvyssi pifpustnou ddvku (2 000 nebo 5 000 mg/kg).

Stav agénie: oznacuje stav Gthynu nebo neschopnost pfezit, ani kdyz je zvife lé¢eno (vice podrobnosti viz
text Humane Endpoint Guidance Document (8)).

Predvidatelny dhyn: pfitomnost klinickych pfiznakd svéd¢icich o smrti, pfi¢emz doba tihynu je zndmd
a predchdzi planovanému ukonceni zkousky v budoucnosti, napf.: neschopnost dojit k vodé nebo potravé.
(vice podrobnosti viz text Humane Endpoint Guidance Document (8)).

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Skupindm zvifat stejného pohlavi se postupné podd fixni ddvka 5, 50, 300 a 2 000 mg/kg (vyjimecné lze
uvazovat o dalsi fixni ddvce 5000 mglkg, viz ¢dst 1.6.2). Vychozi Grovenn ddvky se zvoli na zdkladé
orienta¢ni studie jako ddvka, u niz se ocekdvd, ze vyvold nékteré piiznaky toxicity, aniz zptsobi zdvazné
toxické G¢inky nebo thyn. Klinické pfiznaky a stavy spojené s bolesti, utrpenim a blizicim se dhynem jsou
podrobné popsédny v samostatném dokumentu OECD (8). Dal$im skupindm zvifat mohou byt podény vyss{
nebo nizsi fixni dévky podle pfitomnosti nebo nepiitomnosti piiznaku toxicity nebo uhynuti. Podle tohoto
postupu se pokracuje, dokud nebude zjisténa ddvka vyvoldvajici zfejmou toxicitu nebo neni pozorovano

vice nez jedno uhynuti, anebo pokud nejsou ani pfi nejvyssi dévce zjistény zddné cinky nebo pokud

POPIS ZKUSEBN{ METODY

Vybér druhu zvifat

Upiednostiiovanym druhem hlodavce je potkan, avSak lze pouzit i jiné druhy hlodavcd. Obvykle se
pouzivaji samice (7). Je to proto, Ze piehled literatury o konvencnich zkouskach LD, ukazuje, Ze mezi
pohlavimi je obvykle maly rozdil, pokud jde o citlivost, ale v piipadech, v nichz jsou rozdily pozorovany,
jsou samice obecné nepatrné citlivéjsi (10). Pokud vsak poznatky o toxikologickych nebo toxikokinetickych
vlastnostech strukturné piibuznych chemickych latek naznacuji, Ze citlivéjsi jsou pravdépodobné samci,
pouzije se toto pohlavi. Jestlize se zkouska provadi na samcich, je nutné podat naleZzité odtvodnéni.

Pouziji se mladd zdravd dospéld zvifata bézné uzivanych laboratornich kment. Samice musi byt nullipary
a nesmi byt biezi. Kazdé zvife musi byt na zacdtku poddvani latky 8 az 12 mésict staré a jeho hmotnost
by se méla pohybovat v intervalu + 20 % stiedni hmotnosti zvitat, kterym byla podéna pfedchozi ddvka.

Podminky chovu a krmeni

Teplota v mistnosti pro pokusnd zvitata by méla byt 22 °C ( 3 °C). Relativni vlhkost vzduchu by méla byt
minimdlné 30 % a pokud mozno nepfesdhnout 70 %, kromé doby tklidu mistnosti, cilem by méla byt
hodnota 50 — 60 %. Osvétleni bude umélé se stiiddnim 12 h svétla a 12 h tmy. Ke krmen{ Ize pouzit
konven¢ni laboratorni stravu s neomezenou doddvkou pitné vody. Zvitata mohou byt chovéna v klecich
ve skupindch podle davky, ale pocet zvitat v kleci nesmi branit nerusenému pozorovani kazdého zvitete.
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1.4.3  Pfiprava zvifat

Zvifata se nahodné vyberou, pro usnadnéni individudlni identifikace se ozna¢i, a chovaji se v klecich
minimélné 5 dni pfed zacdtkem podévani litky, aby se mohla pfizpisobit laboratornim podminkdm.

1.4.4  Piprava divek

Zkousend latka by obecné méla byt pii vech Grovnich zkousenych dévek poddvana v konstantnim objemu
pomoci tpravy koncentrace ddvkovaného piipravku. V piipadech, kdy md byt zkousen kapalny koncovy
produkt nebo smés, muze viak byt pouziti nezfedéné zkousené latky, tj. s konstantni koncentraci, pro
hodnoceni ndsledného rizika této latky uZite¢néjsi a je vyzadovano nékterymi kontrolnimi organy. Ani
v jednom piipadé nesmi byt prekrocen maximdlni objem ddvky. Maximdlni objem kapaliny, kterou lze
jednorazové podat, zavisi na velikosti pokusného zvitete. U hlodavct by objem obvykle nemél presdhnout
1 ml na 100 g télesné hmotnosti, avsak u vodnich roztokd pfipadd v tivahu i ddvka 2 ml na 100 g télesné
hmotnosti. S ohledem na slozeni ddvkovaného pfipravku se ve vSech pfipadech, kde je to mozné,
doporucuje pouziti vodného roztoku/suspenze/emulze, potom v pofadi podle preference pouziti
roztoku/[suspenze/emulze v oleji (napf. v kukuficném oleji) a nakonec pfipadné roztoku v jinych vehikulech.
U vehikul jinych nez voda musi byt zndmy toxikologické charakteristiky. Davky musi byt pfipraveny kratce
pied podanim, pokud neni stdlost pfipravku béhem doby, kdy bude pouzivan, zndma a neukdze se jako
pfijatelnd.

1.5 POSTUP

1.5.1 Podavéani ddvek

Zkousend latka se poddvd sondou v jedné ddvce pomoci Zalude¢ni sondy nebo vhodné intubaéni kanyly.
Pokud vyjime¢né neni mozné podat ddvku najednou, lze ji podat po mensich mnozstvich béhem nejvyse
24 h.

Pred poddnim zkousené latky nemaji zvifata dostdvat potravu (napf. potkaniim by se neméla podavat ptes
noc, mysim 3 — 4 h), voda se viak ponechdvd. Po uplynuti doby hladovéni se zvifata zvdzi a podd se jim
zkousend létka. Po poddni latky se zamezi piistupu k potravé na dal3i 3 — 4 h u potkand nebo 1 - 2 h u mysi.
Podavé-li se ldtka po ¢dstech v prabéhu urcité doby, muze byt podle délky obdobi nezbytné poskytnout
zvifatim potravu a vodu.

1.5.2  Orientaéni studie

Cilem orienta¢ni studie je umoznit vybér vhodné vychozi ddvky pro hlavni studii. Zkousend ldtka se poddva
jednotlivym zvifatim postupné podle vyvojového diagramu v pifloze 1. Orienta¢ni studie je ukoncena,
jakmile 1ze stanovit vychozi ddvku pro hlavni studii (nebo pokud je pfi nejnizsi fixni ddvce pozorovan thyn).

Vychozi ddvka orienta¢ni studie se zvoli z fixnich ddvek ve vysi 5, 50, 300 a 2 000 mg/kg jako ddvka, u niz
se ocekdvd, Ze vyvold ziejmou toxicitu, pficemz toto ocekdvani je pokud mozno zaloZeno na diikazech
z Udaji ziskanych in vivo a in vitro ze stejné chemické latky a strukturné piibuznych latek. Pokud takové
informace neexistuji, vychozi ddvka ¢ini 300 mg/kg.

Mezi poddnim dévky kazdému zvifeti se ponechd doba minimédlné 24 h. Vsechna zvifata se pozoruji
minimdlné 14 dnd.

Ve vyjimecnych piipadech a pouze je-li to odivodnéno specifickymi konkrétnimi piedpisy, lze zvizit
pouziti dalsf nejvyssi drovné dévky 5 000 mg/kg (viz piiloha 3). S ohledem na dobré zachdzeni se zvifaty
se pokusy na zvifatech v rdmci kategorie 5 GHS (2 000 — 5 000 mg/kg) nedoporucuji a mély by se zvazovat
pouze tehdy, pokud existuje velkd pravdépodobnost, Ze vysledky takového pokusu maji pfimy vyznam pro
ochranu lidského zdravi, zdravi zvifat nebo Zivotniho prostredi.
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1.5.3.1

1.5.3.2

1.6

V piipadech, kdy zvife, u néhoz je litka zkousena v nejnizsi fixni Grovni davky (5 mg/kg), v orienta¢ni studii
uhyne, obvykle se studie ukon¢f a latka pfitadi do kategorie 1 GHS (jak je uvedeno v piiloze 1). Pokud je
viak vyzadovdno dalsi potvrzeni klasifikace, mtzZe byt proveden tento volitelny doplitkovy postup:
druhému zviteti se podd davka 5 mg/kg. Pokud toto druhé zvife uhyne, bude kategorie 1 GHS potvrzena
a studie okamzité ukoncena. Pokud druhé zvife prezije, divka 5 mg/kg se podd maximalné tfem dalsim
zvifatim. Jelikoz riziko dhynu bude vysoké, méla by byt litka zvifatim poddvdna postupné, aby bylo
zajisténo dobré zachdzent se zvifaty. Casovy interval mezi ddvkami podanymi jednotlivym zvitatéim by mél
byt dostate¢ny na to, aby bylo mozné stanovit, zda zvife, jemuz byla latka poddna dfive, pravdépodobné
piezije. Pokud dojde k dhynu druhého zvitete, posloupnost podavani se okamzité ukond{ a litka nebude
podéna zddnému dalsimu zvifeti. Vzhledem k tomu, Ze vyskyt druhého thynu (bez ohledu na pocet zvifat,
na nichz byla ldtka v dobé ukonceni zkousena) spadd do vysledku A (2 anebo vice Ghynt), postupuje se podle
pravidla klasifikace v pfiloze 2 s fixni ddvkou 5 mg/kg (kategorie 1, pokud se vyskytnou dva a vice Ghynt
nebo kategorie 2, pokud se nevyskytne vice nez 1 thyn). Navic je v pfiloze 4 uvedeno pouceni tykajici se
klasifikace v rdmci systému EU, dokud nebude zaveden novy globalné harmonizovany systém (GHS).

Hlavni studie

Pocet zvifat a tirovné ddvek

Kroky, podle kterych se md postupovat po provedeni zkousek s vychozi drovni davky, jsou uvedeny
ve vyvojovém diagramu v pfiloze 2. Bude nutné zvolit jeden ze ti{ postupii: bud zkouSeni ukon¢it a stanovit
odpovidajici klasifika¢ni tfidu nebezpecnosti, nebo provést zkousky s vyssi fixni dévkou nebo zkousky
s niz3i fixni ddvkou. S ohledem na ochranu zvifat se v hlavni studii znovu nepouzije droven dévky, kterd
v orienta¢ni studii vedla k uhynuti (viz piiloha 2). Zkusenosti ukdzaly, Ze nejpravdépodobnéjsim vysledkem

u vychozi drovné dévky bude, ze latku lze klasifikovat bez nutnosti dalsich zkousek.

Obvykle se pro kazdou zkoumanou troven dévky pouzije celkem pét zvifat stejného pohlavi. Mezi témito
péti zvitaty bude jedno zvife z orienta¢ni studie, jemuz byla podéna zvolend droveni dvky, a dalsf Ctyfi
zvifata (kromé vyjimecnych piipadd, kdy troven ddvky pouzité v hlavni studii nebyla soucsti orientacni
studie).

Casovy interval mezi poddvanim jednotlivé vyse davky zdvisi na dobé ndstupu, trvani a zdvaznosti piznaké
toxicity. Expozice zvifat dalsi ddvce bude odloZena, dokud nebude jisté, ze zvifata, jimZ byla poddna
piedchozi davka, ptezila. Mezi jednotlivymi ddvkami se v piipadé potieby doporucuje ponechat dobu 3
nebo 4 dnf;, aby bylo umoznéno pozorovani zpozdéné toxicity. Casovy interval Ize podle potieby upravit,
napf. v piipadé neprikazné reakce.

Pfi zvazovani pouziti nejvyssi fixni davky 5 000 mg/kg se postupuje podle metody popsané v piiloze 3 (viz
také 1.6.2).

Limitni zkouska

Limitni zkouska se pouzivd predevsim tehdy, ma-li osoba provadéjici zkousku informace svédcici o tom,
ze zkouseny materidl je pravdépodobné netoxicky, tj. je toxicky pouze nad rdmec regulacnich limitnich
dévek. Informace o toxicit¢ zkouseného materidlu lze ziskat ze znalosti o podobnych zkousenych
sloucenindch, smésich nebo produktech s ohledem na totoznost a procento slozek, o nichz se vi, Ze jsou
toxikologicky vyznamné. V situacich, kdy existuje jen malo informaci nebo viibec zddné informace o toxicité
nebo kdy se ocekdva, ze zkouseny materidl bude toxicky, bude provedena hlavni zkouska.

Podle obvyklého postupu slouzi jako limitni zkouska pro tyto pokyny vychozi dévka orientacni studie
2000 mgfkg (nebo vyjimeéné 5 000 mgfkg), po niz ndsleduje poddni této vyse davky dalsim ctyfem
zvitattim.

POZOROVAN{

Po podani davky se zvitata pozoruji individudlné minimalné jednou béhem prvnich 30 minut, pravidelné
béhem prvnich 24 h, pfi¢emz zvldstni pozornost se vénuje prvnim 4 h, a poté denné po dobu 14 dnd kromé
piipadd, kdy je nutné zvifata ze studie vyjmout a humanné utratit z divodu dodrzovén{ pravidla dobrého
zachdzeni se zvifaty, nebo je zjistén jejich tihyn. Doba pozorovéni by v§ak neméla byt stanovena pevné. Bude
stanovena podle toxickych reakci, doby jejich ndstupu a délky faze zotaveni, a mize tedy byt podle potieby
prodlouzena. Doba, kdy se piiznaky toxicity objevi a vymizi, je dilezitd zejména v piipadé tendence ke
zpozdénym piiznakam toxicity (11). Veskerd pozorovani se systematicky zaznamendvaji, pficemz zdznamy
se vedou jednotlivé, pro kazdé zvife.
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Dalsi pozorovani budou nutnd, jestlize zvitata dale vykazuji piiznaky toxicity. Pozorovani zahrnuji zmény
na kaiZi, na srsti, na o¢ich, na sliznicich, a rovnéz zmény dychani, krevniho obéhu, zmény funkce autonomni
a centralni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovani. Pozornost je tfeba vénovat tfesu, kie¢im,
slinéni, prajmu, letargii, spanku a kématu. Vezmou se v ivahu principy a kritéria shrnuté v textu Humane
Endpoints Guidance Document (8). Zvifata ve stavu agénie a zvifata se znamkami prudkych bolesti nebo
s pretrvavajicimi pfiznaky znacného utrpeni se humanné utrati. Pokud jsou zvifata z humdnnich divodd
utracena nebo je zjistén jejich dhyn, je nutné dobu uhynuti zaznamenat co nejpfesnéji.

Télesnd hmotnost

Hmotnost jednotlivych zvifat se stanovi kratce pied poddnim zkousené litky a nejméné jednou tydné poté.
Vypocitaji se zmény hmotnosti zaznamenaji se. Na konci zkousky se zvifata, kterd prezila, zvdzi a poté
huménné utrati.

Patologie

Vsechna pokusnd zvifata (véetné téch, kterd v prubéhu zkousky uhynula nebo byla utracena z divodu
dodrzovéni pravidla dobrého zachdzeni se zvifaty) se pitvaji. U kazdého zvifete se zaznamenaji vSechny
makroskopické patologické ndlezy. Lze také zvazit mikroskopické vysetfeni organd, u nichz jsou patrné
makroskopické patologie, u zvifat, kterd pfezila 24 nebo vice hodin po prvnim podani dévky, protoze
mohou poskytnout uzite¢né informace.

UDAJE
Meély by byt uvedeny tidaje pro kazdé jednotlivé zvife. Navic by mély byt viechny tidaje shrnuty do tabulky,
piicemz se u kazdé zkusebni skupiny uvede pocet pouzitych zvifat, pocet zvifat vykazujicich piiznaky

toxicity, pocet zvitat uhynulych v priibéhu zkousky nebo utracenych z huménnich dtvodd, doba uhynuti
jednotlivych zvifat, popis, Casovy priibéh a vratnost toxickych G¢inka a pitevni nélezy.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce musi obsahovat nésledujici informace:
Zkousend latka:

— fyzikdlni povaha, Cistota a tam, kde je to podstatné, fyzikdlné-chemické vlastnosti (véetné
izomerizace),

— identifika¢ni tidaje, véetné &isla CAS.

Vehikulum (je-li pouzito):

— zdtvodnéni vybéru vehikula, pokud neni pouzita voda.

Pokusnd zvifata:

— pouzity druh/kmen,

— mikrobiologicky stav zvifat, je-li zndm,

— pocet, staif a pohlavi zvifat (pfipadné v¢etné zdivodnéni pouziti samcti misto samic),
— puvod, podminky chovu, strava atd.

Zku3ebni podminky:

— podrobné ddaje o slozeni zkousené latky, véetné podrobnosti o fyzikdlni formé poddvaného
materidlu,

— podrobné tidaje o zpiisobu podani zkousené latky, véetné objemu ddvek a dobé podavani,
— podrobné tdaje o stravé a kvalité vody (véetné druhu/zdroje stravy, zdroje vody),

— zdtvodnéni vybéru vychozi davky.
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Vysledky:

— tdaje o reakcich kazdého zvitete a o vysi jeho davky (tj. pocet zvitat vykazujicich ptiznaky toxicity,
véetné uhynuti, povahy, zdvaznosti a trvani tcinkd), ve formé tabulky;

— tudaje o télesné hmotnosti a jejich zméndch ve formé tabulky;

— hmotnosti jednotlivych zvitat v den podani ddvky, poté v tydennich intervalech a v ¢ase thynu nebo
utracent;

— datum a doba thynu, pokud ptedchdzi planovanému usmrcenf;
— casovy prubéh ndstupu priznaka toxicity u kazdého zvitete, a zda byly vratné;
— pitevni a histopatologické ndlezy pro kazdé zvife, pokud jsou k dispozici.
Diskuse a interpretace vysledkd.
Zavéry.
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PRILOHA 3

KRITERIA KLASIFIKACE ZKUSENYCH LATEK S OCEKAVANYMI HODNOTAMI Ly, PRESAHUJICIMI
2 000 MG/KG BEZ NUTNOSTI ZKOUSENI

Kritéria pro kategorii nebezecosti 5 maji umoznit identifikaci zkousenych latek, u nichz je nebezpedi akutni toxicity
nizké, aviak kterémoou za urcitych okolnostipro citlivé jedince predstavovat nebezpedi. U téchto latek se pfedpoklada,
ze se jejich ordlni nebo dermdlni LDs, nebo LDg, ekvivalentnich ddvek poddvanych jinymi cestami pohybuje
v rozmezi od 2 000 do 5000 mg/kg. Zkousné latky lze klasifikovat v kategorii ebezpecnosti definované jako
2 000 mgfkg < LDs,< 5 000 mg/kg (v GHS kategorie 5) v téchto ptipadech:

a) pokud je do této katgorie zatazena podle nékterého ze zptsobt zkouseni uvedeného v piiloze 2, a to
v zdvislosti na vyskytech uhynuti;

b) pokd jsou jiz k dispozici spolehlivé dikazy naznacujici, Ze LD, se pohybuje v rozmezi hodnot
kategorie 5, nebo pokud z jinych studif na zvitatech nebo z toxickych dcinkd na clovéka vyplyvaji
akutni obavy o lidské zdravi;

¢) pokud extrapolaci, odhadem nebo mfenim tidaj nent pfifazeni do vyssi tdy nebezpecnosti odiivodnéno;
a

— okud jsou k dispozici spolehlivé informace naznacujici vyznamné oxické tcinky na clovéka nebo
— pokud je béhem zkouseni ordlni cestou s ddvkami nejvyse kategorie 4 pozorovano uhynuti nebo

— v piipadech, kdy odborny posudek potvrdi zdvainé klinické pfiznaky toxicity pfi testovani
s ddvkami nejvyse kategorie 4 s vyjimkou prijmu, zjeZeni srstinebo rozcuchané srsti nebo

— v piipadech, kdy odborny posudek potvrdi spolehlivé informace, které naznacuji moznost
zdvaznych akutnich G¢inka vyplyvajicich z jinych studif na zvifatech.

ZKOUSENI V DAVKACH PRESAHUJICICH 2 000 mg/kg

Ve vyjimecnych Fpadech, a pouze je-li to odivodnéno specifickymi regula¢nimi potiebami, lze zvazit pouziti dalsi
nejvyssi drovné fixni davky 5 000 mg/kg. S ohledm na zdsadudobrého zachdzeni se zvifaty se zkouseni s ddvkami
5 000 mg/kg nedoporucuje, mélo by se zvazovat pouze v piipadé, Ze existuje velkd pravdépodobnost, Ze vysledky
takové zkousky by mély pfimy vyznam pro ochranu zvitat nebo lidského zdravi (9).

Orienta¢ni studie

Pravidla pro rozhodoviéni, jimiz se fd{ metoda postupného podévani ddvek uvedend v piiloze 1, se rozsif{ tak, aby
zahrnovala drovenn ddvky 5000 mgfkg. Pokud se v orientacni studii pouzije vychozi ddvka 5000 mg/kg,
vysledek A (dhyn) povede k nutnosti zkouset na druhém zvifeti ddvku 2 000 mg/kg Vysledky B a C (zfejma toxicita
nebo zddna toxicita) umozni zvolit ddvku 5 000 mg/kg za vychozi ddvku hlavni studie. Podobné pokud se pouzije
vychozi ddvka jind nez 5 000 mg/kg, zkouseni pokracuje na droven 5 000 mg/kg v piipadé, Ze se pii 2 000 mg/kg
zjist{ vysledky B nebo C. Ndasledny vysledek A pii 5 000 mg/kg bude vyzadovat vychozi davku hlavni studie
2 000 mg/kg a vysledky B a C budou vyzadovat vychozi ddvku v hlavni studii 5 000 mg/kg.

Hlavni studie

Pravidla pro rozhodovéni, jimiz se {d{ metoda postupného podavéni ddvek uvedend v piiloze 2, se rozsiif tak, aby
zahrnovala troven ddvky 5 000 mg/kg. Pokud se tedy v hlavni studii pouzije vychozi divka 5 000 mg/kg, bude
vysledek A (= 2 Ghyny) vyzadovat zkouseni dévky 2 000 mg/kg na druhé skupiné. Vysledek B (zfejmd toxicita a/nebo
<1 thyn) nebo C (zddnd toxicita) povedou k tomu, Ze litka nebude podle GHS Klasifikovana. Podobné pokud se
pouzije vychozi ddvka jind nez 5 000 mgfkg, zkousSeni pokracuje na troveit 5000 mg/kg v piipadé, ze se pii
2 000 mg/kg zjisti vysledek C. Ndsledny vysledek A pii 5 000 mg/kg povede k tomu, Ze se ldtka pfifadi do kategorie
5 GHS a na zdkladé vysledku B nebo C ldtka nebude klasifikovdna.
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1.1

,B.1 tris. AKUTNI ORALN{ TOXICITA- METODA STANOVENI TRIDY AKUN{ TOXICITY

METODA

Tato zku$ebni metoda odpovidd metodé OECD TG 423 2001).

UvVOoD

Metoda stanovent tfidy akutni toxicity (1) stanovend v této zkousce je metodou po krocich, pficemz u kazdého
kroku se pouzivaji 3 zvifata stejného pohlavi. V zdvislosti na imrtnosti a/nebo stavu agénie zvifat lze o akutni
toxicité zkousené latky rozhodnout primérné na zakladé 2 adze litky zatadit podobné jako jiné zkusebni
metody akutni toxicity. Metoda stanoveni tiidy akutni toxicity je zaloZena na biometrickém hodnoceni
(2)(3)(4)(5) s fixnimi ddvkami, pfimfené oddélenymi tak, aby umoznila zatazeni latky pro tcely klasifikace
a posouzeni nebezpetnosti. Metoda pfijatd v roce 1996 byla podrobena rozsihlym ndrodnim (6)
mezindrodnim (7) valida¢nim studii i vivo pro srovndni s hodnotami LD, ziskanymi z literatury.

Obecny ndvod tykajici se vybéru nejvhodnéjsi zkusebni metody k danému ticelu obsahuje text Guidance
Document on Acute Oral Toxicity Testing (8). V tomto dokumentu jsou také uvedeny dopliujici informace
o provadeéni a interpretaci metody zkouseni B.1 tris.

Neni nutné podavat zkousené ldtky v dévkach, o nichZ je zndmo, zZe v dasledku leptavych nebo vyrazné
drazdivych tcinka vyvoldvaji znacnou bolest a utrpeni. Umirajici zvifata nebo zvifata, kterd zjevné projevuji
piiznaky bolesti nebo zna¢ného a pfetrvavajictho utrpeni, se humdnné utrati a pfi interpretaci vysledku jsou
hodnocena jako zvifata uhynuld pfi zkousce. Kritéria rozhodovani o utraceni umirajicich nebo zna¢né trpicich
zvifat a pokyny tykajici se rozpozndni predvidatelného nebo blizictho se uhynuti jsou predmétem
samostatného dokumentu (9).

Metoda vyuziva pfedem stanovenych davek a jeji vysledky umoziuji ltku zatadit a klasifikovat podle globdlné
harmonizovaného systému klasifikace chemickych latek, které zptisobuji akutni toxicitu (10).

V zdsadé tato metoda neslouzi k vypocteni pfesné hodnoty LD, ale umoziuje urcit definované rozpéti
expozice, pii které se pfedpoklddd letalita, nebot hlavnim koncovym vyhodnocenim této zkousky ztstava
uhynuti ¢asti zvifat. Metoda umoziiuje stanovit hodnotu LDs,, pouze pokud alespoii dvé davky vedou
k mortalité vyssi nez 0 % a niz$i nez 100 %. Pouziti vybéru pfedem stanovenych davek, bez ohledu na
zkouSenou latku, u néhoz se klasifikace explicitné vaze k poctu zvifat pozorovanych v raznych stavech,
zvysuje moznost konzistentniho a opakovaného pfedavani zprav mezi laboratofemi.

Zkusebni laboratof vezme pted provedenim studie v Gvahu veskeré dostupné informace o zkousené ltce.
Soucisti téchto informaci je totoZnost a chemickd struktura latky, jeji fyzikdlné-chemické vlastnosti, vysledek
jinych zkousek toxicity dané latky in vivo nebo in vitro, toxikologické tdaje o strukturné piibuznych latkich
a ocekdvané pouziti latky. Tyto informace jsou nezbytné k tomu, aby byli vSichni zainteresovani pfesvédceni,
ze zkouska md vyznam pro ochranu lidského zdravi a pomiize pfi vybéru nejvhodnéjsi vychozi davky.
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1.2

1.3

DEFINICE

Akutni ordlni toxicita: se vztahuje na nepiiznivé acinky, které se projevi po ordlnim podani jedné ddvky
nebo vice davek latky béhem 24 h.

Opozdény dhyn: znamend, Ze zvife béhem 48 h neuhyne ani nejevi zndmky umirdni, ale uhyne pozdéji
béhem ¢trnactidenni doby pozorovéni.

Dévka: je mnozstvi podané zkousené litky. Ddvka se vyjadfuje jako hmotnost zkousené ltky na jednotku
hmotnosti pokusného zvitete (napt. mg/kg).

GHS: globélné harmonizovany systém klasifikace chemickych latek a smési. Spole¢ny projekt Organizace pro
hospodarkou spoluprici a rozvoj (lidské zdravi a Zivotni prostiedi), Odbornéhovybor OSN pro piepravu
nebezpe¢ného zbozi (fyzikdlné-chemické vlastnosti) a Mezindrodni organizace price (informace
o nebezpecnosti) koordinovany Meziorganizaénim programem pro fadné naklddani s chemikdliemi (IOMC).

BliZici se uhynuti: kdyZ je ocekdvdn stav agénie nebo uhynuti pred dalsi planovanou dobou pozorovani.
Pf{znaky svédcici o tomto stavu mohou u hlodaved zahrnovat kiece, polohu na boku, polohu vleze a tfes (vice
podrobnosti viz text Humane Endpoint Guidance Document (9)).

LD, (stfedni letlni ordlni ddvka): je statisticky vypoctend jednotlivd ddvka latky, u niz lze ocekdvat, ze
zplsobi uhynuti 50 % zvifat, jimZ byla poddna ordlni cestou. Hodnota LD, se vyjadfuje jako hmotnost
zkousené latky na jednotku hmotnosti pokusného zvitete (mg/kg).

Stav agonie: oznacuje stav thynu nebo neschopnost prezit, ani kdyz je zvite lé¢eno (vice podrobnosti viz text
Humane Endpoint Guidance Document (9)).

Predvidatelny dhyn: pritomnost klinickych piiznaki svédcicich o smrti, pficemz doba tthynu je zndma
a pfedchazi planovanému ukonceni zkousky v budoucnosti, napf. neschopnost dojit k vodé nebo potravé.
(vice podrobnosti viz text Humane Endpoint Guidance Document (9)).

PODSTATA ZKOUSKY

Podstatou zkousky je, Ze se pomoci metody po krocich, vyuzivajici minimalntho poctu zvifat u kazdého
kroku, ziskaji informace o akutni toxicité zkousené ltky, které umozni jeji klasifikaci. Latka se skupiné
pokusnych zvifat podava ordlné v jedné ze stanovenych davek. Latka se zkousi metodou po krocich, pficemz
u kazdého kroku se pouZivaji tii zvifata stejného pohlavi (obvykle samice). Pfitomnost nebo nepfitomnost
mortality vyvolané litkou u zvifat, jimz byla litka poddna v jednom kroku, rozhodne o dalsim kroku, tj.:

— neni tieba zddné dalsi zkouseni,
— poda se stejnd ddvka dalsim tfem zvifatim,

Podrobnosti postupu zkousenti jsou uvedeny v piiloze 1. Metoda umozni rozhodnout s ohledem na zatazeni
zkousené latky do jedné z fady tiid toxicity definovanych fixnimi hrani¢nimi hodnotami LD,
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1.4

1.4.1

1.4.2

1.4.3

1.4.4

1.5

POPIS METODY

Vybér druhu zvifat

Uptednostiiovanym druhem hlodavee je potkan, aviak Ize pouzit i jiné druhy hlodavci. Obvykle se pouzivaji
samice (9). Je to proto, Ze piehled literatury o konvenénich zkouskdch LDy, ukazuje, Ze ackoliv je mezi
pohlavimi obvykle maly rozdil, pokud jde o citlivost, jsou samice v piipadech, ve kterych jsou rozdily
pozorovany, obecné nepatrné citlivejsi (11). Pokud viak poznatky o toxikologickych nebo toxikokinetickych
vlastnostech strukturné piibuznych chemickych litek naznacuji, Ze citlivéjsi jsou pravdépodobné samci,
pouzije se toto pohlavi. Jestlize se zkouska provadi na samcich, je nutné podat ndlezité odtivodnéni.

Pouziji se mladd zdravd dospéld zvifata bézné uzivanych laboratornich kmend. Samice musi byt nullipary
a nesmi byt bfezi. Kazdé zvite musi byt na zacatku podavani litky 8 az 12 mésict staré a jeho hmotnost by
se méla pohybovat v intervalu + 20 % stfedni hmotnosti zvifat, kterym byla poddna pfedchozi davka.

Podminky chovu a krmeni

Teplota v mistnosti pro pokusnd zvifata by méla byt 22 °C (¢ 3) °C, relativni vlhkost minimalné 30 % a pokud
mozno nepiesahnout 70 % kromé doby dklidu mistnosti, cilem by méla byt hodnota 50 — 60 %. Osvétleni
bude umélé se stiidanim 12 h svétla a 12 h tmy Ke krmeni lze pouzit konvenéni laboratorni stravu
s neomezenou doddvkou pitné vody. Zvifata mohou byt chovana v klecich ve skupindch podle ddvky, ale
pocet zvifat v kleci nesmi branit neru§enému pozorovani kazdého zvitete.

Pfiprava zvifat

Zvitata se ndhodné vyberou, pro usnadnéni individudln{ identifikace se oznadi a chovaji se v klecich minimalné
5 dntli pfed poddnim latky, aby se mohla pfizptisobit laboratornim podminkdm.

Piiprava divek

Zkousend latka by obecné méla byt pii viech tirovnich zkousenych ddvek poddvana v konstantnim objemu
pomoci dpravy koncentrace ddvkovaného piipravku. V pfipadech, kdy md byt zkousen kapalny koncovy
produkt nebo smés, mize viak byt pouziti nezfedéné zkousené latky, tj. s konstantni koncentraci, pro
v jednom piipadé nesmi byt prekrocen maximdlni objem dévky. Maximdlni objem kapaliny, kterou lze
jednordzové podat, zavisi na velikosti pokusného zvifete. U hlodavcii by objem obvykle nemél presahnout
1 ml na 100 g télesné hmotnosti, aviak u vodnich roztokd ptipadd v tvahu i ddvka 2 ml na 100 g télesné
hmotnosti. S ohledem na slozeni ddvkovaného piipravku se ve viech piipadech, kde je to mozné, doporucuje
pouziti vodného  roztoku[suspenzefemulze, potom v pofadi podle preference  pouziti
roztoku/suspenze/emulze v oleji (napt. v kukufiéném oleji) a nakonec piipadné roztoku v jinych vehikulech.
U vehikul jinych nez voda musi byt zndmy toxikologické charakteristiky. Dadvky musi byt pfipraveny krétce
pfed podanim, pokud nen stdlost piipravku béhem doby, kdy bude pouZivin, zndma a neukdze se jako
piijatelnd.

POSTUP

Podéavéni diavek

Zkousend latka se poddva sondou v jedné ddvce pomoci Zalude¢ni sondy nebo vhodné intuba¢ni kanyly.
Pokud vyjimec¢né neni mozné podat davku najednou, Ize ddvku podat po mensich mnozstvich béhem nejvyse
24 h.
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1.6

Pred podanim zkousené latky nemaji zvitata dostdvat potravu (napf. potkanim by se neméla poddvat pies
noc, mysim 3 — 4 h), voda se viak ponechdva. Po uplynuti doby hladovéni se zvifata zvazi a podd se jim
zkousend ldtka. Po poddni ldtky se zamezi pfistupu k potravé na dalsi 3 — 4 h u potkant nebo 1 - 2 h u mysi.
Podéva-li se latka po ¢astech v prabéhu urcité doby, mize byt podle délky obdobi nezbytné poskytnout
zvifatim potravu a vodu.

Pocet zvifat a irovné divek

V kazdém kroku se pouzivaji tii zvifata. Ddvka, kterd bude pouzita jako vychozi, se zvoli z jedné ze ¢tyf fixnich
drovni: 5, 50, 300 a 2000 mg/kg télesné hmotnosti. Vychozi divka by méla byt takovd, kterd
nejpravdépodobnéji vyvold uhynuti nékterych zvitat, jimz bude poddna. Postup, ktery je nutno u kazdé
vychozi davky dodrzet, je popsan ve vyvojovych diagramech v piiloze 1. V piiloze 4 jsou uvedeny pokyny
tykajici se klasifikace v rdmci systému EU do doby, nez bude zaveden novy globdlné harmonizovany systém
(GHS).

Pokud dostupné informace naznacuji, Ze pfi nejvyssi drovni vychozi davky (2 000 mg/kg télesné hmotnosti)
je imrtnost nepravdépodobnd, je nutné provést limitn{ zkousku. Pokud nejsou o latce, kterd md byt zkousena,
k dispozici Zddné informace, doporucuje se, z divodt dodrzovéni pravidla dobrého zachdzeni se zvifaty,
pouzit vychozi ddvku 300 mg/kg télesné hmotnosti.

Casovy interval mezi experimentalnimi skupinami z4visi na dobé nastupu, trvani a zdvaznosti pifznak
toxicity. Poddni dalsf davky bude odloZeno, dokud nebude jisté, Ze zvifata, jimz byla poddna piedchozi ddvka,
prezila.

Ve vyjimec¢nych pifpadech a pouze je-li to odiivodnéno specifickymi konkrétnimi pfedpisy, 1ze zvazit pouziti
dal3i nejvyssi trovné davky 5 000 mg/kg télesné hmotnosti (viz pifloha 2). S ohledem na zdsadu dobrého
zachdzeni se zvifaty se pokusy na zvifatech v rdmci kategorie 5 GHS (2 000 — 5 000 mg/kg) nedoporucuji
amély by se zvazovat pouze tehdy, pokud existuje velkd pravdépodobnost, Ze vysledky takové zkousky budou
mit pfimy vyznam pro ochranu lidského zdravi, zdravi zvifat nebo Zivotniho prostiedi.

Limitni zkouska

Limitni zkouska se pouzivd predevsim tehdy, ma-li osoba provadgjici zkousku informace svédcici o tom, Ze
zkouseny materidl je pravdépodobné netoxicky, tj. je toxicky pouze nad rimec stanovenych limitnich ddvek.
Informace o toxicité zkouSeného materidlu lze ziskat ze znalosti o podobnych zkousenych sloucenindch,
smésich nebo produktech s ohledem na totoznost a procento slozek, o nichz se vi, Ze jsou toxikologicky
vyznamné. V situacich, kdy existuje jen mdlo informaci nebo viibec Zadné informace o toxicité nebo kdy se
ocekavd, Ze zkouseny materidl bude toxicky, bude provedena hlavni zkouska.

Limitni zkousku s jednou drovni ddvky 2 000 mg/kg télesné hmotnosti Ize provést na Sesti zvifatech (tfi
zvifata na jeden krok). Vyjimecné Ize na tfech zvifatech provést limitni zkousku s jednou drovni davky
5000 mg/kg (viz piiloha 2). Projevi-li se iimrtnost vyvoland zkousenou litkou, budou dalsi zkousky

POZOROVANI

Po podéni davky se zvifata pozoruji individudlné minimdlné jednou béhem prvnich 30 minut, pravidelné
béhem prvnich 24 h, pficemz zvldstni pozornost se vénuje prvnim 4 h, a poté denné po dobu 14 dntt kromé
piipadd, kdy je nutné zvifata ze studie vyjmout a humdnné utratit z déivodu dodrzovani pravidla dobrého
zachdzeni se zvifaty, nebo je zjistén jejich thyn. Doba pozorovani by viak neméla byt stanovena pevné. Bude
stanovena podle toxickych reakci, doby jejich ndstupu a délky faze zotaveni, a miZe tedy byt podle potieby
prodlouzena. Doba, kdy se pifiznaky toxicity objevi a vymizi, je dulezitd zejména v piipadé tendence ke
zpozdénym piiznaktim toxicity (12). Veskerd pozorovani se systematicky zaznamendvaji, pficemz zdznamy
se vedou pro kazdé zvite jednotlivé.
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3.1

Dal3i pozorovani budou nutnd, jestlize zvifata stdle vykazuji ptiznaky toxicity. Pozorovéani zahrnuji zmény
na kiizi, na srsti, na ocich, na sliznicich, a rovnéz zmény dychani, krevniho ob¢hu, zmény funkce autonomni
a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovani. Pozornost je tieba vénovat tresu, kie¢im,
slinéni, prijmu, letargii, spinku a kdmatu. Vezmou se v Gvahu principy a kritéria shrnuté v textu Humane
Endpoints Guidance Document (9). Zvifata ve stavu agénie a zvifata se zndimkami zna¢nych bolesti nebo
pietrvavajicimi pfiznaky znacného utrpeni se humdnné utrati. Pokud jsou zvifata z humannich davoda
utracena nebo je zjistén jejich dhyn, je nutné dobu uhynuti zaznamenat co nejpfesnéji.

Télesnd hmotnost

Hmotnost jednotlivych zvitat se stanovi krétce pfed poddnim zkousené latky a nejméné jednou tydné poté.
Vypocitaji se zmény hmotnosti a zaznamenaji se. Na konci zkousky se zvifata, kterd prezila, zvazi a humdnné
utrati.

Patologie

Vsechna pokusnd zvifata (véetné téch, kterd v pribéhu zkousky uhynula nebo byla utracena z davodu
dodrzovéni pravidla dobrého zachazeni se zvifaty) se pitvaji. U kazdého zvifete se zaznamenaji vSechny
makroskopické patologické ndlezy. Lze také zvazit mikroskopické vysetfeni orgdnti, u nichz jsou patrné
makroskopické patologie, u zvitat, kterd piezila 24 nebo vice hodin, protoze mohou poskytnout uzite¢né
informace.

UDAJE

Meély by byt uvedeny tdaje pro kazdé jednotlivé zvife. Navic by mély byt v§echny tidaje shrnuty do tabulky,
pficemz se u kazdé zkusebni skupiny uvede pocet pouzitych zvifat, pocet zvifat vykazujicich pfiznaky
toxicity, pocet zvitat uhynulych v pribéhu zkousky nebo utracenych z huménnich davodi, doba uhynuti
jednotlivych zvifat, popis a Casovy prubéh a vratnost toxickych dcinkd a pitevni ndlezy.

ZPRAVY
PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce méd pokud mozno obsahovat néseldujici informace:

Zkousena latka:

— fyzikdlni povaha, Cistota a tam, kde je to podstatné, fyzikdlné-chemické vlastnosti (véetné
izomerizace),

— identifikaéni tdaje, véetné ¢isla CAS.

Vehikulum (je-li pouzito):

— zdtvodnéni vybéru vehikula, pokud nenf pouzita voda.

Pokusnd zvifata:

— pouzity druh/kmen,

— mikrobiologicky stav zvifat, je-li zndm,

— pocet, stafi a pohlavi zvifat (piipadné v¢etné zdavodnéni pouziti samcti misto samic),

— puvod, podminky chovu, strava atd.
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Zkusebni podminky:

— podrobné tdaje o slozeni zkousené litky, véetné podrobnosti o fyzikdlni formé podavaného
materidlu,

— podrobné tdaje o zpisobu podani zkousené ltky, véetné objemu dévek a dobé poddvani,
— podrobné tdaje o stravé a kvalité vody (véetné druhu/zdroje stravy, zdroje vody),

— zdtvodnéni vybéru vychozi davky.

Vysledky:

— dtdaje ve formé tabulky o reakcich kazdého zvitete a o vysi jeho davky (t. pocet zvifat vykazujicich
piiznaky toxicity, véetné uhynuti, povahy, zdvaznosti a trvani G¢inka),

— tdaje ve formé tabulky o télesné hmotnosti a jejich zméndch,

— hmotnosti jednotlivych zvitat v den podani ddvky, poté v tydennich intervalech a v ¢ase tthynu nebo
utracenti,

— datum a doba thynu, pokud ptedchdzi plinovanému usmrcent,
— casovy prubéh ndstupu piiznaka toxicity u kazdého zvifete, a zda byly vratné,
— pitevni a histopatologické ndlezy pro kazdé zvite, pokud jsou k dispozici.
Diskuse a interpretace vysledk.
Zavéry.
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PRILOHA 1

POSTUP, KTERY MA BYT U KAZDE Z VYCHOZICH DAVEK DODRZEN

OBECNE POZNAMKY

Systém zkouseni u kazdé vychozi davky obsazeny v této piiloze nastifiuje postup, ktery je tieba sledovat.
— Piiloha 1 a: vychozi ddvka je 5 mg na kg télesné hmotnosti

— Piiloha 1 b: vychozi ddvka je 50 mg na kg télesné hmotnosti

— Piiloha 1 c: vychozi ddvka je: 300 mg kg télesné hmotnosti

— Piiloha 1 d: vychozi ddvka je: 2 000 mg kg télesné hmotnosti

Postup zkouseni se fidi naznacenymi $ipkami v zavislosti na poctu humdnné utracenych nebo uhynulych zvifat.
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PRILOHA 2

KRITERIA KLASIFIKACE ZKOUSENYCH LATEK S OCEKAVANYMI HODNOTAMI LD,
PRESAHUJICIMI 2 000 mg/kg BEZ NUTNOSTI ZKOUSEN{

Kritéria pro kategorii nebezpecnosti 5 maji umoznit identifikaci zkousenych ldtek, u nichz je nebezpeci akutni toxicity
relativné nizké, avsak které mohou za urcitych okolnosti pro citlivé jedince pfedstavovat nebezpeci. U téchto latek
se piedpokldda, Ze se jejich ordlni nebo dermdlni LD, nebo LD, ekvivalentnich ddvek poddvanych jinymi cestami
pohybuje v rozmeziod 2 000 do 5 000 mg/kg. Zkousenou latku Ize klasifikovat v kategorii nebezpecnosti definované
jako 2 000 mgfkg < LD, < 5 000 mg/kg v téchto piipadech (v GHS kategorie 5):

a) pokud je do této kategorie zafazena podle nékterého ze systému zkouseni uvedeného v priloze 1a-1d,
v zédvislosti na vyskytech uhynuti;

b) pokud jsou jiz k dispozici spolehlivé diikazy naznacujici, Ze LDs, se pohybuje v rozmezi hodnot
kategorie 5, nebo pokud z jinych studif na zvifatech nebo toxickych ucinki na clovéka vyplyvaji akutni
obavy o lidské zdravi;

v

odtivodnéno a
— pokud jsou k dispozici spolehlivé informace naznacujici zdvazné toxické acinky na clovéka, nebo
— pokud je béhem zkouseni ordlni cestou do hodnot kategorie 4 pozorovdno uhynuti nebo

— v piipadech, kdy odborny posudek potvrdi zdvazné Klinické piiznaky toxicity pii testovani do
hodnot kategorie 4 s vyjimkou prijmu, zjeZeni srsti nebo rozcuchané srsti nebo

— v piipadech, kdy odborny posudek potvrdi spolehlivé informace, které naznacuji moznost
zdvaznych akutnich G¢inka vyplyvajicich z jinych studif na zvifatech.

ZKOUSENI V DAVKACH PRESAHUJICICH 2 000 mg/kg

S ohledem na nutnost dodrzovani zdsady dobrého zachdzeni se zvifaty se zkouSeni na zvifatech v kategorii 5
(5 000 mg/kg) nedoporucuje a mélo by se zvazovat pouze v piipadé, Ze existuje velkd pravdépodobnost, Ze vysledky
takové zkousky maji pfimy vyznam pro ochranu lidského zdravi nebo zdravi zvitat (10). S vy$simi drovnémi ddvek
se zadné dalsi zkousky neprovedou.

Pokud je vyzadovano zkouseni s divkou 5 000 mg/kg, vyZzaduje se pouze jeden krok (tj. tfi zvifata). Pokud prvni zvife,
jemuz byla poddna dévka, uhyne, pokracuje poddvani s drovni 2 000 mg/kg podle vyvojového diagramu v piiloze 1.
Pokud prvni zvife pieZije, podd se davka dalsim dvéma zvifatim. Pokud uhyne pouze jedno zvife ze tfi, ocekava se,
ze hodnota LD, pfesdhne 5 000 mg/kg. Pokud uhynou obé zvitata, pokracuje se podanim davky 2 000 mg/kg.
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PRILOHA 3
METODA ZKOUSENI B.1 tris: Pokyny ke Klasifikaci podle systému EU pro pfechodné obdobi do plného
zavedeni globdlné harmonizovaného systému klasifikace (GHS) (pfevzato z literatury (8))
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata
5 mgfkg 50 mgfkg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata
A A l y A 1 '
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5
GHS >0-5 >5-50 >50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
!J_;
3 2 1 0
. A A A A 4 A 4 A 4 + + A 4 + +
LD, hranignf
hodnoty mg na kg 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 oo
t€lesné hmot.
A A A A 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 ¢ A 4
EU/chemické latky
pesticidy kapalné 25 200 2000 o0
1 I I I I I I I I I
EU pesticidy tuhé 5 500 e}
I1 | | | | | | | | |
OSN - kapaliny 5 50 500 w0
1 I I I I I I I I I
OSN - pevné latky 5 50 200 0
I1 | | | | | | | | |
Svycarsko 5 50 500 2000 | 5000 | ®
1 I I I I I I I I I
US EPA crk 25 0
I1 | | | | | | | | |
Japonsko PDSCA 30 300 s}
1 I I I I I I I I I
Kanada/WHMIS/US OSHA 50 500 o0
I1 | | | | | | | | |
US EPA pesticidy 50 500 5000 ©
1 I I I I I I I I I
US CPSC 50 5000 o0
I1 | | | | | | | | |
Kanada - pesticidy 50 500 1000 2000 ®

- u kazdého kroku se pouZiji 3 zvifata stejného pohlavi

(obvykle samice)
-0,1,2

, 3: polet zvifat v agénii nebo uhynulych u kazdého kroku

- oo: neklasifikovino
- GHS: Globédln¢ harmonizovany systém klasifikace
{mg na kg télesné. hmot.)
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METODA ZKOUSENI B.1 tris: Pokyny ke klasifikaci podle systému EU pro pfechodné obdobi do plného

GHS

LD, hraniéni
hodnoty mg na kg
télesné hmot.

EUfchemické litky
kapalné pesticidy

EU - pesticidy tuhé

UN kapaliny

UN pevné litky

Svycarsko

US EPA crk

Japonsko PDSCA

Kanada/WHMIS/US OSHA

US EPA pesticidy

USs CPsC

Kanada - pesticidy

PRILOHA 3 (pokracovdni 1)

zavedeni globdlné harmonizovaného systému klasifikace (GHS) (pfevzato z literatury (8))

o>

5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata
5 mg/kg 50 mgfkg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata
A l A l '
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5
>0-5 >5-50 >50-300 > 300- 2000 > 2000 - 5000
| I
I J_‘
3" (pfi 50) jiné
3 2 1 0
v v T S i S S :
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 oo
A A A 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 ¢ A 4
25 200 2000 w0
11 1 | | | | | | | |
5 500 .
11 1 | | | | | | | |
5 50 500 )
11 1 | | | | | | | |
5 50 200 o)
11 1 | | | | | | | |
3 50 500 2000 | 5000 | ©
11 1 | | | | | | | |
25 .
11 1 | | | | | | | |
30 300 o0
11 1 | | | | | | | |
50 500 o)
11 1 | | | | | | | |
50 500 5000 o0
11 1 | | | | | | | |
50 5000 o)
11 | | | | | | | | |
50 500 1000 2000 o0

- u kaZdého kroku se pouZijf 3 zvifata stejného pohlavi
(obvykle samice)
- 0, 1,2, 3: poket zvifat v agénii nebo uhynulych u kazdého kroku

- oo : neklasifikovdno
- "u prvniho kroku
- GHS: Globilng harmonizovany systém klasifikace {mg na kg télesné. hmot.)
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PRILOHA 3 (pokracovani 2)
METODA ZKOUSENI B.1 tris: Pokyny ke Klasifikaci podle systému EU pro pfechodné obdobi do plného
zavedeni globdlné harmonizovaného systému klasifikace (GHS) (pfevzato z literatury (8))
S5mgkg ¢ 50mglkg [« 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata
l ﬁ A l '
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5
GHS >0-5 >5-50 >50- 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
| T — —
3* (pfi 50) jiné 3" (pti 300) jiné [ |
3 2 1 0
P S S T T T i S S :
LD, hraniénf
hodnoty mgnakg 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 oo
télesné hmot.
A A A 4 h 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 ¢ A 4
EU/chemické litky
pesticidy kapalné 25 200 2000 o
1 I I I I I I I I I
EU - pesticidy tuhé 5 500 [+'s)
I1 | | | | | | | | |
UN- kapaliny 5 50 500 w0
1 I I I I I I I I I
UN pevné latky 5 50 200 ©
I1 | | | | | | | | |
Svjcarsko 5 50 500 2000 | 5000 | 0
1 I I I I I I I I I
US EPA crk 25 0
I1 | | | | | | | | |
Japonske PDSCA 30 300 [e0]
1 I I I I I I I I I
Kanada/WHMIS/US OSHA 50 500 0
I1 | | | | | | | | |
US EPA pesticidy 50 500 5000 ©
1 I I I I I I I I I
US CPSC 50 5000 o0
I1 | | | | | | | | |
Kanada - pesticidy 50 500 1000 2000 ©

- u kazdého kroku se pouZiji 3 zvifata jednoho pohlavi

(obvykle samice)

- 0,1, 2, 3: potet zvifat v ag6nii nebo uhynulych zvifat u kazdého kroku

- oo: neklasifikovdno
- " u prvntho kroku

- GHS: Globélng harmonizovany systém klasifikace (mg na kg t&l. hmot.)
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PRILOHA 3 (pokracovdni 3)

METODA ZKOUSENI B.1 tris: Pokyny ke klasifikaci podle systému EU pro pfechodné obdobi do plného
zavedeni globdlné harmonizovaného systému klasifikace (GHS) (pfevzato z literatury (8))

To>

5mgkg % 50mglkg [ 300mglkg [ 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata
< g
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata
%ﬁg@%g@ JD gg o
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5 0
GHS >0-5 >5-50 > 50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
I [ [ | |
I ] I I I I I
3 jiné 5 jiné ) z iné || 1 0
(pti 50) ] (pti 300) ] (pfi 2000) | (pfi 2000) J
LD, hrani¢n{ A v v
hodnoty mg nakg 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 oo
télesné hmot.
A A 4 A 4 A 4 A 4 I A 4
EU/chemické l4t]
pesItcicifI;I:a;aﬁ]? 25 200 2000 o
I1 | | | I I I I I I
EU - pesticidy tuhé 5 500 [¢'s}
I1 1 1 1 | | | | | |
UN- kapaliny 5 50 500 ]
I1 | | | I I I I I I
UN - pevné litky 5 50 200 o0
I1 1 1 1 | | | | | |
Svjcarsko 5 50 500 2000 | 5000 | ®
I1 | | | I I I I I I
US EPA crk 25 ©
I1 1 1 1 | | | | | |
Japonsko PDSCA 3 300 o0
I1 | | | I I I I I I
Kanada/WHMIS/US OSHA 50 500 e
I1 1 1 1 | | | | | |
US EPA pesticidy 50 500 5000 o0
I1 | | | I I I I I I
US CPSC 50 5000 o0
I1 1 1 1 | | | | | |
Kanada pesticidy 50 500 1000 2000 Vo)
- ukazdého kroku se pouzijf 3 zvifata jednoho pohlavi - ooz neklasifikovdno
(obvykle samice) - *:u prvntho kroku
- 0,1, 2, 3: polet zvifat v agénii nebo uhynulych zvifat u kazdého kroku| | - GHS: Globaln& harmonizovany systém klasifikace {mg na kg t&l. hmot)
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1.1

1.2

B.4. AKUTNI TOXICITA: DRAZDIVE A LEPTAVE UCINKY NA KUZI

METODA

Tato metoda rovnocennd metodé OECD TG 404 (2002).
UvoD

Pfi pifpravé této modernizované metody byla zvldstni pozornost vénovana moznym zlepSenim v oblasti
dobrého zachdzeni se zvifaty a vyhodnocovani veskerych existujicich informaci o zkousené latce s cilem
vyhnout se zkouskdm na laboratornich zvifatech, které nejsou nutné. Soudésti této metody je doporucent,
aby byla pred provedenim popsané zkousky drazdivych a leptavych G¢inka ldtky na kizi in vivo vypracovdna
analyza priikaznosti stdvajicich relevantnich ddaju. Pokud jsou k dispozici nedostatecné udaje, lze je
s vyuzitim metody postupného zkouseni rozpracovat (1). Strategie zkouSeni zahrnuje provedeni
validovanych a uznanych zkousek in vitro a je popsdna v pifloze k této metod€. Navic se v piipadé potieby
v pocétecni zkousce in vivo doporucuje namisto soucasného aplikovani postupnd aplikace tif testovacich
néplasti.

V zdjmu spolehlivého védeckého pistupu a dobrého zachdzeni se zvifaty by se zkousky in vivo nemély
provadét, dokud nebyly vSechny dostupné tdaje, vyznamné pro potencidlni leptavé nebo drazdivé ticinky
latky, vyhodnoceny na zdkladé analyzy prikaznosti vysledki. Takové tidaje budou zahrnovat dtikazy ze
stavajicich studif na lidech a/nebo laboratornich zvifatech, diikazy leptavych nebo drazdivych G¢inkd jedné
nebo vice strukturné piibuznych litek nebo smési takovych latek, idaje dokladajici silnou kyselost nebo
zasaditost ltky (2, 3) a vysledky validovanych a uznanych zkousek in vitro nebo ex vivo (4, 5, 5a). Tato
analyza by méla snizit potfebu zkousek leptavych nebo drdzdivych tG¢inkd na kiizi metodou in vivo u latek,
u nichz jiz existuji ditkazy z jinych studiich, pokud jde o tyto dva ukazatele.

V pifloze k této metodé je uvedena upfednostiiovand strategie postupného zkouseni, jejiz soucdsti je
provedeni validovanych a uznanych zkousek leptavych/drazdivych ticinkt in vitro nebo ex vivo. Tato strategie
byla vypracovana na seminafi OECD (6), jeho ticastniky jednohlasné doporucena a pfijata jako doporucend
strategie zkouSen{ v globdln¢ harmonizovaném systému klasifikace chemickych latek (GHS) (7). Doporucuje
se, aby se podle této strategie zkouseni postupovalo pfed provadénim zkousek in vivo. U novych ldtek se
doporucuje metoda zkouSeni po krocich, diky které lze dosdhnout védecky spolehlivych ddajt
o leptavych/drazdivych Gcincich latky. U existujicich latek, o jejichz leptavych/drazdivych acincich na kazi
neni k dispozici dostatek dajt, by se méla tato strategie vyuZit pro doplnéni chybgjicich informaci. Pouziti
jiné strategie nebo postupu zkouseni nebo rozhodnuti nepouzit metodu po krocich musi byt odvodnéno.

Pokud pomoci analyzy prikaznosti vysledkd nelze o leptavych nebo drazdivych tcincich rozhodnout, méla
by se v souladu se strategii postupného zkouseni uvazit zkouska in vivo (viz ptiloha).

DEFINICE
Drizdivé ainky na kazi: vyvoldni vratnych zmén na kizi do 4 h po aplikaci zkousené latky.

Leptavé a¢inky na kaZi: vyvoldni nevratného poskozeni kiize, zejména viditelné, do koria zasahujici
nekrézy pokozky, do ¢ty hodin po aplikaci zkousené latky. Reakce po poleptdni se projevuji viedy,
krvdcenim, krvavymi strupy a v zdvéru ¢trndctidenniho pozorovéni ztrdtou barvy v disledku vyblednuti
kaze, aplnymi lozisky alopecie a jizvami. K vyhodnoceni spornych 1ézi by se méla uvazit histopatologie.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.1.1

1.4.1.2

1.4.1.3

1.4.2

1.4.2.1

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Létka, kterd md byt zkousena, se v jedné ddvce nanese na kazi pokusného zvifete, pficemz oblasti
neexponované kiize pokusného zvifete slouzi jako kontrola. Ve stanovenych intervalech se urci, vyhodnot{
a nésledné popiSe stupenn drazdivych/leptavych Gcinkd, aby bylo mozno provést Gplné posouzeni Gcinkd.
Doba studie by méla byt dostatecné dlouhd, aby bylo mozné zhodnotit vratnost nebo nevratnost
pozorovanych G&inka.

Zvitata, kterd v jakékoli fazi zkousky vykazuji pfetrvavajici pfiznaky znac¢ného utrpeni a/nebo bolesti, se
humdnné utrati a latka se odpovidajicim zptisobem vyhodnoti. Kritéria pro rozhodovani o utraceni
umirajicich a zna¢né trpicich zvifat lze nalézt v literatute (8).

POPIS ZKUSEBNI METODY

Piiprava na zkousku in vivo
Vybér druhu zvitat

Uptednostiiovanym laboratornim zvifetem je albin krélika, pouzivaji se mladd dospéld zvitata. P pouZiti
jiného druhu by mélo byt zdavodnéno.

Pfiprava zvitat

Asi 24 h pred zahdjenim zkousky se zvifatim ostithd srst na zddech. Je tfeba dbit na to, aby se kiaze
neporanila. Sméji se pouZit pouze zvifata se zdravou, neporanénou kiizi.

Neékteré kmeny krélika maji plosky husté srsti, které jsou v nékterych obdobich roku vyraznéjsi. Na takovych
oblastech husté srsti by se zkouska provadét neméla.

Podminky chovu a krmeni

Zvitata by méla byt chovéna samostatné. Teplota v mistnosti pro pokusnd zvifata by méla u krélikd byt
20 °C (+3 °C), relativni vlhkost by méla ¢init minimdlné 30 % a pokud mozno nepfesdhnout 70 % kromé
doby tklidu mistnosti, cilem by méla byt hodnota 50 — 60 %. Osvétleni bude umélé se stiiddnim 12 h svétla
a 12 h tmy. Ke krmeni Ize pouzit konvencni laboratorni stravu s neomezenou doddvkou pitné vody.

Postup zkousky
Aplikace zkousené ldtky

Zkousend létka se nanese na malou plochu kiize (asi 6 cm?) a pokryje se plitkem mulu s nedrazdivou
néplasti. V piipadech, kdy piimd aplikace neni moznd (napf. kapaliny nebo nékteré pasty), by se méla
zkousend litka nejprve nanést na platek mulu, ktery se ndsledné pfilozi na kiizi. Po dobu trvani expozice
je tieba pridrzovat platek volné na kizi vhodnym semiokluzivnim obvazem. Pokud se zkousend ldtka nandsi
na mul, mél by byt na kazi pfipevnén tak, aby se zajistil dobry kontakt s kiiz{ a rovnomérné rozlozen{ latky
na kazi. Je tfeba zabréanit tomu, aby se zvife dostalo k mulu a zkousenou latku pozilo nebo vdechlo.

Zkousené kapaliny se zpravidla aplikuji nefedéné. P¥i zkouskach pevnych latek (které mohou byt ptipadné
rozetfeny na prach) se zkousend ldtka navlh¢i co nejmensim mnozstvim vody (v piipadé potieby jinym
vhodnym vehikulem), aby se zajistil dostate¢ny kontakt s kizi. Pokud se pouzivaji jind vehikula nez voda,
mél by byt potencidlni vliv vehikula na drdzdivé acinky zkousené litky na kazi pouze minimdlni.

Po uplynuti doby expozice, kterd je obvykle 4 h, se odstrani zbytky zkousené litky, pokud mozno vodou
nebo vhodnym rozpoustédlem, aniz by doslo k ovlivnéni odezvy nebo celistvosti kize.
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1.4.2.2

1.4.2.3

1.4.2.4

1.4.2.5

Urovefi ddvek
Na testovaci misto se nanese 0,5 ml kapaliny nebo 0,5 g pevné litky nebo pasty.
Pocdtecni zkouska (zkouska drdZdivjch/leptavych iicinkii na kiiZi in vivo s pouZitim jednoho zviFete)

Durazné se doporucuje, aby byla zkouska in vivo provedena nejprve na jednom zvifeti, zejména pokud
existuje podezfent, Ze latka ma potencialni leptavé icinky. Tento postup je v souladu se strategii postupného
zkousen( (viz piiloha 1).

Pokud byla na zdklad¢ analyzy prikaznosti vysledki litka posouzena jako leptavé, neni zadné dalsi zkouseni
na zvifatech nutné. U vétsiny latek, u nichZ je podezient, Ze jsou leptavé, nejsou obvykle dalsi zkousky in vivo
nutné. Avsak v téch piipadech, kdy je kvili nedostatku dikazi povazovano za nezbytné zjistit dalsi udaje,
mohou byt v omezené mife provedeny zkousky na zvifatech podle tohoto postupu: zvifeti se postupné
piiloZi nejvyse tii testovaci ndplasti. Prvni ndplast se odstrani po tfech minutdch. Pokud neni pozorovana
zdvaznd kozni reakce, odstrani se druhd ndplast po jedné hodiné. Pokud pozorovani v této fazi naznacuji,
Ze expozicilze bez poruseni zdsady humanniho zachdzeni prodlouzit na ctyti hodiny, pfiloZi se tieti ndplast,
kterd se po Ctyfech hodindch odstrani, a vyhodnoti se odezva.

Pokud je po nékteré ze tif ndslednych expozic pozorovin leptavy tcinek, zkouska se okamzité ukon¢i.
Pokud po odstranéni teti ndplasti neni leptavy ti¢inek pozorovdn, zvite se pozoruje po dobu 14 dnt, pokud
se u néj poleptdni kiize neprojevi diive.

V takovych pfipadech, kdy se u zkousené latky nepredpokladd, Ze vyvold leptavé tcinky, ale maze byt
drézdivd, by se méla jednomu zviteti pfilozit jedna ndplast na ¢tyfi hodiny.

Potvrzujici zkouska (zkouska drdzdivych ticinkii na kizi in vivo s dalsimi zvitaty)

Pokud béhem pocdtecni zkousky neni pozorovén leptavy tGéinek, méla by se drdzdivd nebo negativni reakce
potvrdit na dvou dalsich zvifatech, u kazdého s jednou néplasti a dobou expozice 4 h. Pokud je béhem
pocdtecni zkousky pozorovan drdzdivy dcinek, lze potvrzujici zkousku provést postupné, nebo
exponovanim dvou dalsich zvifat soucasné. Ve vyjime¢ném piipad¢, kdy se pocdtecni zkouska neprovadi,
lze dvéma nebo tfem zvifatim pfilozit jednu ndplast, kterd se po ¢tyfech hodindch odstrani. Jestlize se
pouziji dvé zvifata a u obou se projevi stejnd reakce, neni zddné dalsi zkouseni nutné. Jinak se zkousf také
tieti zvife. Sporné reakce je mozné zhodnotit na dalsich zvifatech.

Doba pozorovdni

Doba pozorovani by méla byt dostate¢né dlouhd, aby bylo mozné plné zhodnotit vratnost pozorovanych
ucinkd. Zkouska by vak méla byt ukonéena kdykoliv v okamziku, kdy zvife vykazuje pietrvavajici ptiznaky
znacné bolesti nebo utrpeni. Za tcelem uréeni vratnosti u¢inka by se zvifata méla pozorovat 14 dna po
odstranéni ndplasti. Pokud je vratnost pozorovana pfed uplynutim 14 dnt, zkouska se v tomto okamziku
ukonci.
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1.4.2.6

2.1

2.2

Klinickd pozorovdni a hodnoceni reakci kiiZe

Vsechna zvifata se pozoruji na pfiznaky erytému a edému, reakce kiize se hodnoti po 60 min a déle po 24,
48 a 72 h po odstranéni ndplasti. V pocdtecni zkousce na jednom zvifeti se po odstranéni ndplasti okamzité
vySetii také testované misto. Kozni reakce se vyhodnoti a zaznamenaji podle stupnice v niZze uvedené
tabulce. Pokud se objevi poskozeni kiize, které po 72 h nelze oznacit za drazdivé nebo leptavé ticinky, mize
byt nezbytné pozorovani az do 14. dne kvili stanoveni vratnosti G¢inkd. Vedle pozorovani drdzdivych
G¢inkt by mély byt diikladné popsdny a zaznamendny veskeré mistni toxické ticinky, jako je odtu¢néni kiize
a jakékoli systémové nezddouci Gcinky (napf. vliv na Klinické piiznaky toxicity a télesnou hmotnost).
K objasnéni spornych reakci se zvazi histopatologické vysetfeni.

Hodnoceni reakci kiiZe je nevyhnutelné subjektivni. S cilem podporovat harmonizaci hodnoceni reakci kiize
a napomahat zkusebnim laboratofim a tém, kdo provadéji a interpretuji pozorovani, musi byt zaméstnanci
provadéjici pozorovani odpovidajicim zptisobem kvalifikovani pro prici s pouzivanym systémem
vyhodnocovéni (viz niZe uvedend tabulka). Jako pomiicku lze pouzit ilustrované pokyny pro hodnoceni
drazdivych Géinkd na kazi a jinych 1ézi (9).

UDAJE

PREDKLADANI VYSLEDKU

Vysledky studie se shrnou do tabulky uvedené v zdvére¢ném protokolu o zkousce. Mély by zpracovavat
viechny polozky uvedené v &asti 3.1.

HODNOCENI VYSLEDKU

Stupné drdzdivych G¢inka na kazi se zhodnoti ve spojeni s povahou a zdvaznosti 1ézi a jejich vratnosti nebo
nevratnosti. Jednotlivé stupné nepfedstavuji absolutni méfitko drazdivych vlastnosti litky, nebot se hodnot{
také jiné Gcinky zkousené latky. Jednotlivé stupné by spiSe mély byt povazovany za referen¢ni hodnoty,
které je nutno zhodnotit spole¢né s dalsimi pozorovanimi vyplyvajicimi ze studie.

Pfi hodnoceni drazdivych reakci se zohledni vratnost koznich lézi. Pokud do ukoncenti ¢trnactidenni doby
pozorovani pretrvavaji reakce jako alopecie (na omezené plose), hyperkeratéza, hyperplazie a $upinaténi,
povazuje se zkouSend ldtka za drazdivou.
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3.1

ZPRAVY
PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce musi obsahovat tyto informace:

Zdavodnéni zkouseni in vivo: analyza prikaznosti vysledkt pfedchozich pokusi, véetné vysledka strategie
postupného zkouseni:

— popis relevantnich tdajti z pfedchozich zkousek,
— tdaje ziskané v kazdé fdzi strategie zkousent,

— popis provedenych zkousek in vitro, véetné podrobnych udaji o postupech a o vysledcich
ziskanych se zkousenymi/referencnimi latkami,

— analyza prukaznosti vysledkd odtivodiujici provedeni studie in vivo.
Zkousend latka:
— identifika¢ni ddaje (napf. ¢islo CAS, zdroj, Cistota, zndmé necistoty, Sarze),
— fyzikdlni povaha a fyzikdlné-chemické vlastnosti (napf. pH, tékavost, rozpustnost, stabilita),
— pokud jde o smés, jeji slozeni a relativni podil slozek vyjadieny v procentech.
Vehikulum:
— identifikace, koncentrace (podle potieby), pouzity objem,
— zdtvodnéni vybéru vehikula.
Pokusnd zvifata:
— pouzity druh/kmen, zdivodnéni pouziti jinych zvifat, neni-li pouzit albin kralika,
— pocet zvitat kazdého pohlavi,
— hmotnosti jednotlivych zvifat na zacitku a v zavéru zkousky,
— stafi na zacdtku studie,
— puvod zvifat, podminky chovu, strava atd.
Zkusebni podminky:
— technika piipravy oblasti kiiZe, na kterou se nanese ndplast,
— podrobné tdaje o materidlech pouzitych na ndplasti a technice aplikovani néplasti,
— podrobné tdaje o ptipravé zkousené latky, jejim naneseni a odstranéni.
Vysledky:

— tdaje o stupni odezvy na drdzdivé nebo leptavé ucinky u kazdého zvitete v kazdém
okamziku méfeni,

— popis vSech pozorovanych 1ézi,

— podrobny popis povahy a stupné pozorovanych drazdivych nebo leptavych tcinkd
a pifpadné histopatologické ndlezy,

— popis jinych mistnich (napf. odtu¢néni kiize) a systémovych cinka vedle drdzdivych nebo
leptavych tcinkd na kazi.

Rozbor vysledkd.
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TABULKA I: HODNOCENI KOZNICH REAKCI

e

Tvorba erytému a pfiskvaru

ZAANT EIYIEM 1..otiiiiiiiii ettt ettt e et e e et e et e e e e e e et e e et e e 0
Velmi slaby erytém (SOtva Patrmlf) ........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 1
ZTeteln€ VIAItEINY erYtEM  ooiiiiiiiiii ettt e 2
MIINY aZ VITaZIY EIYEEIIL  ...uiuntiiiiiiin ittt ettt e e e et e e e et e s e e e e e e eaa e 3
Tézky erytém (silné zrudnuti) nebo tvorba piiskvaru znemozZiujici posouzeni erytému ..........ccocovvveennnnee. 4

Maximélné mozné: 4

Tvorba edému

ZAANT @AEIM......uviiieiiiii ettt e 0
Velmi lehky edém (Sotva Patring) .........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiii 1
Lehky edém (okraje jsou patrné, plocha je ohraniCena zietelnym vyvySenim) ...........coeeevvreeiieiiininnnnen. 2
Mirny edém (okraje VyvySeny asi 0 1 MIM)  ...ooeeeeeiriiniieeeiiiiiiiie e e eeeeeii e e ee et eeeeeenati e 3
Vyrazny edém (zdufeni vice nezZ 1 mm a otok pfesahujici hranice exponované plochy) ..........ccccccvvunnnnee. 4

Maximélné mozné: 4

Pro objasnéni spornych reakcf Ize provést histopatologické vysetfeni.



13/sv. 34

Utedni véstnik Evropské unie

641

PRILOHA

Strategie postupného zkouSeni drdZdivych a leptavych dcinkd na kazi

OBECNE UVAHY

V zdjmu spolehlivého védeckého piistupu a dobrého zachdzeni se zvifaty je dilezité vyhybat se zbyte¢nému pouzivani
zvifat a minimalizovat jakékoli zkousky, které u zvifat pravdépodobné vyvolaji zdvazné reakce. Veskeré informace
tykajici se potencidlnich leptavych/drdzdivych a¢inka latky na ktizi by se mély zhodnotit pfed zvazovanim zkousen{
in vivo. Je mozné, Ze jiz existuje dostatek diikazti pro klasifikaci zkousené latky podle jejischopnosti vyvolavat leptavé
nebo drazdivé tcinky na kazi, aniz by bylo nutné provadét zkousky na laboratornich zvitatech. Proto vyuziti analyzy
prukaznosti vysledki a strategie postupného zkouseni sniZi potfebu provadét zkouseni in vivo, zejména pokud latka
pravdépodobné vyvold zdvazné reakce.

Doporucuje se, aby se stdvajici informace tykajici se drazdivych nebo leptavych acinkd latky na kazi zhodnotily
pomoci analyzy priikaznosti vysledkd, na jejimz zdkladé se rozhodne o tom, zda by se k lepsi charakteristice tohoto
potencidlu mély provést dalsf studie jiné nez kozni studie in vivo. Jsou-li nutné dalsi studie, doporucuje se vyuzit
strategie postupného zkouseni a pomoci ni ziskat relevantni experimentdlni ddaje. U latek, které doposud nebyly
zkouseny, by méla byt strategie postupného zkouseni vyuzita k ziskdni souboru ddaji, které jsou nezbytné
k vyhodnocen jejich moznych leptavych nebo drdzdivych acinka. Strategie zkouseni popsand v této piiloze byla
vypracovana na semindfi OECD (1) a pozdéji potvrzena a rozpracovdna v Harmonizovaném integrovaném systému
klasifikace nebezpeci chemickych latek pro lidské zdravi a jejich vlivu na Zivotni prostiedi, ktery schvalilo 28. spolecné
zasedani Vyboru pro chemické ldtky a Pracovni skupiny pro chemické ldtky v listopadu 1998 (2).

Ackoliv tato strategie postupného zkouseni neni nedilnou soucdsti zkusebni metody B.4, vyjadfuje doporucovany
postup stanoveni drazdivych/leptavych t¢inkd na kizi. Tento postup piedstavuje nejlepsi prakticky i eticky standard
pro zkousen{ drdzdivych/leptavych G¢inkd na kizi in vivo. Metoda zkouseni poskytuje navod pro provadéni zkousky
in vivo a shrnuje faktory, které by pred zahdjenim takové zkousky mély byt zvazeny. Tato strategie pfedstavuje p¥istup
posuzovani existujicich idaji o drdzdivych/leptavych tcincich zkousenych ltek a odstuptiovany piistup k vytvareni
relevantnich tdaju o latkdch, u kterych je nutné provést dalsi studie, nebo u nichz zddné studie nebyly doposud
provedeny. Doporucuje se také za urcitych okolnosti provést validované a uznané zkousky in vitro nebo ex vivo na
zji§téni drdzdivych/leptavych Gcinkd na kazi.

POPIS STRATEGIE VYHODNOCOVANI A ZKOUSENI{

Pred zahdjenim zkousek v ramci strategie postupného zkouseni (obrazek) se vyhodnoti veskeré dostupné informace,
aby se mohlo rozhodnout o nutnosti provést zkouseni in vivo. Ackoliv Ize vyznamné informace ziskat z vyhodnoceni
jednotlivych parametr (napf. extrémni hodnoty pH), stavajici informace by se mély vzit v tvahu jako celek. VSechny
relevantni tdaje o tcincich doty¢né litky nebo jejich obdob se vyhodnoti na zdkladé rozhodnuti zalozeném na
pritkaznosti vysledkd. Mélo by se podat zdiivodnéni tohoto rozhodnuti. Hlavni diiraz by se mél kldst na jiz existujici
tdaje o ti¢incich latky na ¢loveka a zvifata a ddle na vysledky zkouseni in vitro nebo ex vivo. Studie leptavych létek in vivo
by se mély provadét co nejméné. Mezi faktory uvedené ve strategii zkouseni patii:

Hodnoceni existujicich tidajii o ticincich ldtky na clovéka a zvifata (krok 1). Nejprve je nutné vzit v Gvahu existujici Gdaje
o tcincich na ¢lovéka, napf. klinické studie nebo studie nemoci z povoldni, zdznamy subjekt(i hodnoceni ajnebo tdaje
o zkouskdch na zvifatech, napf. z jednordzovych nebo opakovanych studif dermdlni toxicity, protoze z téchto tdaji
Ize ziskat informace piimo se vztahujici k G¢inkdm na kazi. Latky, jejichz drdzdivé nebo leptavé t¢inky jsou zndmy,
a latky, o nichz existujf jednoznac¢né dikazy, Ze leptavé nebo drdzdivé G¢inky nemaji, neni nutné zkouset ve studiich
in vivo.
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Analyza vztahii mezi strukturou a biologickou aktivitou (SAR) (krok 2). Vezmou se v tivahu vysledky zkousek strukturné
pitbuznych latek, jsou-li k dispozici. Pokud jsou k dispozici dostate¢né tidaje o t¢incich strukturné piibuznych latek
nebo jejich smési na clovéka ajnebo zvifata naznacujici, Ze maji schopnost leptavych/drazdivych acinka, lze
piedpoklddat, zZe hodnocend zkousend ldtka vyvold stejné reakce. V takovych piipadech neni nutné tuto latku zkouset.
Negativni tdaje ziskané ze studif strukturné piibuznych litek nebo jejich smési neptedstavuji podle strategie
postupného zkouseni dostate¢ny dikaz o neexistenci leptavych/drazdivych acinka latky. Ke stanoveni potencidlnich
leptavych a drazdivych G¢inkd na kazi by mély byt pouzity validované a uznané postupy vychdzejici z analyzy SAR.

Fyzikdlné-chemické vlastnosti a chemickd reaktivita (krok 3). Latky vykazujici extrémni hodnoty pH jako < 2,0 a = 11,5
mohou mit silné mistni G¢inky. Pokud se leptavé tcinky latky na kiizi stanovi na zdkladé extrémnich hodnot pH, lze
také vzit v tivahu kyselou/alkalickou rezervu (pufra¢ni kapacitu) (3, 4). Pokud Ize podle pufra¢ni kapacity soudit, ze
latka mozna nemd leptavé ucinky na kazi, musi tento pfedpoklad potvrdit dalsi zkousky, pokud mozno s vyuzitim
validované a uznané zkousky in vitro nebo ex vivo (viz kroky 5 a 6).

Dermdlni toxicita (krok 4). Pokud se ukédze, Ze chemicka ldtka je pfi poddni dermalni cestou vysoce toxickd, nebude se
provadét studie drazdivych/leptavych G¢inkd na kizi in vivo, nebot mnozstvi zkousené latky, které se obvykle nanasi,
by mohlo pfesahnout vysoce toxickou ddvku a mit za ndsledek uhynuti nebo zna¢né utrpeni zvifat. Navic pokud byly
studie dermdlni toxicity vyuzivajici albiny kralika jiz provedeny do limitni trovné divky 2 000 mg/kg télesné
hmotnosti nebo vys§i a nebyly zjistény zddné drazdivé nebo leptavé ucinky, nebudou dalsi zkousky
drazdivych/leptavych G¢inkt na kazi zfejmé nutné. PF hodnoceni akutni dermdlni toxicity v pfedchozich studiich je
tfeba mit na paméti nékolik aspektd. Napf. zaznamenané informace o dermalnich lézich nemusi byt dplné. Zkouseni
a pozorovani mohlo byt provddéno na jinych druzich nez kralik a citlivost reakci jednotlivych druht se mize do
znacné miry lisit. Také forma zkousené latky, kterd byla zvifatim poddvina, moznd nebyla vhodnd pro hodnoceni
drézdivych/leptavych a¢inkd na kzi (napt. fedéni latek urcenych ke zkouseni dermalni toxicity) (5). AvSak v takovych
pifpadech, kdy byly na krdlicich provedeny dobie navrzené a realizované studie dermdlni toxicity, lze negativni nalezy
povazovat za dostate¢né dikazy, 7e latka neni Zirava nebo drazdiva.

Vysledky ze zkousek in vitro nebo ex vivo (kroky 5 a 6). Ldtky, které vykazovaly leptavé nebo vyrazné drazdivé Gcinky
ve validované a uznané zkousce in vitro nebo ex vivo (6, 7), jejimz cilem bylo hodnoceni specifickych t¢inkd, neni nutné
zkouset na zvifatech. Lze piedpoklddat, ze takové litky vyvolaji ve zkousce in vivo podobné zdvazné Gcinky.

Zkouska in vivo na krdlicich (kroky 7 a 8). Pokud je k provedeni zkouseni in vivo nutné rozhodnuti zaloZené na
prikaznosti vysledku, mélo by toto zkouseni za¢inat s pocatecni zkouskou na jednom zvifeti. Pokud vysledky této
zkousky naznacuji, Ze latka md leptavé acinky na kazi, nemélo by se dal3i zkouseni provadét. Pokud béhem pocatecni
zkousky neni pozorovdn leptavy dcinek, méla by se drdzdivd nebo negativni reakce potvrdit maximalné na dvou
dalsich zvifatech po dobu expozice 4 h. Pokud je béhem pocitecni zkousky pozorovin drizdivy dcinek, lze
potvrzujici zkousku provést postupné, nebo exponovinim dvou dalich zvifat soucasné.
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OBRAZEK

STRATEGIE ZKOUSENI A HODNOCENI DRAZDIVYCH/LEPTAVYCH UCINKU NA KUZI

Aktivita

Existujici Gdaje o G¢incich ldtky na kiZi nebo sliznice u
loveka a/nebo u zvifat

Nejsou k dispozici Zédné informace, nebo informace nejsou
presvédivé

4

Provedte hodnoceni leptavych/dréZdivych G&inkd na
ki podle analyzy SAR

+

Nelze stanovit Zddné predpoklady, nebo jsou predpoklady
nepesvédtivé nebo negativni

Zméite pH (s ohledem na pufraéni kapacitu, pokud je

vyznamna)
4

2 <pH < 11,5, nebo pH < 2,0 nebo = 11,5 s nizkou nebo
Zddnou pufratni kapacitou, pokud je to relevantni

Vyhodnotte tidaje o systémové toxicit€ dermélni cestou (1)

1

Takové informace nejsou k dispozici, nebo nejsou pFesvédcivé

4

Provedte validovanou a uznanou zkousku leptavych
G&inkd na kGZi in vitro nebo ex vivo

Ldtka neni Ziravd

Provedte validovanou a uznanou zkousku drézdivych
G&inkd na kGiZi in vitro nebo ex vivo

{

(") Lze zvézit kroky 2 a 3.

Nilez

Zirava

Drézdivd

Nezfravd/nedrdzdivd

Predpoklad zdvazného poskozeni kiize

Pfedpoklad dréZdivych G¢inkd na kazi

pH < 2 nebo > 11,5 (s vysokou

pufraéni kapacitou, pokud je
vyznamna)

Vysoce toxickd

Nezfravd nebo nedrdzdivd pFi

zkouskich na krédlicich do limitn{
divky 2 000 mg na kg télesné
hmotnosti nebo vy33i

Leptavé ii¢inky

Drézdivé G&inky

Dominantni ukazatel;
povaZovéna za Z{ravou. Neni
nutné zkouSet.

Dominantni ukazatel;
povazovéna za drézdivou. Nenf
nutné zkouset.

Dominantni ukazatel;
povaZovéna za neZiravou nebo
nedrdzdivou. Nenf nutné
zkouset.

Povazovdna za Ziravou. Neni
nutné zkouset.

PovaZzovéna za drdZdivou. Neni
nutné zkouset.

Predpoklidané leptavé dcinky.
Nenf nutné zkouset.

Nenf tfeba Z4dné dal3{ zkouSent.

Predpoklddany neifravy nebo
nedraZdivy charakter latky. Neni
tieba Zddné dal3f zkouseni.

Predpoklddand Ziravost in vivo.
Nenf tfeba Z4dné dal3f zkouSend.

Pfedpoklddand drézdivost in
vivo. Nen{ tfeba zddné dalsi
zkougeni.
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Validované metody zkouseni driZdivych tiginkii na kiiZi in vitro
nebo ex vivo jesté nejsou k dispozici nebo ldtka neni drdZdivd

1

7 | Provedte potitetni zkousku na krélicich in vivo na

jednom zvifeti

Zddné zdvazné poskozeni

8 | Provedte potvrzujici zkousku na jednom nebo dvou
zvifatech

Zivazné poskozeni kize

Zirava nebo drazdiva

NeZiravd nebo nedrézdiva

PovaZovana za Ziravou. Nenf
tteba Z4dné dalsi zkouseni.

Povafovdna za Ziravou nebo
drézdivou. Neni tfeba Z4dné
dalsf zkouseni.

PovaZovana za neZiravou nebo
nedrdzdivou. Neni tfeba z4dné
dalsi zkouseni.”
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1.1

1.2

B.5. AKUTNI TOXICITA: DRAZDIVE/LEPTAVE UCINKY NA OCI

METODA

Tato metoda je rovnocennd metodé OECD TG 405 (2002).
UvoD

Pfi piipravé této modernizované metody byla zvldstni pozornost vénovina moznym zlepsenim, jichz lze
dosdhnout vyhodnocovanim veskerych existujicich informaci o zkousené ldtce s cilem vyhnout se
nadbytecnym zkouskdm na laboratornich zvifatech a zohlednit tak zdsadu dobrého zachdzeni se zvifaty.
Soucdsti této metody je doporuceni, aby pfed provedenim popsané zkousky akutnich
drazdivych/leptavych G¢inkG na o¢i in vivo byla vypracovdna analyza prikaznosti (1) stdvajicich
relevantnich ddaji. Pokud nejsou k dispozici dostate¢né tdaje, doporucuje se ziskat je pomoci metody
postupného zkousent (2, 3). Strategie zkouseni zahrnuje provedeni validovanych a schvélenych zkousek
in vitro a je popsdna v piiloze k této metodé zkouseni. Navic se pied zvazovanim oc¢niho testu in vivo
doporucuje provést zkousku drdzdivych/leptavych G¢inkd na kazi in vivo, na jejimz zdkladé se predpovi
mozné leptavé G¢inky na oci.

V zdjmu spolehlivého védeckého piistupu a dobrého zachdzeni se zvifaty by se ke zkouskdm in vivo
nemélo pfistupovat, dokud nebyly vSechny dostupné tidaje vyznamné pro mozné leptavé/drazdivé uc¢inky
latky na o¢i vyhodnoceny na zakladé analyzy prikaznosti vysledkd. Takové tdaje budou zahrnovat
dikazy ze stavajicich studif na lidech a/nebo laboratornich zvitatech, dikazy leptavych/drdzdivych tcinkd
jedné nebo vice strukturné piibuznych ldtek nebo smési téchto latek, idaje dokladajici vysokou kyselost
nebo zdsaditost litky (4, 5) a vysledky validovanych a uznanych zkousek leptavych a drdzdivych G¢inka
na kdizi in vitro nebo ex vivo (6, 6a). Tyto studie mohly byt vypracovany pred analyzou prikaznosti vysledka
nebo na zdkladé zjisténi této analyzy.

U nékterych litek mizZe takovd analyza naznaCovat nutnost provedeni studii moznych
leptavych/drazdivych acinka litky na oci in vivo. Ve vSech takovych piipadech se pfed zvazenim pouZiti
o¢ni zkousky in vivo nejprve provede studie Gi¢ink latky na kizi in vivo a zhodnoti se v souladu s metodou
zkouseni B.4 (7). Pouziti analyzy prikaznosti vysledki a strategie postupného zkouseni by mélo omezit
potiebu zkouseni leptavych/drdzdivych G¢inka na oci u téch latek, u nichz tyto ucinky byly jiz dostatecné
dolozeny v jinych studiich. Pokud pomoci strategie postupného zkouseni nelze o moznosti leptavych
nebo drézdivych ti¢inkt na o¢i rozhodnout ani po provedeni studie leptavych a drdzdivych ti¢inkt na kazi
in vivo, lze provést zkousku leptavych/drdzdivych ucinkd na oci in vivo.

Upftednostiiovand strategie postupného zkouseni, jejiz soucisti je provedeni validovanych zkousek
leptavych/drazdivych Gcinkd in vitro nebo ex vivo, je uvedena v priloze k této metodé zkouseni. Tato
strategie byla vypracovana na semindfi OECD (8), jeho tcastniky jednohlasné doporucena a pfijata jako
doporucend strategie zkouseni v globdlné harmonizovaném systému klasifikace chemickych latek (GHS)
(9). Doporucuje se, aby se podle této strategie zkouSeni postupovalo pted provadénim zkousek in vivo.
U novych ltek se doporu¢uje metoda zkouseni po krocich, diky niz 1ze doséhnout védecky spolehlivych
poznatkil o leptavych/drdzdivych Gcincich latky. U existujicich létek, o jejichz leptavych/drdzdivych
ucincich na kizi a oci neni k dispozici dostatek dajd, by se méla tato strategie vyuzit pro doplnéni
chybgjicich informaci. Pouziti jiné strategie nebo postupu zkouseni nebo rozhodnuti nepouzit metodu po
krocich musi byt odtvodnéno.

DEFINICE

Drdzdivé iicinky na oci: vyvolani zmén v oku po aplikaci zkousené latky na predni povrch oka. Tyto zmény
jsou plné vratné do 21 dnt po aplikaci.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.1.1

1.41.2

1.4.1.3

1.4.2

1.4.2.1

1.4.2.2

Leptavé ticinky na oci: vyvoldni poskozeni o¢ni tkdné nebo zdvazné fyzické zhor3eni vidéni po aplikaci
zkousené latky na predni povrch oka. Toto poskozeni neni plné vratné do 21 dnti po aplikaci.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Latka, kterd md byt zkouSena, se nanese v jedné ddvce na jedno oko pokusného zvifete, pficemsz
neexponované oko slouzi jako kontrola. V pfedem urcench intervalech se na zdkladé 1ézi spojivky,
rohovky a duhovky vyhodnoti stupenn drdzdivych/leptavych Gcinkd na oci. Popisi se také jiné Gicinky na
oko a nezadouci systémové ¢inky, aby bylo mozno provést tiplné posouzeni ti¢inkt. Doba studie by méla
byt dostate¢né dlouhd, aby bylo mozné zhodnotit vratnost nebo nevratnost Géinka.

Zvitata, kterd v jakékoli fazi zkousky vykazuji pFetrvavajici piiznaky znacného utrpeni a/nebo bolesti, se

humdnné utrati a litka se odpovidajicim zptisobem vyhodnoti. Kritéria rozhodovini o utraceni
umirajicich a zna¢né trpicich zvifat lze nalézt v literatute (10).

POPIS ZKUSEBNI METODY

Piiprava na zkousku in vivo
Vybér Zivocisnych druhii

Upftednostiiovanym laboratornim zvifetem je albin kralika, pouzivaji se zdravd mladd dospéld zvifata.
Pouziti jinych kment nebo druht je tfeba zdavodnit.

Priprava zvitat

24 h pred zkouskou se u kazdého z pfedbézné vybranych pokusnych zvifat provede vysetieni obou o&i.
Zvitata, u kterych se zjisti podrdzdéni oci, o¢ni defekt nebo poskozeni rohovky, se nepouziji.

Podminky chovu a krmeni

Zvifata se chovaji samostatné. Teplota v mistnosti pro pokusnd zvifata by méla byt u kralika 20 °C ( 3 °C),
relativni vlhkost vzduchu minimélné 30 % a pokud mozno nepiesdhnout 70 %, kromé doby tklidu
mistnosti, cilem v3ak je hodnota 50 — 60 %. Osvétleni bude umélé se stiiddnim 12 h svétla a 12 h tmy.
Ke krment Ize pouzit konvenéni laboratorni stravu s neomezenou doddvkou pitné vody.

Postup zkousky
Aplikace zkousené ldtky

Zkousend latka se aplikuje kazdému zvifeti do spojivkového vaku jednoho oka tak, ze se spodni vicko
lehce odchlipne od o¢ni bulvy. Vicka se pak asi na jednu sekundu lehce ptidrzi u sebe, aby nedoslo ke ztrté
latky. Druhé oko, do kterého se latka neaplikuje, slouzi jako kontrola.

Vyplach

Oc¢i pokusnych zvifat se do 24 h po instilaci zkousené latky nevyplachuji, s vyjimkou pevnych ltek (viz
cast 1.4.2.3.2) a okamzitych leptavych nebo drazdivych acinkd. Po 24 h je mozné v piipadé potieby oci
vyplachnout.

Pouzitf satelitni skupiny zvifat k vySetfeni vlivu vyplachu oé&f se nedoporucuje, pokud to neni védecky
odtvodnéno. Je-li satelitni skupina nezbytnd, pouziji se dva krélici. Podminky vyplachu se podrobné
zdokumentuji, napi. doba vyplachu, slozeni a teplota promyvaciho roztoku, trvdni, objem a rychlost
aplikace.
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1.4.2.3

1.4.2.3.1

1.4.2.3.2

1.4233

1.4.2.4

1.4.2.5

1.4.2.6

Uroveri ddvek
Zkouseni kapalin

Pfi zkouseni kapalin se pouzije ddvka 0,1 ml. K instilaci litky pfimo do oka by se nemély pouzivat
aerosolové rozstiikovace s Cerpadlem. Pied instilaci 0,1 ml do oka by se méla tekutina z rozstiikovace

vypudit a shromdzdit do nddobky.

Zkougseni pevnyich ldtek

Pti zkouseni pevnych latek, past a litek obsahujicich castice se pouzije objem 0,1 ml nebo hmotnost
nejvyse 100 mg. Zkousend litka se rozemele na jemny prasek. Objem pevného materidlu se stanovi az
po opatrném zhutnéni, napt. poklepanim odmérnou nadobkou. Pokud nebyla zkousend pevnd litka
odstranéna z oka pokusného zvitete pomoci fyziologickych mechanismii do doby prvniho pozorovani
po 1 h po aplikaci, Ize oko vyplachnout fyziologickym roztokem nebo destilovanou vodou.

Zkouseni aerosolii

Pred insitilaci latek do oka se doporucuje zachytit litky obsazené v rozstfikovacich nebo aerosolech do
nddobky. Jedinou vyjimkou jsou ldtky obsazené v aerosolové nddobce pod tlakem, které z dtivodu
odpafovéni zachytit nelze. V takovych piipadech se oko podrzi oteviené a litka se do oka aplikuje pfimym
vstitknutim  trvajicim jednu sekundu ze vzdélenosti 10 cm. Vzdédlenost se muZe lisit podle tlaku
v rozprasovaci a jeho obsahu. Je tieba dbét na to, aby nedoslo k poskozeni oka tlakem z rozprasovace.
Pripadné bude nutné vyhodnotit moznost ,mechanického” poskozeni oka v disledku rozprasovaciho
tlaku.

Daévku aerosolu lze odhadnout na zdkladé této simulované zkousky: latka se nastitkd na odvazovaci papir
otvorem o velikosti krdlictho oka, ktery se nachdzi bezprostfedné pted papirem. Na zdkladé zvyseni
hmotnosti papiru se odhadne mnozstvi latky, kterd se vstitkne do oka. U te€kavych latek lze davku
odhadnout pomoci zvézeni odbérové nidobky pied odstranénim zkousené litky a po jejim odstranéni.

Pocdtecni zkouska (zkouska drazdivych/leptavych ticinki na oci in vivo na jednom zvifeti)

Jak je uvedeno ve strategii postupného zkouseni (viz piloha 1), diirazné se doporucuje, aby byla zkouska
in vivo provedena nejprve na jednom zvifeti.

Pokud vysledky této zkousky naznacuji, ze latka mé leptavé nebo vysoce drdzdivé G¢inky na oci pii pouziti
popsaného postupu, dalsi zkousen{ drazdivych Gcinkd na o¢i se neprovadi.

Lokdlni anestetika

V jednotlivych ptipadech lze pouzit lokdlni anestetika. Pokud analyza prikaznosti vysledkt naznacuje, ze
ldtka mtZe zpusobit bolest, nebo pokud pocatecni zkousky ukazuji, Ze se objevi bolestiva reakee, Ize pied
instilaci zkousené latky pouzit lokdln{ anestetika. Typ, koncentraci a ddvku lokdlniho anestetika je tieba
peclivé zvolit, aby bylo zajisténo, zZe v disledku jeho pouziti nedojde k odlisné reakci na zkousenou latku.
Podobné se musi znecitlivét i kontrolni oko.

Potvrzujici zkouska (zkouska drdZdivych ticinkii na oci in vivo na dalsich zvitatech)

Pokud béhem pocdtecni zkousky neni pozorovén leptavy tcinek, méla by se drdzdivd nebo negativni
reakce potvrdit na maximdlné dalsich dvou zvifatech. Pokud je béhem pocdte¢ni zkousky pozorovin
znacny drdzdivy G¢inek, ktery naznacuje mozny silny (nevratny) d¢inek v potvrzujici zkousce, doporucuje
se provést potvrzujici zkousku metodou postupného zkouseni na jednom zvifeti spiSe nez exponovanim
dalsich dvou zvifat soucasné. Pokud se u druhého zvifete projevi leptavé nebo vysoce drézdivé Gcinky,
ve zkousce se nepokracuje. K potvrzeni slabych nebo mirnych drazdivych reakci bude piipadné nutné
pouzit dal3f zvifata.
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1.4.2.7

1.4.2.7.1

2.2

Doba pozorovdni

Doba pozorovani by méla byt dostatecné dlouhd, aby bylo mozné plné zhodnotit miru a vratnost
pozorovanych a¢inkd. Zkouska by vsak méla byt ukonéena vzdy, pokud zvife vykazuje pretrvavajici
piiznaky znacné bolesti nebo utrpeni (9). Za t¢elem urceni vratnosti G¢inkd by se zvifata méla obvykle
pozorovat 21 dnli po podéni zkousené litky. Pokud je vratnost pozorovéna pied uplynutim 21 dnd,
zkouska by se méla v tomto okamziku ukondit.

Klinickd pozorovdni a hodnoceni ocnich reakci

Oci se vysetii po 1, 24, 48 a 72 h po podani zkousené latky. Jakmile se ziskaji kone¢né informace, nemélo
by zkouseni na zvifatech probihat déle, nez je nezbytné. Zvifata se zndmkami pfetrvavajictho utrpeni nebo
znacnych bolesti se neprodlené humdnng utrati a latka se odpovidajicim zptisobem vyhodnoti. Humédnné
se utrati ta zvifata, u nichZ doslo po instilaci k témto o¢nim lézim: perforace rohovky nebo vyrazné
zviedovaténi rohovky vcetné stafylomu; krev v pfedni komote o¢ni; zdkal rohovky stupné 4 pretrvavajici
48 h; absence reakce na osvit (reakce duhovky stupné 2) pretrvavajici 72 h; zviedovaténi spojivkové
membrany; nekrdza spojivek nebo slzné zldzy; nebo odlupovani nekrotické hmoty. Tento postup je din
nevratnosti takovych 1ézi.

Zvitata, u nichZ o¢ni 1éze nevzniknou, nelze utratit difve nez 3 dny po instilaci.

Zvitata s mirnymi aZ stfednimi lézemi se pozoruji, dokud léze nevymizi, nebo po 21 dnt, po jejichz
uplynuti se studie ukondi. Po 7, 14 a 21 dnech se provadi pozorovani, aby se urcil stav 1ézi a jejich vratnost
nebo nevratnost.

Stupen reakce oka (spojivek, rohovky a duhovky) je tieba zaznamenat pii kazdém vysetfeni (tabulka 1).
Uvedou se také jakékoli jiné o¢ni 1éze (napf. panus, zbarveni) nebo nezddouci systémové Géinky.

Vysetfovani reakci Ize usnadnit pouzitim binokuldrni lupy, ruéni $térbinové lampy, o¢niho mikroskopu
nebo jinych vhodnych zaf{zeni. Po zaznamenani pozorovani po 24 h mohou byt oci zvifat ddle vy3etfeny
fluoresceinem.

Hodnoceni o¢nich reakei je nutné subjektivni. S cilem podporovat harmonizaci hodnoceni o¢nich reakei
a napomdhat zkuSebnim laboratofim a tém, kteff provddéji a interpretuji pozorovani, musi byt
zaméstnanci provadéjici pozorovani odpovidajicim zptsobem kvalifikovéni pro prici s pouzivanym
systémem vyhodnocovéni.

DATA

HODNOCENI VYSLEDKU

Stupné drdzdivych Gcinkd na odi se zhodnoti ve spojeni s povahou a stupném zdvaznosti 1éz{ a jejich
vratnosti nebo nevratnosti. Jednotlivé stupné neptedstavuji absolutni méfitko drazdivych vlastnosti latky,
nebot se hodnoti také jiné ti¢inky zkousené latky. Jednotlivé stupné by spiSe mély byt povazovany za
referen¢ni hodnoty, které jsou smysluplné, pouze pokud se opiraji o tplny popis a hodnoceni veskerych
pozorovani.



13/sv. 34

Uftedni véstnik Evropské unie

651

3.1

3.2

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce musi obsahovat nésledujici informace:

zdvodnéni zkousen in vivo: analyza prikaznosti vysledki pedchozich pokusti, véetné vysledkd strategie
postupného zkousent:

— popis relevantnich tdajti z pfedchozich zkousek;
— tdaje ziskané v kazdém kroku strategie zkousent;

— popis provedenych zkousek in vitro, véetné podrobnych ddaji o postupech a o vysledcich
ziskanych se zkousenymi/referencnimi latkami;

— popis provedené studie drazdivych/leptavych G¢inka na kazi in vivo, véetné ziskanych vysledkd;
— analyza prikaznosti vysledkd odtivodiujici provedeni studie in vivo.

ZkouSend latka:
— identifika¢ni ddaje (napf. &islo CAS, zdroj, Cistota, zndmé necistoty, Cislo Sarze),

— fyzikdlni povaha a fyzikdlné-chemické vlastnosti (napt. hodnota pH, tékavost, rozpustnost,
stabilita, reaktivita s vodou),

— v piipadé smési jeji slozeni a relativni podil slozek vyjddfeny v procentech,

— je-li pouzito lokdlni anestetikum, jeho identifikace, Cistota, typ, ddvka a moznd interakce se
zkousenou latkou.

Vehikulum:
— identifikace, koncentrace (podle potieby), pouzity objem,
— zdtvodnéni vybéru vehikula.
Pokusnd zvifata:
— pouzity druh/kmen, zdtvodnéni pouziti jinych zvitat, neni-li pouzit albin kralika,
— stafi kazdého zvifete na zacatku studie,
— pocet zvitat kazdého pohlavi ve zkusebnich a kontrolnich skupindch (je-li to nutné),
— hmotnosti jednotlivych zvifat na zacdtku a na konci zkousky,
— puvod, podminky chovu, strava atd.
Vysledky:

— popis metody vyhodnoceni drdzdivosti pti kazdém pozorovani (napf. ru¢ni $térbinova lampa,
biomikroskop, fluorescein),

— ftdaje ve formé tabulky o reakcich na drazdivé nebo leptavé Gicinky u jednotlivych zvifat pfi kazdém
pozorovani az do vyjmuti kazdého zvifete ze zkousky,

— podrobny popis stupné a charakteru pozorovanych drazdivych nebo leptavych Géinka,

— popis viech dalsich pozorovanych o¢nich 1ézi (napt. vaskularizace, tvorba zdnétu rohovky, sriist
sousednich tkdni, zbarveni),

— popis mistnich a systémovych nepiiznivych G¢inkd mimo o¢i a p¥ipadné histopatologické nélezy.

Diskuse a interpretace vysledk.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Extrapolace vysledkt studii drazdivych Gcinka na o¢i laboratornich zvifat na clovéka je platnd jen
v omezené mife. Albin krélika je ve vét$in¢ piipadt na drdzdivé a leptavé latky citlivejsi nez clovek.

Je tieba dbdt na to, aby byla pii interpretaci idaju vyloucena drazdivost pramenici ze sekunddrni infekce.



652 Utedni véstnik Evropské unie 13/sv. 34

4. LITERATURA

(1) Barratt, M. D., Castell, . V., Chamberlain, M., Combes, R. D., Dearden, J. C., Fentem, J. H., Gerner,
1., Giuliani, A., Gray, T. ]. B, Livingston, D. J., Provan, W. M., Rutten, F. A. ]. ]. L., Verhaar, H. ]. M.,
Zbinden, P. (1995). The Integrated Use of Alternative Approaches for Predicting Toxic Hazard.
ECVAM Workshop Report 8. ATLA 23, 410 — 429.

(2) deSilva, O., Cottin, M., Dami, N., Roguet, R., Catroux, P., Toufic, A., Sicard, C., Dossou, K. G., Gerner,
L, Schlede, E., Spielmann, H., Gupta, K. C., Hill, R. N. (1997). Evaluation of Eye Irritation Potential:
Statistical Analysis and Tier Testing Strategies. Food Chem. Toxicol., 35, 159 — 164.

(3) Worth A. P., Fentem J. H. (1999) A general approach for evaluating stepwise testing strategies ATLA
27,161 -177.

(4)  Young,].R., How, M. ]., Walker, A. P., Worth W. M. H. (1988). Classification as Corrosive or Irritant
to Skin of Preparations Containing Acidic or Alkaline Substance Without Testing on Animals.
Toxicol. In vitro, 2, 19 — 26.

(5) Neun,D.].(1993). Effects of Alkalinity on the Eye Irritation Potential of Solutions Prepared at a Single
pH. J. Toxicol. Cut. Ocular Toxicol. 12, 227 — 231.

(6) Fentem, J. H., Archer, G. E. B, Balls, M., Botham, P. A., Curren, R. D., Earl, L. K., Edsaile, D. J.,
Holzhutter, H. G., Liebsch, M. (1998). The ECVAM international validation study on in vitro tests
for skin corrosivity. 2. Results and evaluation by the Management Team. Toxicology In Vitro, 12,
483 — 524,

(6a) Zkusebni metoda B.40 Leptavé tcinky na kazi.
(7)  Zkusebni metoda B.4. Akutn{ toxicita: drazdivé/leptavé Gcinky na kazi.

(8) OECD (1996) OECD Test Guidelines Programme: Final Report of the OECD Workshop on
Harmonization of Validation and Acceptance Criteria for Alternative Toxicological Test Methods.
Solna, Svédsko, 22. — 24. ledna 1996. (http://www.oecd.org/chs/test/background.htm).

(9) OECD (1998) Harmonized Integrated Hazard Classification System for Human Health and
Environmental Effects of Chemical Substances, as endorsed by the 28™ Joint Meeting of the
Chemicals Committee and the Working Party on Chemicals, November 1998
(http:/[www.oecd.org/ehs/Class/HCL6.htm).

(10

OECD (2000) Guidance Document on the Recognition, Assessment and Use of Clinical Signs as
Humane Endpoints for Experimental Animals Used in Safety Evaluation. OECD Environmental
Health and Safety Publications. Series on Testing and Assessment No. 19
(http:/[www.oecd.org/ehs/test/monos.htm).



13/sv. 34

Utedni véstnik Evropské unie

653

TABULKA I: STUPNICE OCNICH LEZ{
Rohovka

Zékal: stupen hustoty (vySetif se nejvice zakalené oblasti) (")

Z4dné zviedovatengd ani ZAKal...........cooiiiiiee et 0

Rozptylené nebo diftizni oblasti zdkalu (jiné nez slabé zastfeni normalniho lesku), detaily duhovky jasné vidi-

TEINE L. 1

Snadno identifikovatelnd prahlednd oblast, detaily duhovky lehce zastfené ............cccoovvveiiiiiiiiiiiiinn.n. 2

PFitomnost zény opalescence, detaily duhovky nejsou viditelné, velikost zornice stéZi rozeznatelnd ............ 3

Uplné neprihlednost rohovky, duhovka je zcela neviditelnd .............cc.ooeveeeviiiiieeiaiiiiieeeeeeeeeeenna 4
Maximalné mozné: 4

() Zaznamend se oblast zdkalu rohovky.

Duhovka

Normalnd ... 0

Vyrazné prohloubené fasy, méstndni, otoky, stfedni pfekrveni kolem rohovky, nebo pfekrveni pfi zdnétu;

rohovka reaguje na svétlo (zpozdénd reakce je povazovdna za GCINEK) .......ooovveviiiiiiiiiiiiiinnneiiiiiiiin. 1

Krvdceni, makroskopické poskozeni nebo bez reakce na sVEO ........veeeiiiiiiiiiiniiiiiiiiii e 2

Maximalné mozné: 2

Spojivky

INOTTIAITIT .ottt et e e e e et e ettt e e e et e ettt e e eah e e e e e eaas 0
Neékteré krevni cévy hyperemické (pFeKrvené) ............oovveeiiiiiiiiiiniiiiiiiie e 1
Diftizni, rud4 barva, jednotlivé cévy nesnadno rozeznatelné ...............cccciiiiiiiiiiiiiiiiiinn 2
Diftizn{ temné rudd DArva .........iiiiiiiiiiii e 3

Maximalné mozné: 3
Chemoéza

Otoky (tyka se vicek a/nebo slznych Zldz)

INOTITAINT ettt ettt e ettt e e e ettt e e e e e e e et es 0
Slab@ abnOTMAINT OTOK  ..eiieiiiiii ettt ettt 1
Patrny otok, s ¢dsteCnym Obracenim VICEK ........ccovriumuuirreiiiiiiiiiiie e 2
Otok zpusobujici uzavieni vicek zhruba na polovinu ..........ccooouiiiiiiiriiiiiiiiiinnieiiiii e 3
Otok zpusobujici uzavieni vicek vice neZz na polovinu .......coooouiiiiiiiiiiiiiiiiiinnieeiiiiie e 4

Maximalné mozné: 4
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PRILOHA

Strategie postupného zkouSeni drdzdivych a leptavych acinkd na o&i

OBECNE UVAHY

V zdjmu spolehlivého védeckého pFistupu a dobrého zachdzeni se zvitaty je dilezité vyhybat se zbyte¢nému pouzivani
zvifat a minimalizovat jakékoli zkousky, které u zvifat pravdépodobné vyvolaji zdvazné reakce. Veskeré informace
tykajici se potencidlnich drazdivych/leptavych acinka latky na oci by se mély zhodnotit pfed zvazovénim zkouseni
in vivo. MliZe jiZ existovat dostatek dikazd pro klasifikaci zkousené latky podle jejich potencidlnich drézdivych nebo
leptavych G¢inkd na odi, aniz by bylo nutné provadét zkousky na laboratornich zvifatech. Proto vyuziti analyzy
prikaznosti vysledku a strategie postupného zkouseni snizi pottebu provadét zkousent in vivo, zejména pokud ldtka
pravdépodobné vyvold zdvazné reakce.

Doporucuje se, aby se stdvajici informace tykajici se drdzdivych a leptavych t¢ink latky na oci zhodnotily pomoci
analyzy priikaznosti vysledkd, na jejimz zdkladé se rozhodne o tom, zda by se k lepsi charakteristice tohoto potencidlu
mély provést dalsi studie, jiné nez o¢ni studie in vivo. Jsou-li nutné dal3f studie, doporucuje se vyuzit strategie
postupného zkouseni a jejim prostiednictvim ziskat relevantni experimentalni Gdaje. U latek, které doposud nebyly
zkouseny, by se méla strategie postupného zkouseni vyuzit k ziskdni adaju, které jsou nezbytné k vyhodnocent jejich
leptavych nebo drazdivych G¢inka na oci. Strategie zkouseni popsand v této pifloze byla vypracovdna na seminafi
OECD (1). Nésledné byla tato strategie potvrzena a rozpracovdna v Harmonizovaném integrovaném systému
klasifikace nebezpeci chemickych latek pro lidské zdravi a jejich vlivu na Zivotni prostied, ktery schvalilo 28. spolecné
zaseddni Vyboru pro chemické ldtky a Pracovni skupiny pro chemické latky v listopadu 1998 (2).

Ackoliv tato strategic postupného zkouseni neni nedilnou souddsti zkusebni metody B.5, vyjadiuje doporucovany
postup stanoveni drazdivych/leptavych Gcinkd na oci. Tento postup piedstavuje nejlepsi prakticky i eticky standard
pro zkouseni drazdivych/leptavych Gcinki na oci in vivo. Metoda zkousen{ obsahuje pokyny pro provadéni zkousky
in vivo a shrnuje faktory, kterym je nutno pfed zvazovanim takové zkousky vénovat pozornost. Strategie postupného
zkouseni pfedstavuje piistup posuzovdni existujicich ddaju o drdzdivych a leptavych dacincich litek na oci
a odstupiiovany piistup k ziskdvani relevantnich adajt o latkdch, u kterych je nutné provést dalsi studie, nebo u nichz
zadné studie nebyly doposud provedeny. Soucdsti této strategie je provedeni nejprve validovanych a uznanych
zkousek in vitro nebo ex vivo a poté za urcitych okolnosti provedeni studii drazdivych/leptavych acinkd na kazi
metodou zkouSeni B.4 (3, 4).

POPIS STRATEGIE ZKOUSENI PO KROCICH

Pred zahdjenim zkousek v rdmci strategie postupného zkouseni (obrazek) se vyhodnoti veskeré dostupné informace,
aby se mohlo rozhodnout o nutnosti provést zkouseni in vivo. Ackoliv Ize podstatné informace ziskat z vyhodnoceni
jednotlivych parametrt (napf. extrémni hodnota pH), stavajici informace by se mély hodnotit jako celek. VSechny
relevantni idaje o ti¢incich zkousené latky a jejich strukturnich obdob se vyhodnoti na zakladé rozhodnuti zaloZeném
na priikaznosti vysledkd, toto rozhodnuti se zdtvodni. Zvldstni diiraz bude kladen na jiz existujici idaje o tcincich
latky na clovéka a zvifata a déle na vysledky zkousent in vitro nebo ex vivo. Studie Ziravych latek in vivo by se mély
provadét co nejméné. Mezi faktory uvedené ve strategii zkouseni patfi:

Hodnoceni existujicich tidajii o ticincich ldtky na clovéka a zvitata (krok 1). Nejprve je nutné vzit v Gvahu existujici idaje
o ti¢incich na ¢lovéka, napf. klinické studie nebo studie nemoci z povoldni, zdznamy subjekt hodnoceni a/nebo tidaje
o zkouskdch na zvifatech ziskand z o¢nich studii, protoze z téchto dat lze ziskat informace pfimo se vztahujici
k d¢inkim na oci. Poté se zhodnoti dostupné tdaje ze studii na lidech ajnebo na zvifatech zabyvajicich se
leptavymi/drdzdivymi t¢inky na kazi. Ltky, jejichZ leptavé nebo vysoce drdzdivé ticinky na o¢i jsou znamy, se do
o¢i zvifat neaplikuji. To plati rovnéz pro latky vykazujici leptavé nebo drazdivé aéinky na kizi; takové latky se
povazuji za latky s leptavymi a/nebo drazdivymi a¢inky rovnéz na o¢i. Litky, o nichz byly v ptedchozich o¢nich
studiich ziskdny dostatecné diikazy, Ze jsou neziravé a nedrdzdivé, se v o¢nich studiich in vivo také nezkouseji.
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Analyza vztahii mezi strukturou a biologickou aktivitou (SAR) (krok 2). Vezmou se v ivahu vysledky zkousek strukturné
pibuznych chemickych latek, jsou-li k dispozici. Pokud jsou k dispozici dostate¢né tdaje o tcincich strukturné
pibuznych litek nebo jejich smési na clovéka a/nebo zvitata naznacujici, Ze maji potencial leptavych/drdzdivych
ucinkd na odi, lze pfedpoklddat, Ze zkousend ltka vyvold stejné reakce. V takovych p¥ipadech neni nutné tuto latku
zkouset. Negativni tidaje ziskané ze studii strukturné pitbuznych latek nebo jejich smési nezaklddaji podle strategie
postupného  zkouSeni dostatecny dukaz neZiravostijnedrazdivosti latky. Ke stanoveni potencidlu
leptavych/drazdivych dc¢inkd na kiizi i o¢i by mély byt pouzity validované a uznané postupy vychdzejici z analyzy
SAR.

FyzikdIné-chemické vlastnosti a chemickd reaktivita (krok 3). Latky vykazujici extrémni hodnoty pH jako < 2,0 nebo > 11,5
mohou mit silné mistn{ G¢inky. Pokud se leptavé nebo drazdivé acinky latky na oci stanovi na zdkladé extrémnich
hodnot pH, lze také vzit v tivahu kyselou/alkalickou rezervu (pufra¢ni kapacitu) (5, 6). Pokud Ize podle pufraéni
kapacity soudit, Ze ltka zfejmé nemd leptavé Gcinky na oci, musi tento pfedpoklad potvrdit dalsi zkousky, pokud
mozno s vyuzitim validované a uznané zkousky in vitro nebo ex vivo (viz kroky 5 a 6).

Zvdzeni dalsich existujicich informaci (krok 4). V této fazi se vyhodnoti veskeré dostupné informace o systémové toxicité
dermalni cestou. Vezme se v tivahu také akutni dermdlni toxicita zkousené latky. Pokud se u zkousené litky ukdzalo,
Ze je pfi poddni dermdlni cestou vysoce toxickd, neni nutné zkouset ji na oku. Ackoliv mezi akutni dermdlni toxicitou
a drazdivymi/leptavymi t¢inky na o¢i nemusi nezbytné existovat souvislost, 1ze se domnivat, Ze pokud je latka pfi
podani dermaélni cestou vysoce toxickd, bude vysokou toxicitu vykazovat také pfi instilaci do oka. Takové udaje Ize
také vzit v tivahu mezi kroky 2 a 3.

Vysledky ze zkousek in vitro nebo ex vivo (kroky 5 a 6). Latky, které vykazovaly leptavé nebo vyrazné drdzdivé vlastnosti
ve zkousce in vitro nebo ex vivo (7, 8), kterd byla validovdna a uzndna pro hodnoceni vylu¢né leptavych/drdzdivych
ucinkt na oci nebo na kuzi, neni nutné zkouset na zvifatech. Lze predpokladat, Ze takové latky vyvolaji ve zkousce
in vivo podobné zdvazné t¢inky. Nejsou-li validované a uznané zkousky in vitro nebo ex vivo k dispozici, kroky 5 a 6
se preskodi a prejde se piimo ke kroku 7.

Posouzeni drdzdivych nebo leptavych ticinkii na kiiZi in vivo (krok 7). Pokud stavajici dikazy k provedeni piesvéd¢ivé analyzy
prukaznosti vysledkil potencidlnich drdzdivych/leptavych acinkd latky na oci opirajici se o tdaje z vySe uvedenych
studii nepostacuji, nejprve se s vyuzitim metody B.4 (4) a pruvodni pfilohy (9) vyhodnoti potencidl
drazdivych/leptavych aéinkt na kizi in vivo. Jestlize se u latky prokdzi leptavé nebo silné drazdivé ticinky na kazi,
povazuje se za latku s leptavymi a drazdivymi ti¢inky na oci, pokud jiné informace nesvéd¢i o odlisném zavéru. Oéni
zkousku in vivo by tak nebylo nutné provadét. Pokud ldtka leptavé nebo vyrazné drazdivé Gcinky na kazi nemd, oéni
zkouska in vivo se provede.

Zkouska in vivo na krdlicich (kroky 8 a 9). O¢ni zkouseni in vivo se zahdji pocate¢ni zkouskou na jednom zvifeti. Pokud
vysledky této zkousky naznacuji, ze latka md silné drazdivé nebo leptavé G¢inky na oci, dalsi zkouseni se neprovadi.
Pokud zkouska zddné leptavé nebo silné drdzdivé ticinky neodhali, provede se potvrzujici zkouska na dvou dalsich
zvifatech.
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OBRAZEK

STRATEGIE ZKOUSENI A HODNOCENI DRAZDIVYCH/LEPTAVYCH UCINKU NA OCI5

Aktivita Nilez Zivér
1 | Existujici Gdaje o utincich na lidské [ Zévazné poskozeni ot Dominantn{ ukazatel; povaZovina za
nebo zvifeci odi Ziravou pro o&i. Neni nutné zkouset.
Drézdivé pro oci Dominantni ukazatel; povaZovina za
drazdivou pro o&i. Neni nutné zkouget.
NeZiravd nebo nedrazdivd pro odi Dominantni ukazatel; povaZovdna za
neiiravou a nedrdZdivou pro oéi.
NevyZaduje zkouSet.
Existujici idaje o leptavych Glincich na | Leptavé cinky na kizi Predpoklad leptavych a¢inkd na o&i. Nenf
lidskou a/nebo zviteci kiizi nutné zkouset.
Existujici tidaje o siln& drdzdivych | Silné drdZdivé Gcinky na kazi Pfedpoklad drazdivych acink na odi.
1¢incich na lidskou a/nebo zvifeci kizi Neni nutné zkouset.
Nejsou k dispozici Zddné informace,
nebo informace nejsou pesvédeivé
2 | Provedte hodnoceni leptavych/ Predpoklad zdvazného poskozeni o&f  Ptedpoklad Ziravosti pro ofi. Neni nutné
drézdivych G¢inki na oti podle zkouget.

analyzy SAR

Predpoklad draZdivych G¢inkiinaodi  Pfedpoklad driZdivosti pro o&. Nen{
nutné zkouset.

Provedie analyzu SAR leptavych acinki | Piedpoklad leptavych ti¢inkGinakiizi  Predpoklad Ffravosti pro o¢i. Nenf nutné
na kiZi zkouset.

1

Nelze stanovit Zddné predpoklady, nebo
jsou pedpoklady nepresvédiivé nebo
negativni

1
3 | Zméfte hodnotu pH (pufra¢ni kapacita, | pH < 2 nebo = 11,5 (s vysokou Predpoklad Ziravosti pro o&i. Neni nutné
je-li vyznamnd) pufratni kapacitou, pokud je zkouset.

vyznamnd)

2<pH< 11,5 nebopH < 2 nebo = 11,5
s nizkou/Zddnou pufraini kapacitou,
pokud je vjznamnd

4 | Posudte systémovou toxicitu dermdlni | Vysoce toxické pH koncentracich, Léitka by byla pro zkouSen{ pfli§ toxickd.
cestou které by byly zkouseny na o¢ich. Neni nutné zkouset.

Takové informace nejsou k dispozici, nebo
ldtka neni vysoce toxickd
5 |[Provedte validovanou a uznanou | Leptavé dcinky Ptedpoklad leptavych Gi¢inkt na o¢i. Neni
zkousku leptavych G¢inkd na oéi in tfeba Zddné dalsi zkouseni.
vitro nebo ex vivo
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Ldtka neni Ziravd, nebo validované metody

zkouseni Ziravosti pro oi in vitro nebo ex
vivo dosud nejsou k dispozici

1

6 |Provedte validovanou a uznanou | Drizdivé acinky
zkousku drdZdivych dcinkd na odi in
vitro nebo ex vivo

Ldtka neni drdZdivd, nebo validované
metody zkouseni drdZdivych Gginks na o&
invitro nebo ex vivo dosud nejsou k
dispozici
1

7 | Experimentdlné vyhodnotte potencidl | Leptavé nebo silné drazdivé dcinky
drézdivych nebo leptavych t¢inkd na
kéZi in vivo {viz metoda zkouseni B.4,
veetné jejf pilohy)

Ldtka neni Ziravd ani silné drdzdivd pro kiZi

4

8 | Provedte politetni ofni zkousku na | Zivainé poskozeni olf
krélicich in vivo na jednom zvifeti

Zddné vyrazné poskozeni, nebo Zddnd odezva

9 | Provedte potvrzujici zkousku na | Ziravd nebo drézdivd
jednom nebo daldich dvou zvifatech

NeZirava nebo nedrézdiva

Pfedpoklad drézdivych d&inkd na oéi.
Nenf tfeba z4dné dal3f zkouSenf.

Predpoklad leptavych G¢inkd na oci. Neni
tieba Zddné dalsi zkougeni.

PovaZovéna za dréZdivou pro o&i. Neni
tieba Zddné dalsi zkougeni.

PovaZovina za Zfravou nebo driZdivou
pro oci. Neni tieba Zddné dalsf zkouSent.

Povazovana za nedrdZdivou a neZiravou
pro odi. Neni tfeba Zidné dal3{ zkouSeni.
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PRILOHA 2F
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1.1

1.2

B.31. STUDIE PRENATALNI VYVOJOVE TOXICITY

METODA

Tato metoda je replikou metody OECD TG 414 (2001).
UvoD

Tato metoda zkouseni vyvojové toxicity je urCena k ziskdni vieobecnych informaci tykajicich se ticinku
prenatdlni expozice na biezi pokusné zvife a na organismus vyvijejici se v déloze; tyto informace mohou
zahrnovat jak hodnoceni ticinku na matku, tak i vliv na uhynuti, strukturaln{ odchylky nebo zménény rist
plodu. 1 kdyz funkéni poruchy tvoif vyznamnou &st vyvoje, nejsou soucdsti této metody. Zkousky na tyto
poruchy mohou byt provddény v samostatné studii nebo jako doplnék této studie pomoci zkusebni metody
vyvojové neurotoxicity. Informace o zkouseni funkénich poruch a jinych postnatdlnich Gcinkd lze v ptipadé
potieby ziskat z dvougenera¢ni zkousky toxicity pro reprodukci a zkousky vyvojové neurotoxicity.

Tato zkusebni metoda muze ve specifickych ptipadech vyzadovat urcitou Gpravu na zdkladé specifickych
znalosti napf. fyzikdlné-chemickych nebo toxikologickych vlastnosti zkousené latky. Tato dprava je
piijatelnd, jestlize presvédcivé védecké dikazy svédci o tom, Ze diky ni bude mit zkouska vyssi vypovidaci
hodnotou. V takovém piipadé je tfeba tyto védecké dikazy peclivé zdokumentovat ve zpravé o studii.

DEFINICE

Vyvojova toxikologie: studie nepfiznivych Gcinkd na vyvijejici se organismus, které mohou vyplyvat
z expozice pred pocetim, béhem prenatdlniho vyvoje nebo v postnatdlnim obdobi az do doby pohlavni
zralosti. Hlavni projevy vyvojové toxicity zahrnuji 1) Ghyn organismu, 2) strukturdlni odchylky, 3) zménény
rist a 4) funkéni poruchu. Vyvojové toxikologie se ptivodné nazyvala teratologie.

Nepfiznivy dcinek: jakdkoliv odchylka od normélniho stavu spojend se zkouskou, kterd snizuje schopnost
organismu pfezit, rozmnoZovat se nebo se pfizpusobit prostiedi. Pokud jde o vyvojovou toxikologii
v nejsir$im slova smyslu, zahrnuje tento pojem jakykoliv G¢inek, ktery brani normdlnimu vyvoji plodu, a to
jak pfed narozenim, tak i po ném.

Zménény rist: zména hmotnosti nebo velikosti orgdnu nebo téla u potomstva.
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Odchylky (anomélie): strukturlni zmény ve vyvoji, které zahrnuji jak malformace, tak i odchylky (28).

Malformace/velkd odchylka: strukturdlni zména povazovand za $kodlivou pro zvife (mtze byt
i letdlni); obvykle je vzdcnd.

Odchylka/mald odchylka: strukturdln{ zména, kterd nemd zadny nebo md jen maly skodlivy G¢inek na
zvife; miize byt pfechodnd a u kontroln{ populace se mize vyskytovat pomérné casto.

Zirodek: celkové mnozstvi deriviti oplodnéného vajicka v jakékoliv fizi vyvoje od oplodnéni az do
narozeni, véetné dalsich zdrode¢nych membran, embrya nebo plodu.

Implantace (nidace): pfichyceni blastocytu k epitelové vystelce délohy, veetné jeji penetrace do délozniho
epitelu a zahnizdéni v délozni sliznici.

Embryo: rand nebo vyvojovd fze organismu, a to zvldsté plod vyvijejici se po oplodnéni vajicka poté, co
se objevi dlouhd osa a dokud nejsou pfitomné vsechny hlavni struktury.

Embryotoxicita: toxicita $kodlivd pro norméln{ strukturu, vyvoj, rist ajnebo Zivotaschopnost embrya.
Zarodek: nenarozeny potomek v post-embryonalnim obdobi.
Fetotoxicita: toxicita $kodlivd pro normdlni strukturu, vyvoj, rist ajnebo Zivotaschopnost plodu.
Potrat: predcasné vylouceni produktti oplodnéni — embrya nebo plodu neschopného Zzivota — z délohy.
Resorpce: zirodek, ktery po implantaci do délohy pozdéji odumfel a vstiebavd se nebo se jiz vstiebal.
Rand resorpce: dikaz o zahnizdéni (implantaci) bez rozeznatelného embrya/plodu.
Pozdni resorpce: mrtvé embryo nebo plod se zevnimi degenerativnimi zménami.

NOAEL: zkratka pro hladinu bez pozorovaného nepiiznivého ti¢inku; odpovidd nejvyssi drovni davky nebo
expozice, pii které nejsou pozorovany zidné nepiiznivé nélezy souvisejici s poddnim latky.
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1.3

1.4

1.5

REFERENCNI LATKA
74dna.
PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Obvykle se zkousend ldtka poddva brezim zvifatim nejpozdéji od implantace az do dne pfed pldnovanym
usmrcenim, ktery by se mél co nejvice pfiblizit o¢ekdvanému dni vrhu, aniz se riskuje ztrta tidajti v dasledku
piedcasného vrhu. Zkusebni metoda neni urcena vyhradné ke zkoumani obdobi organogeneze (napf. 5. -
15. den u hlodavce a 6. - 18. den u krélika), ale poptipadé rovnéz ke zkoumdni G¢inkt pfed implantaci, pro
celé obdobi gestace a az do dne pted cisaiskym Fezem. Krdtce pred cisafskym fezem se samice usmrti,
prozkouma se délozni obsah a u plodi se vyhodnoti zevni viditelné anomélie, zmény mékkych tkani
a skeletu.

POPIS ZKUSEBN{ METODY
Vybér zZivocisnych druha

Doporucuje se provadét zkouseni s nejvhodnéjsimi druhy a vyuzivat laboratorni druhy a kmeny, které se
bézné pouzivaji pii zkouseni prenatilni vyvojové toxicity. Upfednostiiovanym druhem hlodavce je potkan
a upfednostiiovanym druhem nehlodavce je krdlik. Pouziti jiného druhu je tieba odtvodnit.

Podminky chovu a krmeni

Teplota v mistnosti pro pokusnd zvifata by méla byt 22 °C (¢ 3) °C pro hlodavce a 18 °C (£ 3 °C) pro kréliky,
relativni vlhkost vzduchu minimalné 30 %, neméla by pokud mozno prekrocit 70 %, kromé doby tklidu
mistnosti, cilem v3ak je hodnota 50 — 60 %. Osvétleni bude umélé se stfidanim 12 h svétla a 12 h tmy. Ke
krmeni lze pouzit konvenéni laboratorni stravu s neomezenou dodévkou pitné vody.

Péteni by mélo probihat v klecich vhodnych k tomuto tcelu. I kdyz se ddvé pfednost individudlnimu chovu
spafenych zvifat, pfipustny je rovnéz chov v malych skupinkdch.
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1.6

1.6.1

1.6.2

Pfiprava zvifat

Pouziji se zdravd zvifata, kterd se alespoii 5 dnti aklimatizovala na laboratorni podminky a kterd nebyla
podrobena pfedchdzejicim zkuSebnim postupim. Pokusnd zvifata by méla byt charakterizovdna podle
druhu, kmenu, ptvodu, pohlavi, hmotnosti a/nebo stafi. Je-li to mozné, méla by mit zvifata ze vSech
testovanych skupin stejnou hmotnost a vék. Pro kazdou troven dévek se pouziji mladé dospélé samice, které
by mély byt nullipary. Samice se spdii se samci stejného druhu a kmene a nemélo by dochézet k pafeni
sourozenctl. U hlodavch je nultym dnem gestace den, kdy se pozoruje vagindlni zitka a/nebo sperma;
u krdlikd je dnem 0 obvykle den péfeni nebo umélé inseminace, pokud se tato metoda pouzivad. Oplodnéné
samice se ndhodnym vybérem rozdéli do kontrolnich a experimentélnich skupin. Klece by mély byt
usporadany tak, aby byl vliv umisténi kleci minimalizovan. Kazdému zvifeti se pfidéli vlastni identifikacni
¢islo. Ndhodnym vybérem se oplodnéné samice rozdéli do kontrolnich a experimentélnich skupin, a jsou-li
samice pafeny v saddch, rozdéli se zvifata z jednotlivych sad rovnomérné do viech skupin. Stejné tak se do
viech skupin rozdéli samice oplodnéné stejnym samcem.

POSTUP

Pocet a pohlavi zvifat

Kazdd experimentdlni a kontrolni skupina by méla obsahovat dostate¢ny pocet samic, abych se pfi pitvé
ziskalo pfiblizné 20 samic s implantaci plodu. Skupiny s méné nez 16 zvifaty s implantaci plodu nejsou
vhodné. Mortalita samic nemusi nutné znamenat znehodnoceni studie za pfedpokladu, Ze nepfekroci
piiblizné 10 %.

Piiprava divek

Pokud se pro usnadnéni davkovani pouziva vehikulum nebo jind piisada, je tfeba vzit v Gvahu ndsledujici
typické znaky: vliv na absorpci, distribuci, metabolismus a retenci nebo vylucovani zkousené latky; vliv na
chemické vlastnosti zkousené latky, kterd maze pozménit svoje toxické znaky, a vliv na spotfebu potravy
nebo vody anebo nutri¢niho stavu zvifat. Vehikulum by nemélo byt ani vjvojové toxické, ani by nemélo mit
vliv na rozmnoZovani.
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Déavkovani

Zkousend latka se obvykle poddvd denné od implantace (napf. paty den po spdfeni) az do dne pted
plénovanym cisaiskym fezem. Pokud z pfipadnych pfedbéznych studii nevyplyvd vysoky potencial
piedimplanta¢ni ztréty, 1ze aplikaci prodlouzit tak, aby zahrnovala celé obdobi gestace, od spafeni az do dne
pfed pldnovanym usmrcenim. Je zndmo, Ze nevhodné zachdzeni nebo stres béhem bfezosti mize vést
k prenatalni ztrdté. S cilem zabranit prenatdlnim ztrdtdm z diivodd, které nejsou spojeny s expozici, je nutné
zamezit jak nadbyte¢né manipulaci se zvifaty, tak i stresu zptisobenému zevnimi faktory, jako je napf. hluk.

Pouziji se alespon tii Grovné dévek a soubéznd kontrola. Zdravd zvitata se ndhodnym vybérem rozdéli do
kontrolnich a experimentélnich skupin. Urovné dévek se rozlo tak, aby byly toxické tcinky odstupiiovany.
Pokud neexistuje zddné omezeni fyzickou/chemickou podstatou nebo biologickymi vlastnostmi zkousené
latky, zvoli se nejvyssi davka s cilem vyvolat ur¢itou vyvojovou toxicitu a/nebo toxicitu pro matku (klinické
znaky nebo sniZeni télesné hmotnosti), ale nikoliv uhynuti nebo zna¢né utrpeni. Alespon jedna stfedni
uroven davky by méla vyvolat minimalni zjistitelné toxické ticinky. Nejnizs{ tiroven davky by neméla vyvolat
zddnou prokazatelnou toxicitu pro matku ani vyvojovou toxicitu. S ohledem na prokazani jakékoli reakce
souvisejici s ddvkovdnim a s drovni davky bez pozorovaného nepiiznivého tcinku (NOAEL) by se méla
zvolit sestupnd posloupnost Grovni ddvek. Pro nastaveni sestupnych trovni ddvek jsou obvykle optimdlni
dvoj- az ctyfndsobné intervaly a Casto je vhodnéjsi pfidani ¢tvrté exponované skupiny nez pouzivani velkych
intervald mezi davkami (napf. lisicich se faktorem 10). Ackoliv je cilem stanovit hodnotu NOAEL pro samici,
piijatelné jsou rovnéz studie, které tuto hodnotu nestanovi (1).

Pfi vybéru trovni dévek je tfeba brdt v tivahu jakékoliv existujici idaje o toxicité a také jako dalsf informace
o metabolismu a toxikokinetice zkousené latky nebo latek piibuznych. Tyto informace pomohou rovnéz pii
prokazovani pfiméfenosti davkovaciho rezimu.

Pouzije se soubéznd kontrolni skupina. Tato skupina by méla tvofit zddnlivé lé¢enou kontrolni skupinu nebo
kontrolni skupinu s vehikulem, pokud se vehikulum pfi podavani zkousené latky pouziva. Vsem skupindm
se podavd stejné mnozstvi zkousené latky nebo vehikula. Se zvifaty v kontrolni skupiné (kontrolnich
skupindch) se zachdzi stejné jako se zvifaty v experimentdlni skupiné. Kontrolni skupina s vehikulem by méla
dostat vehikulum v nejvy$sim pouzivaném mnozstvi (jako u experimentdlni skupiny s nejnizsi ddvkou).

Limitni zkouska

Pokud zkouska na jedné drovni ddvky v mnozstvi alespont 1 000 mg na kg télesné hmotnosti na den pii
ordlnim podédvani nevyvold pfi pouZiti postupt predepsanych pro tuto studii Zidnou zjistitelnou toxicitu ani
u brezich zvifat, ani u jejich plodd, a pokud se neocekavé G¢inek ani na zdkladé existujicich ddaja (napf.
o sloucenindch s podobnou strukturou a/nebo metabolismem), neni nutné uvazovat o kompletni studii
vyuzivajici tif drovni dévek. Je mozné, ze piedpoklddand expozice u ¢lovéka si vyzddd pouziti vyssi ordlni
dévky v limitni zkousce. U dalsich zptsobt podévani latky, jako je inhala¢ni nebo kozni aplikace, mtize byt
maximdlni dosaZitelnd droven expozice déna fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi zkousené latky (napf. kozni
aplikace by neméla zpisobit zdvaznou lokdlni toxicitu).
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1.6.5

1.6.6

1.6.7

1.6.8

Aplikace divek

Zkousend litka nebo vehikulum se obvykle poddvé ordlné intubaci. Pokud se pouZivé jiny zptisob aplikace
latky, mél by experimentétor volbu zdivodnit a objasnit, pfi¢emz moznd bude nutné provést odpovidajici
zmény (2, 3, 4). Zkousend ldtka se podavé kazdy den pfiblizné ve stejnou dobu.

Daévka pro jednotlivd zvifata obvykle vychdzi z aktudlni zjisténé télesné hmotnosti. Je vSak nutné vénovat
velkou pozornost tipravé davky béhem posledniho trimestru bfezosti. Ddvka by se méla zvolit na zdkladé
existujicich dajt, aby se zabrdnilo nadmérné toxicit¢ u samic. Pokud je vak u oSetfovanych samic
zaznamendna nadmérnd toxicita, tato zvifata se humdnné utrati. Pokud nékolik brezich zvitat vykazuje
znadmky nadmérné toxicity, mélo by se zvdzit utraceni této skupiny. Je-li ldtka poddvdna prostrednictvim
zaludec¢ni sondy, méla by se zvifatim podavat ve formé jediné ddvky pomoci hadicky k vyplachu zaludku
nebo vhodné intubacni kanyly. Maximdlni mnozstvi tekutiny, které Ize jednordzové podavat, zdvisi na
velikosti pokusného zvifete. Toto mnozstvi by nemélo prekrocit 1 mlna 100 g télesné hmotnosti, s vyjimkou
vodnych roztokd, kde Ize pouzit 2 ml/100 g télesné hmotnosti. Pokud se jako vehikulum pouziva kukufi¢ny
olej, nemélo by mnozstvi prekrocit 0,4 ml na 100 g télesné hmotnosti. Kolisini v mnozstvi zkousené latky
by se méla omezit nastavenim koncentraci tak, aby se zajistilo konstantni mnozZstvi na vech tirovnich davek.

Sledovéni samic

Klinickd pozorovdni se provddéji a zaznamendvaji minimdlné jednou denné¢, a to kazdy den nejlépe
ve stejnou dobu, a piihlédne se k dobé vrcholiciho pfedpoklddaného tcinku po dévkovani. Zaznamend se
stav zvifat véetné mortality, agénie, relevantnich zmén chovani a vSech piiznak zjevné toxicity.

Télesnd hmotnost a spotieba potravy

Zvitata se zvazi béhem nultého dne gestace anebo nejpozdéji treti den gestace, pokud externi chovatel
dodévd zvitata spafend ve stejnou dobu, prvni den poddvéni ltky a minimdlné kazdy tfeti den v obdob{
podavéni litky a dale v den pldnovaného usmrceni.

Spotieba potravy se zaznamend v tfidennim intervalu a méla by se shodovat se dny zjistovani télesné
hmotnosti.

Pitva

Samice se usmrti jeden den pfed ofekdvanym dnem vrhu. Samice vykazujici zndmky potratu nebo
pfedcasného vrhu predchdzejictho pldnovanému usmrceni se usmrti a podrobi dukladnému
makroskopickému vysetfeni.

Samice se v okamziku usmrceni nebo tthynu béhem studie makroskopicky vysetif na strukturni odchylky
nebo patologické zmény. S cilem minimalizovat neobjektivnost se posuzovani samic béhem cisaiského fezu
a ndslednd fetdlni analyza provedou pokud mozno bez znalosti experimentaln{ skupiny.
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1.6.9

1.6.10

VySetfeni délozniho obsahu

Okamyzité po usmrceni nebo co nejdfive po uhynuti se samicim vyjme déloha a zjist se stav brezosti. Délohy,
které nesvédci o gravidite, se déle vySeti{ (napf. pomoci barveni sulfidem amonnym u hlodavct a pomoci
Salewského barveni nebo vhodnou alternativni metodou u kralik®) a potvrdi se negravidni stav (5).

Gravidni déloha v¢etné délozniho hrdla se zvazi. Hmotnost gravidni délohy by se neméla zjistovat u zvifat,
kterd béhem studie uhynula.

U brezich zvifat se zjisti pocet Zlutych télisek.

U délozniho obsahu se vysetii pocet tthynti embrya nebo plodu a pocet Zivotaschopnych plodi. Popise se
stupeii resorpce, aby bylo mozné odhadnout relativni dobu uhynuti zdrodku (viz ¢ast 1.2).

Vysetfeni plodit
Zjisti se pohlavi a télesnd hmotnost kazdého plodu.
U kazdého plodu se vysetii zevni odchylky (6).

U plodd se vysetif zmény kostry a mekkych tkdni (napf. odchylky a malformace nebo anomalie) (7, 8, 9,
10,11,12,13,14,15,16,17,18,19, 20, 21, 22, 23, 24). Kategorizace fetdlnich zmén je vhodn4, ale nikoli
nezbytnd. Pokud se kategorizace provede, méla by se jasné stanovit kritéria definovéni jednotlivych kategorii.
Zvlastni pozornost je tfeba vénovat rozmnozovaci soustavé, kterd se vysetii na piitomnost zndmek
zménéného vyvoje.

U hlodavcii se pitvé piiblizné polovina kazdého vrhu, u né¢hoz se vysetii zmény skeletu. Zbytek se pitva
a vySetfi na pfitomnost zmén mékkych tkdni pomoci uznanych nebo vhodnych metod postupnych
histologickych fezti nebo dukladné pitvy.

U nchlodaved, napi. krélikd, se prozkoumaji jak zmény mékkych tkéni, tak zmény skeletu viech ploda.
Opatrnym oddélenim tkdni se u téchto plodi vysetii zmény mékkych tkéni, pficemz pitva miZze zahrnovat
i postupy pro dalsi vyhodnoceni vnitin{ stavby srdce (25). Hlavy poloviny plodt zkoumanych timto
zpusobem se oddéli a pouziji se k vyhodnoceni zmén mékkych tkdni (véetné o¢i, mozku, nosnich dutin
téchto i zbyvajicich neporusenych plod se pitvaji a vySeti{ na pfitomnost zmén skeletu za pouZiti stejnych
metod popsanych pro hlodavce.
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2.1

2.2

23

DATA

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Vysledky se zaznamenaji do tabulky samostatné pro samice a pro jejich potomky a u kazdé pokusné skupiny
a kazdé generace se uvede pocet zvifat na zacdtku zkousky, pocet zvifat uhynulych béhem zkousky nebo
utracenych z humdnnich dtivodii, doba thynu nebo humdanniho utracent, pocet bfezich samic, pocet zvitat
vykazujicich piiznaky toxicity, popis pfiznakd zjisténé toxicity véetné ndstupu, trvdni a zdvaznosti
piipadnych toxickych tcinkd, typy pozorovédni embryi/plodi a viechny ddlezité ddaje o vrhu.

Numerické vysledky se vyhodnoti vhodnou statistickou metodou, pficemz jako jednotka analyzy dat se
pouzije vrh. PouzZije se vieobecné uzndvana statistickd metoda; zvoli se jako soucdst navrhu studie a musi
byt zdiivodnéna. Rovnéz se uvedou tidaje ziskané u zvitat, kterd neptezila az do pldnovaného usmrceni. Tyto
udaje lze v piipadé potieby zahrnout do skupinového priiméru. Vyznam tdajt ziskanych od téchto zvitat
i jejich zahrnuti nebo nezahrnuti do priméru skupiny by mély byt odivodnény a individudlné posouzeny.

HODNOCENT VYSLEDKU

Vysledky studie prenatdlni vyvojové toxicity se vyhodnoti na zakladé zjisténych tcinkd. Vyhodnoceni bude
obsahovat nésledujici informace:

— vysledky zkousky u samic a embrya/plodu, véetné hodnoceni vazeb nebo jejich absence mezi
expozici zvifat zkousené ldtce a vyskytem a zdvaznosti vSech nalez;

— kritéria pouZzivand pro kategorizaci zevnich zmén, zmén mékkych tkéni a skeletu u plodu, pokud
byla tato kategorizace provedena;

— piipadné ptedchozi kontrolni idaje ke snazsimu objasnéni vysledkt studie;
— d¢iselné hodnoty pouzivané pii vypoctu vSech procentudlnich hodnot nebo koeficientd;

— piipadné odpovidajici statistickou analyzu vysledka studie, kterd by méla zahrnovat dostatecné
informace o metodé analyzy, aby nezévisly posuzovatel/statistik mohl tuto analyzu piehodnotit
a zrekonstruovat.

U studii, které prokazuji nepfitomnost toxickych tcinkd, je tieba zvazit dalsi zkousky pro zjisténi absorpce
a biologické dostupnosti zkousené latky.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Studie prenatélni vyvojové toxicity poskytuje informace o ti¢cinku opakované expozice latce na brezi samice
a na nitrodélozni vyvoj jejich potomstva. Vysledky studie by mély byt objasnény v souvislosti s vysledky ze
subchronickych, reprodukénich, toxikokinetickych a dalsich studii. Vzhledem k tomu, Ze se klade darraz jak
na vyslednou veobecnou toxicitu z hlediska matky, tak i na vyvojovou toxicitu, umozni vysledky této studie
do urcité miry rozlisit mezi vyvojovymi G¢inky vyskytujicimi se v nepf{tomnosti vieobecné toxicity a mezi
u¢inky vyvolanymi pouze na drovnich, které jsou toxické i pro biezi zvifata (27).
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3. ZPRAVY3.1

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkou$ce musi obsahovat ndsledujici specifické informace:
Zkousend latka:
— fyzikédlni povaha, a je-li to podstatné, fyzikdlné-chemické vlastnosti;
— identifika¢ni idaje, véetné ¢isla CAS, je-li zndmo nebo pridéleno;
— (istota.
Vehikulum (je-li pouzito):
— zdtvodnéni vybéru jiného vehikula, pokud neni pouzita voda.
Pokusnd zvifata:
— pouzity druh/kmen;
— pocet a staff zvifat;
— ptivod, podminky chovu, strava atd.;
— individudlni hmotnosti zvifat na zacitku zkousky.
Zkusebni podminky:
— zdbivodnéni vybéru drovné dévky;

— podrobné tdaje o piipravé slozeni zkousené latky/stravy, dosazené koncentraci, stabilité
a homogenité piipravku;

— podrobné tdaje o poddvani zkousené latky;

— v piipadé potieby pfepocet koncentrace zkousené latky (ppm) ve stravé/pitné vodé na skute¢nou
davku (mg na kg télesné hmotnosti na den), je-li to mozné;

— podminky prosttedi;

— podrobné tdaje o kvalité stravy a vody.
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Vysledky:

Udaje o toxickych reakcich matky podle davky, napi.:

pocet zvifat na zacatku zkousky, pocet zvifat, kterd prezila, pocet biezich zvifat, pocet zvifat,
kterd potratila, a pocet zvifat, kterd pfedcasné vrhla;

den thynu béhem studie anebo zda zvifata piezila az do dne usmrcent;

uvedou se ddaje o zvifatech, kterd nepfezila do planovaného usmrceni, nezahrnou se viak
do statistickych srovndni dat pro skupiny;

den zjisténi kazdého abnormalniho klinického pfiznaku a jeho ndsledny prubéh;

télesnd hmotnost, zména télesné hmotnosti a hmotnost gravidni délohy, véetné piipadnych
udajii o zméné télesné hmotnosti korigované o hmotnost gravidni délohy;

spotieba potravy, a méF-li se, spotieba vody;
pitevni ndlezy v¢etné délozni hmotnosti;

zaznamenaji se hodnoty NOAEL ¢inkd na matku a vyvojové Gcinky.

Ukazatele vyvojové toxicity podle dévky pro vrhy s implantdty, véetné

poctu zlutych télisek;
poctu zahnizdéni, po¢tu a procenta Zivych a mrtvych plodd a resorpci;

poctu procentudlniho podilu pred- a post-implanta¢nich ztrt.

Ukazatele vyvojové toxicity podle dévky pro vrhy s Zivymi plody, véetné

poctu a procentudlniho podilu Zivych potomkd;

poméru pohlavi;

fetdlni télesné hmotnosti, pokud mozno podle pohlavi a pro obé pohlavi dohromady;
zevnich malformaci, malformaci mékkych tkdni a skeletu a jinych vyznamnych odchylek;
piipadné kritérif kategorizace;

celkového poctu a procentudlniho podilu plodt a vrhi s jakymikoli zevnimi a kosternimi

odchylkami, odchylkami mékkych tkdni a rovnéz typt a vyskytt individudlnich anomalif
a jinych vyznamnych odchylek.

Diskuse o vysledcich.

Zavéry.



670

| Cs ]

Utedni véstnik Evropské unie

13/sv. 34

4.

LITERATURA

©

(10)

(11)

(12)

(13)

Kavlock R. J. a kol., (1996), A Simulation Study of the Influence of Study Design on the Estimation of
Benchmark Doses for Developmental Toxicity. Risk Analysis, 16, 399 — 410.

Kimmel, C. A., Francis, E. Z., (1990), Proceedings of the Workshop on the Acceptability and
Interpretation of Dermal Developmental Toxicity Studies. Fund. Appl. Toxicol., 14, 386 — 398.

Wong, B. A, a kol, (1997), Developing Specialized Inhalation Exposure Systems to Address
Toxicological Problems. CIIT Activities, 17, 1 — 8.

US Environmental Protection Agency, (1985), Subpart E-Specific Organ|Tissue Toxicity, 40 CFR
798.4350: Inhalation Developmental Toxicity Study.

Salewski, E., (1964), Faerbermethode zum Makroskopischen Nachweis von Implantations Stellen am
Uterusder Ratte. Naunyn-Schmeidebergs Archiv fiir Pharmakologie und Experimentelle Pathologie, 247, 367.

Edwards, J. A., (1968), The external Development of the Rabbit and Rat Embryo. In: Advances in
Teratology. D. H. M. Woolam (ed.), Vol. 3, Academic Press, NY.

Inouye, M., (1976), Differential Staining of Cartilage and Bone in Fetal Mouse Skeleton by Alcian Blue
and Alizarin Red S. Congenital Anomalies, 16, 171 — 173.

Igarashi, E., a kol., (1992), Frequency Of Spontaneous Axial Skeletal Variations Detected by the Double
Staining Techniquefor Ossified and Cartilaginous Skeleton in Rat Foetuses. Congenital Anomalies, 32,
381 - 391.

Kimmel, C. A. a kol,, (1993), Skeletal Development Following Heat Exposure in the Rat. Teratology, 47,
229 - 242.

Marr, M. C. a kol., (1988), Comparison of Single and Double Staining for Evaluation of Skeletal
Development: The Effects of Ethylene Glycol (EG) in CD Rats. Teratology, 37, 476.

Barrow, M. V., Taylor, W. J., (1969), A Rapid Method for Detecting Malformations in Rat Foetuses. J.
Morphol, 127, 291 - 306.

Fritz, H., (1974), Prenatal Ossification in Rabbits as Indicative of Foetal Maturity. Teratology, 11,
313 - 320.

Gibson, J. P. a kol,, (1966), Use of the Rabbit in Teratogenicity Studies, Toxicol. Appl. Pharm., 9,
398 - 408.

(14) Kimmel, C. A., Wilson, J. G., (1973), Skeletal Deviation in Rats: Malformations or Variations?,

Teratology, 8, 309 — 316.



13/sv. 34

Uftedni véstnik Evropské unie

671

(15) Marr, M. C. a kol., (1992), Developmental Stages of the CD (Sprague-Dawley) Rat Skeleton after
Maternal Exposure to Ethylene Glycol. Teratology, 46, 169 — 181.

(16) Monie, I. W., a kol., (1965), Dissection Procedures for Rat Foetuses Permitting Alizarin Red Staining
of Skeleton and Histological Study of Viscera. Supplement to Teratology Workshop Manual, 163 -173.

(17) Spark, C., Dawson, A. B., (1928), The Order and Time of appearance of Centers of Ossification in the
Fore and Hind Limbs of the Albino Rat, with Special Reference to the Possible Influence of the Sex
Factor. Am. ]. Anat., 41, 411 — 445.

(18) Staples, R. E., Schnell, V. L., (1964), Refinements in Rapid Clearing Technique in the KOH-Alizarin Red
S Method for Fetal Bone. Stain Technology, 39, 61 — 63.

(19) Strong, R. M., (1928), The Order Time and Rate of Ossification of the Albino Rat (Mus Norvegicus
Albinus) Skeleton. Am. J. Anat., 36, 313 — 355.

(20) Stuckhardt, J. L., Poppe, S. M., (1984), Fresh Visceral Examination of Rat and Rabbit Foetuses Used in
Teratogenicity Testing. Teratogen., Carcinogen., Mutagenen., 4, 181 — 188.

(21) Walker, D. G., Wirtschafter, Z. T., (1957), The Genesis of the Rat Skeleton. Thomas, Springfield, IL.

(22) Wilson, J. G., (1965), Embryological Considerations in Teratology. In Teratology: Principles and
Techniques, Wilson J.G., Warkany J. (eds.). University of Chicago, Chicago, IL, 251 - 277.

(23) Wilson, J. G., Fraser, F. C. (1977), Handbook of Teratology, Vol. 4, Plenum, NY.

(24) Varnagy, L., (1980), Use of Recent Fetal Bone Staining Techniques in the Evaluation of Pesticide
Teratogenicity. Acta Vet. Acad. Sci. Hung., 28, 233 — 239.

(25) Staples, R. E., (1974), Detection of visceral Alterations in Mammalian Foetuses. Teratology, 9, 37 — 38.

(26) Van Julsingha, E. B., Bennett, C. G., (1977), A Dissecting Procedure for the Detection of Anomalies in
the Rabbit Foetal Head. In: Methods in Prenatal Toxicology, Neubert, D., Merker, H. J., Kwasigroch, T.E.
(eds.). University of Chicago, Chicago, IL, 126 — 144.

(27) US Environmental Protection Agency, (1991), Guidelines for Developmental Toxicity Risk Assessment.
Federal Register, 56, 63798 — 63826.

(28) Wise, D. L., a kol., (1997), Terminology of Developmental Abnormalities in Common Laboratory
Mammals (Version 1) Teratology, 55, 249 — 292.



672 Utedni véstnik Evropské unie 13/sv. 34

PRILOHA 2G



13/sv. 34

Uftedni véstnik Evropské unie

673

1.1

1.2

B.35. DVOUGENERACNI STUDIE REPRODUKCNI TOXICITY

METODA

Tato metoda je replikou metody OECD TG 416 (2001).
UvoD

Tato metoda zkousen{ dvougeneracni reprodukee je uréena k ziskdni vieobecnych informaci tykajicich se
G¢inké zkousené ldtky na integritu a vykonnost sam¢i a sami¢i rozmnozZovaci soustavy, véetné funkecf
pohlavnich 7ldz, estrdlntho cyklu, zptsobu chovéni pfi péfeni, plozeni, gestaci, vrhu, laktaci, odstaveni,
riistu a vyvoje potomstva. Studie miize rovnéz poskytnout informace o G¢inku zkousené latky na neonatédlni
nemocnost a imrtnost a piedbézné informace o prenatdlni a postnatalni vyvojové toxicité a mize slouzit
jako ndvod pro dalsf zkousky. Mimo zkoumén{ riistu a vyvoje generace F1 je tato zkuSebni metoda urcena
rovnéz k hodnocen{ integrity a vykonnosti sam¢i a samici rozmnoZovaci soustavy a rovnéz ristu a vyvoje
generace F2. S cilem ziskat dalsi informace o vyvojové toxicité a funkénich poruchdch Ize do tohoto
protokolu zaclenit dal3i prvky studie, pficemz jako vhodné se jevi metody vyvojové toxicity a/nebo vyvojové
neurotoxicity, anebo lze tyto kone¢né vysledky zkoumat v samostatnych studiich pomoci vhodnych metod
zkouseni.

PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Zkousend litka se poddvd v odstupniovanych davkdch nékolika skupindm samct a samic. Samcim
z generace P se ldtka poddvad béhem ristu a béhem minimélné jednoho dokonceného spermatogenetického
cyklu (pfiblizné 56 dnti u mysi a 70 dntt u potkana), aby bylo mozné zachytit jakékoliv neptiznivé acinky
na spermatogenezi. U¢inky na spermie se stanovi pomoci parametri pro spermie (napf. morfologie
a motilita spermii), z pitvy tkdni a podrobné histopatologie. Jsou-li k dispozici informace o spermatogenezi
z predeslych dostatecné dlouhych studif opakovaného davkovani, napf. 90denni studie, neni do hodnoceni
nutné zahrnovat samce z generace P. Tyto vzorky nebo digitdlni zdznamy o spermiich z generace P je viak
vhodné uchovat pro moznost pozdéjsiho vyhodnoceni. Samicim z generace P se ltka podd béhem ristu
a béhem nékolika dokoncenych estrdlnich cykld, aby bylo mozné odhalit jakékoliv nepiiznivé Gicinky
zkousené latky na normalni priibéh estrilniho cyklu. Zkousend litka se poddvd rodicovské (P) generaci
zvifat béhem jejich pafeni, ndsledné biezosti a az do doby odstaveni jejich potomstva F1. Po odstaveni se
u generace F1 v podavéni litky pokracuje béhem rtstu az do dospélosti, v pribéhu péfeni a produkce
generace F2 a az do doby, kdy dojde k odstaveni generace F2.

U v3ech zvifat se provadgji klinickd sledovani a patologickd vySetfeni piiznak toxicity, a to se zvld$tnim
dtirazem na jeji vliv na integritu a vykonnost samci a sami¢i rozmnoZzovaci soustavy a na rust a vyvoj jejich
potomstva.
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1.3

1.3.1

POPIS ZKUSEBNI METODY
Vybér Zivocisnych druha

Nejvhodnéjsim druhem pro testovani je potkan. Pouziti jinych druht je tfeba zduvodnit a provést
odpovidajici Gpravy. Neni vhodné pouzivat kmeny s niz§i plodnosti nebo s typicky vysokym vyskytem
vyvojovych vad. Na zacatku studie by mély byt u pouzivanych zvifat jen minimalni odchylky hmotnosti,
které by nemély prekrocit 20 % pramérné hmotnosti u kazdého pohlavi.

Podminky chovu a krmeni

Teplota v mistnosti pro pokusnd zvifata by méla byt 22 °C (¢ 3 °C, relativni vlhkost vzduchu minimdlné
30 %, neméla by piekrocit 70 %, kromé doby tiklidu mistnosti, cilem v3ak je hodnota 50 — 60 %. Osvétleni
bude umélé se stifdanim 12 h svétla a 12 h tmy. Ke krmeni Ize pouzit konvenéni laboratorni stravu
s neomezenou doddvkou pitné vody. Vybér stravy mize byt ovlivnén nutnosti zajistit vhodnou ptisadu
zkousené latky, je-li litka poddvana timto zpiisobem.

Zvitata Ize chovat jednotlivé, anebo je umistit v klecich v malych skupinkach zvitat stejného pohlavi. Pareni
by mélo probihat v klecich, které jsou k tomuto téelu vhodné. Po spéfeni je tfeba umistit oplodnéné samice
individudlné do kleci uréenych k vrhu nebo chovu mlddat. Oplodnéné potkany Ize rovnéz chovat v malych
skupindch a oddélit jeden az dva dny pred vrhem. Kdyz se blizi doba vrhu, je nutné oplodnénym zvifatim
poskytnout odpovidajici a pfesné stanoveny materidl pro tvorbu hnizda.

Pfiprava zvifat

Pouziji se zdravd zvifata, kterd se alesponi 5 dnt aklimatizovala na laboratorni podminky a kterd nebyla
podrobena pfedchdzejicim zkusebnim postuptim. Pokusnd zvitata by méla byt charakterizovdna podle
druhu, kmene, ptvodu, pohlavi, hmotnosti a/nebo stdif. K dispozici by mély byt veskeré informace
o sourozeneckych vztazich, aby se nepafili sourozenci. Zvifata se nahodnym vybérem rozdéli do
kontrolnich a experimentdlnich skupin (doporucuje se rozdéleni podle télesné hmotnosti). Klece by mély
byt uspofdddny tak, aby byl vliv umisténi kleci minimalizovdn. Kazdému zvifeti se pfifadi vlastni
identifika¢ni ¢islo. U generace P se tato &isla pfifadi pred zahdjenim poddvani ddvek. U generace F1 je nutné
piidélit tato &isla po odstaveni zvifat vybranych k pdfeni. U viech vybranych zvifat generace F1 se vedou
zdznamy oznacujici piivod vrhu. Kromé toho se doporucuje individudlni identifikace mlddat co nejdiive po
narozeni, kdy se provaddi individudlni vdzeni mlddat nebo jakékoliv funkéni zkousky.

Na zacdtku podavani ddvek musi byt rodicovskd (P) generace zvifat stard piiblizné 5 az 9 tydnd. Je-li to
mozné, méla by mit zvitata ze vSech zku$ebnich skupin stejnou hmotnost a vék.
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1.4

1.4.1

1.4.2

1.43

POSTUP

Pocet a pohlavi zvifat

Kazdd experimentdlni i kontrolni skupina by méla obsahovat dostatecny pocet zvifat, aby bylo mozné ziskat
minimalné 20 bfezich samic s pfiblizné stejnym terminem vrhu. To pravdépodobné nebude mozné u latek,
které vyvoldvaji nezddouci ic¢inky spojené s aplikaci (napf. sterilitu, nadmérnou toxicitu pii vysoké davce).
Cilem je ziskat dostatecny pocet bfezich samic, a tim zajistit smysluplné hodnoceni potencialu dané latky
na plodnost, biezost, chovdni samice a kojenych mlddat, rist a vyvoje potomstva generace F1 od doby poceti
az do doby dospélosti a vyvoj jejich potomstva (F2) az do odstaveni. Nepodaii-li se v§ak dosdhnout
pozadovaného poctu brezich zvifat (. 20), nemusi to nutné znamenat znehodnoceni studie, a proto by
hodnoceni mélo vzdy probihat individudlné piipad od p¥ipadu.

Piiprava divek

Neni-li jiny vhodnéjsi zptisob aplikace (napf. kozni nebo inhala¢ni), doporucuje se ordlni poddvéni zkousené
latky (ve stravé, pitné vodé nebo pomoci Zalude¢ni sondy).

Zkousend latka se v piipadé potieby rozpusti nebo suspenduje ve vhodném vehikulu. Je-li to mozné,
doporucuje se zvazit pouziti vodného roztokufsuspenze, poté pouZiti roztokufemulze v oleji
(napt. v kukuficném oleji) a nakonec roztoku jiného vehikula. U jiného typu vehikula, nez je voda, je tieba
znét jeho toxické charakteristiky. Stanovi se stlost zkousené latky v daném vehikulu.

Dévkovani

Pouziji se alespon tfi drovné davek a soubéznd kontrola. Neni-li davka limitovana fyzikalné-chemickou
podstatou nebo biologickymi tcinky zkousené latky, zvoli se nejvyssi drovenn ddvky tak, aby vyvolala
toxicitu, ale nezptsobila thyn nebo zna¢né utrpeni. V piipadé neocekdvané imrtnosti jsou obvykle jesté
piijatelné studie s tmrtnosti rodicovskych (P) zvifat niz$i nez piiblizné 10 %. Ve snaze prokazat jakoukoli
reakci souvisejici s ddvkovdnim a s hodnotou dédvky bez pozorovatelného nepiiznivého tcinku (NOAEL)
se zvoli sestupnd posloupnost Grovni dévek. Pro nastaveni sestupnych tirovni ddvek jsou obvykle optimélni
intervaly lisici se faktorem 2 aZ 4 a Casto je vhodnéjsi pfiddni ¢tvrté zkusebni skupiny nez pouzivani velkych
intervalt mezi jednotlivymi dévkami (napf. lisicich se faktorem 10). U studii stravy by davky nemély byt vice
neZ trojndsobné. Pfi vybéru trovné ddvek je tieba vzit v dvahu jakékoliv existujici ddaje o toxicité, a to
zvlasté v pifpadé vysledkd studii po opakované dévce. Rovnéz je tieba vzit v tvahu jakékoliv existujici
informace o metabolismu a kinetice zkousené slouceniny nebo piibuznych ldtek. Tyto informace navic
napomohou rovnéz pii prokazovani pfiméfenosti ddvkovaciho rezimu.

Kontrolni skupina je neexponovand skupina nebo kontrolni skupina s vehikulem, pokud se vehikulum pro
aplikaci zkousené latky pouzivd. S vyjimkou aplikace zkousené latky je tieba se zvitaty v kontrolni skupiné
zachdzet stejnym zpusobem jako se zvifaty v experimentdlni skupiné. Pouzivé-li se vehikulum, podd se
kontrolni skupiné v nejvy$sim pouzivaném objemu. Podava-li se zkousend ldtka ve stravé a zptsobuje-li
snizeny pifjem nebo vyuziti potravy, pak je tieba zvdzit nutnost pouziti pirové krmené kontrolni skupiny.
Jinak lze misto soubézné parové krmené kontrolni skupiny pouzit idaje ziskané z kontrolovanych studif
urcenych k hodnoceni dc¢inkd sniZené spotieby potravy na reprodukéni parametry.
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1.4.4

1.4.5

Pozornost je tfeba vénovat ndsledujicim typickym znakdm vehikula a jinych ptisad: G¢inku na absorpci,
distribuci, metabolismus, a/nebo retenci zkousené latky, ddle vlivu na chemické vlastnosti zkousené latky,
které mohou zménit jeji toxické vlastnosti, a vlivu na spotfebu potravy, vody nebo nutri¢ni stav zvifat.

Limitni zkouska

Pokud ordln{ studie s jednou tGrovni davky v mnozZstvi alesponi 1 000 mg na kg télesné hmotnosti a den
a/nebo rovnocenné procento latky v potravé nebo pitné vodé pfi aplikaci davky v potravé nebo pitné vodé
pomoci postupt piedepsanych pro tuto studii nevyvold Zadnou zjistitelnou toxicitu ani u rodi¢ovskych
zvifat, ani u jejich potomstva a pokud se neoCekdvd ani toxicita na zdkladé existujicich ddaji
o strukturné/metabolicky piibuznych sloucenindch, pak neni nutné uvazovat o kompletni studii vyuZzivajici
nékolika trovni ddvek. Limitni zkouska se pouZije, pokud expozice u ¢lovéka nevyzaduje pouzit vyssi
troven ordln{ dévky. U dalsich zpiisobt poddvani ldtky, jako je inhalacni nebo kozni aplikace, mize byt
maximdlni dosazitelnd Groven expozice ddna fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi zkousené latky.

Aplikace divek

Zkousend ldtka se poddvd zvifatim 7 dnt v tydnu. Upfednostiiuje se ordlni zpiisob podavani (ve stravé,
pitné vodé nebo zalude¢ni sondou). Pokud se pouzivéd jiny zptsob podavéni, je tfeba podat zdtivodnéni
a provést odpovidajici modifikace. Viem zvifatim by méla byt litka béhem odpovidajiciho
experimentdlniho obdobi podévana stejnym zptisobem. Je-li litka poddvana zalude¢ni sondou, podédva se
hadickou uréenou k vyplachu zaludku. Mnozstvi jednordzové podévané tekutiny by nemélo prekrocit 1 ml
na 100 g télesné hmotnosti (u kukufi¢ného oleje maximum piedstavuje ddvka 0,4 ml na 100 g télesné
hmotnosti), vjjimkou jsou vodni roztoky, kde lze pouzit 2 ml na 100 g télesné hmotnosti. S vyjimkou
drédzdivych nebo ziravych latek, které ve vyssich koncentracich obvykle odhali dalsi zhoreni Gcinkd, se
proménlivost mnozstvi zkousené latky sniZi nastavenim takové koncentrace, kterd zajisti konstantni
mnozstvi na vech trovnich ddvek. Ve studiich zaméfenych na podavani latky zaludecni sondou budou
mlddata dostdvat zkouSenou litku obvykle nepfimo prostfednictvim mléka, dokud nezacne pimé
davkoviani po jejich odstaveni. Ve studiich zaméfenych na podavani ltky ve stravé nebo pitné vodé budou
mlddata navic dostdvat zkousenou latku piimo, jakmile za¢nou béhem posledniho tydne lakta¢niho obdobi
sama Zrat.

U ldtky podédvané ve stravé nebo pitné vodé je velmi dulezité zajistit, aby mnozstvi pouzité zkousené ldtky
nebranilo vyvadzenosti bézné stravy nebo vody. Je-li zkousend latka poddvana ve stravé, je tieba pouzivat bud
konstantni koncentrace (ppm) ve stravé, nebo konstantni tirovné davky ve vztahu k télesné hmotnosti
zvifete. Pouziti jiného zptsobu je tieba zdivodnit. Litka poddvand Zalude¢ni sondou se podéva kazdy den
piiblizné ve stejnou dobu a alespon jednou tydné se pfizplisobi tak, aby se udrzela konstantni Groven davky
vzhledem k télesné hmotnosti zvitete. Pfi ptizptsobovani dévky podle hmotnosti u poddvani litky sondou
je tfeba vzit v tivahu informace tykajici se placentdrni distribuce.
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1.4.6

1.4.7

1.4.7.1

1.4.7.2

Plin zkousky

S kazdodennim poddvanim zkouSené litky se u rodi¢ovské generace (P) samct a samic zahdji od 5. do
9. tydne véku. Denni poddvdni litky u samcti a samic generace F1 je tfeba zahdjit po jejich odstaveni; stéle
je tieba mit na paméti, Ze v pfipadé, kdy se zkousend ldtka poddvé prostfednictvim stravy nebo pitné vody,
muze dochédzet k pfimé expozici mlddat F1 zkousené ltce jiz béhem laktaéniho obdobi. U obou pohlavi
(P 1 F1) by se mélo s poddvanim latky pokracovat alespon 10 tydnt pied obdobim péfeni. S ddvkovanim
se u obou pohlavi pokracuje i béhem dvoutydenniho obdobi pdfeni. Nejsou-li samci jiz potfebni
k hodnoceni reprodukénich Géinkd, méli by byt humdnnim zptsobem utraceni a vysetieni. U rodicovské
generace (P) samic ddvkovani pokracuje i béhem bfezosti a azZ do odstaveni potomstva generace F1.
Pozornost je tfeba vénovat modifikacim dévkovactho programu na zdkladé dostupnych informaci
o zkousené latce, véetné existujicich tdaji o toxicité, indukci metabolismu nebo bioakumulaci. Obvykle by
dévka pro jednotliva zvitata méla vychdzet z aktudlné zjisténé télesné hmotnosti. Velkou pozornost je viak
tieba vénovat tGpravé ddvek béhem posledniho trimestru biezosti.

Podavani latky samctim a samicim generaci P a F1 pokracuje az do doby jejich utraceni. Vsichni dospéli
samci a samice generace P a F1 se humdnnim zptsobem utrati, pokud jiz nejsou potfebni k hodnoceni
reprodukénich t¢inkd. Potomstvo generace F1, které neni vybrano k pafeni, a celé potomstvo generace F2
se po odstaveni humdnnim zptsobem utrati.

Pafeni
Pripousténi rodicovské generace (P)

U kazdého péfeni se samice umisti s jednim samcem se stejnou Grovni ddvek (pafeni 1:1), dokud nedojde
ke spéfeni, nebo po dobu alespont 2 tydnti. Kazdy den se samice vyseti{ na pfitomnost spermatu nebo
vagindlni zatky. Nultym dnem bfezosti je den, kdy je pozorovédna vaginalni zdtka a/nebo spermie. V pifpadgé,
Ze je pafeni netispésné, se zvazi spafeni se samci s osvédcenou plodnosti ze stejné skupiny. Sparené pary
se v zdznamech jasné oznadi. Je tieba se vyvarovat pafeni sourozencu.

Pdteni generace F1

U pdfeni zvifat generace F1 se za icelem produkce generace F2 po odstaveni vybere z kazdého vrhu alespon
jeden samec a samice pro spdfeni s jinymi zvifaty ze stejné davkové skupiny, ale z odlisného vrhu. Vybér
zvifat z kazdého vrhu se provede ndhodné, pokud nejsou mezi zvifaty z daného vrhu pozorovany zddné
vyrazné odlisnosti v télesné hmotnosti nebo vzhledu. V piipadé zjisténych odlisnosti se z kazdého vrhu
vyberou nejkvalitngjsi jedinci. Z hlediska pragmatického by bylo nejlepsi tento vybér provadét na zékladé

télesné hmotnosti, vhodnéjsim se viak miiZe jevit vybér na zdkladé vzhledu. Potomstvo generace F1 by se
nemélo pafit pred dosazenim plné pohlavni zralosti.

Pdry bez potomstva, je tieba vysetfit za ticelem zjisténi skute¢né piiciny neplodnosti. Tento postup mize
zahrnovat umoznéni dalsi piilezitosti k oplodnéni se zvifetem s osvédcenou plodnosti, mikroskopické
vySetieni reprodukénich orgdnt anebo vysetfeni estrdlniho cyklu a spermatogeneze.
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1.4.7.3

1.4.7.4

1.5

Druhé pdreni

V urcitych piipadech, jako napf. u odchylek velikosti vrhu spojenych s aplikaci nebo pfi zjisténi
nejednoznacného ti¢inku po prvnim péfent, se doporucuje opétovné pripusténi dospélych zvifat z generace
P a F1 za tcelem produkce druhého vrhu. RovnéZz se doporucuje znovu pfipustit samice nebo samce,
u kterych nedoslo k produkci mlddat s osvédcenym zvitaty. Pokud je u jakékoliv generace nezbytnd
produkce druhého vrhu, zvitata budou opakované pfipusténa pfiblizné jeden tyden po odstaveni
posledniho vrhu.

Velikost vrhu

Zvitatim se ponechd moznost normdlné vrhnout a pecovat o svoje potomstvo az do jeho odstaveni.
Standardizace velikosti vrhi je dobrovolnd. Pokud se standardizace provadi, je nutné pouzivanou metodu
detailné popsat.

POZOROVANI

Klinickd pozorovani

Vseobecné klinické pozorovani se provadi denné a v piipadé podévanilatky zalude¢ni sondou ¢asovy rozvrh
zohledni o¢ekdvané doby nejvyssich G¢inkd po poddni latky. Zaznamenaji se vyznamné zmény chovdni,
zndmky ztizeného nebo prodluzovaného vrhu a vSechny piiznaky toxicity. Alespori jednou tydné se
u kazdého zvifete provede dalsi podrobngjsi vysetteni, nejlépe v dobé vdzeni zvitete. Dvakrat denné, béhem
vikendu ptipadné jednou denng, se provadi pozorovani nemocnosti a tmrtnosti viech zvitat.

Télesnd hmotnost a spotieba potravy/vody u rodi¢ovskych zvifat

Rodi¢ovskad zvifata (generace P a F1) se zvaZzi v prvni den podavani latky a poté alespoti jednou tydné. Samice
rodic¢ovské generace (P a F1) se zvdzi 0., 7., 14. a 20. nebo 21. den gestace, béhem stejnych dna v prabéhu
laktace, pfi vdZen{ vrhii a poté v den utraceni zvitat. Tato pozorovani se zaznamenaji individudlné u kazdého
dospélého zvifete. V obdobi pied pafenim a béhem gesta¢niho obdobi se spotieba potravy méfi minimdlné
kazdy tyden. Pokud se litka poddva ve vodé, méf se spotieba vody alespon jednou tydné.

Estrdlni cyklus

Pred pafenim a poptipadé i béhem péfeni se u samic generace P a F1 hodnoti délka a normaélnost estrdlniho
cyklu pomoci vaginalnich stért, dokud se neziskd dikaz o zabteznuti. Pfi ziskavani vagindlnich/cervikdlnich
bunék je tfeba neporusit sliznice a ndsledné také nevyvolat stav falesné brezosti (1).
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Parametry spermatu

U v3ech samcti generace P a F1 se po utraceni zaznamend hmotnost varlat a nadvarlat a jeden z kazdého
orgdnu se ponechd pro histopatologické vysetieni (viz odstavec 1.5.7, 1.5.8.1). Zbyld varlata a nadvarlata
z podskupiny alespon deseti samct z kazdé generace P a F1 se pouziji pro vypocet homogenizacné odolnych
spermatid a kauddlnich epididymalnich rezerv spermii. Od stejné podskupiny samcti se shromédzdi spermie
z kauddlnich &dsti nadvarlat nebo spermie z chdmovodi za Gcelem vyhodnoceni jejich motility
a morfologie. Pokud se zjisti ticinky spojené s aplikaci litky anebo jsou z jinych studif k dispozici diikazy
o mozném ucinku na spermatogenezi, provede se hodnoceni spermatu u vSech samct z kazdé skupiny
podle ddvky; jinak se vypocet omezi pouze na samce z kontrolni skupiny a ze skupiny generace P a F1
s vysokou davkou.

Vypocitd se celkovy pocet homogenizacné odolnych testikuldrnich spermatid a spermii z kauddlni ¢ésti
nadvarlat (2, 3). Kauddlni rezervy spermii Ize odvodit z koncentrace a objemu spermii v suspenzi pouzivané
k doplnéni kvalitativnich hodnoceni a poc¢tu spermif ziskanych pomoci ndsledného roziezani a/nebo
homogenizovani zbylé kaudalni tkdné. Pokud nejsou zhotoveny digitdlni zdznamy nebo videozdznamy
anebo nejsou-li vzorky zmrazeny a analyza provedena pozdgji, je nutné vypocet u vybrané podskupiny
samct ze viech ddvkovych skupin provést okamzité po utraceni zvifat. V téchto piipadech se nejprve
provadi analyza u kontrolni skupiny a u skupiny s vysokou davkou. Pokud se nezjisti Zddné t¢inky spojené
s aplikaci (napf. vliv na pocet, motilitu nebo morfologii spermii), neni nutné provadét analyzu u ostatnich
ddvkovych skupin. Pokud se zjisti G¢inky spojené s aplikaci u skupiny s vysokou ddvkou, je nutné zhodnotit
i skupiny s nizs§imi ddvkami.

Motilita epididymaélnich spermif (nebo spermii z chimovodu) se vyhodnoti nebo zaznamend na video
okamzité po utraceni. Spermie se odeberou tak, aby doslo k minimalnimu poskozeni, a pomoci vhodnych
metod se zfed{ pro analyzu motility (4). Procento progresivné pohyblivych spermif se stanovi subjektivné,
nebo objektivné. Pokud se provadi pocitacova analyza pohyblivosti (5, 6, 7, 8, 9, 10), spocivd odvozeni
progresivni motility v meznich uZivatelsky nastavenych hodnotich primérné rychlosti drahy a ptimosti
nebo linedrniho koeficientu. Pokud se pofidi videozdznam vzorka (11) anebo jsou zobrazeni béhem pitvy
zaznamendna jinym zptisobem, sta¢i provést naslednou analyzu pouze u kontrolni skupiny a u skupiny
s vysokou ddvkou u samct z generaci P a F1, pokud nedojde ke zjisténi Gcinkd spojenych s aplikaci.
V takovém piipadé je nutné vyhodnotit rovnéz skupiny s nizsi drovni davek. Pokud nejsou k dispozici zddné
digitdlni zdznamy ani videozdznam, analyzuji se pitvou vSechny vzorky od viech experimentdlnich skupin.

Provede se morfologické hodnoceni vzorki epididymalnich spermif (nebo spermif z chimovod). Spermie
(minimélné 200 na vzorek) se vy3etif jako stabilni, mokré preparaty (12) a klasifikuji se jako normalni nebo
abnormdlni. Pfiklady morfologickych odchylek spermii by mély zahrnovat syntézu, izolované
a zdeformované hlavicky a/nebo ocdsky. Hodnoceni se provadi u vybranych podskupin samcti ze viech
skupin podle drovni dévek bezprostiedné po utraceni zvifat, nebo pozdéji na zdkladé digitdlnich zdznamu
nebo videozdznamd. Jsou-li stéry zakonzervované, lze je rovnéz vyhodnotit pozdgji. V takovém piipadé se
analyzuje nejprve kontrolni skupina a skupiny s vysokou ddvkou. Pokud se nezjisti Zddné Gcinky spojené
s aplikaci (napf. tcinek na morfologii spermii), neni nutné analyzovat ostatni ddvkové skupiny. Pokud se
zjisti G¢inky spojené s aplikaci u skupiny s vysokou ddvkou, pak je nutné zhodnotit i skupiny s nizsimi
davkami.

Pokud jiz byly kterékoliv vyse zminéné parametry spermii zkoumdny v rdmci nejméné 90 dnt trvajici studie
systémové toxicity, neni nutné je v ramci dvougeneracni studie opakovat. Doporucuje se vSak veskeré
vzorky nebo digitdlni zdznamy spermif z generace P uchovat pro pozd¢jsi hodnoceni.
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Potomstvo

Vrhy se vySetii co nejdiive po vrhu (v nulty den laktace), aby bylo mozné stanovit pocet a pohlavi mlddat,
pocet mrtvé a Zivé narozenych mlddat a pfitomnost ndpadnych anomalii. Mlddata, kterd byla nalezena mrtvé
v den 0, se vy3etii na mozné defekty a pficinu smrti (nejsou-li rozlozend) a posléze se uchovaji. Zivd mladata
se spocitaji, kazdé se ihned po narozeni zvézi (v nulty den laktace) nebo béhem 1. dne a poté v pravidelnych
intervalech, napf. v 4., 7., 14., a 21. den laktace. Zaznamenaji se fyzické nebo behaviordlni abnormality
zji§téné u samic nebo jejich potomstva.

Fyzicky vyvoj u potomstva se zaznamendvd hlavné podle piirtistku télesné hmotnosti. Dalsi fyzické
parametry (napf. otevieni usi a o¢i, profezdvani zubd, rist srsti) mohou poskytnout doplitkové informace,
ale u téchto tdaji se ddva prednost hodnoceni v kontextu tidaji o pohlavni zralosti (napf. stafi a télesnd
hmotnost pfi vagindlnim otevieni nebo odpojeni predkozky) (13). Doporucuje se provést funkéni vysetieni
(napf. pohybovd aktivita, smyslové funkce, reflexni ontogeneze) potomstva generace F1 pted a/nebo po
odstaveni, a to zvldsté vySetfeni tykajici se pohlavni zralosti, nejsou-li takovd vySetfeni soucdsti
samostatnych studii. U odstavenych potomku generace F1 vybranych k pfipusténi je tfeba stanovit staif,
ve kterém doslo k vagindlnimu otevieni a odlouceni pfedkozky. U mlddat generace F2 je tieba zméFit
anogenitdlni vzddlenost béhem postnatalniho dne 0, je-li vyvoldna zménami v poméru pohlavi u generace
F1 nebo nacasovanim pohlavni zralosti.

Funkéni sledovéni lze vynechat u skupin, které jinak vykazuji jasné zndmky nep¥iznivych tG¢inkd (napf.
vyznamné sniZen{ piirtistku hmotnosti atd.). Pokud se provadi funkéni vysetfeni, nemélo by se provadét
u mlddat vybranych k pafeni.

Celkovid pitva

Po utraceni nebo uhynuti béhem studie se viechna zvifata rodicovské generace (P a F1), viechna mlddata
se zevnimi odchylkami nebo klinickymi zndmkami a rovnéz jedno ndhodné vybrané mlddé z kazdého
pohlavi a vrhu z obou generaci F1 a F2 makroskopicky vysetii na jakékoliv strukturalni abnormality anebo
patologické zmény. Specidlni pozornost je tieba vénovat orgdntim rozmnozZovaci soustavy. U mlddat, kterd
jsou humdnnim zptisobem utracena ve stavu agonie, a u mrtvych mlddat, kterd nejsou rozlozena, se provede
vySetfeni za Gcelem zjisténi moznych defektt a/nebo pficiny uhynuti. Mlddata se uchovaji.

Déloha vech samic prvorodicek se vysetii na piftomnost a pocet zachycenych vaji¢ek v déloze zpiisobem,
ktery nebude mit vliv na histopatologické hodnocen.
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1.5.7

1.5.8.1

Hmotnost orgini

V okamziku utraceni se u vSech rodicovskych zvifat generace P a F1 stanovi télesnd hmotnost a hmotnost
téchto orgdnt (pdrové orgdny je tieba vdzit jednotlive):

— deloha, vaje¢niky;
— varlata, nadvarlata (celkem a kaudélni);
— prostata;
— semenné vacky s koagula¢nimi zldzami a jejich tekutinami a s prostatou (jako jedna jednotka);
— mozek, jatra, ledviny, slezina, hypofyza, 3titnd 7ldza a nadledvinky a zndmé cilové organy.
U mlédat generace F1 a F2 vybranych k pitvé se stanovi télesnd hmotnost v okamziku utraceni. U jednoho

ndhodné vybraného mlddéte z kazdého pohlavi a vrhu (viz odstavec 1.5.6) se zvdZi tyto orgdny: mozek,
slezina a brzlik.

Je-li to proveditelné, zhodnoti se vysledky celkové pitvy a hmotnosti orgdni v souvislost s vysledky
zji§ténymi v jinych studiich opakovaného davkovéni.

Histopatologie
Rodicovskd zvitata

Pro histopatologické vysetfeni se pfipravi a ve vhodném prostredi uchovaji tyto organy a tkiné rodicovskych
zvifat (P a F1) nebo jejich reprezentativni vzorky:

— vagina, déloha s déloznim hrdlem a vaje¢niky (uloZené ve vhodném konzervacnim prostiedku);

— jedno varle (uloZené v Bouinové roztoku nebo jiném srovnatelném prostiedku), jedno nadvarle,
semenné vacky, prostata a koagulacni zldza;

— jiz dfive urceny cilovy orgdn nebo orgdny od vsech zvifat generace P a F1 vybranych k péfent.

U vsech zvitat generace P a F1 ze skupiny s vysokou ddvkou a z kontrolni skupiny vybranych k péfent se
provede kompletni histopatologické vysetfeni viech vyse vyjmenovanych uchovanych orgdnd a tkdni.
Vysetieni vajecnikil u zvifat generace P neni povinné. Provede se rovnéz vySetfeni orgdna vykazujicich
zmény spojené s aplikaci ltky u zvifat ze skupiny s nizkou a stfedni ddvkou, které mohou napomoci
stanovit ddvku NOAEL. Histopatologické vysetfeni se navic provede u reprodukénich organt zvifat ze
skupiny s nizkou a stfedni ddvkou, u kterych je podezfeni na sniZenou plodnost, napf. u téch, u kterych
nedoslo k pafeni, zabfeznuti, zplodnéni nebo k vrhu zdravého potomstva nebo u kterych byl ovlivnén
estralni cyklus nebo pocet, motilita nebo morfologie spermii. Vysetii se viechny makroskopické léze, jako
napf. atrofie nebo tumory.
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1.5.8.2

2.1

Za ti¢elem zjisténi ucinkd spojenych s aplikaci, jako jsou napf. nevyvinuté spermatidy, chybéjici vrstva nebo
typ zarode¢nych bunék, mnohojaderné obii buniky nebo rozruseni spermatickych bunék v duting, se
provede podrobné histopatologické vysetfeni varlat (napf. pomoci Bouinova roztoku, zaliti do parafinu
apricnych fezi o tloustce 4 — 5 um) (14). VySetfeni intaktniho nadvarlete by mélo zahrnovat vyseteni hlavy,
téla a kaudalni ¢asti, cehoz lze dosdhnout vyhodnocenim podélného fezu. U nadvarlete se vySetii
leukocytovd infiltrace, zména v prevalenci typt bunék, aberantni typy bunék a fagocytéza spermii.
K vySetfeni sam¢i rozmnoZzovaci soustavy lze pouzit PAS a hematoxylin.

Postlaktacni vajecnik by mél obsahovat ptivodni a rostouci folikuly a rovnéz zvétsend zlutd téliska z obdobi
laktace. Histopatologické vysetfeni by mélo odhalit kvalitativni sniZeni celkového poctu piivodnich folikuld.
U samic generace F1 se provede kvantitativni vyhodnoceni ptivodnich folikult. K vyhodnoceni pouzitého
postupu je nutné mit statisticky odpovidajici pocet zvifat, vybér fezti vaje¢nikil a velikost vzorka fezu.
S cilem umoznit srovndni vajecniki u testované a kontrolni skupiny by mélo vysetieni zahrnovat vypocet
poctu pavodnich folikuld, které Ize zkombinovat s malymi rostoucimi folikuly (15, 16, 17, 18, 19).

Odstavend mlddata

Pro histopatologické vysetfeni se ve vhodném prostiedi piipravi a uchovd makroskopicky abnormdlni tkan
a cilové organy od viech mlddat se zevnimi odchylkami nebo klinickymi ptiznaky a rovnéz od jednoho
ndhodné vybraného mlddéte z kazdého pohlavi a vrhu z obou generaci F1 a F2, které nebyly vybrany
k péfeni. Kompletni histopatologickd charakterizace uchovanych tkdni se provede se specidlnim diirazem
na orgdny rozmnoZzovaci soustavy.

UDAJE

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Vysledky se zaznamenavaji individudlné a shrnou se do tabulek tak, aby byl u kazdé experimentdlni skupiny
a kazdé generace uveden pocet zvifat na zacatku zkousky, pocet zvitat uhynulych béhem zkousky nebo
utracenych z humdnnich diivodd, doba thynu nebo humdnniho utraceni, pocet plodnych samic, pocet
biezich samic, pocet zvifat vykazujicich pfiznaky toxicity, popis pozorovanych piiznaki toxicity véetné
doby ndstupu, trvani a zdvaznosti veskerych toxickych t¢inkd, typy pozorovéni rodicovskych zvifat a jejich
potomstva a viechny vyznamné tdaje o vrhu.
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2.2

23

Numerické vysledky se vyhodnoti pomoci vhodné, veobecné uzndvané statistické metody; metody se zvoli
v rdmci ndvrhu studie a je tieba je zdvodnit. Pro analyzu dat je vhodné pouzit statistické modely
davka-odezva. Protokol by mél obsahovat dostate¢né informace o pouzité metodé analyzy a pocitacovém
programu, aby mohl tuto analyzu znovu vyhodnotit a rekonstruovat nezavisly statistik.

HODNOCENI VYSLEDKU

Vysledky této dvougeneraéni studie reproduként toxicity se vyhodnoti ve vztahu k pozorovanym tcinkém
véetné pitvy a mikroskopickych ndlezt. V hodnoceni musi byt uvedeno, zda existuje nebo neexistuje
souvislost mezi davkou zkousené litky a pfitomnosti nebo nepfitomnosti, vyskytem a zdvaznosti
abnormalit véetné makroskopickych 1ézi stanovenych cilovych organd, vlivu na plodnost, klinickych
abnormalit, vlivu na reprodukéni vykonnost a schopnost vrhu, zmény télesné hmotnosti, vlivu na imrtnost
a dalsi toxické acinky. Pfi hodnoceni vysledkd zkousky se pfihlédne k fyzikdlné-chemickym vlastnostem
zkousené latky a toxikokinetickym tidajim, jsou-li k dispozici.

Spravné provedend zkouska reprodukéni toxicity by méla zajistit dostacujici odhad trovné davky bez
Ucinku a vysvétleni nepfiznivych déinkd na reprodukci, vrh, laktaci, postnatilni vyvoj véetné rtstu
a pohlavniho vyvoje.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Dvougeneraéni studie reprodukéni toxicity poskytne informace o G¢inku opakované expozice ltce béhem
vSech fazi reprodukéniho cyklu. Studie zejména poskytne informace o reprodukénich parametrech a o
vyvoji, ristu, dozrdvani a pfezivani potomstva. Vysledky studie se interpretuji v souvislosti s vysledky ze
subchronickych, reprodukénich, toxikokinetickych a dalsich studif. Vysledky této studie lze pouzit
k posouzeni potieby dalstho zkouseni chemické latky. Extrapolace vysledki této studie na clovéka plati
pouze v omezené mife. Nejvétsi vyznam téchto vysledki spocivd v tom, Ze poskytuji informace o tirovni
ddvky bez a¢inkd a o pFipustné expozici ¢loveka (20, 21, 22, 23).
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ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkou$ce musi obsahovat ndsledujici informace:

Zkousend latka:

— fyzikdlni vlastnosti, a je-li to podstatné, téz fyzikdlné-chemické vlastnosti;
— identifikac¢ni udaje;

— (istota.

Vehikulum (je-li pouzito):

— zdtvodnéni vybéru jiného vehikula, pokud neni pouzita voda.

Pokusnd zvifata:

— pouzity druh a kmen;

— pocet, stdif a pohlavi zvifat;

— puvod, podminky chovu, strava, materidl na vyrobu hnizda atd.;

— hmotnost jednotlivych zvifat na zactku zkousky.

Zku3ebni podminky:

— zdtvodnéni vybéru trovné davky;

— podrobné ddaje o sloZeni zkousené latky/krmiva, o dosazené koncentraci;
— stabilita a homogenita p¥ipravkuy;

— podrobné tdaje o podavani zkousené latky;

— v piipadé potfeby piepocet koncentrace zkousené latky (ppm) ve stravé/pitné vodé na skute¢nou davku
(mg na kg télesné hmotnosti na den), je-li to mozné;

— podrobné tdaje o kvalité stravy a vody.
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Vysledky:

spotieba stravy a vody, jsou-li k dispozici, vyuziti stravy (piirtstek télesné hmotnosti na gram
spotiebované potravy) a spotieba zkousené latky u zvifat generace P a F1 s vyjimkou obdobi kohabitace
a minimdlné posledn{ tfetiny laktace;

udaje o absorpci (jsou-li k dispozici);

udaje o télesné hmotnosti zvifat z generace P a F1 vybranych k péfent;

tdaje o hmotnosti vrhu a mléddat;

télesnd hmotnost pii utraceni a tidaje o absolutni a relativni hmotnosti orgdnti u rodi¢ovskych zvifat;
povaha, zdvaznost a trvani klinickych pozorovani (vratnych i nevratnych);

den tthynu béhem studie nebo tdaj, Ze zvifata prezila az do dne utracent;

tdaje o toxické reakci podle pohlavi a ddvky, véetné koeficientl pafeni, plodnosti, gestace, porodnosti,
zivotaschopnosti a laktace; zprava by méla uvddét tdaje vyuzité pii vypoctu téchto koeficientd;

toxické nebo jiné G¢inky na reprodukci, potomstvo, postnatdlni rist atd.;
pitevni ndlezy;

podrobny popis viech histopatologickych nalezs;

pocet samic s normdlnim cyklem z generace P a F1 a délka cykly;

celkovy pocet kaudalnich epididymalnich spermif, procento progresivné pohyblivych spermii, procento
morfologicky normalnich spermif a procento spermif se vSemi identifikovanymi abnormalitami;

doba do pafeni véetné poctu dnti pred péfenim;

délka gestace;

pocet implantatd, Zlutych télisek, velikost vrhu;

pocet 7ivé narozenych mlddat a postimplantacnich ztrat;

pocet mlddat s makroskopicky viditelnymi abnormalitami a pocet zakrslych mlddat, pokud byl
zjistovan;

tudaje o fyzickych vyvojovych znacich u mlddat a dal3i tidaje o postnatdlnim vyvoji; hodnocené fyzické
vyvojové znaky je nutno zdavodnit;

piipadné tdaje o funkénim pozorovani mlddat a dospélych zvifat;

statistické vyhodnoceni vysledkd, je-li to mozné.

Rozbor vysledk.

Zavéry veetné hodnot NOAEL pro t¢inky na samice a potomstvo.
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B.42. SENZIBILIZACE KUZE: ZKOUSKA S VYSETRENIM LOKALNICH LYMFATICKYCH UZLIN

1.1

METODA

Tato zku$ebni metoda je rovnocennd metodé OECD TG 429 (2002).
UvoD

Zkouska s vySetfenim lokalnich lymfatickych uzlin (LLNA) byla dostate¢né validovdna a uzndna, coZ
opraviiuje jeji piijeti jako nové metody (1, 2, 3). Jednd se o druhou metodu zaméfenou na hodnoceni
schopnosti chemickych latek senzibilizovat kiizi zvifat. Prvni metoda (B.6) vyuzivd zkousek na morcatech,
a to zvlasté maximalizacni zkousku na morcatech a Biihler(iv test (4).

LLNA pfedstavuje alternativni metodu pro identifikaci chemickych latek zptsobujicich senzibilizaci ktize
a pro potvrzeni, Ze chemické latky nemaji vyznamny potencial senzibilizovat kizi. To vSak neznamend,
Ze by se metoda LLNA méla pouzivat ve viech pfipadech misto zkousek na morcatech; znamend to spiSe,
Ze tato metoda md stejnou hodnotu a Ze ji Ize pouZit jako alternativni metodu, jejiz pozitivni ani negativni
vysledky jiz nevyzaduji Zadné dal$i potvrzovani.

LLNA poskytuje urcité vyhody, pokud jde o védecky pokrok a dobré zachdzen se zvifaty. Metoda zkoumd
indukéni fazi senzibilizace kiize a poskytuje kvantitativni idaje, které jsou vhodné pro hodnoceni vztahu
dévky a odezvy. Podrobné tdaje o validaci metody LLNA a ptehled praci spojenych s touto metodou byly
publikovany (5, 6, 7, 8). Kromé toho je tieba poznamenat, Ze mirné nebo stfedné silné senzibilizujici latky,
které se doporucuji jako vhodné pozitivni kontrolni latky u zkousek na morcatech, jsou vhodné také pro
metodu LLNA (6, 8, 9).

LLNA je metodou in vivo a jako takova neeliminuje pouzivani zvifat pfi hodnoceni senzibilizujici aktivity
ptisobici kontaktem. Tato metoda viak umoziiuje sniZit pocet zvifat, kterd jsou k tomuto tcelu nezbytnd.
Kromé toho LLNA nabizi podstatné zlepseni zachdzeni se zvifaty, kterd jsou pouzivdna ke zkouseni
kontaktni senzibilizace. Metoda LLNA je zaloZend na posouzeni imunologickych jevi navozenych
chemickymi litkami béhem indukéni faze senzibilizace. Na rozdil od zkousek na morcatech metoda LLNA
nevyzaduje umélé vyvoldni kozni precitlivélosti. Kromé toho metoda LLNA nevyzaduje ani pouZzivani
adjuvantu, jak je tomu v pfipadé maximaliza¢ni zkousky na morcatech. Diky tomu metoda LLNA sniZuje
utrpeni zvifat. Ale i pfes vyhody, které md metoda LLNA ve srovndni s tradi¢nimi maximaliza¢nimi
zkouskami na morcatech, je tieba si uvédomit, ze zde existuji urcitd omezeni, kterd si mohou vyzadat
pouziti tradi¢nich zkousek na morcatech (napf. falesné negativni vysledky pii pouZiti LLNA s urcitymi
kovy, falesné pozitivni vysledky u urcitych latek zptsobujicich podrazdéni kaze) (10).

Viz také Uvod st B.
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1.2

1.3

1.3.1.1

1.3.1.2

1.3.2.1

1.3.2.2

PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Zékladni princip metody LLNA spocivd v tom, Ze senzibilizdtory navozuji primérni proliferaci lymfocytt
v lymfatickych uzlindch drenujicich misto aplikace chemické latky. Tato proliferace je imérnd aplikované
dévce (a potencidlu alergenu) a poskytuje jednoduchy prostiedek k ziskdni objektivniho kvantitativntho
méfeni senzibilizace. LLNA ji hodnoti jako vztah ddvka odezva a za timto tGi¢elem se porovnéva proliferace
ve zkuebnich skupindch s proliferaci u skupin, kterym se poddvé vehikulum. Pomér proliferace
u exponovanych skupin a u skupin s vehikulem, nazvany index stimulace, musi byt alespoi 3, aby bylo
mozné zkousenou latku ddle hodnotit jako pifpadny senzibilizdtor kize. Metody, které jsou zde popsané,
jsou zalozené na vyuzivani radioaktivnitho znaceni k méfeni bunécné proliferace. Hodnoceni této
proliferace je v§ak mozné opfit i o dalsi zdvérecnd zjisténi, a to za predpokladu, Ze jsou zdivodnénd
a existuji pro né vhodné védecké dikazy, véetné dplnych citaci a popisu metodiky.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Piipravy
Podminky chovu a krmeni

Teplota v mistnosti pro pokusnd zvifata by méla byt 22 °C (¢ 3 °C), relativni vlhkost vzduchu minimdlné
30 % a pokud mozno nepfeséhnout 70 %, kromé doby tiklidu mistnosti, cilem vSak je hodnota 50 — 60 %.
Osvétleni bude umélé se stiiddnim 12 h svétla a 12 h tmy. Ke krmen{ Ize pouzit konven¢ni laboratorni
stravu s neomezenou doddvkou pitné vody.

Piiprava zviat

Zvitata se ndhodné vyberou, pro usnadnéni individudlni identifikace se oznaci (v Zddném piipadé formou
znaceni usi), a chovaji se v klecich minimdlné 5 dnt pfed zacdtkem podavani litky, aby se mohla
piizpusobit laboratornim podminkdm. Pfed zacdtkem aplikace litky se vSechna zvifata vysetii, aby se
ovétilo, Ze nemaji Zadné pozorovatelné kozni 1éze.

ZkuSebni podminky
Pokusnd zvitata

Vhodnym druhem pro tuto zkousku je mys. Pouzivaji se mladé dospélé samice mysi z kmene CBA/Ca
nebo CBA[], které musi byt nullipary a nesméji byt biezi. Na zac¢atku podavani davek by zvifata méla byt
piiblizné 8 az 12 tydnt stard a odchylky v hmotnosti zvifat by mély byt pouze minimalni a nemély by
piekrocit 20 % pramérné hmotnosti. Ostatni kmeny a samci by se méli pouzivat pouze tehdy, je-li
k dispozici dostatek daja, které by dokazovaly, ze v rdmci reakci v metodé LLNA skute¢né neexistuji
zadné specifické odlisnosti mezi kmeny a/nebo pohlavimi.

Kontrola spolehlivosti

Pozitivni kontroly se pouzivaji k prokdzani fddného provedeni zkousky a odborné zptisobilosti laboratofe
Uspésné provést zkousky. Pozitivni kontrola by méla vyvolat pozitivni reakci na LLNA pii trovni expozice,
u které se o¢ekdvd zvyseni indexu stimulace (SI) > 3 ve srovndni s negativni kontrolni skupinou. Je tieba
zvolit takovou pozitivni kontrolni ddvku, aby reakce byla zietelnd, nikoliv vSak pfehnand. K preferovanym
latkdm patfi 2-benzylidenoktanal (CAS 101-86-0, EINECS 202-983-3) a 2-sulfanylbenzothiazol
(CAS 149-30-4, EINECS 205-736-8). Mohou existovat urcité okolnosti, za nichz lze pfi fddném
zdtivodnéni pouZit jiné kontrolni latky, které spliuji vyse uvedend kritéria. I kdyzZ se pro kazdou zkousku
obvykle vyzaduje pozitivni kontroln{ skupina, mohou se rovnéz vyskytnout situace, kdy maji zkusebni
laboratore k dispozici pfedchozi tidaje o pozitivni kontrole prokazujici homogenitu dostatecné reakce
béhem Sesti mésicti nebo delstho ¢asového obdobi. V takovém piipadé mize byt vhodnéjsi méné cetné
testovani s pozitivnimi kontrolami v intervalech, které by nemély byt delsi nez 6 mésict. Ackoliv by se
pozitivni kontrolni latky mély testovat ve vehikulu, o kterém je zndmo, Ze vyvoldva stdle stejnou reakci
(napf. aceton, olivovy olej), mohou nastat urcité situace, kdy je z davodti pozadovanych v pravnich
piedpisech nezbytné provést zkousku s pouzitim nestandardniho vehikula (klinicky/chemicky relevantni
receptura piipravku). V takovém piipadé je tieba testovat moznou interakci pozitivni kontroly s timto
nestandardnim vehikulem.
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1.3.2.3

1.3.3.1

Pocet zvifat, tirovné ddvek a vybér vehikula

Na kazdou ddvkovou skupinu se pouziji alespon ¢tyfi zvifata, pficemz se pouZziji minimédlné ti
koncentrace zkouSené latky, dale se pouzije negativni kontrolni skupina, které se podévd pouze vehikulum
zkousené litky, a v pifpadé potieby pozitivni kontrola. Jestlize se shromazduji ddaje o jednotlivych
zvifatech, pouZije se na kazdou ddvkovou skupinu minimélné pét zvifat. S vyjimkou aplikace zkousené
latky se se zvifaty v kontroln{ skupiné zachdz{ stejnym zptisobem jako se zvifaty v experimentalni skupiné.

Volba dévkovani a vehikula by méla byt zaloZena na doporucenich uvedenych v literatufe (1). Davky se
vybiraji z fady koncentraci 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 % atd. Pfi vybéru ti{ po sobé
k dispozici, aby nejvyssi koncentrace maximalizovala expozici, ale aby soucasné nevyvolala systémovou
toxicitu a nadmérné podrazdéni kaze (2, 11).

Vehikulum by mélo byt vybrdno tak, aby se maximalizovaly zkuSebni koncentrace a rozpustnost
k pripravé roztokufsuspenze vhodné pro aplikaci zkousené latky. Upfednostiuji se vehikula
v ndsledujicim pofadi: aceton/olivovy olej (4:1 obj.), N,N-dimethylformamid, ethyl(methyl)keton,
propan-1,2-diol a dimethylsulfoxid (2, 10), jsou-li pfedlozeny dostate¢né védecké divody, mohou byt
pouzita i jind vehikula. V urcitych pifpadech muaze byt nezbytné pouzit jako dopliujici kontrolu klinicky
relevantni rozpoustédlo nebo bézny piipravek, v némz je zkousend ldtka uvddéna na trh. Zvlastni
pozornost je tieba vénovat zajisténi toho, aby byly hydrofilni materidly zapracoviny do takového
vehikula, které zvIh¢i kaizi a nestece ihned z pokozky. Z tohoto diivodu neni vhodné pouzivat zcela vodnd
vehikula.

ZkuSebni postup
Harmonogram zkousky
Harmonogram zkousky je ndsledujici:
* Den 1:
Kazdé zvite se zvdZzi a zaznamend se jeho hmotnost. Provede se oteviend aplikace 25 pl pifslusného

fedéni zkousené latky, samotného vehikula nebo ptipadné pozitivni kontrolni latky na dorsdlni ¢dst
obou usi.

* Den2a3:

Zopakuje se postup aplikace provedeny v den 1.
* Den4ab:

Z4dn4 aplikace.
* Den 6:

Zaznamend se hmotnost kazdého zvifete. Pfes ocasni Zilu se viem pokusnym i kontrolnim mysim
vpichne 250 gl fyziologického roztoku ve fosfatovém pufru (PBS), obsahujictho 20 uCi (7,4.10° Bq)
[PH]thymidinu (tritiovaném na methylu), nebo Ize viem mysfm pies ocasni zilu vpichnout 250 ul PBS
obsahujictho 2 pCi (7,4e + 8(.10 Bq) ['**IJjoddeoxyuridinu a 10~ M fluordeoxyuridinu.

O pét hodin pozdgji se mysi usmrti. Drenujici aurikuldrn{ lymfatické uzliny z obou usf se vyjmou
a shromdzdi se v PBS spole¢né pro celou zkusebn{ skupinu (metoda sdruzeni exponované skupiny),
nebo se od kazdého zvifete vyjme pér lymfatickych uzlin a tento pdr se ulozi do PBS (metoda
individudlniho pfistupu ke zvifatim). Podrobnosti a grafické zndzornéni oznaceni uzlin a jejich
disekee 1ze nalézt v piiloze I v literatufe 10.
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1.3.3.2

1.3.33

1.3.3.4

1.3.3.4.1

1.3.3.4.2

Priprava bunééné suspenze

Jedna spole¢nd bunécné suspenze s buiikami lymfatickych uzlin (LNC) bud od celé exponované skupiny,
nebo jejich parti od jednotlivych zvifat se piipravi pomoci jemné mechanické deagregace pies 200 pm
sitka z korozivzdorné oceli. Lymfatické bunky se dvakrat propldchnou v dostate¢ném mnozstvi PBS
a nechaji se vysrdzet v roztoku s 5 % trichloroctovou kyselinou (TCA) pti 4 °C po dobu 18 h (2). Sediment
se bud resuspenduje v 1 ml TCA a pfemisti do scintila¢nich kyvet obsahujicich 10 ml kapalného
scintilitoru pro méfenf aktivity *H, nebo se prenese pifmo do zkumavek pro méfeni aktivity '*°I.

Stanoveni bunécné proliferace (inkorporované radioaktivity)

Inkorporace [*H]thymidinu se mé& B-scintilaéni metodou a vyjadii se v rozpadech za minutu (dpm).
Inkorporace ['*’I]joddeoxyuridinu se méfi prostiednictvim aktivity '*°I a rovnéz se vyjadif v dpm.
V zdvislosti na pouzitém piistupu se inkorporace vyjadii v dpm na zkusebn{ skupinu (metoda sdruzeni)
nebo v dpm na zvife (individudlni pfistup).

Pozorovdni
Klinickd pozorovan{

Zvifata se jednou denné peclivé vysetii na jakékoli klinické ptiznaky, at jiz ve formé lokalniho podrazdéni
v misté aplikace, nebo ve formé systémové toxicity. VSechna sledovdni se systematicky zaznamendvaji,
pfi¢emz zdznamy se vedou zvldst pro kazdé zvite.

Télesnd hmotnost

Jak je uvedeno v odstavci 1.3.3.1, télesnou hmotnost u jednotlivych zvitat je tieba zaznamenat na zacatku
zkousky a v den pldnovaného usmrceni zvitat.

Vypocet vysledki

Vysledky se vyjadii jako index stimulace (SI). Pfi metodé sdruZeni exponované skupiny se SI stanovi jako
podil sdruzené inkorporované aktivity u jednotlivych experimentalnich skupin a sdruzené radioaktivity
kontrolni skupiny s vehikulem; ziskd se tak primérnd hodnota SI. Pfi individudlnim pfistupu se SI stanovi
jako podil primérné hodnoty dpm na zvife jak u kazdé exponované skupiny, tak u pozitivni kontroln{
skupiny, a primérné hodnoty dpm na zvife u kontrolni skupiny s rozpoustédlem/vehikulem. Primérnd
hodnota SI pro kontrolni skupiny s vehikulem je proto 1.

Pouziti individudlniho p¥istupu pfi vypoctu Sl umozni provést statistickou analyzu dat. Pfi vybéru vhodné
metody pro statistickou analyzu si musi byt experimentdtor védom moznych nestejnych odchylek a jinych
souvisejicich problémd, které si mohou vyzddat transformaci dat nebo neparametrickou statistickou
analyzu. Spravny piistup k analyze dat spocivd ve vyhodnoceni viech jednotlivych dat exponovanych
kontrol a kontrol s vehikulem a odvozeni nejvhodnéjsi kiivky zdvislosti odezvy na dévce, pficemz je tieba
zohlednit intervaly spolehlivosti (8, 12, 13). V kazdém piipadé si viak experimentdtor musi uvédomovat
mozné ,odlehlé” reakce u jednotlivych zvitat v rdmci skupiny, které mohou vyzadovat pouziti jiného
hodnoceni odezvy (napf. pouziti medidnu namisto priméru) nebo vyfazeni téchto odlehlych hodnot.

Do rozhodovani, zda jde o pozitivni odezvu, se zahrnuje index stimulace > 3 a zohlediiuje se zdvislost
odezvy na ddvce a popiipadé statistickd vyznamnost (3, 6, 8, 12, 14).

Je-li nezbytné objasnit ziskané vysledky, je tieba vénovat pozornost riiznym vlastnostem zkousené latky,
véetné toho, zda se jeji struktura podobd struktufe zndmych senzibilizdtorti kiize, zda zpusobuje
nadmérné podrazdéni kaze a také povaze zjisténé zdvislosti odezvy na ddvce. Témito body a dalsimi
tvahami se podrobné zabyva literatura (7).
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2. DATA

Data se shrnou do tabulky, pficemz pro kazdou ddvkovou skupinu se uvedou primérné a individudlni
hodnoty dpm a indexy stimulace (v¢etné kontrolni skupiny s vehikulem).

3. ZPRAVY

3.1 PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce musi obsahovat nésledujici informace:
Zkousena ldtka:
— identifika¢ni ddaje (napf. &islo CAS, je-li k dispozici; zdroj, Cistota; zndmé necistoty; ¢islo arze);
— skupenstvi a fyzikdlné-chemické vlastnosti (napf. prchavost, stdlost, rozpustnost);
— jedné-li se 0 smés, slozeni a pomérné procentudlni zastoupeni slozek.
Vehikulum:
— identifika¢ni tidaje (Cistota; popiipadé koncentrace; pouzZity objem);
— zdavodnéni vybéru vehikula.
Pokusnd zvifata:
— pouzity druh mysi;
— mikrobiologicky stav zvifat, je-li zndm;
— puvod, podminky chovu, strava atd.;
— pocet, staii a pohlavi zvitat.
Zkusebni podminky:
— podrobnosti o pipravé a aplikaci zkousené latky;

— zdtvodnén{ vybéru davek, véetné vysledkt z orientacni studie, pokud byla provedena; pouzité
koncentrace vehikula a zkousené ldtky a celkové aplikované mnozstvi latky;

— podrobnosti o jakosti vody a potravy (véetné druhu/zdroje stravy, zdroje vody).
Kontrola spolehlivosti:

— souhrn vysledka z posledni kontroly spolehlivosti, véetné informaci o pouzité ldtce, koncentraci
a vehikulu;

laboratofi.

Vysledky:

— hmotnost jednotlivych zvifat na pocatku aplikace a v dobé pldnovaného usmrcent;

— tabulka pramérnych (sdruzend metoda) a individudlnich (individudlni piistup) hodnot dpm a rovnéz
rozpéti hodnot u obou pfistupti a indexy stimulace pro jednotlivé dévkové skupiny (véetné kontroln{
skupiny s vehikulem);

— piipadnd statistickd analyza;

— u kazdého zvifete Casovy priibéh ndstupu pfiznakd toxicity, véetné podrdzdéni kiize v misté aplikace,
pokud k nému dojde.

Diskuse o vysledcich

— struény komentdf k vysledktim, k analyze zévislosti odezvy na dévce a k pifpadnym statistickym
analyzdm a déle zdvér, zda 1ze zkusebn{ litku povazovat za senzibilizdtor kize.
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1.1

B.43. ZKOUSKA NEUROTOXICITY NA HLODAVCICH

METODA
Tato zku$ebni metoda je rovnocennd metodé OECD TG 424 (1997).

Tato zkuSebni metoda byla navrzena za tcelem ziskdn{ informaci, které jsou nezbytné ke schvaleni nebo
k dalsf charakterizaci potencidlni neurotoxicity chemickych litek u dospélych zvitat. Tuto metodu lze bud
kombinovat s jiZ existujicimi zkuebnimi metodami pro studium toxicity po opakovanych davkach, nebo
ji lze provést jako samostatnou zkousku. Pro usnadnéni planovani studif zaloZenych na této zkusebni
metod¢ se doporucuje prostudovat Doporuceni OECD o strategiich a metodach zkouseni neurotoxicity
(Neurotoxicity Testing Strategies and Methods) (1). To je zvlasté dilezité tehdy, je-li tieba zvazit zménu
sledovéni a zkusebnich postupt, jak jsou doporuceny pro rutinni pouzivani této metody. Doporuceni byla
pfipravena pro usnadnéni vybéru zkuSebnich postupti pro specifické podminky pouziti. Posouzeni
vyvojové neurotoxicity neni pfedmétem této metody.

UvVOD

P¥i posuzovéni a vyhodnocovani toxickych vlastnosti chemickych litek je velmi ddlezité zvazit potencial
neurotoxickych dcinkd. Jiz metoda zkouseni systémové toxicity po opakovanych ddvkdch zahrnuje
sledovdni, kterd maji odkryt potencidlni neurotoxicitu. Tuto zkuSebni metodu Ize pouZivat pfi planovani
studie za tGcelem ziskani dalSich informaci o neurotoxickych dcincich zjisténych pii studii systémové
toxicity po opakovanych davkach, nebo pro jejich potvrzeni. Z Gvah o potencidlni neurotoxicité uréitych
druht chemickych latek vsak mtize vyplynout, Ze by mohly byt vhodnéji posouzeny pomoci této metody,
pokud neexistuji ddaje o potencialni neurotoxicité ze studif systémové toxicity po opakovanych davkach.
Tyto Gvahy zahrnuji napiiklad:

* pozorovani neurologickych pfiznakd nebo neuropatologickych 1ézi v jinych studiich toxicity
nez studiich systémové toxicity po opakovanych davkach, nebo

o strukturni podobnost nebo jiné informace, které posuzovanou litku spojuji se zndmymi
neurotoxickymi ldtkami.

Kromé toho mohou existovat i dal3i ptipady, kdy je pouZziti této metody vhodné; dalsi podrobnosti jsou
uvedeny v literatufe (1).

Tato metoda byla navrzena tak, aby ji bylo mozné pfizpusobit zvldstnim potiebdm pii potvrzovani
specifické histopatologické a behaviordlni neurotoxicity chemickych ldtek a pfi charakterizaci
a kvantifikaci neurotoxickych ¢inkd.

Drive se za neurotoxicitu povazovaly neuropatie zahrnujici neuropatologické 1éze nebo neurologické
dysfunkce, jako napf. zdchvaty, ochrnuti nebo tfes. I kdyZ jsou neuropatie vyznamnym projevem
neurotoxicity, dnes je jiz jasné, Ze existuji mnohé dalsi pfiznaky toxicity pro nervovy systém (napf. ztrdta
motorické koordinace, senzorické vypadky, poruchy uceni a paméti), které se nemusi projevovat ani
neuropatif, ani v jinych typech zkousek.

Tato metoda zkousSeni neurotoxicity je navrzena tak, aby odhalovala zdvazné neurobehaviordlni
a neuropatologické tcinky na dospélé hlodavce. Zatimco behaviordlni tcinky i pfi nepfitomnosti
morfologickych zmén mohou odrdZet nepfiznivy vliv na organismus, neznamend to, Ze vSechny
behaviordlni zmény jsou specifické pro nervovy systém. Z tohoto divodu by se mély jakékoliv zjisténé
zmény vyhodnotit v souvislosti s histopatologickymi, hematologickymi nebo biochemickymi tidaji, jakoz
i s idaji o ostatnich typech systémové nervové toxicity. Zkouseni pozadované v této metod¢ za ticelem
charakterizace a kvantifikace neurotoxickych odpovédi zahrnuje specifické histopatologické
a behaviordlni postupy, které lze navic podpofit elektrofyziologickym a/nebo biochemickym vysetfenim
(1,2, 3, 4).
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1.2

1.3

Neurotoxické latky mohou plsobit na mnozstvi cilovych struktur v rdmci nervového systému
a prostfednictvim riznych mechanismi. Protoze neexistuje jedind sada zkousek pro posouzeni
neurotoxického potencidlu u viech latek, mize byt nezbytné vyuzit dalsich zkousek in vivo nebo in vitro,
které jsou specifické pro typ pozorované nebo ocekdvané neurotoxicity.

Tuto zkusebni metodu lze pouzit také spolecné s doporuc¢enimi OECD o strategiich a metodach testovani
neurotoxicity (OECD Guidance Document on Neurotoxicity Testing Strategies and Methods) (1) pti planovani
zkousek urcenych k dalsi charakterizaci nebo zvy3eni citlivosti kvantifikace vztahu davka-odezva s cilem
lépe odhadnout droverni nevyvoldvajici pozorovatelné nepfiznivé t¢inky, anebo potvrdit zndmd nebo
ocekavand rizika chemickych ldtek. Lze napiiklad navrhnout zkousky, které by identifikovaly a zhodnotily
neurotoxicky mechanismus (neurotoxické mechanismy) nebo doplnily udaje, které jiz byly ziskdny
zdkladnimi neurobehaviordlnimi a neuropatologickymi vySetfovacimi postupy. Takové studie nemusi
replikovat ddaje pouzitim standardnich postuptt doporucenych v této metodé, jsou-li takové ddaje jiz
k dispozici a nepovazuji se za nezbytné k interpretaci vysledkt z této studie.

Pouzivé-li se tato zkouska neurotoxicity samotnd nebo v kombinaci, poskytuje informace, které mohou
 urcit, zda zkousené chemické latky ovliviiuji nervovy systém trvale, nebo vratng;

o piispét k charakterizaci zmén nervového systému spojenych s expozici chemické ldtce a piispét
k pochopeni mechanismt d¢inku.

o stanovit vztahy mezi ddvkou a odezvou a Casem a odezvou s cilem odhadnout droven
nevyvoldvajici pozorovatelné nepiiznivé t¢inky (NOAEL) (kterou lze pouzit pro vytvofeni
bezpecnostnich kritérii pro chemickou ldtku).

Tato zkuSebni metoda pouzivé ordlni aplikaci zkuSebni latky. Jiné typy aplikace (napf. kozni nebo
inhala¢ni) mohou byt vhodnégjsi a mohou si také vyzddat modifikaci doporuc¢ovanych postupt.
Vybér zplisobu aplikace zdvisi na zptisobu expozice clovéka a na dostupnych toxikologickych nebo
kinetickych informacich.

DEFINICE

,

Nepfiznivy acinek: je jakdkoliv zména spojend s aplikaci, kterd sniZuje schopnost organismu prezit,
rozmnozovat se nebo pfizpiisobit prostiedi.

Davka: je mnozstvi podané zkousené latky. Dévka se vyjadiuje jako hmotnost zkousené latky (v gramech
nebo miligramech) nebo jako hmotnost zkousené litky na jednotku hmotnosti pokusného zvitete (napf.
v miligramech na kilogram télesné hmotnosti) nebo jako konstantni koncentrace v potravé (v ppm nebo
v miligramech na kilogram potravy).

Davkovini: je obecny termin zahrnujici ddvku, Cetnost a trvani poddvani latky.

Neurotoxicita: je nepiiznivd zména struktury nebo funkce nervového systému, kterd je vysledkem
expozice chemickému, biologickému nebo fyzikdlnimu ciniteli.

Neurotoxické agens: je jakykoliv chemicky, biologicky nebo fyzikdlni ¢initel, ktery md neurotoxicky
potencial.

NOAEL: je zkratka pro hladinu bez pozorovaného nepfiznivého tG¢inku; odpovidd nejvyssi trovni davky
nebo expozice, pii které nejsou pozorovany zddné nepiiznivé ndlezy souvisejici s podanim ltky.

PRINCIP ZKUSEBN] METODY

Zkousend chemickd latka se poddva ordlné v riznych ddvkach nékolika skupindm laboratornich hlodavct.
Obvykle se vyzaduje poddvini opakovanych ddvek a ddvkovaci rezim muaze byt bud 28denni, nebo
subchronicky (90 dnt), nebo chronicky (1 rok nebo déle). Postupy stanovené v této zkusebni metodé Ize
pouzit i pii studii akutni neurotoxicity. Zvitata jsou testovana za tcelem zjisténi nebo charakterizace
behaviordlnich a/nebo neurologickych odchylek. Béhem kazdého pozorovaciho obdobi se hodnoti fada
znakt chovani, které by mohly byt ovlivnény neurotoxickymi latkami. Na konci zkousky se u podskupiny
zvifat obou pohlavi z kazdé skupiny provede perfuze in situ a pfipravi se a vySetii fezy mozku, michy
a perifernich nerva.
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1.4

1.4.1

1.4.2

1.4.3

1.4.4

Pokud se zkouska provadi jako samostatnd zkouska pro vySetfeni neurotoxicity nebo charakterizaci
neurotoxickych u¢inkd, lze zvitata z kazdé skupiny, kterd nebyla pouzita k perfuzi a k ndslednému
histopatologickému  vy3etfeni (viz tabulka 1), pouzit ke specifickjm neurobehaviordlnim,
neuropatologickymi, neurochemickym nebo elektrofyziologickym vysetfenim, kterd mohou doplnit
udaje ziskané ze standardnich vySetfeni vyzadovanych v této metodé (1). Tyto dopliujici postupy mohou
byt zvlasté uzitecné tehdy, jestlize empirickd pozorovani nebo predpoklddané a¢inky naznacuji specificky
typ nebo cilovou strukturu neurotoxicity chemické latky. Zbyvajici zvitata Ize p¥ipadné pouzit k nékterym
jinym hodnocenim, jako jsou napf. hodnoceni pozadovand ve zkusebnich metodach u studii toxicity po
opakovanych davkach na hlodavcich.

Pokud se postupy této zkusebni metody kombinuji s postupy jinych zkuSebnich metod, je nezbytny
dostate¢ny pocet zvifat, aby byly splnény pozadavky pro pozorovani v obou studiich.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Vybér Zivocisnych druhi

Upfednostiiovanym druhem hlodavce je potkan, s odpovidajicim zdtvodnéni lze pouzit i jiné druhy
hlodavct. Mélo by se jednat o bézné pouzivané laboratorni kmeny mladych zdravych dospélych zvifat.
Samice musi byt nullipary a nesméji byt bfezi. Poddvani latky by mélo zacit co nejdfive po odstaveni,
nejlépe kdyz zvitata dosdhnou stafi Sesti tydna a v kazdém piipadé diive, nez dosdhnou stafi deviti tydnd.
Pokud se v3ak tato zkouska kombinuje s dalsimi zkouskami, je mozné, Ze pozadavky tykajici se staf{ zvifat
budou vyzadovat urcité zmény. Na zacdtku studie by mél byt u pouzivanych zvifat jen minimalni rozptyl
hmotnosti a nemél by prekrocit 20 % pramérné hmotnosti u jednotlivych pohlavi. Pokud se pied
dlouhodobou studii provddi orienta¢ni krétkodobd studie toxicity po opakovanych ddvkdch, je tfeba
u obou studii pouZit pokusnd zvifata ze stejnych kment a stejného zdroje.

Podminky chovu a krmeni

Teplota v mistnosti pro pokusnd zvifata by méla byt 22 °C (£ 3 °C), relativni vlhkost vzduchu minimélné
30 % a pokud mozno neptesdhnout 70 %, kromé doby tiklidu mistnosti, cilem v3ak je hodnota 50 — 60 %.
Osvétleni bude umélé se stiidanim 12 h svétla a 12 h tmy. Ke krmeni lze pouzit konvenéni laboratorni
stravu s neomezenou doddvkou pitné vody. Na vybér stravy miize mit vliv nutnost zajistit vhodnou
piisadu pro zkousenou ldtku, je-li litka poddvéna touto metodou. Zvifata lze chovat jednotlivé, anebo je
Ize umistit v klecich v malych skupinkdch zvifat stejného pohlavi.

Pfiprava zvifat

Zdrava mladd zvifata jsou nahodné rozdélena do experimentdlnich a kontrolnich skupin. Klece by mély
byt uspofddany tak, aby byl vliv umisténi kleci minimalizovan. Jednotlivd zvifata se jednoznacné
identifikuji a umisti se do kleci nejméné pét dnii pfed zacdtkem studie, aby si mohla zvyknout na
laboratorni podminky.

Zptsob aplikace a pfiprava divek

V této zkusebni metodé se jednd konkrétné o ordlni zptisob aplikace zkousené latky. Ordlni aplikaci lze
provadét prostiednictvim Zaludecni sondy, potravy, pitné vody nebo tobolek. PouZit Ize i jiné zptisoby
aplikace (napf. kozni nebo inhalacni), které si mohou vyzadat modifikaci doporucenych postupt. Vybér
zplisobu aplikace zdvisi na typu expozice clovéka a na dostupnych toxikologickych nebo kinetickych
informacich. Je tfeba uvést divody pro vybér zptisobu aplikace a odpovidajici modifikace postupti v ramci
této zkusebni metody.

Zkousena latka se podle potieby rozpusti nebo suspenduje ve vhodném vehikulu. Je-li to mozné,
doporucuje se zvdzit pouziti vodného roztokufsuspense, potom pouziti roztokujemulze v oleji
(napf. v kukufi¢ném oleji) a nakonec roztoku/suspenze v jiném vehikulu. Je tfeba zndt toxické vlastnosti
vehikula. Kromé toho je tieba vénovat pozornost nasledujicim typickym znakiim vehikula: G¢inku na
absorpci, distribuci, metabolismus nebo retenci zkousené latky a dédle t¢inku na chemické vlastnosti
zkousené latky, které mohou pozménit jeji toxické charakteristiky, a G¢inku na spotiebu potravy nebo
vody anebo nutri¢ni stav zvifat.
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1.5

POSTUPY

Pocet a pohlavi zvifat

Pokud se studie provadi jako samostatnd studie, je tfeba pouzit v kazdé ddvkové a kontrolni skupiné
alespoit 20 zvifat (10 samic a 10 samct) pro vyhodnoceni podrobnych klinickych a funkénich
pozorovani. Alespoii u péti samcti a péti samic vybranych z téchto deseti samcti a samic je tfeba na konci
zkousky provést perfuzi in situ a pouzit je k podrobnému neurohistopatologickému vysetieni. V piipadg,
kdy jsou v dané ddvkové skupiné pozorovény piiznaky neurotoxickych tcinkd pouze u omezeného poctu
zvifat, je tieba zvazit pFifazeni téchto zvifat ke zvifatdm vybranym pro perfazi. Pokud se studie provadi
v kombinaci se studif toxicity po opakovanych davkach, je tfeba pouzit odpovidajici pocet zvitat, aby bylo
mozné splnit cile obou studii. Minimdlni pocet zvitat na skupinu u nejriznéjsich kombinaci studif je
uveden v tabulce 1. Pokud se planuje utraceni ve vloZenych intervalech nebo vytvofeni repara¢ni skupiny
ke sledovani vratnych a¢inkd, perzistence nebo zpozdéného vyskytu toxickych dcinkd po skonceni
aplikace, nebo se zvazuji dodatecnd sledovdni, je tieba zvysit pocet zvitat, aby se zajistil dostate¢ny pocet
zvifat pozadovanych ke sledovéni a k histopatologickému vy3etfeni.

Experimentilni a kontrolni skupina

Obecné by mély byt pouzity nejméné tfi experimentdlni a jedna kontroln{ skupina; pokud se v3ak podle
jinych tdaji neocekavaji Zadné tcinky po opakovanych ddvkich 1 000 mg na kg télesné hmotnosti na
den, mtize byt provedena limitni zkouska. Nejsou-li k dispozici Zddné vhodné tidaje, miize byt provedena
predbézna studie pro stanoveni rozpéti ddvek, které maji byt pouzity. S vyjimkou aplikace zkousené latky
je tieba se zvifaty v kontrolni skupiné zachdzet naprosto stejnym zptsobem, jako se zvifaty
v experimentdlni skupiné. Pokud se pfi poddvani zkousené ltky pouziva vehikulum, podava se kontrolni
skupiné v nejvy$sim pouzitém objemu.

Kontrola spolehlivosti

Laboratof provadgjici zkousku by méla pfedlozit idaje prokazujici jeji zptsobilost pro uskute¢néni
zkousky a citlivost pouzivanych postupti. Takové tdaje by mély poskytnout dikaz o schopnosti odhalit
a popiipadé kvantifikovat zmény v riznych ukazatelich doporucenych ke sledovani, jako jsou napf.
vegetativni pfiznaky, reaktivita na smyslové podnéty, sila tchopu a motorickd aktivita. Informace
o chemickych latkdch, které zptsobuji riizné typy neurotoxickych reakei a které jsou vhodné jako
pozitivni kontrolni latky, lze nalézt v literatufe (2 az 9). Historické tidaje 1ze pouzit tehdy, pokud ztstanou
stejné zakladni aspekty experimentdlnich postupt. Doporucuje se pravidelnd aktualizace historickych
tdajt. Nové kontrolni Gidaje by mély byt doplnény tehdy, pokud provadgjici laboratof v prabéhu zkousky
zméni néktery zdkladni prvek provddéni zkousky nebo postupu.

Vybér davky

Urovné dévek je tieba vybrat s ohledem na predchozi zjisténou toxicitu a kinetické tdaje dostupné pro
zkousenou slouceninu nebo podobné latky. Nejvyssi aroven davky se zvoli tak, aby vyvolala neurotoxické
nebo jasné systémové toxické ticinky, aby bylo mozné prokdzat zavislost odpovédi na davkéach a droven
ddvky bez pozorovatelného neptiznivého tcinku (NOAEL), zvoli se sestupnd posloupnost Grovni ddvek.
V zdsadé je tfeba stanovit Girovné ddvek tak, aby bylo mozné odlisit primdrni toxické Gi¢inky na nervovy
systém od systémové toxicity. Obvykle jsou optimélni dva az tfi intervaly a Casto je vhodnéjsi priddni ¢tvrté
zkuSebni skupiny nez pouzivni velkych intervald mezi jednotlivymi ddvkami (napf. lisicich se
faktorem 10). Rovnéz je tieba vzit v Gvahu i odhad Grovné expozice u ¢lovéka, je-li k dispozici.

Limitni zkouska

Pokud zkouska provedend podle postupti popsanych v této studii pfi jedné ddvce nejméné 1 000 mg na
kg télesné hmotnosti na den nevyvold pozorovatelné neurotoxické t¢inky a pokud se na zdkladé tidaju
o latkdch s podobnou strukturou nepfedpokldda toxicita, neni nezbytné provadét kompletni studii za
pouziti tif drovni dédvek. V nékterych piipadech predpoklddand expozice u clovéka si vyzddd pouziti vy3si
ordlni dévky v limitni zkousce. U dalsich zpiisobi podévani latky, jako je inhala¢ni nebo koZzni aplikace,
muze byt maximdlni dosazitelnd tirovei expozice ddna fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi zkousené latky.
Pfi provedeni ordln{ akutni zkousky by dédvka pro limitni zkousku méla Cinit alesponi 2 000 mg/kg.
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1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

Aplikace ddvek

Zkousena ldtka se podavd zvitatim denné, 7 dnti v tydnu, po dobu alespon 28 dnil. Pouziti 5denniho
davkovactho rezimu nebo kratsi expozice je tieba zduvodnit. Je-li ldtka poddvdna prostfednictvim
zalude¢ni sondy, méla by se poddvat v jedné davce pomoci sondy nebo vhodné intuba¢ni kanyly.
Maximdlni mnoZstvi tekutiny, které lze jednordzové podat, zavisi na velikosti pokusného zvifete. Objem
by nemél piekrocit 1 ml na 100 g télesné hmotnosti. V pifpadé vodnych roztokt je viak mozné zvazit
i pouziti aZ 2 ml na 100 g télesné hmotnosti. Krom¢ drazdivych nebo Ziravych latek, které pfi vyssich
koncentracich obvykle vyvolaji silngjsi ticinky, by se mély zmény mnozstvi zkousené ltky minimalizovat
upravenim koncentrace, aby se na vech Grovnich davek zajistilo konstantni mnozstvi.

U ldtek poddvanych prostrednictvim potravy nebo pitné vody je dilezité zajistit, aby mnoZstvi pouzité
zkousené latky neovlivnilo vyvazZenost bézné potravy nebo pifjmu vody. Je-li zkousend litka poddvina
v potravé, je tieba pouzivat bud konstantni koncentraci v potravé (v ppm), nebo konstantni tirovné ddvky,
pokud jde o télesnou hmotnost zvifete. Pouziti jiné alternativy je tieba zdtvodnit. U litky poddvané
prostiednictvim Zalude¢ni sondy je tieba davku podévat kazdy den pfiblizné ve stejnou dobu a alespon
jednou tydné ji pfizptsobit tak, aby se udrzela konstantn{ Groven davky vzhledem k télesné hmotnosti
zvitete. Provadi-li se studie s opakovanou davkou jako predbéznd studie pro dlouhodobou studii, méla by
byt v obou studiich pouzivdna stejnd potrava. Nelze-li v pfipadé studie akutni toxicity pouzit jednotlivou
davku, je mozné podéavat davku po mensich ¢dstech po dobu, kterd nepiekroéi 24 h.

POZOROVANI

Cetnost pozorovani a zkousek

U studii s opakovanou dévkou by doba pozorovani méla pokryt celé divkovaci obdobi. U studif akutn{
toxicity pokracuje pozorovéni jesté 14 dnti po skonceni aplikace. U zvifat v satelitnich skupindch, kterd
jsou v obdobi po skonceni aplikace chovina bez expozice, by pozorovani mélo zahrnovat i toto obdobi.

Pozorovéni je tfeba provadét dostate¢né Casto, aby se maximalizovala pravdépodobnost odhaleni viech
behavioralnich a/nebo neurologickych anomélii. Pozorovani se provadi denné, pokud mozno ve stejnou
dobu a s piihlédnutim k dob& ocekdvaného maxima Géinku po podani litky. Cetnost klinickych
pozorovani a funkénich zkousek je shrnuta v tabulce 2. Pokud kinetické nebo jiné tudaje ziskané
z predchozich studii naznacuji potiebu zvolit ¢asové body pozorovani nebo zkousek nebo obdobi po
skonceni pozorovéni, je nutné zvolit takovy ndhradni pldn, na jehoz zdklad¢ lze ziskat co nejvice
informaci. Zmény pldnu je tieba zdivodnit.

Pozorovdni celkového zdravotniho stavu a iimrtnosti/nemocnosti

U vsech zvitat se alespon jednou denné peclivé zkontroluje jejich zdravotni stav a nejméné dvakrat denné
se provede prohlidka vSech zvifat za Gicelem zjisténi nemocnosti a imrtnosti.

Podrobnd Klinickd pozorovdni

Podrobnd klinickd pozorovani se provedou u viech zvifat vybranych k témto dcelim (viz tabulka 1)
nejprve pred prvni expozici (aby bylo mozné intraindividudlni srovnéni) a poté v raznych intervalech
podle trvani studie (viz tabulka 2). Podrobnd klinickd pozorovéni u satelitnich zotavovacich skupin se
provedou na konci zotavovaciho obdobi. Podrobnd klinickd pozorovéni se provadéji mimo chovnou klec
ve standardnim pozorovacim prostoru. Pozorovéni se peclivé zaznamenaji pomoci systéma hodnocen,
které zahrnuji kritéria nebo bodovaci stupnice pro jednotlivdi méfeni v rdmci pozorovani. Pouzivand
kritéria nebo stupnice musi byt explicitné definovany zkusebni laboratofi. Je tfeba dbat na to, aby byly
rozdily ve zkusebnich podminkdch co nejmensi (a nesouvisely systematicky s aplikaci) a aby vy3etfeni
provadély osoby, které nejsou informovany o skuping, do které zvite patii.
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1.6.1.3

Doporucuje se provadét pozorovani strukturované, piicemz se u kazdého zvitete pii kazdém pozorovani
systematicky pouZivaji jasné definovand kritéria (véetné definice normdlniho ,rozpéti“). ,Normaln{
rozpéti“ je tfeba dostate¢né zdokumentovat. VSechny pozorované piiznaky se zaznamenaji. Je-li to
mozné, zaznamend se rovnéz zdvaznost pozorovanych pfiznakd. Klinickd pozorovéni zahrnuji kromé
jiného zmény ktiZe, srsti, oci a sliznic, vyskyt sekrett a exkrett a autonomnich funkef (slzent, zjezent srsti,
velikost zornic, nezvykly pribéh dychéni a/nebo dychdni tsty, nezvyklé pfiznaky moceni nebo defekace
a zbarveni modi).

Zaznamenaji se rovnéz nezvyklé projevy, pokud jde o polohu téla, droven aktivity (napf. snizené nebo
zvy$ené zkoumadni standardniho pozorovaciho prostoru) a koordinaci pohybu. Zaznamenaji se také
zmény chiize (napf. kolébani, ataxie), polohy (nahrbeni htbetu) a reakce na manipulaci, umisténi a dal3{
stimuly souvisejici s prostfedim, ddle pfitomnost klonickych a tonickych pohybti, kiec¢i nebo tiesu,
stereotypt v chovani (napf. nadmérného ¢isténi, nezvyklych pohybt hlavy nebo opakovaného krouzeni)
nebo zvldstniho chovdni (napf. kousdni nebo nadmeérného olizovani, sebeposkozovéni, pohybu
pozpdtku, vydavani zvukd) anebo agresivity.

Funkcni zkousky

Podobné jako podrobnd klinickd pozorovani se u jednotlivych zvifat vybranych k témto ticelam provedou
i funkéni zkousky — nejprve pred expozici a potom vicekrdt po jejim provedenf (viz tabulka 1). Cetnost
funk¢niho testovani zdvisi rovnéz na trvani studie (viz tabulka 2). Mimo dobu pozorovéni stanovenou
v tabulce 2 se provede také funkéni pozorovani satelitni zotavovaci skupiny, a to tésné pied plinovanym
usmrcenim. Funkéni zkousky zahrnuji reakce na rdzné smyslové podnéty [napf. sluchové, zrakové
a proprioceptivni podnéty (5, 6, 7)], zméfi se sila tichopu konéetiny (8) a motorickd aktivita (9). Motorickd
aktivita se méf{ pomoci automatického pfistroje schopného odhalit jak sniZent, tak i zvy3eni této aktivity.
Pokud se pouzije jiny systém, mél by byt kvantitativni a je tfeba prokdzat jeho citlivost a spolehlivost.
Kazdy piistroj je nutné otestovat, aby se zajistila jeho spolehlivost po celé ¢asové obdobi a homogenita
s ostatnimi pfistroji. Daldi podrobnosti o postupech, kterymi se Ize fidit, jsou uvedeny v piislusnych
odkazech. Pokud neexistuji Zddné tdaje (napf. Gidaje o vztahu mezi strukturou a biologickou aktivitou,
epidemiologické daje, jiné toxikologické studie), které by ukazovaly na potencidlni neurotoxické cinky,
je nutné za G¢elem podrobnéjsiho vyseteni téchto moznych G¢inkd zvazit zaclenéni specializovangjsich
zkougek smyslovych a motorickych funkci nebo uceni a paméti. Dals{ informace o specializovangjsich
zkouskich a jejich pouzivani je uvedeno v literatufe (1).

Ve vyjimecnych piipadech lze zvifata vykazujici znamky toxicity v takové mife, kterd by vyznamné
narusila provedeni funkéni zkousky, z této zkousky vytadit. Vyfazeni téchto zvifat z funkénich zkousek
je nutné zdavodnit.

Télesnd hmotnost a spotfeba potravy a vody

U studif s délkou trvani do 90 dnti se vSechna zvifata vazi alespon jednou tydné a kazdy tyden se rovnéz
provadi méfeni spotieby potravy (méfeni spotfeby vody se provadi tehdy, je-li zkousend latka aplikovana
prostiednictvim tohoto média). U dlouhodobych studii se vSechna zvifata vazi alespon jednou tydné
béhem prvnich 13 tydni a poté alespon jednou za 4 tydny. Béhem prvnich 13 tydnt se méfi spotieba
potravy (méfeni spotieby vody se provadi tehdy, je-li zkousend ldtka aplikovdna prostiednictvim tohoto
média) a poté pfiblizné v tiimési¢nich intervalech, pokud si zmény zdravotniho stavu nebo zmény télesné
hmotnosti nevyzddaji jiny interval.

Oftalmologické vySetfeni

U studii delsich nez 28 dni se pred aplikaci zkousené litky a pfed ukoncenim studie provede
oftalmologické vysetfeni pomoci oftalmoskopu nebo jiného vhodného ndstroje, a to nejlépe u vsech
zvifat, alesponl viak u viech zvifat ze skupin s vysokou ddvkou a z kontrolnich skupin. Pokud se zjisti
zmény na ocich nebo pokud klinické pFiznaky ukazuji na nutnost vySetfeni oci, vysetii se viechna zvifata.
U dlouhodobych studii se oftalmologické vysetfeni provede ve 13. tydnu stdfi zvifat. Oftalmologickd
vySetfeni neni nutné provadét tehdy, jsou-li jiz k dispozici tdaje z jinych podobné dlouhych studif
s podobnymi trovnémi dévek.
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1.6.4

1.6.5

Hematologické a biochemické vysetfeni

Pokud se studie neurotoxicity provadi v kombinaci se studii systémové toxicity po opakovanych davkach,
provede se hematologické vysetfeni a stanoveni klinickych biochemickych parametri tak, jak je uvedeno
v piislusné metodé¢ studie systémové toxicity. Odebirdni vzorkd se provede tak, aby se minimalizovaly
jakékoliv ucinky na chovani.

Histopatologie

Neuropatologické vysetieni se navrhne tak, aby doplnilo a rozsifilo pozorovani provedend v rdmci této
studie béhem féze in vivo. Tkdné alespon 5 zvifat kazdého pohlavi z kazdé skupiny (viz tabulka 1 a dalsi
odstavec) se fixuji in situ za pouZiti obecné uzndvanych perfuznich a fixacnich technik (viz odkaz na
literaturu 3, kapitola 5 a odkaz 4, kapitola 50). Zaznamenaji se jakékoliv vyrazné zmény. Pokud se studie
provadi jako samostatnd studie neurotoxicity nebo studie charakterizujici neurotoxické t¢inky, Ize pouzit
zbytek zvifat bud ke specifickfm neurobehaviordlnim (10, 11), neuropatologickym (10, 11, 12, 13),
neurochemickym (10, 11, 14, 15), nebo elektrofyziologickym (10, 11, 16, 17) postuptim, které mohou
doplnit zde popsané postupy a vysetieni, anebo zvysit pocet subjekti vysetfovanych k histopatologickym
uceltm. Tyto dopliikové postupy jsou zvldsté uzite¢né tehdy, pokud empirickd pozorovani nebo
ocekavané ucinky ukazuji na specificky typ nebo cilovou strukturu neurotoxicity (2, 3). Je také mozné
zbytek zvitat pouzit k béznym patologickym hodnocenim, kterd jsou popsina v metodé studii po
opakovanych davkach.

U viech tkdnovych vzorki zalitych parafinem se provede bézny postup barveni, napf. pomoci
hematoxylinu a eosinu (H&E), a mikroskopické vysetfeni. Jsou-li pozorovany nebo existuje-li podeztent
na piznaky periferni neuropatie, vysetii se vzorky perifernich nervt zalitych do pryskyfic (voskd).
Klinické pfiznaky mohou rovnéz poukazat na dali mista, kterd je nutné vysetfit, nebo na nutnost pouzit
specidlni postupy barveni. Pokyny k urceni dalsich mist, kterd je tfeba vysetfit, Ize nalézt v literatufe (3,
4). K prokdzani charakteristickych typti patologické zmény maze pfispét i odpovidajici specidlni barveni
18).

U reprezentativnich fezli centrdlniho a periferniho nervového systému se provede histologické vysetieni
(viz odkaz na literaturu 3, kapitola 5 a odkaz 4, kapitola 50). Mezi vySetfované oblasti obvykle patii: predni
mozek, stfedni ¢dst mozku, vcetné fezu hippocampem, stfedni mozek, mozecek, Varoliv most,
prodlouzend micha, oko se zrakovym nervem a sitnici, micha v oblasti cervikdlniho a lumbalniho zesileni,
dorsélni kofenové ganglia, dorsdlni a ventralni kofenova vldkna, proximadlni ¢ast n. ischiadicus a proximalni
&st n. tibialis (v oblasti kolena) a n. tibialis z oblasti lytkového svalu. Rezy michy a perifernich nervd by
mély zahrnovat jak pficné, tak i podélné fezy. Pozornost je nutné vénovat uspofddani cév v oblasti
nervového systému. Rovnéz se vySeti{ vzorky z kosterniho svalstva, a to zvldsté z lytkového svalu. Zvlastni
pozornost je nutné vénovat mistim s bunéénou a vldknitou strukturou a tém strukturdm v oblasti CNS
a PNS, o nichz je zndmo, Ze na né maji neurotoxické ldtky znac¢ny vliv.

Informace o neuropatologickych zméndch, které typicky vznikaji v dtsledku expozice toxickym latkam,
Ize nalézt v literatute (3, 4). Doporucuje se postupné vySeteni tkanovych vzorkd, pfi kterém se porovnaji
nejprve vzorky fezil ze skupiny s vysokou ddvkou se vzorky fezt z kontrolni skupiny. Nejsou-li
ve vzorcich z téchto skupin zji§tény Zddné neuropatologické zmény, neni nutné provadét dalsi analyzu.
Jsou-li zjistény ve skupiné s vysokou ddvkou neuropatologické zmény, je tieba ndsledné okédovat
a vysetfit vzorky ze viech potencidlné zasazenych tkdni ze skupin se stfedni a nizkou ddvkou.

Pokud je béhem kvalitativniho vySetfeni zji§téna pfitomnost neuropatologickych zmén, provede se druhé
vysetieni viech oblasti nervového systému, které vykazuji tyto zmény. Ok6duji se Fezy ze vSech davkovych
skupin ze vSech potencidlné zasaZenych oblasti a vySetii v ndhodném poradi bez znalosti kédu.
Zaznamend se Cetnost a zdvaznost viech 1ézi. Po zhodnoceni viech oblasti ze viech ddvkovych skupin se
kdd odkryje a provede se statistickd analyza za Gi¢elem vyhodnoceni vztahu ddvka-odezva. U kazdé léze
se popisi piiklady rtznych stupnt zdvaznosti.

Neuropatologické vysledky se vyhodnoti v souvislosti s pozorovanim a méfenim chovéni a rovnéz spolu
s dal3imi adaji z pfedchozich a soubéznych studif systémové toxicity zkousené ldtky.
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2.1

2.2

3.1

DATA

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Uvedou se jednotlivd data, kterd se shrnou do tabulky, pficemz se pro kazdou experimentdlni nebo
kontrolni skupinu uvede pocet zvifat na zacdtku zkousky, pocet zvifat uhynulych v prubéhu zkousky
nebo pocet zvifat usmrcenych z huménnich divoda a doba uhynuti nebo humanniho usmrceni, pocet
zvifat vykazujicich pfiznaky toxicity, popis zji§ténych piiznaka toxicity, véetné doby ndstupu, trvani, typu
a zdvaznosti jakychkoliv piiznak toxicity, pocet zvitat vykazujicich léze, veetné typu a zdvaznosti 1éze
(1ézi).

HODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU

Vysledky studie je tfeba vyhodnotit z hlediska vyskytu, zdvaznosti a korelace neurobehaviordlnich
a neuropatologickych a¢inkd (rovnéZz i neurochemickych nebo elektrofyziologickych aéinkd, jsou-li
provedena doplnujici vysetieni) a z hlediska dalsich zjisténych nepfiznivych tcinkd. Je-li to mozné, je tieba
vyhodnotit ¢iselné vysledky vhodnymi a obecné uzndvanymi statistickymi metodami. Statistické metody
je tfeba zvolit béhem pldnovani studie.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce musi obsahovat ndsledujici informace:
Zkousend latka:

— fyzikdlni vlastnosti (véetné isomerie, Cistoty a fyzikdlné-chemickych vlastnosti);
— identifika¢ni adaje.

Vehikulum (je-li pouzito):

— zdtivodnéni volby vehikula.

Pokusnd zvifata:

— pouzité druhy a kmen;

— pocet, staf{ a pohlavi zvifat;

— puvod, podminky chovu, aklimatizace, potrava atd.;
— hmotnost jednotlivych zvifat na zacdtku zkousky.
Zkusebni podminky:

— podrobné tdaje o tpravé smési zkousené ltky ¢i pipravé potravy, dosazené koncentraci, stabilité
a homogenité piipravku;

— specifikace aplikovanych dédvek, vcetné podrobnosti o vehikulu, objemu a fyzikdlni formé
aplikovaného materidlu;

— podrobnosti o zptisobu podavani zkousené latky;
— zdtvodnéni vybéru trovni davek;
— zdtvodnéni zpusobu aplikace a trvdni expozice;

— prepocet koncentrace zkousené ldtky v potravé nebo pitné vodé (ppm) na skutecnou denni davku v mg
na kg télesné hmotnosti;

— podrobnosti o potravé a kvalité vody.
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Pozorovaci a zku$ebni postupy:
— podrobnosti o pfifazeni zvifat z jednotlivych skupin do podskupin s perfuzi;

— podrobnosti o systémech hodnoceni, véetné kritérii a hodnoticich stupnic pro jednotlivd méfeni
v rdamci podrobnych klinickych pozorovani;

— podrobnosti o funkénich zkouskdch pro méfeni reakce na riizné smyslové podnéty (napf. sluchové,
zrakové a hmatové), pro méfeni sily tichopu koncetiny, motorické aktivity (véetné podrobnosti
o automatickych zafzenich pro zji§tovéni aktivity) a dalsi pouzité postupy;

— podrobnosti o oftalmologickych vysetfenich, hematologickych a klinickych biochemickych
zkouskéch s pFislusnymi vychozimi (normdlnimi) hodnotami;

— podrobnosti o specifickych neurobehaviordlnich, neuropatologickych, neurochemickych nebo
elektrofyziologickych postupech.

Vysledky:
— télesnd hmotnost a jeji zmény, véetné télesné hmotnosti v dobé usmrcent;
— spotieba potravy a piipadné vody;

— tdaje o toxickych reakcich podle pohlavi a drovné davek, véetné popisu piiznaki toxicity nebo
amrtnosti;

— povaha, zdvaZnost a trvani (doba ndstupu a ndsledny prubéh) podrobnych klinickych ndlezii (zda jsou
vratné nebo nevratné);

— podrobny popis viech vysledkd funkénich testd;
— pitevni nélezy;

— podrobny popis vSech neurobehaviordlnich, neuropatologickych a neurochemickych nebo
elektrofyziologickych vysledkd, jsou-li k dispozici;

— ftdaje o absorpci a metabolismu, jsou-li k dispozici;
— statistické vyhodnoceni vysledkd, kde je to mozné.
Diskuse o vysledcich:

— informace o zdvislosti G¢inku na ddvce;

— vyznam jakychkoliv dalsich toxickych a¢inkd pro zdvéry tykajici se neurotoxického potencidlu
zkousené chemické latky;

— davkova troven bez pozorovatelnych nepfiznivych t¢inkd (NOAEL).
Zavery:

— je zadouci uvést konkrétni vyjadieni o celkové neurotoxicité zkousené chemické latky.
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1.1

C.21. PUDNI MIKROORGANISMY: ZKOUSKA NA TRANSFORMACI DUSIKU

METODA

Tato zkusebni metoda je replikou metody OECD TG 216 (2000).
UvoD

Tato zkusebni metoda popisuje laboratorni postup pro vysetfovani dlouhodobych t¢inkd chemickych ldtek
po jednordzové expozici na aktivitu piidnich mikroorganismd pii transformaci dusiku. Tato zkouska je
v zdsadé zaloZena na doporuceni Evropské a stfedozemni organizace ochrany rostlin (European and
Mediterranean Plant Protection Organization, EPPO) (1). Bylo vSak piihlédnuto i k jinym doporucenim,
napf. doporu¢enim némeckého dstavu Biologische Bundesanstalt (2), agentury US Environmental
Protection Agency (3), spole¢nosti SETAC (4) a Mezindrodni organizace pro normalizaci (5). O poctu
a druzich pad, které maji byt pouzity ve zkousce, byla u¢inéna dohoha na semindfi OECD o vybéru ptd
a sedimentti v Belgirate v Italii v roce 1995 (6). Doporuceni pro odbér, zpracovéni a skladovani ptdnich
vzorkd vychdzi ze smérnice ISO (7) a z doporuceni seminafe v Belgirate. Pfi posuzovdni a hodnoceni
toxickych vlastnosti zkousenych ldtek bude ziejmé nezbytné stanovit G¢inky na aktivitu padnich
mikroorganismd, napf. jsou-li pozadovédny tdaje o vedlejsich t¢incich pfipravka na ochranu rostlin na
ptidni mikrofléru nebo ocekdvé-li se expozice pudnich mikroorganismti chemickym ldtkdm jinym nez
piipravkim na ochranu rostlin. Cilem zkousky na transformaci dusiku je zjistit G¢inky takovych
chemickych latek na padni mikrofloru. Pokud se zkouseji agrochemikdlie (napf. piipravky na ochranu
rostlin, hnojiva, chemické piipravky pro lesnictvi), provadi se jak zkouska na transformaci dusiku, tak
zkouska na transformaci uhliku. Pokud se zkouseji jiné chemické ldtky nez agrochemikdlie, postacuje
zkouska na transformaci dusiku. Nachdzeji-li se vsak u téchto chemickych litek hodnoty ECs, pro
transformaci dusiku v rozpéti hodnot pro komeréné dostupné inhibitory nitrifikace (napf. nitrapyrin), lze
pro ziskdni dalsich informaci provést zkousku na transformaci uhliku.

Pady se sklddaji z zivych a nezivych slozek, které se vyskytuji ve formé slozitych a heterogennich smési.
Mikroorganismy hraji ddlezitou roli v rozkladu a transformaci organickych ldtek v drodnych ptiddch,
pi¢emz rtizné druhy pfispivaji k riznym aspektiim trodnosti ptidy. Jakékoli dlouhodobé naruseni téchto
biochemickych procestt miize porusit kolobéh zivin a tak mit vliv na Grodnost piidy. K transformaci uhliku
a dusiku dochdzi u véech drodnych ptd. Ackoliv se populace mikroorganismii odpovédnych za tyto procesy
u jednotlivych pad lisf, jednd se v podstaté o totéZ schéma transformace.

Popsand zkusebni metoda slouzi ke zjisténi dlouhodobych nepfiznivych w¢inkd litky na proces
transformace dusiku v aerobnich povrchovych ptdach. Tato metoda rovnéz umoznuje odhadnout Gcinky
latek na transformaci uhliku ptdni mikroflorou. K tvorbé dusi¢nant dochazi po rozpadu vazeb uhlik-dusik.
Pokud je tedy u zkuSebnich a kontrolnich pid zjisténa stejnd rychlost tvorby dusi¢nand, je vysoce
pravdépodobné, ze hlavni schéma odbourdvani uhliku je neporusené a funkéni. Substrat zvoleny pro
zkousku (praskovd vojtéskovd moucka) md ptiznivy pomér uhliku a dusiku (obvykle od 12/1 do 16/1). Je
tedy sniZen nedostatek uhliku v prabéhu zkousky, a dojde-li k poskozeni populace mikroorganisma
chemickou latkou, mtize k jejich obnové dojit opét do 100 dnd.

Zkouska, z niz vychdzi tato zkusebni metoda, byla zprvu vyvinuta pro ldtky, u nichz lze predvidat mnozstvi,
které pronikne do pudy. Pitkladem jsou piipravky na ochranu rostlin, u nichZ je polni aplika¢ni ddvka
zndmd. U agrochemikdlii postacuje provést zkousku se dvéma drovnémi dévky, které odpovidaji
piedpoklddané nebo odhadované aplika¢ni ddvce. U agrochemikélii Ize zkouset G¢inné slozky nebo
piipravky v komeréni Gpravé. Pouziti zkousky vsak neni omezeno pouze na agrochemikdlie. Zménou
mnozstvi zkousené ldtky aplikované na pidu a zptsobu vyhodnoceni Gdajt 1ze zkousku vyuzit také pro
chemické latky, u nichz neni zndmo, v jakém mnozstvi proniknou do piidy. U jinych chemickych latek nez
agrochemikdlif se tedy stanovuje tcinek fady koncentraci na transformaci dusiku. Data z téchto zkousek se
pouziji k sestrojent kiivky zévislosti odezvy na ddvce a k vypoctu hodnot EC,, kde x je procentudlni dcinek.
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1.2 DEFINICE

Transformace dusiku: je kone¢ny rozklad dusikaté organické latky mikroorganismy cestou amonifikace
a nitrifikace na pifslusny konecny anorganicky produkt — dusi¢nan.

EC, (U¢innd koncentrace): je koncentrace zkousené litky v ptidé, kterd vede k x-procentni inhibici
transformace dusiku na dusi¢nan.

ECs, (Medidn ¢inné koncentrace): je koncentrace zkousené litky v ptidé, kterd vede k 50 % inhibici
transformace dusiku na dusi¢nan.

1.3 REFERENCNI LATKY
Z4dné.
1.4 PODSTATA ZKUSEBN[ METODY

Do proseté pudy se vpravi praskovd rostlinnd moucka a na piidu se poté aplikuje zkousend ldtka, nebo se
ptda ponechd nedotéend (jako kontrola). Pfi zkouseni agrochemikalii se doporucuje provést zkousku
s nejméné dvéma koncentracemi zvolenymi tak, aby byly v ur¢itém vztahu k nejvy3si pfedpoklddané
koncentraci na poli. Po 0, 7, 14 a 28 dnech inkubace se vzorky exponované a kontrolni pidy vyluhuji
vhodnym rozpoustédlem a stanovi se obsah dusi¢nand. Rychlost tvorby dusi¢nant v exponovanych
vzorcich se porovnavé s rychlosti v kontrolnich vzorcich a vypocte se procentudlni odchylka hodnot
experimentélnich vzorkii od kontrolnich vzorki. VSechny zkousky musi probihat alespon 28 dni. Jsou-li
28. den rozdily mezi experimentdlni a kontrolni pidou 25 % nebo vétsi, v méfeni se pokracuje az do 100
dnt. Pfi zkouseni jinych ldtek nez agrochemikalif se do vzorkd piidy pfida fada koncentraci zkousené latky
a mnozstvi vzniklych dusi¢nant v experimentilnich a kontrolnich vzorcich se méff po 28denni inkubaci.
Vysledky zkousek s vice koncentracemi se analyzuji za pouziti regresniho modelu a vypoctou se hodnoty
EC, (. ECs, ECy5 ajnebo EC, ). Viz definice.

1.5 VALIDITA ZKOUSKY
Vyhodnoceni vysledkt zkousek u agrochemikdlii se provadi s relativné malymi rozdily (tj. primérnd
hodnota + 25 %) mezi koncentracemi dusi¢nant v kontroln{ a exponovanych vzorcich, takze velké kolisani

u kontrolnich vzorki miize vést k nespravnym vysledkim. Rozdily mezi jednotlivymi kontrolnimi vzorky
by proto mély byt mensi nez + 15 %.

1.6 POPIS ZKUSEBNI METODY

1.6.1 ZkuSebni zafizeni

Pii zkousce se pouZiji nddoby z chemicky inertniho materidlu. Mély by mit vhodny objem, ktery bude
odpovidat postupu pouzitému pro inkubaci pdy, tzn. bud inkubace celého mnozstvi piidy, nebo inkubace
jednotlivych vzorkt pady (viz oddil 1.7.1.2). Je tieba, aby béhem zkousky doslo k co nejmensim ztrdtdim
vody a aby byla umoznéna vyména plyni (napf. tim, Ze se nddoby zakryji perforovanou polyethylenovou
folif). PFi zkouSen{ tekavych litek se pouziji hermeticky uzaviratelné nddoby. Mély by byt tak velké, aby
piiblizné jedna ¢tvrtina jejich objemu byla zaplnéna vzorkem pidy.

Pouzije se standardni laboratorn{ vybavent, které zahrnuje
— tfepacku: mechanickou tfepacku nebo rovnocenné vybavent;
— odstiedivku (3 000 g) nebo filtracni zafizeni (za pouziti filtracniho papiru bez dusi¢nanty);

— méfidi zafizeni pro stanoveni dusi¢nand s vhodnou citlivosti a reprodukovatelnosti.
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1.6.2

1.6.3.1

1.6.3.2

Vybér a pocet pad

Pouzije se jedna ptda. Piida by méla mit tyto charakteristiky:
— obsah pisku: nejméné 50 % a nejvyse 75 %;
— pH: 5,5-7,5;
— obsah organického uhliku: 0,5 - 1,5 %;

— stanovi se mikrobidlni biomasa (8, 9) a jeji uhlik by mél tvofit nejméné 1 % celkového organického
uhliku v ptdé.

Ve vétsiné piipadii piedstavuje ptda s témito charakteristikami nejhorsi pifpad, nebot adsorpce zkousené
chemické latky je minimdlni a jeji dostupnost pro mikroorganismy je maximdlni. V ddsledku toho je
zpravidla zkouSen{ s dalsimi ptidami zbyte¢né. Za urcitych okolnosti vak miize byt pouziti dalsi piidy
nezbytné, napt. pii zamysleném hlavnim pouziti zkousené ltky na ur¢ité druhy ptd, jako jsou kyselé lesni
ptidy nebo elektrostaticky nabité ptdy.

Odbér a skladovini vzorka pad
Odbér

K dispozici by mély byt podrobné informace o historii mista, ze kterého je ptida odebirdna. Mezi témito
informacemi musi byt presnd poloha, vegetace, idaje o oSetfovani piipravky na ochranu rostlin, pouziti
organickych a mineralnich hnojiv, pfidavky biologického materidlu nebo ndhodnd kontaminace. Pro odbér
pudy by mélo byt zvoleno misto, které umoziuje dlouhodobé pouzivani. Vhodnymi misty jsou trvalé
pastviny, pole s jednoletymi obilovinami (kromé kukufice) nebo husté oseté plochy zeleného hnojeni. Mista
vybrand pro odbér vzorkt by neméla byt minimdlné jeden rok pfed odbérem osetfovdna pfipravky na
ochranu rostlin. Rovnéz by neméla byt alespon Sest mésicti pouzita organickd hnojiva. Pouziti minerdlnich
hnojiv je pripustné pouze tehdy, je-li to nezbytné pro plodiny, a vzorky ptidy by nemély byt odebirdny diive
nez po tiech mésicich po aplikaci. Nemély by byt pouziviny ptdy s hnojivy, o nichZ je zndmo, Ze maji
biocidn{ tG¢inky (napf. kyanamid vépenaty).

Vzorky by nemély byt odebirdny pii dlouhych obdobich sucha nebo podmaceni (delsich nez 30 dnti) nebo
po nich. Vzorky ornych ptid se odebiraji z hloubky 0 az 20 cm. U luk (pastvin) nebo jinych ptd, u nichz
po del3i dobu (alespon po jedno vegetaéni obdobi) nebyla provadéna orba, mtize maximdlni hloubka odbéru
nepatrné prekracovat 20 cm (napf. az 25 cm).

Vzorky pid by mély byt prepravovdny v takovych nddobdch a za takové teploty, aby bylo zaruceno, Ze se
ptvodni vlastnosti piidy vyznamné nezméni.

Skladovdni

Upfiednostriuje se pouZiti erstvé odebrané pudy. Pokud je skladovani piidy v laboratofi nevyhnutelné, je
mozné ji skladovat v temnu pfi 4 °C (¢ 2 °C) maximalné po dobu tif mésict. Behem skladovani ptid musi
byt zajistény aerobni podminky. Pokud jsou pidy odebirdny z oblasti, v nichz jsou po dobu alespor tf{
mésich v roce zmrzlé, Ize zvazit Sestimésiéni skladovani pii -18 °C az -22 °C. Pfed kazdym experimentem
se stanovi mikrobialni biomasa skladovanych ptd a uhlik pochdzejici z biomasy by mél tvofit nejméné 1 %
celkového organického uhliku v padé (viz oddil 1.6.2).
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1.6.4

1.6.4.1

1.6.4.2

1.6.4.3

1.6.5

1.6.6

Zachdzeni s padou a jeji pfiprava pro zkousku
Predbéznd inkubace

Pokud byla puda skladovéna (viz oddil 1.6.3.2), doporucuje se provést predbéznou inkubaci v délce 2 az
28 dnti. Teplota a vlhkost ptdy béhem pfedbézné inkubace by mély byt podobné podminkdm pfi zkousce
(viz oddily 1.6.4.2 a 1.7.1.3).

Fyzikdlné-chemické charakteristiky

Z ptdy se ruéné odstrani velké kusy (napf. kameny, ¢asti rostlin atd.) a poté se za vlhka, aniZ je pida
nadmérné vysousena, proseji ¢astice o velikosti 2 mm a mensi. Vlhkost vzorku piidy se upravi destilovanou
nebo deionizovanou vodou na hodnotu 40 % az 60 % maximélni vodni kapacity.

Obohaceni organickym substrdtem

Pada by méla byt obohacena vhodnym organickym substratem, napf. zelenou travni mouckou s vojtéskou
(hlavni slozka: Medicago sativa) s pomérem C/N od 121 do 16/1. Doporucend ddvka vojtéskové moucky
je 5 g vojtésky na kilogram pudy (vztazeno na susinu).

Pfiprava zkouSené litky pro aplikaci na ptidu

Zkousend latka se obvykle aplikuje pomoci nosice. Nosicem muiZe byt voda (u ldtek rozpustnych ve vodé)
nebo inertni tuhd latka, napf. jemny kiemicity pisek (velikost zrna: 0,1 — 0,5 mm). Jiné kapalné nosice nez
voda (napf. organickd rozpoustédla jako aceton, chloroform) by nemély byt pouzivany, nebot mohou znicit
mikrofloru. Pouzije-li se jako nosi¢ pisek, mize byt obalen zkousenou litkou rozpusténou nebo
rozptylenou ve vhodném rozpoustédle. V takovém piipadé se rozpoustédlo pFed smisenim s ptidou odstrani
odpafenim. Pro optimdlni rozptyleni zkousené latky v ptdé se doporucuje pouzit 10 g pisku na kilogram
ptdy (vztazeno na susinu). Do kontrolnich vzorkd se aplikuje pouze odpovidajici mnozstvi vody ajnebo
pisku.

Pfi zkousen{ t€kavych chemickych latek je tfeba pokud mozno zabrénit ztrdtdm pii aplikaci a pokusit se
o0 homogenni rozptyleni ldtky v ptidé (ldtka se napf. nastikne do pidy na vice mistech).

ZkuSebni koncentrace

Pii zkouSen{ agrochemikdlif se pouziji alespori dvé koncentrace. Nizsi koncentrace by méla odpovidat
piinejmensim maximdlnimu ocekdvanému mnozstvi latky, které se v redlnych podminkdch dostane do
ptidy, zatimco vy3si koncentrace by méla byt ndsobkem nizsi koncentrace. Vypocet koncentrace zkousené
latky pfiddvané do piidy se provede za piedpokladu rovnomérného zapraveni do hloubky 5 ¢m a pro
sypnou hustotu piidy 1,5. U agrochemikalif, které se aplikuji pfimo do ptidy, nebo u chemikalif, u nichz 1ze
mnozstvi, které se dostane do pudy, pfedpovédét, jsou doporucenymi zkusebnimi koncentracemi
maximdlni pfedpoklddané koncentrace v Zivotnim prostiedi (Predicted Environmental Concentration, PEC)
a jejich pétindsobky. U latek, které se zpravidla aplikuji do ptudy nékolikrt za sezénu, se zkusebni
koncentrace odvodi ze soucinu PEC a o¢ekdvaného maximélniho poc¢tu aplikaci. Horni koncentrace by viak
neméla prekrocit desetindsobek maximdlni jednordzové aplikované davky. U jinych litek nez
agrochemikalif se pouZije geometrickd fada nejméné péti koncentraci. V rozpéti téchto zkusebnich
koncentraci by se mély nachdzet stanovované hodnoty EC,.
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1.7

1.7.1

1.7.1.1

1.7.1.2

1.7.1.3

1.7.2

1.7.2.1

PROVEDENI ZKOUSKY
Podminky expozice
Expozice a kontrola

Pii zkouseni agrochemikdlif se ptida rozdéli na tii dily o stejné hmotnosti. Dva dily se smisi s nosi¢em
obsahujicim latku a téetf dil se smisi pouze s nosi¢em (kontrola). Doporucuje se, aby byla zkouska provedena
s minimalné tfemi duplikdtnimi vzorky exponovanych i neexponovanych ptd. Pfi zkouseni jinych latek nez
agrochemikdlif se ptda rozdéli na Sest dilii o stejné hmotnosti. Pét vzorka se smisi s nosicem obsahujicim
zkousenou latku a Sesty vzorek se smisi pouze s nosi¢em bez chemické latky. Doporucuje se pouzit tfi
duplikdtni vzorky exponované i neexponované pudy. Je tieba vénovat pozornost homogennimu rozptyleni
zkousené latky v exponovanych vzorcich ptidy. P¥i miseni by nemélo dochdzet k hutnéni nebo shlukovani

ptdy.
Inkubace vzorkil piid

Inkubaci vzorkd ptid lze provést dvéma zptsoby: se souhrnnym vzorkem exponované piidy a souhrnnym
vzorkem neexponované pudy, nebo se sériemi jednotlivych stejné velkych dil¢ich vzorki jak exponované,
tak neexponované pudy. U tékavych ldtek se viak zkouska provadi pouze se sériemi jednotlivych dil¢ich
vzorku. Pokud se inkubuji souhrnné vzorky, pfipravi se velkd mnozstvi exponované a neexponované pudy
a beéhem zkousky se podle potieby odebiraji diléi vzorky k analyze. Vychozi mnozstvi pfipravené pro
exponované vzorky a kontrolni vzorky zévisi na velikosti dil¢ich vzorkd, poctu duplikdtnich vzorkd
pouzitych pro analyzu a na predpokladaném poctu intervald, v nichz se odeberou vzorky. Piidy inkubované
jako souhrnny vzorek se pied odbérem dil¢ich vzorkt dukladné promisi. Pokud se inkubuji série
jednotlivych vzorka pad, rozdéli se souhrnny vzorek exponované ptidy a souhrnny vzorek neexponované
pidy na pozadovany pocet diléich vzorkt a ty se pouziji podle potieby. U experimentt, kdy lze
piedpoklddat vice nez dva intervaly odbéru, by mél byt pfipraven dostatecny pocet dil¢ich vzorka s ohledem
na viechny duplikdtni vzorky a v§echny intervaly odbéru. Alespon tii duplikdtni vzorky zkusebni pidy mély
byt inkubovany za acrobnich podminek (viz oddil 1.7.1.1). U v3ech zkousek by mély byt pouzity vhodné
nadoby s dostate¢nym prostorem pod vikem, aby nenastaly anaerobni podminky. U tekavych latek se
zkouska provadi pouze se sériemi jednotlivych dil¢ich vzorka.

Podminky zkousky a jeji trvdni

Zkouska se provadi v temnu pii pokojové teploté 20 °C (+ 2 °C). Vlhkost vzorku ptdy se udrzuje po dobu
zkousky v rozmezi 40 % az 60 % (+ 5 %) maximalni vodn{ kapacity ptdy (viz oddil 1.6.4.2). Podle potieby
se pfidava destilovand nebo deionizovand voda.

Zkousky trvaji nejméné 28 dndi. Pfi zkouskdch agrochemikalif se porovnévaji rychlosti tvorby dusi¢nand
v exponovanych a kontrolnich vzorcich. Pokud se 28. dne tyto rychlosti li{ o vice nez 25 %, pokracuje se
ve zkousce do doby, nez rozdil klesne na 25 % a méné, nebo do 100 dnfi, podle toho, co nastane dffve.
U jinych latek nez agrochemikalif se zkouska ukon¢i po 28 dnech. 28. den se stanovi mnozstvi dusi¢nant
v exponovanych a kontrolnich vzorcich a vypocitaji se hodnoty EC,.

Odbéry vzorki a analyzy pid
Intervaly odbéru vzorkii

Pii zkouseni agrochemikalif se obsah dusi¢nanti ve vzorcich analyzuje v 0., 7., 14. a 28. den. Pokud se
zkouska prodluzuje, provede se dalsi méfeni ve 14dennich intervalech po 28. dni.
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1.7.2.2

2.1

2.2

Pfi zkouseni jinych ldtek nez agrochemikalii se pouzije alespont pét zkusebnich koncentraci a obsah
dusi¢nant se ve vzorcich ptid analyzuje na zacdtku expozi¢ni doby (den 0) a na jeho konci (po 28 dnech).
Je-li to povazovdno za nutné, lze provést dalsi priibézné méfeni, napf. v 7. den. Data ziskand 28. den se
pouziji pro stanoveni hodnoty EC, chemické latky. Podle potieby Ize data ze dne 0 u kontrolnich vzorka
pouzit ve zpraveé jako vychozi koncentraci dusi¢nant v ptidé.

Analyza vzorkii piid

Pro kazdy ¢as odbéru vzorki se v exponovanych i kontrolnich vzorcich stanovi obsah dusi¢nand. Dusi¢nany
se extrahuji ze vzorkil tfepanim s vhodnym extrakénim roztokem, napf. s 0,1M roztokem chloridu
draselného. Doporucuje se pouzit 5 ml roztoku KCI na gram susiny ptdy. Pfi optimdlni extrakci by mély
byt nddoby s ptidou a extrakénim roztokem naplnény nejvyse z jedné poloviny. Smési se extrahuji tfepanim
pii 150 ot./min. po dobu 60 minut. Smési se odstiedi nebo zfiltruji a kapalnd fize se analyzuje na dusi¢nany.
Kapalny extrakt zbaveny pevnych ¢astic 1ze pfed analyzou skladovat pti-20 °C (£ 5 °C) po dobu Sesti mésict.

DATA

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Pti zkouseni agrochemikalii se zaznamend mnozstvi vytvotenych dusi¢nant v kazdém duplikdtnim vzorku
a primérné hodnoty se zaznamenaji do tabulky. Rychlost pfemény dusiku se vyhodnoti vhodnymi
vieobecné uzndvanymi statistickymi metodami (napf. F-testem pii 5 % hladiné vyznamnosti). MnoZstvi
vzniklych dusi¢nant se vyjadi{ v mg dusi¢nant na kg susiny ptdy za den. Rychlost tvorby dusi¢nanti se pro
kazdou expozici porovna s rychlosti ziskanou pro kontrolni vzorky a vypocte se odchylka od kontrolnich
vzorkl v procentech.

Pii zkousen{ jinych latek nez agrochemikdlif se stanovi mnozstvi dusi¢nant v kazdém duplikdtnim vzorku
a pro tcely odhadu hodnot EC, se sestroji kfivka zédvislosti odezvy na ddvce. Mnozstvi dusi¢nand
(tj. mnozstvi dusi¢nanti v mg na kg susiny ptdy) zjisténd v exponovanych vzorcich po 28 dnech se porovnaji
s hodnotami zji§ténymi u kontrolnich vzorkt. Z téchto tdaji se pro kazdou zkusebni koncentraci vypocte
velikost inhibice v procentech. Tyto hodnoty v procentech se zanesou do grafu proti koncentraci a poté se
statistickymi metodami vypocitaji hodnoty EC,. Standardnimi metodami (10, 11, 12) se rovnéz vypocitaji
intervaly spolehlivosti (p = 0,95) pro vypoctené hodnoty EC,.

Zkousené latky s vysokym obsahem dusi¢nanti mohou pfispivat k mnozstvi dusi¢nanu vytvoreného pfi
zkousce. Pokud se zkousi vysoké koncentrace téchto latek (napf. chemikalie, u nichz se o¢ekdva opakované
pouziti), musi byt soucasti zkousky vhodné kontrolni vzorky (. puda a zkousend litka bez rostlinné
moucky). Data z téchto kontrol musi byt zohlednéna pii vypoctech EC,.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pokud je pfi hodnoceni vysledki zkousek s agrochemikaliemi pfi jakémkoli odbéru po 28 dnech rozdil
rychlosti tvorby dusi¢nant pfi nizsi expozici (tj. pfi maximdlni ocekdvané koncentraci) a rychlosti tvorby
v kontroldch roven 25 % nebo nizsi, lze konstatovat, Ze zkousend litka nemd dlouhodoby vliv na
transformaci dusiku v ptiddch. Pro hodnoceni vysledkt zkousek jinych latek nez agrochemikalif se pouziji
hodnoty ECs,, EC,5 a/nebo EC,,.
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3.

ZPRAVY

Protokol o zkousce musi obsahovat nésledujici informace:

Uplnou identifikaci pouZité ptidy zahrnujic tyto tdaje:

zem&pisnd poloha mista (zemépisnd sifka a délka);

informace a historii mista (tj. vegetacni kryt, o3etfeni piipravky na ochranu rostlin, pouzit{ hnojiv,
nahodnd kontaminace atd.);

zptisob vyuziti (napf. zemédélskd puda, les atd.);

hloubka odbéru vzorkd (cm);

obsah pisku/prachufjilu (v % susiny);

pH (ve vodé);

obsah organického uhliku (v % susiny);

obsah dusiku (v % susiny);

vychozi koncentrace dusi¢nant (mg dusi¢nant na kg susiny);
kapacita vymény kationt (mmol/kg);

mikrobidlni biomasa v procentech celkového organického uhliku;
odkaz na metody pouZzité pro stanoveni jednotlivych parametrd;
viechny informace tykajici se odbéru a skladovani vzorkd ptd;

podrobné tudaje o piipadné predbézné inkubaci pudy.

Zkousena latka:

fyzikdlni povaha a pifpadné fyzikdlné-chemické vlastnosti;

piipadné ddaje o chemické identifikaci, véetné strukturniho vzorce, Cistoty (tj. procentudlni obsah
ucinné slozky u p¥ipravkd na ochranu rostlin), obsahu dusiku.

Substrét:

zdroj substratu;
slozent (tj. vojtéskovd moucka, zelend travni moucka s vojtéskou);
obsah uhliku, dusiku (v % susiny);

velikost sita (mm).

Zkusebni podminky:

podrobné tidaje o obohaceni piidy organickym substrdtem;

pocet pouzitych koncentraci zkousené litky, popifpadé zdivodnéni volby koncentracf;
podrobné tidaje o aplikaci zkousené litky do piidy;

inkubacni teplota;

vlhkost ptidy na zacatku zkousky a v jejim prtibéhu;

pouzitd metoda inkubace pudy (tj. inkubace souhrnného vzorku, nebo inkubace jednotlivych dil¢ich
vzorkt pudy);

pocet duplikdtnich vzorka;
doby odbéru vzorkd;

metoda pouzitd pro extrakci dusi¢nant z pudy.
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Vysledky:

— postup analyzy a zafizeni pouZité pro stanoveni dusi¢nant;

— jednotlivé naméfené hodnoty obsahu dusi¢nani a jejich primérné hodnoty ve formé tabulky;
— rozdily mezi duplikdtnimi vzorky u exponovanych a kontrolnich vzorkd pud;

— podle potieby vysvétleni oprav provedenych pfi vypoctech;

— procentudlni odchylka v rychlosti tvorby dusi¢nant pro kazdou dobu odbéru vzorkd, popiipadé
hodnota EC5, s 95 % intervalem spolehlivosti, jiné hodnoty EC, (tj. EC,5 nebo EC,) s intervaly
spolehlivost a graf kiivky zévislosti odpovédi na ddvce;

— statistické zpracovani vysledka;

— v3echny informace a pozorovéni uzite¢né pro interpretaci vysledkd.
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1.1

C.22. PUDNI MIKROORGANISMY: ZKOUSKA NA TRANSFORMACI UHLIKU

METODA

Tato metoda je replikou metody OECD TG 217 (2000).

UvVOD

Tato zkuSebni metoda popisuje laboratorni postup pro vysetfovani moznych dlouhodobych ucinka
jednorazové expozice pifpravkim na ochranu rostlin a popiipadé jinym chemicky litkam na aktivitu
ptdnich mikroorganisma pfi transformaci uhliku. Tato zkouska je v zdsadé zaloZena na doporuceni
Evropské a sttedozemni organizace ochrany rostlin (European and Mediterranean Plant Protection Organization,
EPPO) (1). Bylo v8ak pfihlédnuto k jinym doporucenim napf. doporucenim némeckého tstavu Biologische
Bundesanstalt (2), agentury US Environmental Protection Agency (3) a spolecnosti SETAC (4). O poctu
a druzich ptd vyuzitelnych pro tuto zkousku byla uc¢inéna dohoda na seminafi OECD o vybéru pud
a sedimentt v Belgirate, Itdlii v roce 1995 (5). Doporuceni pro odbér, zpracovéni a skladovan{ piidnich
vzorkt je zaloZeno na smérnici ISO (6) a na doporucenich ze seminafe v Belgirate.

Pii posuzovani a hodnoceni toxickych vlastnosti zkousenych latek muze byt zddouci stanovit u¢inky na
aktivitu padnich mikroorganisma, napf. jsou-li pozadovany udaje o vedlejsich acincich ptipravki na
ochranu rostlin na ptidni mikrofléru nebo ocekavé-li se expozice ptidnich mikroorganismii chemickym
latkdm jinym neZ piipravkiim na ochranu rostlin. Cilem zkousky na transformaci uhliku je zjistit G¢inky
takovych chemickych ldtek na ptdni mikrofléru. Pokud se zkouseji agrochemikdlie (napf. pFipravky na
ochranu rostlin, hnojiva, chemické piipravky pro lesnictvi), provadi se jak zkouska na transformaci uhliku,
tak zkouska na transformaci dusiku. Pokud se zkouseji jiné chemické litky nez agrochemikdlie, postacuje
zkouska na transformaci dusiku. Nachdzeji-li se v3ak u téchto chemickych litek hodnoty ECs, pro
transformaci dusiku v rozpéti hodnot zjisténych pro komeréné dostupné inhibitory nitrifikace
(napf. nitrapyrin), lze pro ziskdni dalSich informaci provést zkousku na transformaci uhliku.

Pady se sklddaji z Zivych a nezivych slozek, které se vyskytuji ve formé slozitych a heterogennich smési.
Mikroorganismy hraji ddlezitou roli v rozkladu a transformaci organickych ldtek v drodnych piiddch,
pfi¢emz rizné druhy pfispivaji k riiznym aspektiim trodnosti ptidy. Jakékoli dlouhodobé poruseni téchto
biochemickych procestt by mohlo porusit kolobéh Zzivin a to by mohlo mit vliv na drodnost pudy.
K transformaci uhliku a dusiku dochdzi u vsech trodnych pid. Ackoliv se populace mikroorganismd
odpovédnych za tyto procesy u jednotlivych piid 1isf, jednd se v podstaté o totéz schéma transformace.

Popsand zkusebni metoda slouzi ke zjisténi dlouhodobych nepiiznivych G¢inkt litky na proces
transformace uhliku v aerobnich povrchovych piidach. Zkouska je citlivd na zmény ve velikosti a aktivité
mikrobidlni populace, kterd je odpovédnd za transformaci uhliku, nebot tyto populace budou vystaveny jak
chemickému stresu, tak nedostatku uhliku. Pouziji se piscité piidy s nizkym obsahem organického materidlu.
Tyto pidy se exponuji zkouSené ldtce a inkubuji za podminek, které umoznuji rychly mikrobidlni
metabolismus. Za téchto podminek se zdroje snadno dostupného uhliku rychle vycerpaji. To zplisobi
nedostatek uhliku, ktery vede nejen k odumfeni mikrobidlnich bunék, ale také indukuje klidové stadium
a/nebo tvorbu sportl. Pokud se zkouska provddi déle nez 28 dnd, lze souhrn téchto reakci méfit
v kontrolnich vzorcich (neexponovand putda) jako postupnou ztrdtu metabolicky aktivni mikrobidln{
biomasy (7). Pokud je biomasa v ptidé s nedostatkem uhliku za podminek zkousky ovlivnéna piitomnosti
chemické latky, pravdépodobné se nevréti do téhoz stavu jako kontrolni vzorek. Poruseni stavu zptisobené
zkousenou ldtkou kdykoliv béhem zkousky tedy casto pfetrvava az do konce zkousky.
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1.2

1.3

1.4

1.5

Zkouska, na niZ je zaloZena tato zkusebni metoda, byla zprvu vyvinuta pro litky, u nichz lze predvidat
mnozstvi, které pronikne do pidy. Pfikladem jsou ptipravky na ochranu rostlin, u nichz je polni aplikacni
ddvka zndmd. U agrochemikélii postacuje provést zkousku se dvéma trovnémi dévky, které odpovidaji
pfedpoklddané nebo odhadované aplika¢ni ddvce. U agrochemikadlii I1ze zkouset a¢inné slozky nebo
piipravky v komer¢ni dpravé. Zkouska vsak neni omezena na chemické latky, jejichZ koncentraci v Zivotnim
prostiedi 1ze pfedpovédét. Zménou mnozstvi zkousené ltky aplikované na ptudu a zpusobu vyhodnoceni
udajii lze zkousku vyuzit také pro chemické latky, u nichZ neni zndmo, v jakém mnozZstvi proniknou do
pudy. U jinych chemickych latek nez agrochemikalii se proto stanovuje dcinek fady koncentraci na
transformaci uhliku. Udaje z téchto zkousek se pouZiji k sestrojen kiivky zdvislosti odezvy na ddvce
a k vypoctu hodnot EC,, kde x je procentudlni tcinek.

DEFINICE

Transformace uhliku: je rozklad organického materidlu piisobenim mikroorganismd, jehoz vysledkem je
kone¢ny produkt - anorganicky oxid uhlicity.

EC, (Utinnd koncentrace): je koncentrace zkousené litky v piidé, kterd vede k x-procentni inhibici
transformace uhliku na oxid uhlicity.

ECs, (Medidn 6&inné koncentrace): je koncentrace zkousené litky v padé, kterd vede k 50 % inhibici
transformace uhliku na oxid uhlicity.

REFERENCNI LATKY
74dné.
PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Prosetd ptda se bud exponuje zkusebni ltce, nebo se ponechd neexponovand (kontrola). P zkouseni
agrochemikalif se doporucuje provést zkousku s nejméné dvéma koncentracemi zvolenymi tak, aby byly
v urcitém vztahu k nejvyssi predpoklddané koncentraci na poli. Po 0, 7, 14 a 28 dnech inkubace se vzorky
exponované a kontrolni piidy smisi s glukosou a po nasledujicich 12 h se méfi respiracni rychlost vyvoland
glukosou. Respira¢ni rychlost se vyjadii jako uvolnény oxid uhlic¢ity (v mg oxidu uhli¢itého na kg susiny za
hodinu) nebo jako spotiebovany kyslik (v mg kysliku na kg pady za hodinu). Priimérnd respira¢ni rychlost
u exponovanych vzorkil pud se porovnd s rychlosti u kontrolnich vzorkd a vypocte se procentudlni
odchylka exponovanych vzorka od kontrolnich vzorkd. Viechny zkousky musi probihat alespon 28 dnt.
Jsou-li 28. den rozdily mezi experimentalni a kontrolni piidou rovné 25 % nebo vétsi, v méfeni se pokracuje
ve 14dennich intervalech nejdéle do 100 dnii. Pfi zkouseni jinych chemickych latek nez agrochemikalif se
do vzorki pudy pfidd fada koncentraci zkousené litky a respira¢ni rychlost vyvoland glukosou (tj. primérné
mnozstvi uvolnéného oxidu uhli¢itého nebo spotfebovaného kysliku) se zméif po 28 dnech. Vysledky
zkousek s fadou koncentraci se analyzuji za pouziti regresniho modelu a vypoctou se hodnoty EC, (tj. EC5,
EC,5 a/nebo EC, ). Viz definice.

VALIDITA ZKOUSKY

Vyhodnoceni vysledkt zkousek u agrochemikdlii se provddi s relativné malymi rozdily (. promérnd
hodnota * 25 %) mezi uvolnénym oxidem uhli¢itym nebo spotiebovanym kyslikem u kontrolnich
a exponovanych vzorkd, takze velké kolisdn{ u kontrolnich vzorkti mize vést k nesprédvnym vysledkam.
Rozdily mezi jednotlivymi kontrolnimi vzorky by proto mély byt mensi nez + 15 %.
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1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

POPIS METODY

ZkuSebni zafizeni

Pii zkousce se pouziji nddoby z chemicky inertniho materidlu. Mély by mit vhodny objem, ktery bude
odpovidat postupu pouZitému pro inkubaci pudy, tzn. bud inkubace souhrnného vzorku ptdy, nebo
inkubace jednotlivych vzorkd pudy (viz oddil 1.7.1.2). Je tieba, aby béhem zkousky doslo k co nejmensim
ztrdtdm vody a aby byla umoznéna vyména plynt (napf. tim, Ze se nddoby zakryji perforovanou
polyethylenovou f6lif). Pfi zkouseni tékavych ldtek se pouziji hermeticky uzaviratelné nddoby. Mély by byt
tak velké, aby pfiblizné jedna Ctvrtina jejich objemu byla zaplnéna vzorkem pudy.

Pro stanoveni respirace vyvolané glukosou jsou nezbytné inkubaéni systémy a piistroje pro méfeni
uvolnovaného oxidu uhlicitého nebo spotieby kysliku. Piiklady takovych systémt lze nalézt v literatufe (8,
9,10, 11).

Vybér a pocet pid

Pouzije se jedna ptida. Pida by méla mit tyto vlastnosti:
— obsah pisku: nejméné 50 % a nejvyse 75 %;
— pH: 5,5-7,5;
— obsah organického uhliku: 0,5 — 1,5 %;

— stanovi se mikrobidlni biomasa (12, 13) a jeji obsah uhliku by mél tvofit nejméné 1 % celkového
organického uhliku v padé.

zkousené chemické latky je minimalni a jeji dostupnost pro mikroorganismy je maximadlni. V disledku toho
je zpravidla zkouseni s dal$imi ptidami zbyte¢né. Za urcitych okolnosti viak muze byt pouziti dalsi ptdy
nezbytné, napf. pfi zamysleném hlavnim pouziti zkousené ldtky na urcité druhy ptd, jako jsou kyselé lesni
pudy nebo elektrostaticky nabité ptidy.

Odbér a skladovini vzorkd pid
Odbér

K dispozici by mély byt podrobné informace o historii mista, ze kterého je ptida odebirdna. Mezi témito
informacemi musi byt pfesnd poloha, vegetace, tidaje o oSetfovani piipravky na ochranu rostlin, pouZiti
organickych a mineralnich hnojiv, pfidavky biologického materidlu nebo ndhodna kontaminace. Pro odbér
ptdy by mélo byt zvoleno misto, které umoznuje dlouhodobé pouzivani. Vhodnymi misty jsou trvalé
pastviny, pole s jednoletymi obilovinami (kromé kukufice) nebo husté oseté plochy zeleného hnojeni. Mista
vybrand pro odbér vzorkti by neméla byt minimdlné jeden rok pfed odbérem osetfovana piipravky na
ochranu rostlin. Rovnéz by neméla byt alespon Sest mésicti pouzita organickd hnojiva. Pouziti minerdlnich
hnojiv je ptipustné pouze tehdy, je-li to nezbytné pro plodiny, a vzorky ptidy by nemély byt odebirany diive
nez po tfech mésicich po aplikaci. Nemély by byt pouzivany ptdy s hnojivy, o nichZ je zndmo, Ze maji
biocidni t¢inky (napf. kyanamid vdpenaty).

Vzorky by nemély byt odebirdny pii dlouhych obdobich sucha nebo podmaceni (delsich nez 30 dnt) nebo
po nich. Vzorky ornych ptd se odebiraji z hloubky 0 az 20 cm. U luk (pastvin) nebo jinych pud, u nichz
po delsi dobu (alespoii po jedno vegetacni obdobi) nebyla provadéna orba, mtize maximalni hloubka odbéru
mirné piekracovat 20 cm (napf. aZ 25 c¢m). Vzorky ptid by mély byt pfepravoviny v takovych nddobdch
a za takové teploty, aby bylo zaruceno, Ze se ptivodni vlastnosti pudy vyznamné nezméni.
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1.6.3.2

1.6.4.1

1.6.4.2

Skladovdni

Upfednostiiuje se pouZiti Cerstvé odebrané ptdy. Pokud je skladovani ptdy v laboratofi nevyhnutelné, maze
byt skladovéna v temnu pii 4 °C £ 2 °C po dobu maximalné tf mésict. Béhem skladovani ptad musi byt
zajistény aerobni podminky. Pokud jsou ptdy odebirdny z oblasti, v nichZ jsou po dobu alespon tif mésict
v roce zmrzlé, lze zvazit Sestimésicni skladovéani pti -18 °C. Pfed kazdym experimentem se stanovi
mikrobidlni biomasa skladovanych ptd a uhlik pochazejici z biomasy by mél tvofit nejméné 1 % celkového
organického uhliku v piidé (viz oddil 1.6.2).

Zachdzeni s pudou a jeji pfiprava pro zkousku
Predbéznd inkubace

Pokud byla ptida skladovana (viz oddil 1.6.3.2 a 1.7.1.3), doporucuje se provést predbéznou inkubaci v délce
2 az 28 dnti. Teplota a vlhkost pidy béhem ptedbézné inkubace by mély byt podobné podminkdm pii
zkousce (viz oddily 1.6.4.2 a 1.7.1.3).

Fyzikdlné-chemické vlastnosti

Z pidy se ru¢né odstrani velké kusy (napf. kameny, Cdsti rostlin atd.) a poté se za vlhka, aniz je pida
nadmérné vysousena, proseji Castice o velikosti 2 mm a mensi. Vlhkost vzorku piidy se upravi destilovanou
nebo deionizovanou vodou na hodnotu 40 % az 60 % maximaln{ vodni kapacity.

Piiprava zkouSené litky pro aplikaci na pidu

Zkousend latka se obvykle aplikuje pomoci nosice. Nosi¢em muze byt voda (u litek rozpustnych ve vodg¢)
nebo inertni tuhd ldtka, napf. jemny kfemicity pisek (velikost zrna: 0,1 — 0,5 mm). Jiné kapalné nosice nez
voda (napf. organickd rozpoustédla jako aceton, chloroform) by nemély byt pouzivany, nebot mohou znicit
mikrofléru. Pouzije-li se jako nosi¢ pisek, mlize byt obalen zkousenou litkou rozpusténou nebo
rozptylenou ve vhodném rozpoustédle. V takovém piipadé se rozpoustédlo pred smisenim s padou odstrani
odpatenim. Pro optimalni rozptyleni zkousené litky v piidé se doporucuje pouzit 10 g pisku na kilogram
pldy (vztaZzeno na susinu). Do kontrolnich vzorka se aplikuje pouze odpovidajici mnozstvi vody a/nebo
pisku.

Pii zkouseni t€kavych chemickych ldtek je tfeba zabrénit ztratdm pii aplikaci a pokusit se o homogenn{
rozptyleni latky v padé (litka se napf. nastitkne do plidy na vice mistech).

ZkuSebni koncentrace

P zkousen{ pfipravkd na ochranu rostlin nebo jinych chemickych litek, u nichz lze predpovédét
koncentraci v Zivotnim prostfedi, se pouZiji alesponl dvé koncentrace. Nizs koncentrace by méla odpovidat
piinejmensim maximédlnimu ocekdvanému mnozstvi litky, které v redlnych podminkéch pronikne do pidy,
zatimco vys$i koncentrace by méla byt ndsobkem nizsi koncentrace. Vypocet koncentrace zkousené latky
piiddvané do ptdy se provede za predpokladu rovnomérného zapraveni do hloubky 5 cm a pro sypnou
hustotu piidy 1,5. U agrochemikalii, které se aplikuji pfimo do ptdy, nebo u chemikdlii, u nichz Ize
mnozstvi, které se dostane do pudy, predpovédét, jsou doporucenymi zkusebnimi koncentracemi
piedpoklddané koncentrace v Zivotnim prostiedi (Predicted Environmental Concentration, PEC) a jejich
pétindsobky. U latek, které se zpravidla aplikuji do ptdy nékolikrdt za sezénu, se zkusebni koncentrace
odvodi ze sou¢inu PEC a o¢ekdvaného maximdlniho poctu aplikaci. Horni koncentrace by vsak neméla
piekrocit desetindsobek maximdlni jednordzové aplikované davky.

U jinych latek nez agrochemikalii se pouzije geometrickd fada nejméné péti koncentraci. V rozpéti téchto
zkusebnich koncentraci by se mély nachdzet stanovované hodnoty EC,.
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1.7

1.7.1.1

1.7.1.2

1.7.1.3

1.7.2.1

PROVEDENI ZKOUSKY

Podminky expozice
Expozice a kontrola

Pii zkouseni agrochemikalif se ptida rozdéli na tfi dily o stejné hmotnosti. Dva dily se smisi s nosi¢em
obsahujicim latku a t¥eti dil se smisi pouze s nosi¢em (kontrola). Doporucuje se, aby byla zkouska provedena
s minimdlné tfemi duplikdtnimi vzorky exponovanych i neexponovanych ptd. Pfi zkouseni jinych latek nez
agrochemikalif se puda rozdéli na Sest dilt o stejné hmotnosti. P&t vzorka se smisi s nosicem obsahujicim
zkouSenou latku a Sesty vzorek se smisi pouze s nosicem bez chemické latky. Doporucuje se pouzit tfi
duplikdtni vzorky exponované i neexponované pudy. Je tieba vénovat pozornost homogennimu rozptyleni
zkousené latky v exponovanych vzorcich piidy. Pfi miseni by nemélo dochdzet k hutnéni nebo shlukovani

pudy.
Inkubace vzorkil piid

Inkubaci vzork piid 1ze provést dvéma zptusoby: se souhrnnym vzorkem exponované pudy a souhrnnym
vzorkem neexponované ptdy, nebo se sériemi jednotlivych stejné velkych dil¢ich vzorka jak exponované,
tak neexponované pudy. U tékavych ldtek se vSak zkouska provadi pouze se sériemi jednotlivych dil¢ich
vzorkt. Pokud se inkubuji souhrnné vzorky, ptipravi se velkd mnozstvi exponované a neexponované pudy
a beéhem zkousky se podle potieby odebiraji diléi vzorky k analyze. Vychozi mnozstvi pfipravené pro
exponované vzorky a kontrolni vzorky zdvisi na velikosti dil¢ich vzorkd, poctu duplikdtnich vzorkd
pouzitych pro analyzu a na predpoklddaném poctu intervald, v nichz se odeberou vzorky. Ptidy inkubované
jako souhrnny vzorek se pfed odbérem dil¢ich vzorkt dukladné promisi. Pokud se inkubuji série
jednotlivych vzorkd ptd, rozdéli se souhrnny vzorek exponované pudy a souhrnny vzorek neexponované
ptdy na pozadovany pocet dil¢ich vzorkd a ty se pouziji podle potfeby. U experimentt, kdy lze
piedpoklddat vice nez dva intervaly odbéru, by mél byt pfipraven dostatecny pocet dil¢ich vzork s ohledem
na viechny duplikdtni vzorky a vechny intervaly odbéru. Alespon tii duplikdtni vzorky zkuSebni pidy mély
byt inkubovany za aerobnich podminek (viz oddil 1.7.1.1). U v8ech zkousek by mély byt pouzity vhodné
naddoby s dostate¢nym prostorem pod vikem, aby nenastaly anaerobni podminky. U tékavych latek se
zkouska provadi pouze se sériemi jednotlivych dil¢ich vzorka.

Podminky zkousky a jeji trvdni

Zkouska se provadi v temnu pii pokojové teploté 20 °C (+ 2 °C). Vlhkost vzorku ptdy se udrzuje po dobu
zkousky v rozmez{ 40 % az 60 % (+ 5 %) maximdlni vodni kapacity pudy (viz oddil 1.6.4.2). Podle potieby
se ptiddva destilovand nebo deionizovand voda.

Zkousky trvaji nejméné 28 dnu. Pfi zkouskdch agrochemikalif se porovnd mnozstvi uvolnéného oxidu
uhli¢itého nebo mnozstvi spotiebovaného kysliku v exponovanych a kontrolnich vzorcich. Pokud se
28. dne tyto rychlosti lif o vice nez 25 %, pokracuje se ve zkousce do doby, nez rozdil klesne na 25 % a méng,
nebo do 100 dnd, podle toho, co nastane dfive. U jinych chemickych latek nez agrochemikalif se zkouska
ukonéi po 28 dnech. 28. den se stanovi mnozstvi uvolnéného oxidu uhli¢itého nebo mnozstvi
spotiebovaného kysliku u exponovanych a kontrolnich vzorka a vypocitaji se hodnoty EC,.

Odbéry vzorkii a analyzy pid
Intervaly odbéru vzorkii

Pii zkouseni agrochemikalii se rychlost respirace vyvolané glukosou ve vzorcich analyzuje 0., 7., 14.
a 28. den. Pokud se zkouska prodluzuje, provede se dalsi méfeni ve 14dennich intervalech po 28. dni.

Pfi zkousent jinych ldtek nez agrochemikalif se pouZije alespoii pét zkusebnich koncentraci a obsah respirace
vyvolané glukosou se ve vzorcich ptid analyzuje na zacitku expozi¢ni doby (den 0) a na jejim konci
(po 28 dnech). Je-li to povazovano za nutné, lze provést dali pribézné méfeni, napf. 7. den. Data ziskand
28. den se pouziji pro stanoveni EC, chemické ldtky. V piipadé potieby lze data ze dne 0 u kontrolnich
vzorkti pouzit k odhadu vychoziho mnoZstvi metabolicky aktivni mikrobidlni biomasy v pude.
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1.7.2.2

2.1

2.2

Meéeni rychlosti respirace vyvolané glukosou

Pro kazdy okamzik odbéru vzorki se v exponovanych i kontrolnich vzorcich stanovi rychlost respirace
vyvolané glukosou. Vzorky ptd se smisi s dostatecnym mnozstvim glukosy, aby se ihned vyvolala
maximdlni respira¢ni odezva. Mnozstvi glukosy potfebné pro vyvoldni maximdlni respiracni odezvy u dané
pidy lIze stanovit v orienta¢ni zkousce se sérii koncentraci glukosy (14). U piscitych pud s obsahem
organického uhliku od 0,5 do 1,5 % obvykle sta¢i 2 000 mg az 4 000 mg glukosy na kg susiny. Glukosu
1ze rozmélnit na prasek s ¢istym kiemennym piskem (10 g pisku na kg susiny) a homogenné smisit s ptidou.

Vzorky ptidy obohacené glukosou se inkubuji ve vhodné aparatute, kterd umoziuje méfit respiraéni
rychlosti pfi 20 °C (£ 2 °C) kontinudlng, kazdou hodinu, nebo kazdé dvé hodiny (viz oddil 1.6.1). Méfeni
uvolnéného oxidu uhlicitého nebo spotiebovaného kysliku se provadi nepfetrzité po dobu 12 h a méfeni
se zahdji co nejdfive, tj. do 1 az 2 h po pridani glukosy. Zmé#i se celkové mnozstvi uvolnéného oxidu
uhli¢itého nebo celkové mnozZstvi spotfebovaného kysliku za 12 h a stanovi se primérnd respiracni rychlost.

DATA

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Pfi zkouSeni agrochemikdlii se zaznamend mnoZstvi uvolnéného oxidu uhlicitého nebo mnozstvi
spotiebovaného kysliku u kazdého duplikdtniho vzorku a pramérné hodnoty se zaznamenaji do tabulky.
Vysledky se vyhodnoti vhodnymi vieobecné uzndvanymi statistickymi metodami (napt. F-testem pii 5 %
hladiné vyznamnosti). Rychlosti respirace vyvolané glukosou se vyjadii v mg oxidu uhli¢itého na kg susiny
za hodinu nebo v mg kysliku na kg susiny za hodinu. Primérnd rychlost uvoliovani oxidu uhli¢itého nebo
priimérnd rychlost spotieby kysliku u kazdé expozice se porovnd s odpovidajicimi hodnotami u kontrolnich
vzorkl a vypocte se procentudlni odchylka exponovanych vzorki od kontrolnich vzorkd.

Pfi zkouSeni jinych latek nez agrochemikalil se stanovi mnozstvi uvolnéného oxidu uhlicitého nebo
mnozstvi spotfebovaného kysliku v kazdém duplikdtnim vzorku a pro tcely odhadu hodnot EC, se sestroji
kfivka zédvislosti odezvy na ddvce. Rychlosti respirace vyvolané glukosou (tj. mg oxidu uhli¢itého na kg
sudiny za hodinu nebo mg kysliku na kg susiny za hodinu) zjiténé v exponovanych vzorcich po 28 dnech
se porovnaji s hodnotami zjisténymi u kontrolnich vzorkd. Z téchto tdaji se pro kazdou zkuSebni
koncentraci vypocte velikost inhibice v procentech. Tyto hodnoty v procentech se zanesou do grafu proti
koncentraci a poté se statistickymi metodami vypocitaji hodnoty EC,. Standardnimi metodami (15, 16, 17)
se rovnéZ vypocitaji intervaly spolehlivosti (p = 0,95) pro vypoctené hodnoty EC,.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pokud je pfi hodnoceni vysledké zkousek s agrochemikaliemi pii kterémkoli odbéru po 28 dnech rozdil
respira¢nich rychlosti pfi nizsi expozici (tj. pfi maximalni ocekdvané koncentraci) a rychlosti u kontroly
roven 25 % nebo nizsi, 1ze konstatovat, Ze zkousend ldtka nemd dlouhodoby vliv na transformaci uhliku
v pidéch. Pro hodnoceni vysledka zkousek jinych latek nez agrochemikdlif se pouziji hodnoty ECs, EC,5
a/nebo ECy,.
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3. ZPRAVY

3.1 PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce musi obsahovat ndsledujici informace:

Uplnou identifikaci pouzité ptidy zahrnujici tyto Gdaje:

zemépisnd poloha mista (zemépisnd sifka a délka);

informace o historii mista (tj. vegeta¢ni kryt, oetfeni piipravky na ochranu rostlin, pouziti hnojiv,
nahodnd kontaminace atd.);

zplisob vyuzit (napf. zemédélskd pida, les atd.);

hloubka odbéru vzorkd (cm);

obsah pisku/prachufjilu (v % susiny);

pH (ve vodé);

obsah organického uhliku (v % susiny);

obsah dusiku (v % susiny);

kapacita vymeény kationti (mmol/kg);

vychozi mikrobidlni biomasa v procentech celkového organického uhliku;
odkaz na metody pouzité pro stanoveni jednotlivych parametrt;

vSechny informace tykajici se odbéru a skladovani vzorkt pid;

podrobné tdaje o piipadné predbézné inkubaci ptdy.

Zkousena latka:

fyzikdlni povaha a piipadné jeji fyzikdlné-chemické vlastnosti;

piipadné udaje o chemické identifikaci, véetné strukturniho vzorce, Cistoty (tj. procentudlni obsah
Gcinné slozky u piipravkd na ochranu rostlin), obsahu dusiku.

Zkusebni podminky:

podrobné tidaje o obohaceni piidy organickym substritem;

pocet pouzitych koncentraci zkousené litky, popiipadé zdtvodnéni volby koncentract;
podrobné tidaje o aplikaci zkousené ldtky na pudu;

inkubacni teplota;

vlhkost ptidy na zacitku zkousky a v jejim priibéhu;

pouzitd metoda inkubace (tj. bud inkubace souhrnného vzorku ptdy, nebo inkubace jednotlivych
dil¢ich vzorkt pidy);

pocet duplikdtnich vzorka;

doby odbéru vzorkda.
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Vysledky:

metoda a zafizeni pouzité pro méfeni respira¢nich rychlost;

udaje véetné jednotlivych hodnot a primérnych hodnot mnozstvi oxidu uhli¢itého nebo kysliku
zpracované | ve formé tabulky;

rozdily mezi duplikdtnimi vzorky u exponovanych a kontrolnich vzorkd pud;
v piipadé potieby vysvétleni oprav provedenych pii vypoctech;

procentudln{ odchylka v rychlostech respirace vyvolané glukosou pro kazdou dobu odbéru vzork,
popiipadé hodnota ECsy s 95 % intervalem spolehlivosti, jiné hodnoty EC, (tj. EC,5 nebo EC,)
s intervaly spolehlivosti a graf kiivky zdvislosti odpovédi na ddvce;

piipadné statistické vyhodnoceni vysledk;

viechny informace a pozorovéni uzite¢né pro interpretaci vysledkd.
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1.1

1.2

C.23. AEROBNI A ANAEROBNI TRANSFORMACE V PUDE

METODA

Tato zku3ebni metoda je replikou metody OECD TG 307 (2002).
UvoD

Tato zkusebni metoda je zaloZena na existujicich smérnicich (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). Postup popsany v této
zkuSebn{ metodé je vyvinut pro ticely hodnoceni aerobni a anaerobni transformace chemické litky v ptide.
Ucelem experimentu je stanovit i) rychlost transformace zkousené latky a ii) povahu a rychlost tvorby
arozkladu transformacnich produktd, kterym mohou byt rostliny a ptidni organismy vystaveny. Tyto studie
jsou pozadovany u chemickych latek, které se aplikuji pfimo do ptdy nebo pravdépodobné mohou
proniknout do ptdniho ekosystému. Vysledky téchto laboratornich studii mohou byt také pouzity pro
vypracovani postupt odbéru vzorkt a analyzy u podobnych polnich studii.

Pro vyhodnoceni zptisobu transformace obvykle postacuji aerobni a anaerobni studie s jednim druhem pidy
(8, 10, 11). Rychlosti transformace se stanovi alespon pro tfi dalsi pady (8, 10).

O poctu a druzich ptd, které maji byt pouzity v této zkousce, doso k dohodé na semindti OECD Workshop
on soil/sediment Selection v Belgirate v Itdlii v roce 1995. Druhy zkusebnich piid by mély byt reprezentativni
pro environmentdlni podminky, v nichz dojde k pouziti litky nebo k jejimu uvolnéni. Napiiklad chemické
latky, k jejichz uvolnéni muze dojit v subtropickém az tropickém klimatu, by mély byt zkouseny s ferrasoly
nebo nitosoly (systém FAO). Na tomto seminéfi byla také vyddna doporuceni tykajici se odbéru, zpracovani
a skladovani vzorka piid zaloZend na smérnicich ISO (15). Tato metoda se rovnéz tykd pud ryzovych poli.

DEFINICE
Zkousend litka: jakdkoli ldtka, at jiz vychozi litka, nebo pfislusné transformaéni produkty.

Transformacni produkty: vsechny ltky vznikajici pfi biotickych a abiotickych transformacnich reakcich
zkousené latky, véetné CO, a latek, které jsou piitomny ve vazanych reziduich.

Vézand rezidua: slouCeniny v ptidé, rostliné nebo v Zivocichu, které po extrakci zlistdvaj{ v matrici ve formé
vychozi latky nebo (jejtho metabolitu (jejich metabolitti) nebo transformacnich produktii. Metoda extrakce
nesmi podstatné ménit samotné slouceniny nebo strukturu matrice. Povahu vazeb Ize ¢dstecné vyjasnit
extrakei spojenou se zménami v matrici a ndro¢nymi analytickymi technikami. Dosud byly timto zptisobem
vyjasnény napf. kovalentni, iontové a adsorpéni vazby a rovnéz zchyty. Tvorba vdzanych rezidui obecné
podstatné sniZuje biologickou pfistupnost a dostupnost (12) [upraveno podle [IUPAC 1984 (13)].

Aerobni transformace: reakce, ke kterym dochdzi za pfitomnosti kysliku (14).
Anaerobni transformace: reakce probihajici s vylou¢enim molekuldrniho kysliku (14).

Pida: smés minerdlnich a organickych chemickych slozek ozivend malymi organismy (vétSinou
mikroorganismy), pfi¢emz organické slozky obsahuji slouceniny s vysokym obsahem uhliku a dusiku
a vysokou molekulovou hmotnosti. Lze pracovat s dvéma formami ptdy:

a) s neporusenou pudou, jak v pribéhu ¢asu vznikla, s charakteristickymi vrstvami riznych druhd ptdy;

b) s porusenou piidou, kterd se obvykle vyskytuje na obdéldvanych polich v pfipadé, Ze se vzorky odebiraji
vyryvanim a pouzivaji se v této zkuSebni metodé (14).
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1.3

1.4

1.5

Mineralizace: Gplny rozklad organické slouceniny na CO,, H,O za aerobnich podminek a na CH,, CO,
a H,0 za anaerobnich podminek. V souvislosti s touto metodou, pfi niZ se pouZzivaji slouCeniny znacené
radioisotopy, se mineralizaci rozumi rozséhly rozklad molekuly, pfi némz se radioisotopy uhliku oxiduji
za tvorby odpovidajictho mnozstvi 1*CO, (14).

Polodas: t, s, je Cas, za ktery dojde k 50 % transformaci zkousené latky, jestlize lze transformaci popsat
kinetikou prvniho fadu; nezdvisi na pocdte¢ni koncentraci.

DT, (doba odbourdni 50): doba, za kterou se pocatecni koncentrace zkousené latky snizi o 50 %; lisi se
od polocasu t, 5, pokud transformace neprobiha podle kinetiky prvniho fadu.

DT, (doba odbouréni 75): doba, za kterou se pocatecni koncentrace zkousené latky snizi o 75 %.

DT,, (doba odbouréani 90): doba, za kterou se pocate¢ni koncentrace zkousené ltky snizi o 90 %.

REFERENCNI LATKY

Referencni ldtky se pouziji pro charakterizaci ajnebo identifikaci transformacnich produktd
spektroskopickymi a chromatografickymi metodami.

POUZITELNOST ZKOUSKY

Tato je metoda je pouzitelnd pro vSechny chemické litky (neznacené nebo znacené radioaktivnimi isotopy),
pro néz je k dispozici analytickd metoda s dostate¢nou spravnosti a citlivosti. Je pouzitelnd pro mirné tékavé
a net€kavé slouceniny rozpustné i nerozpustné ve vodé. Zkouska by neméla byt pouzita u litek, které z pady
silné tékaji (napt. fumiganty, organickd rozpoustédla), a nelze je tedy v piidé udrzet za experimentdlnich
podminek této zkousky.

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

Pro stanoveni rychlosti transformace Ize pouzit jak litky neznacené radioisotopy, tak znacené latky.
Znaleny materidl je nezbytny pro studium zplsobu transformace a pro stanoveni litkové bilance.
Doporucuje se znaceni isotopem '*C, aviak uziteéné mohou byt i jiné isotopy, napi. '>C, °N, *H, *2P.
Znacena by méla byt pokud mozno nejstabilngjsi ¢4st/csti molekuly (1). Cistota latky by méla byt alespon
95 %.

Pred provedenim zkousky na aerobni a anaerobni transformaci v ptdé by mély byt k dispozici alespon tyto
informace o ldtce:

a) rozpustnost ve vodé (metoda A.6)

(=5

) rozpustnost v organickych rozpoustédlech;

(e}

) tlak par (metoda A.4) a Henryho konstanta;

o

) rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda (metoda A.8);

o

) chemickd stabilita v temnu (hydrolyza) (metoda C.7);

R

pK,, pokud u molekuly nastdvd protonace nebo deprotonace [smérnice OECD 112 ] (16).

Mezi dalsi uzite¢né informace patii tidaje o toxicité zkousené latky pro ptidni mikroorganismy [zkuSebn{
metody C.21 a C.22] (16).

K dispozici by mély byt analytické metody (v€etné extrakénich a izola¢nich metod) pro kvantitativni
stanoveni a identifikaci zkouSené ldtky a jejich transformacnich produkti.

Pokud napiiklad zkousend latka obsahuje jeden kruh, je tfeba, aby byl tento kruh oznacen. Pokud zkousend litka obsahuje dva

nebo vice kruhti, mize byt nezbytné provést samostatné studie s cilem podchytit zbytky kazdého z kruhd, a ziskat tak vhodné
informace o tvorbé transformacnich produkti.
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1.6

1.7

1.7.1

1.7.2

1.7.3

1.8

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Vzorky pudy se exponuji zkusebni ldtce a inkubuji se v temnu v biometrickych bankach nebo v pritokovych
systémech za fizenych laboratornich podminek (pfi konstantni teploté a vlhkosti piidy). Ve vhodnych
intervalech se vzorky pid extrahuji a analyzuje se obsah vychozi litky a transformacnich produkti.
Vhodnym absorpénim zafizenim se k analyze shromdzdi také tékavé produkty. Prostrednictvim materidlu
znaceného isotopem '*C Ize po zachyceni uvolnéného '*CO, méfit riizné rychlosti mineralizace zkousené
latky a dale Ize stanovit latkovou bilanci véetné tvorby vazanych rezidui v pudé.

KRITERIA JAKOSTI
Vytéznost

Extrakce a analyza provedend alespon u dvou duplikdtnich vzorka pudy ihned po pfidani zkousené latky
poskytne prvni informaci o opakovatelnosti analytické metody a o stejnomérnosti aplikace zkousené latky.
Vytéznosti pozdéjsich stupnd experimentu se zjisti z piislusnych litkovych bilanci, mély by se nachdzet
v rozmezi 90 % az 110 % u znacenych chemickych latek (8) a v rozmezi 70 % az 110 % u neznacenych
chemickych latek (3).

Opakovatelnost a citlivost analytické metody

Opakovatelnost analytické metody (kromé G¢innosti prvni extrakce) pro kvantifikaci zkousené latky
a transformacnich produktti lze ovéfit provedenim analyzy duplikdtnich vzorka tychz extrakt pudy, kterd
byla dostate¢né dlouho inkubovana, aby doslo k vytvofeni transformacnich produkti.

Mez detekce (LOD) analytické metody pro zkousenou ldtku a pro transformaéni produkty by méla byt
alespon 0,01 mg na kg ptdy (pro zkousenou latku) nebo 1 % aplikované dévky, podle toho, kterd z hodnot
je nizsi. Rovnéz by méla byt specifikovana mez kvantifikace (LOQ).

Spravnost dat o transformaci/transformacnich dat

Regresni analyza zdvislosti koncentrace zkousené latky na case poskytuje vhodné informace o spolehlivosti
transformacni kiivky a umoznuje vypocitat intervaly spolehlivosti pro polocasy (v ptipadé zdanlivé kinetiky
prvniho Fadu) nebo pro hodnoty DT, popiipadé hodnot DT, a DT,

POPIS ZKUSEBNI METODY

Vybaveni a chemickd &inidla

Inkuba¢nimi systémy jsou statické uzaviené systémy nebo vhodné pratokové systémy (7, 17). Piiklady
vhodnych pritokovych inkuba¢nich aparatur a biometrickych banék jsou uvedeny na obrézcich 1 a 2. Oba
typy inkubacnich systémt maji své vyhody a svd omezeni (7, 17).

Pro zkousku je nezbytné standardni laboratorni vybaveni, zejména:

— analytické pristroje, jako jsou GLC, HPLC, TLC, v¢etné vhodnych detekénich systémi pro analyzu
znacenych nebo neznacenych latek nebo pro inverzni isotopovou ziedovaci metodu;

— pristroje pro identifikaci latek (napt. MS, GC-MS, HPLC-MS, NMR atd.);
— kapalinovy scintilacni spektrometr;

— okyslicovaci zafzeni pro spalovani radioaktivniho materidly;

— odstiedivka;

— extrakéni aparatura (napf. centrifugaéni zkumavky pro studenou extrakci a Soxhletiv pristroj pro
kontinudlni extrakci s refluxem);
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1.8.3.1

— zafizeni pro zkoncentrovani roztoku a extraktl (napf. rotacni odparka);
— vodni lazen;

— mechanické michaci zafizeni (napf. hnétaci zafizeni, rota¢ni mixér).
Pouziji se napf. tato chemickd ¢inidla:

— NaOH p.a, 2 mol/l, nebo jind vhodnd zdsada (napi. KOH, ethanolamin);
— H,S0, p.a.,, 0,05 mol[l;

— ethylenglykol p.a,;

— tuhy absorp¢ni materidl, napf. natronové vapno, a polyurethanové zatky;
— organickd rozpoustédla Cistoty p.a., napf. aceton, methanol atd;

— kapalny scintildtor.
Aplikace zkousené litky

Za Gcelem aplikace zkousené latky do piidy a jejiho rozptyleni lze zkousenou litku rozpustit ve vodé
(v deionizované nebo destilované vod€) nebo lze v ptipadé potfeby pouzit co nejmensi mnozstvi acetonu
nebo jinych organickych rozpoustédel (6), ve kterych je zkousend ldtka dostate¢né rozpustnd a stabilni.
Zvolené mnozstvi rozpoustédla viak nesmi mit vyznamny vliv na mikrobialn{ aktivitu pady (viz oddily 1.5
a 1.9.2 az 1.9.3). Rozpoustédla, kterd pusobi jako inhibitory mikrobidlni aktivity, napf. chloroform,
dichloromethan a jind halogenovand rozpoustédla, nesméji byt pouzita.

Latku Ize do pudy ptidat také napf. ve smési s kiemennym piskem (6) nebo ve formé malych dil¢ich vzorka
zkudebni ptdy, které byly pfedem vysuseny na vzduchu a sterilizovdny. Pokud se litka pfiddvd pomoci
rozpoustédla, mélo by byt rozpoustédlo odpateno jesté pied tim, nez jsou k ptivodnim nesterilnim vzorkiim
ptdy pfidény obohacené diléi vzorky.

U bézné pouzivanych chemickych ldtek, jez se dostdvaji do pidy prostiednictvim zemédélské aplikace
Cistirenskych kald, se zkousend latka nejprve pfidd do kalu, ktery se poté vpravi do vzorku ptdy (viz oddily
1.9.2a 1.9.3).

Nedoporucuje se rutinné pouzivat piipravky v komeréni tipravé. Naptiklad u $patné rozpustnych latek viak
maze byt pouziti pipravku v komer¢ni Gpravé vhodnou alternativou.

Pady
Vybér pid

Pro stanoveni zpusobu transformace lze pouZit reprezentativni pudy; doporucuji se piscitohlinita,
prachovitohlinitd, hlinitd nebo hlinitopis¢itd pada [podle klasifikace FAO a USDA (18)] o hodnoté pH 5,5
az 8,0 a obsahu organického uhliku 0,5 - 2,5 %, pficemz mikrobidlni biomasa by méla tvofit nejméné 1 %
celkového organického uhliku (10).

Pro studie transformacnich rychlosti se pouziji alespon tii dalsi pudy reprezentujici rozsah relevantnich pad.
Pudy by se mély lisit, pokud jde o obsah organického uhliku, pH, obsah jilu a mikrobidlni biomasy (10).

Viechny ptdy by mély byt charakterizovany alespont: strukturou (% pisku, % prachu, % jilu) [podle
klasifikace FAO a USDA (18)], pH, kationtovou vyménnou kapacitou, organickym uhlikem, sypnou
hustotou, schopnosti zadrzet vodu (') a mikrobidlni biomasou (pouze pro aerobni studie). Pro interpretaci
vysledkd mohou byt uzitecné dalsf informace o vlastnostech pudy. Pro stanoveni vlastnosti pudy Ize pouzit
metody doporucené v literatufe (19, 20, 21, 22, 23). Mikrobidln{ biomasa se stanovi metodou respirace
indukované substratem (SIR) (25, 26) nebo alternativnimi metodami (20).

(") Schopnost piidy zadrzet vodu Ize méfit jako polni kapacitu, jako retenéni vodni kapacitu nebo jako vodni saci tlak (pF). Vysvétleni
je uvedeno v priloze 1. V protokolu o zkousce by mélo byt uvedeno, zda byly schopnost piidy zadrzet vodu a sypnd hustota
stanoveny u neporusenych polnich vzorkd, nebo porusenych (zpracovanych) vzorkd.
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1.9.1.1

Odbeér, priprava a skladovdni piid

K dispozici by mély byt podrobné informace o historii mista, ze kterého je pda odebirdna. Témito
informacemi jsou pfesnd poloha, vegeta¢ni kryt, Gdaje o oSetfovani chemickymi latkami, pouZiti
organickych a minerdlnich hnojiv, pfidavky biologického materidlu nebo jind kontaminace. Pokud byla
ptda v pfedchozich ¢tyfech letech oSetiena zkousenou litkou nebo ldtkami s analogickou strukturou,
neméla by byt pouzita pro transformacni studie (10, 15).

Pada by méla byt cerstvé odebrand z terénu (z A horizontu nebo z horni 20 cm vrstvy) a méla by byt tak
vlhkd, aby bylo mozné snadné prosévani. Kromé pud z ryzovych poli by ptudy nemély byt odebiriny
v prubéhu dlouhych obdobi (vice nez 30 dnti) sucha, mraza nebo zavodnéni nebo krétce po téchto obdobich
(14). Vzorky se piepravuji zpsobem, ktery minimalizuje zmény obsahu vody v ptdé, a uchovavaji se
v temnu za co nejvétstho piistupu vzduchu. Pro tento ticel je obecné vhodny volné uzavieny polyethylenovy
sacek.

Pada se zpracuje co nejdiive po odbéru. Ped prosévanim na situ o velikosti 2 mm se z ptdy odstrani
vegetace, véts{ Zivocichové a kameny, pii prosévanim se piida zbavi malych kamend, drobnych Zivocicht
a zbytkd rostlin. Pfed prosévanim by nemélo dojit k nadmérnému vysuseni a rozdrceni pady (15).

Pokud je v zimé& obtizné odebrat vzorky v terénu (zmrzld ptda, snéhova pokryvka), mohou byt odebrany
z pudy skladované ve skleniku pod vegetanim pokryvem (napf. zatravnéné ptdy nebo pidy s travni smési
s jetelem). V kazdém piipadé se uptednostiiuji studie s Cerstvé odebranymi ptidami; pokud md byt odebrand
a zpracovand puda pred zahdjenim studie skladovdna, musi byt skladovdna za odpovidajicich podminek
apouze po omezenou dobu (pfi 4 °C, 2 °C po dobu maximadlné tf mésict), aby byla zachovana mikrobidlni
aktivita (1). Podrobné pokyny pro odbér, zpracovani a skladovani piid pro biotransformacni experimenty
Ize nalézt v literatufe (8, 10, 15, 26, 27).

Pred tim, nez se zpracovand ptida pouzije ve zkousce, provede se jeji predbéznd inkubace, aby se umoznilo
klicen{ a odstranila se semena a aby se po zménach podminek, ke kterym doslo od odbéru nebo skladovani
po nastoleni inkuba¢nich podminek, znovu ustavila rovnoviha mikrobidlniho metabolismu. Obecné
postacuje piedbézné inkubacni obdobi v délce od 2 do 28 dnt pii podminkéch teploty a vlhkosti blizicich
se podminkdm zkousky (15). Skladovani a pfedbéznd inkubace by dohromady nemély trvat déle nez tfi
mésice.

PROVEDENI ZKOUSKY

Zkusebni podminky
Zkusebni teplota

V priubéhu celé zkousky by mély byt pidy inkubovany v temnu pii stdlé teploté, kterd je typickd pro
klimatické podminky, ve kterych dojde k pouziti latky nebo k jejimu uvolnéni. Pro zkousky viech latek, které
se dostdvaji do pidy v mirném klimatickém pdsu, se doporucuje teplota (20 + 2) °C. Teplota musi byt
monitorovana.

V piipadé chemickych ldtek aplikovanych nebo uvolnovanych v chladném klimatickém pdsu (napf.

VVVVVV

10 °C, + 2 °C).

(") Z vysledkti neddvnych vyzkumi vyplyva, Ze pdy z mirného pasma lze skladovat pii -20 °C déle neZ tii mésice (28, 29), aniz

dojde k vyznamné ztrdté mikrobidlni aktivity.
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Vlhkost

Pro transformacni zkousky pfi aerobnich podminkéch se vlhkost (') nastavi a udrzuje na hodnoté pF od 2,0
do 2,5 (3). Vlhkost ptdy se vyjadii jako hmotnost vody na jednotku hmotnosti susiny pudy, pravidelné se
kontroluje (napf. kazdé 2 tydny) vdzenim inkubacnich banék a ztrdta vody se vyrovndvd pfiddnim vody
(nejlépe sterilné filtrované vody z vodovodu). Pii upravovéni vlhkosti je tieba zabranit ztratdm zkouSené
latky a/nebo transformacnich produktt v dtsledku tékdni nebo pFipadné fotodegradace, nebo je tieba tyto
ztraty minimalizovat.

V piipadé transformacnich zkousek za anaerobnich podminek a za podminek ryzového pole se ptida nasyti
vodou tak, Ze se zaplavi.

Podminky aerobni inkubace

V pritokovych systémech se aecrobni podminky udrzuji obcasnym propléchnutim nebo nepfetrzitym
provétravanim zvlhéenym vzduchem. V biometrickych bankach se vyména vzduchu udrzuje difuzi.

Sterilni aerobni podminky

Za ti¢elem ziskdn{ informaci o mozné abiotické transformaci zkousené litky 1ze vzorky piidy sterilizovat
(metody sterilizace jsou uvedeny v literatufe 16 a 29), exponovat je sterilni zkousené latce (napf. pfidavanim
roztoku pfes sterilni filtr) a provzdusiiovat je zvlhéenym sterilnim vzduchem, jak je popsino v oddile
1.9.1.3. U ptd z ryzovych poli se piida a voda sterilizuje a inkubace provede zpisobem uvedenym v oddilu
1.9.1.6.

Podminky anaerobni inkubace

S cilem nastolit a udrzovat anaerobni podminky se puda, kterd byla exponovdna zkousené ldtce
a inkubovéna za aerobnich podminek 30 dnii nebo jeden polocas nebo po dobu odpovidajici DT, (podle
toho, co je kratsi), zaplavi vodou (vrstva vody 1 - 3 cm) a inkubaéni systém se propldchne inertnim plynem
(napf. dusikem nebo argonem) (3). ZkuSebni systém musi umoznovat méfeni pH, koncentrace kysliku
a oxida¢né-redukéniho potencidlu a musi byt vybaven zafizenim pro zachycovani t€kavych produkta.
Biometricky systém musi byt uzavieny, aby bylo zabrdnéno pfistupu vzduchu difuzi.

Inkubace za podminek ryZového pole

Pro tcely studia transformace v ptidach ryzovych poli se piida zaplavi vrstvou vody o vysce asi 1 — 5 cm
a zkousend latka se aplikuje do vodné faze (9). Doporucend tloustka vrstvy ptdy je alespot 5 cm. Systém
se provzdusiuje vzduchem jako za aerobnich podminek. Hodnota pH, koncentrace kysliku
a oxida¢né-redukéni potencidl vodné vrstvy se monitoruji a zaznamendvaji. Pfed zahdjenim
transformacnich studif je nezbytné alespon dvoutydenni piedbézné inkubacni obdobf (viz oddil 1.8.3.2).

(") Pro ucely dostate¢ného provzdusnovini a vyzivy ptidni mikrofléry by piida neméla byt ani p#ilis vlhkd, ani prili§ suchd. Vlhkost

pudy doporucend pro optimdlni rist mikroflry se nachdzi v rozmezi od 40 % do 60 % reten¢ni vodni kapacity a v rozmezi od
0,1do 0,33 bar (6). Naposledy uvedeny rozsah odpovida rozsahu pFod 2,0 do 2,5. Typicka vlhkost riznych druhii piid je uvedena
v piiloze 2.

() Aerobni podminky pfevazuji v povrchovych ptddch a dokonce v podpovrchovych pudich, jak ukdzal vyzkumny projekt
podporovany EU [K. Takagi et al. (1992). Microbial diversity and activity in subsoils: Methods, field site, seasonal variation in
subsoil temperatures and oxygen contents. Proc. Internat. Symp. Environm. Aspects Pesticides Microbiol., 270 — 277, 17. -
21. srpen 1992, Sigtuna, Svédsko]. Anaerobni podminky se mohou vyskytovat jen pilezitostné béhem zaplaveni piidy po
vydatnych srazkdch, nebo jsou-li takové podminky ustaveny na ryzovych polich.
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1.9.1.7 Délka zkousky

Studie rychlosti a zpusobu transformace by nemély za normélnich podminek trvat déle nez 120 dnd (') (3,
6, 8), nebot poté by podle ocekdvani mohlo v umélém laboratornim systému, izolovaném od pfirozeného
dopliiovéni, postupné dochdzet ke snizovani mikrobidlni aktivity ptdy. Pokud je to nezbytné pro popis
rozkladu zkousené latky a tvorby a rozkladu hlavnich transformacnich produktt, Ize studie prodlouzit
(napf. na 6 nebo 12 mésict) (8). Delsf inkubacni obdobi by méla byt zdavodnéna ve zpravé o zkousce
a doplnéna méfenim biomasy béhem téchto obdobi a na jejich konci.

1.9.2  Provedeni zkousky

Do kazdé z inkubacnich banék se vpravi asi 50 az 200 g pudy (hmotnost sudiny) (viz obrdzky 1 a 2
v ptiloze 3) a ptida se jednou z metod uvedenych v oddilu 1.8.2 exponuje zkousené latce. Pokud se pro ticely
aplikace zkousené latky pouziji organickd rozpoustédla, odstrani se z piidy odpafenim. Pida se poté
dukladné promichd $pachtli nebo se batika protiepe. Pokud se studie provadi za podminek ryZzového pole,
ptida a voda se po aplikaci zkousené latky dukladné promisi. Malé podily (napf. 1 g) exponované pudy se
analyzuji na zkouSenou ltku za tcelem kontroly rovnomérnosti distribuce. Alternativni metody jsou
uvedeny niZe.

Aplikované mnozstvi by mélo odpovidat nejvyssimu aplikovanému mnozstvi p¥ipravku na ochranu rostlin
doporucenému podle pokynti k pouziti a rovhomérnému zapraveni do vhodné hloubky na poli (napt. do
horni 10 cm vrstvy ptdy (2) . Napiiklad u chemickych latek aplikovanych na list nebo do piidy bez zapraveni
se pro vypocet mnozstvi chemické latky, které je tieba pfidat do kazdé banky, pouzije hloubka vrstvy pidy
2,5 cm. U chemickych latek zapravovanych do pidy je pfislusnd hloubka specifikovdna v pokynech pro
pouziti. U chemickych latek obecné by mélo byt aplikované mnozstvi odhadnuto na zakladé hlavni cesty
vstupu do ptdy; jsou-li naptiklad hlavni cestou vstupu do pidy cistirenské kaly, méla by byt chemicka ldtka
piiddna do kalu v koncentraci, kterd odrazi ocekdvanou koncentraci v kalu, a mnozstvi kalu zapravené do
pudy by mélo odpovidat normdlnimu mnozstvi kalu zapravovanému do zemédélskych pud. Pokud tato
koncentrace neni dostate¢nd pro identifikaci hlavnich transformac¢nich produktt, miize napomoci inkubace
samostatnych ptdnich vzorkd obsahujicich vyssi koncentrace, aviak nemély by byt pouziviny nadmérné
koncentrace, které maji vliv na mikrobidln{ funkce (viz oddily 1.5 a 1.8.2).

Jinou mozZnosti je expozice velké davky pudy (tj. 1 az 2 kg), jeji dikladné promiseni vhodnym michacim
zaF{zenim a pfeneseni malych podiléi o hmotnosti 50 az 200 g do inkubacnich banék (napf. pomoci délice
vzorku). Malé podily (napf. 1 g) exponované pidy se analyzuji na zkousenou litku za tcelem kontroly
rovnomérné distribuce. Takovy postup se upfednostiiuje, nebot umoziiuje stejnomérnéjsi rozptyleni
zkousené latky v pudeé.

Neexponované vzorky se inkubuji za stejnych (aerobnich) podminek jako vzorky exponované zkousené
latce. Tyto vzorky se pouziji pro stanoveni biomasy béhem studif a na jejich konci.

Aerobni studie mohou byt ukonceny daleko dfive nez za 120 dnii, pokud je v dané dobé jasné dosazeno konecného
transformacniho schématu a konec¢né mineralizace. Zkousku lze ukoncit po 120 dnech, nebo pokud se transformovalo 90 %
zkousené latky, avsak pouze tehdy, vytvofilo-li se alespon 5 % CO,.

Vypocet vychozi koncentrace na zdkladé plochy se provede takto:

Alkg/ha]- 10 mg]kg]
1[m]10°[m’ hal-d[kg, /m’]

Clla[mg/kgtla] =

Cpuda = vychozi koncentrace v piidé [mg.kg™];

A = aplika¢n{ ddvka [kg.ha']; I = tloustka piidni vrstvy na poli [m], d = sypnd hustota suché piidy [kg.m™].

Zhruba plati, Ze aplikacni dévka 1 kg.ha™! vede ke koncentraci v piidé pfiblizné 1 mgkg™ v 10 cm vrstvé (pii predpoklddané
sypné hustoté 1 g.cm™.
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Pokud se ldtka aplikuje do pdy rozpusténd v organickém rozpoustédle (organickych rozpoustédlech),
inkubuji se vzorky pudy vystavené témuz mnozstvi rozpoustédla (rozpoustédel) za tychz (aerobnich)
podminek jako vzorky exponované zkousené ldtce. Tyto vzorky se pouZiji pro stanoveni biomasy na
zacatku studii, v jejich pribéhu a na jejich konci za dcelem kontroly acinkd rozpoustédla (rozpoustédel) na
mikrobidlni biomasu.

Banky obsahujici exponovanou pidu se bud zapoji do pratokového systému popsaného na obrazku 1, nebo
se uzaviou absorbéni kolonou, jak je uvedeno na obrizku 2 (viz ptiloha 3).

Odbér vzorkt a méfeni

V piislusnych casovych intervalech se vyberou duplikdtni inkuba¢ni banky, vzorky pud se extrahuji
vhodnymi rozpoustédly rizné polarity a analyzuji na zkousenou litku a/nebo na transformacéni produkty.
U kvalitn¢ pfipravenych studiich je k dispozici dostatecny pocet ban¢k, aby bylo mozné ke kazdému odbéru
vybrat dvé banky. V riiznych ¢asovych intervalech (v 7dennich intervalech béhem prvniho mésice a po
prvnim mésici v 17dennich intervalech) béhem inkubace kazdého vzorku pudy a dile na konci inkubace
se také odeberou absorpéni roztoky nebo tuhé absorpéni materidly a analyzuji se na tékavé produkty. Kromé
vzorku piidy odebraného ihned po aplikaci (vzorek ze dne 0) se provede alespoti dalsich 5 odbérti. Casové
intervaly se zvoli tak, aby bylo mozné stanovit schéma rozkladu zkousené latky a zptsob tvorby a rozkladu
transformacnich produktt (napf. po 0, 1, 3, 7 dnech; po 2, 3 tydnech; po 1, 2, 3 mésicich atd.).

V pifpadé zkousené latky znacené isotopem '*C se spalenim kvantitativné stanovi neextrahovatelna
radioaktivita a pro kazdy vzorkovaci interval se vypocte litkova bilance.

V piipadé anaerobni inkubace nebo inkubace za podminek ryzového pole se ptda a vodna faze analyzuji
na zkousenou latku a transformacni produkty bud spole¢né, nebo se pted extrakei a analyzou oddéli filtrac
nebo centrifugaci.

Nepovinné zkousky

Pro odhad vlivu teploty a vlhkosti pidy na rychlosti transformace zkousené latky a/nebo jejich
transformac¢nich produkt v ptidé mohou byt uzite¢né aerobni nesterilni studie pfi dalsi teploté nebo
vlhkosti pudy.

O dal3i charakterizaci neextrahovatelné radioaktivity se Ize pokusit napiiklad pouzitim metody extrakce
tekutinou v nadkritickém stavu.

DATA

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Pro kazdy vzorkovaci interval se uvede mnozstvi zkousené ltky, transformacnich produktt, t€kavych latek
(pouze v %) a neextrahovatelnych latek v procentech vychozi koncentrace, popiipadé v mg na kg pudy (na
hmotnost susiny). Pro kazdy vzorkovaci interval se uvede latkovd bilance v procentech pouzité vychozi
koncentrace. Grafické zndzornéni zdvislosti koncentrace zkousené latky na Case umozni provést odhad
jejtho polocasu transformace nebo hodnoty DT, Mély by byt identifikovdny hlavni transformaéni
produkty a sestrojeny kiivky zavislosti koncentrace na Case, aby se ukdzala rychlost jejich tvorby a rozkladu.
Hlavnim transformacnim produktem je jakykoli produkt, ktery kdykoli béhem studie tvoil > 10 %
aplikované davky.

Zachycené tekavé produkty jsou urcitym ukazatelem tékavosti zkousené latky a jejich transformacnich
produktt z pudy.
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2.2

3.1

Presngjsi stanoveni polocasti nebo hodnot DT, a popfipadé hodnot DT, a DT, se provede vypoctem za
pouziti vhodného modelu kinetiky. Spole¢né s hodnotami polocasu a DTs, se uvede popis pouzitého
modelu kinetiky, féd kinetiky a koeficient determinace (). Pokud neni r* < 0,7, upfednostiiuje se kinetika
prvniho Fadu. Podle moznosti se vypocty pouziji také na hlavni transformacni produkty. Piiklady vhodnych
modelt jsou popsany v literatute (31 az 35).

V piipadé studif rychlosti provadénych pii riiznych teplotdch se zavislost rychlosti transformace na teploté
popie v rozsahu experimentalnich teplot pomoci Arrheniovy rovnice:

B B
k =Ac B/Tnebo Ink =InA - T

kde In A a B jsou regresni konstanty ziskané z tiseku na abscise a ze smérnice regresni ptimky zavislosti
In k na 1/T, kde k je rychlostni konstanta pfi teploté T a T je teplota v Kelvinech. Je tfeba vénovat pozornost
omezeni rozsahu teplot, v némz plati Arrheniova rovnice, jestlize transformaci ur¢uje mikrobialni ¢innost.

HODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU

Prestoze se studie provddéji v umélém laboratornim systému, umoznuji vysledky odhadnout rychlost
transformace zkousené latky a rovnéz rychlost tvorby a rozkladu transformacnich produktd za polnich
podminek (36, 37).

Studie transformac¢niho zptisobu zkousené latky poskytuje informaci o zptasobu, jakym se méni struktura
aplikované latky v pudé piisobenim chemickych a mikrobidlnich reakci.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce musi obsahovat tyto tdaje:
Zkousend latka:

— obecny ndzev, chemicky nazev, ¢islo CAS, strukturni vzorec (s uvedenim polohy znaciciho atomu
(znacicich atomt) pifi pouziti radionuklidd) a relevantni fyzikdlné-chemické vlastnosti (viz
oddil 1.5);

— distota zkousené latky (obsah necistot);
— popiipadé radiochemickd ¢istota znacené chemické latky a specifickd aktivita;
Referenéni latky:

— chemicky ndzev a struktura referencnich ldtek pouzitych k charakterizaci a/nebo identifikaci
transformac¢niho produktu;

Zkusebni ptdy:
— podrobné tdaje o misté odbéru;
— datum a postup odbéru vzorka pudy;

— vlastnosti pady, napt. pH, obsah organického uhliku, struktura (% pisku, % prachu, % jilu),
kationtovd vyménnd kapacita, sypnd hustota, schopnost zadrzet vodu a mikrobidlni biomasa;

— doba skladovani ptidy a podminky skladovani (pokud byla skladovana);
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Zkusebni podminky:

— datum provedeni studif;
— mnozstvi aplikované zkousené latky;
— pouzitd rozpoustédla a metoda aplikace zkousené latky;

— hmotnost exponované pudy na zacitku zkousky a hmotnost piidy odebirané pro analyzu
v kazdém intervalu;

— popis pouzitého inkubac¢niho systému;

— rychlosti pratoku vzduchu (pouze u pritokovych systému);

— zkusebni teplota;

— vlhkost ptdy béhem inkubace;

— mikrobidlni biomasa na zacdtku aerobnich studii, béhem nich a na jejich konci;

— pH, koncentrace kysliku a oxida¢né-redukéni potencial na zacatku anaerobnich studif a studif za
podminek ryzového pole, béhem nich a na jejich konci;

— metoda (metody) extrakee;

— metody kvantitativniho stanoveni a identifikace zkousené latky a hlavnich transformacnich
produktt v ptidé a v absorpénich materidlech;

— pocet duplikdtnich vzorka a pocet kontrol.

Vysledky:

— vysledky stanoveni mikrobidlni aktivity;
— opakovatelnost a citlivost pouzitych analytickych metod;
— hodnoty vytéznosti (hodnoty v % pro platnou studii jsou uvedeny v oddile 1.7.1);

— tabulky s vysledky vyjadfenymi v % vychozi aplikované ddvky, popiipadé v mg na kg pudy
(vztazeno na hmotnost susiny ptdy);

— latkovd bilance béhem studii a na jejich konci;
— charakterizace neextrahovatelné (vizané) radioaktivity nebo rezidui v ptidé;
— kvantifikace uvolnéného CO, a dalsich tékavych sloucenin;

— kfivky zdvislosti koncentraci zkousené latky, popiipadé hlavnich transformacnich produktt
v pudé na Case;

— polocas nebo hodnoty DTs,, DT,s a DTy, pro zkousenou litku, popiipadé i pro hlavni
transformacni produkty véetné p¥islusnych intervald spolehlivosti;

— odhad rychlosti abiotického rozkladu za sterilnich podminek;

— posouzeni kinetiky transformace pro zkousSenou ldtku, popiipadé i pro hlavni transformaéni
produkty;

— piipadny ndvrh zptisobu transformace;
— diskuse a interpretace vysledkd;

— nezpracovand data (fj. chromatogramy jednotlivych vzorkd, pitklady vypoctu rychlosti
transformace a metody pouzité pro identifikaci transformacnich produkti).
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PRILOHA 1

TLAK VODY, POLNI KAPACITA (PK) A RETENCNI VODNI KAPACITA (RVK) ()

Vyska vodniho sloupce

[cm] pF () bar () Pozndmky

107 7 10* Suchd ptida

1,6 x 10* 42 16 Bod vadnuti

10* 4 10

10° 3 1

6.10? 2,8 0,6

3,3 x 102 2,5 0,33 ()

102 2 0,1
Rozpéti polni kapacity (¢

60 1,8 0,06 petp pacity ()

33 1,5 0,033 ( RVK (pflbhiné hodnota)
Pada nasycend vodou

10 1 0,01

1 0 0,001

(") pF = dekadicky logaritmus vysky vodniho sloupce v cm.
() 1 bar =10’ Pa.
) Odpovida pfibliznému obsahu vody pifi slozeni 10 % pisku, 35 % hliny a 45 % jilu.

)
)
©

(4) Polni kapacita neni konstanta, ale méni se v zavislosti na druhu pady od pF 1,5 do 2,5.

Tlak vody se vyjadfuje v cm vodniho sloupce nebo v jednotkéch bar. Vzhledem k velkému rozpéti se saci tlak vyjadiuje
jednoduse jako hodnota pF, kterd je ekvivalentni logaritmu vodniho sloupce v cm.

Polni kapacita je definovdna jako mnozstvi vody, které piirodni ptida po delsim destivém obdobi nebo po dostate¢ném
zavlazen{ udrzi proti gravitaci 2 dny. Stanovuje se u neporusené pidy v polnim pokusu. NaméFend hodnota tedy nen{
pouzitelnd pro laboratorni vzorky porusené pudy. Hodnoty PK stanovené u porusenych ptid mohou vykazovat vétsi
systematické odchylky.

Retencni vodni kapacita (RVK) se stanovuje v laboratofi u neporusené i porusené ptdy tak, Ze se kapildrnim vzlininim
nasyti sloupec ptidy vodou. VyuzZije se zejména u porusenych ptuda muze byt az o 30 % vyssi nez polni kapacita (1).
Také se stanovuje snadnéji nez spolehlivé hodnoty PK.

(") Miickenhausen, E. (1975). Die Bodenkunde und ihre geologischen, geomorphologischen, mineralogischen und petrologischen
Grundlagen. DLG-Verlag, Frankfurt, Main.
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PRILOHA 2

VLHKOST PUDY (v g vody na 100 g susiny) U RUZNYCH DRUHU PUD Z RUZNYCH ZEMI

Druh pidy Zemé Vlhkost pudy pfi
RVK (1) pF=138 pF =25

Piscita Némecko 28,7 8,8 3,9
Hlinitopiscitd Némecko 50,4 17,9 12,1
Hlinitopiscitd §V}9carsko 44,0 35,3 9,2
Prachovitohlinitd SV}?carsko 72,8 56,6 28,4
Jilovitohlinitd Brazilie 69,7 38,4 27,3
Jilovitohlinitd Japonsko 74,4 57,8 31,4
Piscitohlinita Japonsko 82,4 59,2 36,0
Prachovitohlinitd USA 47,2 33,2 18,8
Piscitohlinita USA 40,4 25,2 13,3

(") Retencni vodni kapacita.
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PRILOHA 3
Obrazek 1

Priklad priitokové aparatury pro studium transformace chemickych litek v padé (1, 2)

1: jehlovy ventil 4: banka pro studium metabo- 7, 8: zdtka z hydroxidu sodného
lismu v pudé (zalitd vodou pro zachyceni CO, a jinych
pouze v pifpadé anaerobnich kyselych tekavych latek
podminek a  podminek

2: promyvacka s vodou ryzového pole)

5: banka s ethylenglykolem pro . 5
zachyceni organickych 9 priitokomér
t€kavych sloucenin

3: ultramembréna (pouze
ve sterilnich podminkdch), 6: banika s kyselinou sirovou
velikost péri 0,2 pm pro zachyceni alkalickych

t&kavych sloucenin

JL
VZDUCH -—:TT“ ===
nebo N, 1 ] oY
/N 3

Obrizek 2

Piiklad biometrické baiiky pro studium transformace chemickych litek v pidé

b

A
'?4’.;;

Natronové vapno pro absorbci CO,

= Olejem napusténd skelnd vata nebo
polyurethanové péna pro absorbci
tékavych organickych latek

Pida + zkousend latka

(1) Guth, J. A. (1980). The study of transformations. In: Interactions between Herbicides and the Soil (R. J. Hance,
ed.), Academic Press, 123 — 157.

(2) Guth, J. A. (1981). Experimental approaches to studying the fate of pesticides in soil. In: Progress in Pesticide
Biochemistry. D.H. Hutson, T.R. Roberts, (eds.) J. Wiley & Sons. Vol 1, 85 — 114.

(3) Anderson, J. P. E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte auf Verdampfung, Abbau und Festlegung von
Diallat im Boden. Z. PflKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141 — 146.
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C.24. AEROBNI A ANAEROBNI TRANSFORMACE V SYSTEMECH VODA [SEDIMENT

1. METODA

Tato zku$ebni metoda je replikou metody OECD TG 308 (2002).

1.1 UvoD

Chemické litky se mohou dostat do mélkych nebo hlubokych povrchovych vod cestami, jako jsou pfima
aplikace, undseni postfiku, odtok, ukldddni odpadu, pramyslové, komundlni nebo zemédélské emise
a atmosféricky spad. V této zkuSebni metodé je popsdn laboratorni postup posouzeni aerobni a anaerobni
transformace organickych chemickych latek v systémech voda/sediment. Vychdzi ze stavajicich smérnic (1,
2,3,4,5,6). O poctu a druzich ptd, které maji byt pouzity ve zkousce, byla u¢inéna dohoha na pracovnim
semindfi OECD Workshop on soil/sediment Selection held at Belgirate, Itdlie, 1995 (7). Zde byla rovnéz pfijata
doporuceni tykajici se odbéru, zpracovani a skladovani vzorkti sedimentt zaloZend na smérnici ISO (8). Tyto
studie jsou pozadovany u chemickych ltek, které jsou aplikovany bezprostiedné do vody nebo které se
mohou dostat do vody vySe uvedenymi cestami.

Podminky ve vrchni vodni fdzi pfirodnich systémd voda/sediment jsou casto aerobni. Podminky
v povrchové vrstvé sedimentu mohou byt bud aerobni, nebo anaerobni, zatimco podminky hloubgji
v sedimentu jsou obvykle anaerobni. S cilem zahrnout vSechny tyto mozZnosti je v tomto dokumentu
popsana zkouska jak za aerobnich podminek, tak za anaerobnich podminek. Aerobni zkouskou se simuluje
aerobni vodni sloupec nad aerobni vrstvou sedimentu, pod niZ lezi vrstva s anaerobnim gradientem.
Anaerobni zkouska simuluje zcela anaerobni systém voda/sediment. Pokud je z okolnosti zfejmé, Ze je tieba
se odchylit od téchto doporuceni, napf. pouzit nedotéené stiedni vrstvy sedimentt nebo sedimenty, které
mohly byt exponovédny zkousenou ldtkou, existuj jiné metody urcené k tomuto tcelu (9).

1.2 DEFINICE
Ve viech piipadech je tieba pouzivat mezindrodni soustavu jednotek SL
Zkousend latka: jakdkoli latka, af jiz vychozi litka, nebo pfislusné transformacni produkty.

Transformaéni produkty: vechny latky vznikajici pfi biotickych a abiotickych transformacnich reakcich
zkousené latky, véetné CO, a vdzanych rezidui.

Viézand rezidua: ,Vizand rezidua“ jsou slouceniny v piidé, rostlindchn nebo v Zivocisich, které po extrakei
ztistdvaji v matrici ve formé vychozi latky nebo jejtho metabolitu (jejich metabolitt). Metoda extrakce nesmi
podstatné ménit samotné slouceniny nebo strukturu matrice. Povahu vazeb lze ¢astecné vysvétlit extrakei
spojenou se zménami v matrici a modernimi analytickymi postupy. Dosud byly timto zptisobem vyjasnény
napf. kovalentni, iontové a adsorpéni vazby a rovnéz zdchyty. Tvorba vdzanych rezidui obecné podstatné
snizuje biologickou pistupnost a dostupnost (10) [upraveno I[UPAC 1984 (11)].

Aerobni transformace: (oxidacni): reakce, ke kterym dochdzi za pfitomnosti kysliku (12).
Anaerobni transformace: (redukéni): reakce probihajici s vyloucenim molekuldrniho kysliku (12).
Pfirodni vody: jsou povrchové vody ziskané z rybnikd, fek, potok atd.

Sediment: je smés minerdlnich a organickych chemickych slozek, pficemz organické slozky obsahuji
slou¢eniny s vysokym obsahem uhliku a dusiku a vysokou molekulovou hmotnosti. Ukladaji se v p¥irodnich
vodéch a vytvéieji rozhrani s témito vodami.
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1.3

1.4

Mineralizace: je tiplny rozklad organické slouceniny na CO, a H,O za aerobnich podminek a na CH,, CO,
a H,0 za anaerobnich podminek. V rdmci této zkuSebni metody, pfi niZ se pouZivaji slouceniny znacené
radioisotopy, se mineralizaci rozumi rozsdhly rozklad molekuly, pfi némz se znacici atomy uhliku
kvantitativné oxiduji nebo redukuji, piicemz se uvoliiuje odpovidajici mnozstvi *CO, nebo **CH,.

Polocas, t, s, je Cas, za ktery dojde k 50 % transformaci zkousené ldtky, jestlize Ize transformaci popsat
kinetikou prvniho fadu; nezdvisi na pocate¢ni koncentraci.

DT, (doba odbourdni 50): doba, za kterou se pocdtecni koncentrace zkousené litky snizi o 50 %.
DT, (doba odbourédni 75): doba, za kterou se pocdtecni koncentrace zkousené latky snizi o 75 %.

DT,, (doba odbourini 90): doba, za kterou se pocatecni koncentrace zkousené latky snizi o 90 %.

REFERENCNI LATKY

Referencni latky by mély byt pouzity pro identifikaci a kvantitativn{ stanoveni transformacnich produktd
spektroskopickymi a chromatografickymi metodami.

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

Pro stanoveni rychlosti transformace lze pouZit jak litky neznacené radioisotopy, tak ldtky znacené, pficemz
znacené materidly jsou upfednostiioviny. Znaceny materidl je nezbytny pro studium zptsobu transformace
a pro stanoveni litkové bilance. Doporucuje se znaceni isotopem '*C, avsak uzite¢né mohou byt i jiné
isotopy, napt. >C, N, *H, *?P. Znacena by méla byt pokud mozno nejstabilngjsi ¢4st (¢dsti) molekuly (1).
Chemickd a/nebo radiochemickd cistota latky by méla byt alespoit 95 %.

Pred provedenim zkousky by mély byt k dispozici tyto informace o ldtce:
a) rozpustnost ve vodé (metoda A.6);
b) rozpustnost v organickych rozpoustédlech;
¢) tlak par (metoda A.4) a Henryho konstanta;
d) rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda (metoda A.8);
) adsorpéni koeficient (podle potieby Ky, K¢ nebo K, ) (metoda C.18);
f) hydrolyza (metoda C.7);
g) disocia¢ni konstanta (pK,) [smérnice OECD 112] (13);

h) chemickd struktura zkousené litky a pifpadné poloha znaéiciho nuklidu.

Pozndmka: Ve zpravé se uvede teplota, pii které byla méfeni provadéna.

Mezi dal$i uzite¢né informace patif ddaje o toxicité zkousené litky pro ptidni mikroorganismy, tdaje
o snadné nebo vlastni biologické rozlozitelnosti a tidaje o aerobni a anaerobni transformaci v ptdé.

Pokud napiiklad ldtka obsahuje kruh, je tfeba tento kruh oznacit; pokud latka obsahuje dva nebo vice kruhti, miize byt nezbytné

provést samostatné studie za t¢elem stanoveni osudu kazdého z oznacenych kruht, a ziskat tak vhodné informace o tvorbé
transformacnich produkta.
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1.5

1.6

1.7

K dispozici by mély byt analytické metody (véetné extrakénich a izola¢nich metod) pro kvantitativni
stanoveni a identifikaci zkouSené litky a jejich transformacnich produktd ve vodé a sedimentu
(viz oddil 1.7.2).

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

V metodé popsané v této zkousce se pouzivaji acrobni i anaerobni systémy voda/sediment (viz piiloha 1),
které umoznuji

i) méfit rychlost transformace zkousené latky v systému voda/sediment,
ii) méfit rychlost transformace zkousené latky v sedimentu,

iii) méfit rychlost mineralizace zkousené latky a/nebo produktli jeji transformace (pokud se pouzije
zkousend ltka znacend isotopem '*C),

iv) identifikaci a kvantifikace produktti transformace ve vodé a v sedimentu, v¢etné ltkové bilance (pokud
se pouzije znacend zkousend ldtka),

v) méfit distribuci zkouSené latky a produktd jeji transformace mezi dvéma fazemi béhem inkubace
v temnu (aby nedoslo napf. k vykvetent fas) pfi konstantni teploté. Pokud to idaje umoziuji, stanovi
se polocasy a hodnoty DT, DT,5 a DTy, které by viak nemély byt piili§ extrapolovany mimo obor
experimentalnich hodnot (viz oddil 1.2).

Pro aerobni i anaerobni studie jsou nezbytné alespon dva sedimenty a piislusné vodni faze (7). V nékterych
piipadech by viak mély byt pouzity vice nez dva systémy voda/sediment, napf. u chemickych latek, které
mohou byt pfitomny ve sladkovodnim i mofském ekosystému.

POUZITELNOST ZKOUSKY

Tato metoda je pouzitelnd pro vechny chemické litky (neznacené nebo znacené radioaktivnimi isotopy),
pro které je k dispozici analytickd metoda s dostate¢nou ptesnosti a citlivosti. Je pouZitelnd pro mirné tékavé
a net€kavé slouceniny rozpustné nebo $patné rozpustné ve vodé. Zkouska by neméla byt pouzita u latek,
které z vody silné tekaji (napf. fumiganty, organickd rozpoustédla), a nelze je tedy ve vodé nebo v sedimentu
udrzet za experimentdlnich podminek této zkousky.

Tato metoda je dosud pouzivina ke studiu transformace chemickych litek ve sladkovodnim systému
voda/sediment, aviak mtze byt v zdsadé pouZita také na estuarni a moiské systémy. Neni vhodnd k simulaci
podminek v tekoucich voddch (napf. fekdch) nebo na otevieném mofi.

KRITERIA JAKOSTI
VytéZnost

Extrakce a analyza provedend alespon u dvou duplikdtnich vzorka systému voda/sediment ihned po ptidani
zkousené ltky poskytne prvni informaci o opakovatelnosti analytické metody a o stejnomérnosti aplikace
zkousené latky. Vytéznosti pozdgjsich stupiiti experimentu se zjisti z ptislusnych latkovych bilanci (pokud
se pouZije znaCeny materidl). Vytéznosti by se mély nachdzet v rozmezi 90 % az 110 % u znacenych
chemickych latek (6) a v rozmezi 70 % aZ 110 % u neznacenych chemickych latek.

Opakovatelnost a citlivost analytické metody

Opakovatelnost analytické metody (kromé tcinnosti prvni extrakce) pro kvantifikaci zkousené latky
a transformacnich produktt lze ovéfit paralelnim provedenim analyzy duplikdtnich vzork tychz extrakta
(vzorkil) vody nebo sedimentu, které byly dostate¢né dlouho inkubovédny, aby doslo k vytvofeni
transformacnich produktt.
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1.7.3

1.8

Mez detekce analytické metody (LOD) pro zkousenou ldtku a pro transformaéni produkty by méla byt
alespont 0,01 mg na kg vody nebo sedimentu (pro zkousenou litku) nebo 1 % vychoziho mnozstvi
aplikovaného do zkusebniho systému, podle toho, kterd z téchto hodnot je nizsi. Rovnéz by méla byt
specifikovdna mez kvantitativni stanovitelnosti (LOQ).

Spravnost dat o transformaci

Regresni analyza zdvislosti koncentrace zkousené latky na ¢ase poskytuje vhodné informace o spravnosti
transformacni kiivky a umoznuje vypocitat intervaly spolehlivosti pro polocasy (v ptipadé zdanlivé kinetiky
prvniho fadu) nebo pro hodnoty DTs, a poptipadé hodnoty DT, 5 a DTy,

POPIS METODY

Zkusebni systém a aparatura

Studie se provede se sklenénymi nddobami (napf. bankami, centrifugaénimi kyvetami), pokud
z piedbéznych informaci (napf. z rozdélovactho koeficientu n-oktanol/voda, ze sorpénich dat atd.)
nevyplyvd, ze litka muZe ulpivat na skle; v takovém ptipadé Ize zvazit pouziti ndhradntho materidlu (napf.
teflonu). Pokud je o zkousené latce zndmo, Ze ulpivé na skle, lze problém zmirnit jednou z nésledujicich
metod:

— stanovenim hmotnosti zkousené latky a transformacnich produktt sorbovanych na skle;
— zajisténim, aby se na konci zkousky omylo rozpoustédlem veskeré laboratorni sklo;
— pouzitim komer¢ni Gpravy piipravki (viz také oddil 1.9.2);

— pouzitim vétstho mnozstvi pomocného rozpoustédla za tcelem pridani zkousené litky do
systému; pokud se pouzije pomocné rozpoustédlo, nesmi $tépit zkousenou latku solvolyzou.

Priklady typickych zkuSebnich aparatur, tj. priatokové a biometrické systémy, jsou uvedeny v piflohdch 2
a 3 (14). Jiné uzitecné inkubacni systémy jsou popsany v literatufe (15). Experimentdlni aparatura by méla
byt konstruovéna tak, aby byla moznd vymeéna vzduchu nebo dusiku a zachyceni tékavych produktd.
Rozméry aparatury musi splilovat pozadavky zkousky (viz oddil 1.9.1). Ventilace musi byt zajisténa bud
jemnym probubldvdnim, nebo prohdnénim vzduchu nebo dusiku nad hladinou vody. V druhém piipadé se
doporucuje vodu seshora mirné promichévat, aby dochédzelo k lepsi distribuci kysliku nebo dusiku ve vodé.
Nemél by se pouzit vzduch zbaveny CO,, nebot by doslo ke zvyseni pH vody. V zddném piipadé neni
zddouci, aby doslo ke zvifeni sedimentu, a je tomu tieba pokud mozno zabranit. Slabé tékavé chemické latky
se zkouseji v biometrickém systému za mirného promichdvéni vodni hladiny. Lze rovnéZz pouzit uzaviené
nddobky s volnym objemem pod vickem vyplnénym atmosférickym vzduchem nebo dusikem a vnitini
ampulky pro zachycovani tékavych produktd (16). U aerobnich zkousek je nezbytnd pravidelnd vyména
plynu pod vickem, aby se vyrovndvala spotieba kysliku biomasou.

Mezi vhodné lapace pro shromazdovéni tékavych transformacnich produktd patii kromé jinych roztok
hydroxidu draselného nebo sodného o koncentraci 1 mol.dm™ pro zachycovani oxidu uhlicitého (1)
a ethylenglykol, ethanolamin nebo 2 % parafin v xylenu pro organické slouceniny. Tékavé ldtky vznikajici
za anaerobnich podminek, napt. methan, Ize zachycovat na molekulovém situ. Tyto tékavé latky lze spdlit
napt. na CO, v kiemenné trubicce za piitomnosti CuO pii teploté 900 °C a vznikly CO, lze zachytit
v absorbéru s alkélii (17).

(") Vzhledem k tomu, Ze alkalické roztoky absorbuji oxid uhli¢ity ze vzduchu urceného k provzdusnovani a oxid uhlicity uvolnujici
se respiraci v aerobnich experimentech, musi byt pravidelné vyménovdny, aby se nevycerpala jejich absorpéni kapacita.
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1.8.2

1.8.2.1

1.8.2.2

Pro chemickou analyzu zkousené latky a transformacnich produktd jsou nezbytné laboratorni piistroje
(napf. pfistroje pro plynovou chromatografii s kapalinovou staciondrni fizi (GLC), vysokoudcinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC), pro chromatografii na tenké vrstvé (TLC), hmotnostni spektrometrii
(MS), kombinaci plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (GC-MS), kombinaci kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC-MS), jadernou magnetickou rezonanci (NMR) atd.), véetné
detekénich systémt pro detekci sloucenin znacenych nebo neznacenych radioisotopy. Pokud se pouzije
materidl znaceny radioisotopy, je tfeba mit k dispozici scintila¢ni spektrometr a zafizeni pro spalovani za
piitomnosti oxida¢niho ¢inidla (pro spalovani vzorkd sedimentd pfed analyzou radioaktivity).

Dal3i standardni laboratorni vybaveni pro fyzikdlné-chemickd a biologickd méfeni (viz oddil 1.8.2.2
tabulka 1), laboratorni sklo, chemikalie a ¢inidla se pouziji podle potieby.

Vybér a pocet vodnich sedimentit

Mista odbéru by méla byt vybrdna podle dcelu zkousky v dané situaci. P¥i vybéru mista odbéru vzorkd musi
byt pfihlédnuto k historii ptipadnych zemédélskych, pramyslovych nebo komunélnich vstupii do povodi
a do hornich tokd. Sedimenty by nemély byt pouzity, pokud byly v predchozich 4 letech kontaminovany
zkousenou latkou nebo jejimi strukturnimi analogy.

Vybér sedimentii

Pro aerobni studie se obvykle pouziji dva sedimenty (7). Tyto dva vybrané sedimenty by se mély lisit co do
obsahu organického uhliku a struktury. Jeden sediment by mél mit vysoky obsah organického uhliku (2,5
- 7,5 %) a jemnou strukturu a druhy sediment by mél mit nizky obsah organického uhliku (0,5 - 2,5 %)
a hrubou strukturu. Obsah organického uhliku by se mél zpravidla lisit alespon o 2 %. ,Jemnd struktura®
je definovdna obsahem slozky [jil + prach] (*) vy3sim nez 50 % a ,hrubd textura“ je definovdna obsahem
slozky [jil + prach] niz$im nez 50 %. Rozdil v obsahu slozek [jil + prach] u obou sedimentti by mél byt
zpravidla alesponl 20 %. V piipadg, Ze se mtize chemikdlie dostat do mofskych vod, mél by alespoii jeden
systém voda/sediment pochdzet z mofte.

Pro pfisné anaerobni studie by mély byt odebrany dva sedimenty (véetné okolni vody) z anaerobnich z6n
povrchovych vod (7). Se sedimentem i vodni fizi by mélo byt zachdzeno opatrné a mély by byt
piepravovény s vyloucenim piistupu kysliku.

Pro vybér sedimentu mohou byt diilezité i jiné parametry, které by mély byt zvazovany piipad od piipadu.
Rozpéti pH sedimentt je napiiklad dalezité pro zkouseni chemikdlif, u nichZ transformace a/nebo sorpce
mohou zdviset na pH. Zavislost sorpce na pH by se mohla odrdzet v hodnoté pK, zkousené latky.

Charakterizace vzorkii systému voda/sediment

Klicové parametry, které musi byt jak u vody, tak u sedimentu méfeny a uvedeny ve zpravé (s odkazem na
pouzitou metodu), a faze zkousky, ve které maji byt méfeny, jsou shrnuty v nize uvedené tabulce. Metody
stanoveni téchto parametrti jsou pro informaci uvedeny v literatufe (18, 19, 20, 21).

Kromé toho miiZe byt pfipad od piipadu nezbytné méfit a uvadét dalsi parametry (napf. u sladkovodniho
systému: obsah Cdstic, alkalita, tvrdost, vodivost, NO;/PO, (pomér jednotlivjch hodnot); u sedimentd:
kationtovd vyménnd kapacita, reten¢ni vodni kapacita, obsah uhli¢itanti, celkovy obsah dusiku a fosforu;
u mofskych systémi: salinita). Pro posouzeni oxida¢né-redukénich podminek, a zejména v souvislosti
s anaerobni transformaci, mize byt také uzite¢nd analyza sedimentti a vody na dusi¢nany, sirany, biologicky
dostupné Zelezo, popiipadé na jiné akceptory elektrond.

(") [l + prach] je mineralni frakce sedimentu s velikosti ¢astic < 50 pm.
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1.8.3.1

Méfeni parametr( pro charakterizaci vzorkt systémt voda/sediment (7, 22, 23)

Faze zkusebniho postupu
Parametr odbér v terénu rlrzlalac:i[];z_ :1211112;111: zahéjf. nf samo}né kon?c
odbéru Jace zkousky | zkouska zkousky
Voda
Pavod/zdroj X
Teplota X
pH X X X X X
TOC X X X
Koncentrace O, () X X X X X
Oxida¢né-redukéni potencidl (°) X X X X
Sediment
Pavod|zdroj X
Hloubka vrstvy X
pH X X X X X
Distribuce ¢dstic X
TOC X X X X
Mikrobidlni biomasa (™) X b X
Oxida¢né-redukéni potencidl () | Pozorovani X X X X
(barva/zdpach)

() Vysledky nedédvnych vyzkumii ukdzaly, Ze méfeni koncentrace kysliku ve vodé a oxidacné-redukéniho potencidlu vody
nemaji vypovidaci hodnotu, pokud jde o mechanismus riistu a vyvoje mikrobidlni populace v povrchovych vodach,
a nemaji ani pfedpovédni hodnotu (24, 25). Stanoveni biochemické spotieby kysliku (BOD, pfi odbéru vzorkd v terénu
a pii zahdjeni a na konci zkousky) a koncentrace mikro- a makrozivin Ca, Mg a Mn ve vodé (pfi zahdjeni a na konci
zkousky) a méfeni celkového obsahu N a P v sedimentech (pfi odbéru vzorku v terénu a na konci zkousky) muze byt
lep$im néstrojem pro interpretaci a hodnocenf rychlosti a zpiisob aerobni biotransformace.

(") Metoda méfenti rychlosti mikrobidlni respirace (26), fumiga¢ni metoda (27) nebo méfeni poctu mikroorganismi (napf.
bakterii, aktinomycet, plisni a celkového poctu kolonii) pro aerobni studie; rychlost methanogeneze u anaerobnich
studif.

Odbér vzorki, manipulace s nimi a jejich skladovani
Odber

Vzorky sedimentu se odeberou podle ndvrhu smérnice ISO pro odbér vzork sedimentti ze dna (8). Vzorky
se odeberou z celé 5 az 10 c¢m silné horni vrstvy sedimentu. Soucasné se sedimentem se odebere z téhoz
mista i vzorek okolni vody. U anaerobni studie musi byt sediment a okolni voda odebrany a prepravovany
s vyloucenim ptistupu kysliku (28) (viz oddil 1.8.2.1). V literatufe je popsdno nékolik odbérovych zaiizeni
(8,23).
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1.8.3.2

1.8.3.3

1.8.4

1.9

1.9.1

Manipulace

Sediment se oddéli od vody filtraci a poté se pomoci piebytku vody z mista odbéru prosévéd za mokra na
2 mm situ; voda se poté odstrani. Nésledné se v inkubacni bafice v pozadovaném poméru (viz oddil 1.9.1)
smisi zndmé mnozZstvi sedimentu a vody a smés se pfipravi pro aklimatizaci (viz oddil 1.8.4). U anaerobni
studie musi byt viechny kroky provadény s vyloucenim piistupu kysliku (29, 30, 31, 32, 33).

Skladovdni

V kazdém piipadé se doporucuje pouZivat Cerstvé odebrany sediment a vodu; je-li viak skladovani nezbytné,
sediment s vodou se proseje vySe popsanym zptisobem a zality vodou (vrstva vody 6 — 10 c¢m) se skladuje
v temnu pii 4 °C ( 2 °C) (*) maximalné 4 tydny (7, 8, 23). Vzorky pro aerobni studie se skladuji za volného
pfistupu vzduchu (napf. v otevienych nddobdch), zatimco vzorky pro anaerobni studie se skladuji
s vyloucenim piistupu kysliku. Pfi pfepravé a skladovani nesmi sediment a voda zmrznout a sediment nesm{
byt vysusovan.

Piiprava vzorkd sedimentu/vody ke zkousce

Pred pfiddnim zkousené litky musi probéhnout aklimatizace, pfi niZ musi byt vzorky sedimentu/vody
umistény v inkuba¢ni nddobé, kterd se pouzije pfi hlavni zkousce; podminky aklimatizace musi byt totozné
s podminkami inkubace pii zkousce (viz oddil 1.9.1). Doba aklimatizace je ¢as nezbytny pro dostatecnou
stabilizaci systému, kterou Ize posoudit podle pH, koncentrace kysliku ve vodé, oxida¢né-redukéniho
potencidlu sedimentu a vody a makroskopické separace fazi. Doba aklimatizace neni obvykle delsi nez jeden
az dva tydny a neméla by piekrocit Ctyfi tydny. Vysledky méfeni provedenych béhem této doby se uvedou
ve zpraveé.

PROVEDENI ZKOUSKY

ZkuSebni podminky

Zkouska se provede v inkubacni aparatufe (viz oddil 1.8.1) s pomérem objemu vody a sedimentu 3:1 az
4:1a vrstvou sedimentu 2,5 cm (£ 0,5 cm). Doporucené minimdlni mnozstvi sedimentu na inkubacni
nadobu je 50 g (hmotnost susiny).

Zkouska se provadi v temnu za konstantn{ teploty v rozmezi 10 az 30 °C. Vhodnd je teplota 20 °C (z 2 °C).
Podle potieby Ize pifpad od pipadu v zdvislosti na zaméteni zkousky zvolit jinou, nizsi teplotu (napf. 10 °C).
Inkubacni teplota se sleduje a uvede se ve zpravé.

(") Z nedavnych studii vyplyva, ze skladovani pfi 4 °C mtze vést k poklesu obsahu organického uhliku v sedimentu, ktery by mohl

piipadné vést k poklesu mikrobialni aktivity.
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Uprava zkousené litky a jeji aplikace

Pouzije se jedna zkuSebni koncentrace chemické latky (). U pFipravkd na ochranu rostlin aplikovanych
piimo do vodniho télesa se pouzije maximalni ddvkovani uvedené na etiketé jako maximdlni aplikovand
dévka vypoctend podle plochy hladiny vody ve zkusebni nddobé. Ve viech ostatnich piipadech se pouzije
koncentrace zaloZend na odhadech emisi do Zivotniho prostredi. Je tfeba spolehlivé zajistit, aby byla
aplikovdna dostatecnd koncentrace zkousené litky pro charakterizaci postupu transformace a tvorby
a odbourdvani transformacnich produktt. V situaci, kdy se koncentrace zkousené latky na zacatku studie
blizi mezim detekce ajnebo kdy by nebylo mozné detekovat hlavni transformacni produkty, jsou-li
piitomny v mnozstvi odpovidajicim 10 % vychozi aplikované davky, muze byt nezbytné aplikovat vyssi
davky (napf. 10krdt vyssi). Pouzité vyssi koncentrace vSak nesmi mit znaéné nepfiznivé dcinky na
mikrobidlni aktivitu voday/sedimentu. S cilem dosdhnout konstantni koncentrace v nddobdch rtznych
rozmér mize byt nezbytné upravit mnozstvi pouzitého materidlu, pficemz se vychdzi z vysky vodniho
sloupce v nddobé v poméru k hloubce vody v odbérovém misté (pfedpokladd se hloubka 100 cm, moznd
je viak i jind hloubka). Pfiklad vypoctu je uveden v piiloze 4.

V idedlnim ptipadé se zkousend ldtka aplikuje do vodné fize zkouseného systému ve formé vodného
roztoku. Je-li to nevyhnutelné, je pfipustné pouzit pro aplikaci a rozptyleni zkousené latky malé mnozstvi
rozpoustédla misitelného s vodou (napf. acetonu nebo ethanolu), aviak jeho mnozstvi by nemélo piekrocit
1 % (obj.); rozpoustédlo by nemélo mit nepfiznivé acinky na mikrobidlni aktivitu ve zkusebnim systému.
Piipravé vodného roztoku zkousené latky je tieba vénovat pozornost a k zajisténi naprosté homogenity
muze byt vhodné pouzit generdtorové kolony a pfedem pfipravené smési. Po pfidani vodného roztoku do
zkusebniho systému se doporucuje vodnou fdzi mirné promichat tak, aby se sediment zvifil co nejméné.

Pouziti komer¢nich tiprav piipravku se v zdsadé nedoporucuje, nebot slozky pfipravku mohou mit vliv na
rozptyleni zkousené latky a/nebo transformacnich produktd mezi vodu a sediment. U §patné rozpustnych
zkousenych ldtek viak muze byt pouziti komer¢ni tpravy vhodnou moznosti.

Pocet inkuba¢nich nddob zdvisi na poctu intervald, v nichZ maji byt provadény odbéry (viz oddil 1.9.3). Je
tieba nasadit dostatecny pocet zkuSebnich systémd, aby bylo mozné v kazdém intervalu vyhodnotit dva
systémy. Pouziji-li se pro kazdy systém voda/sediment kontrolni systémy, neexponuji se zkousené latce.
Kontrolni systémy lze pouZit pro stanoveni mikrobialni biomasy sedimentu a celkového organického uhliku
ve vod¢ na konci studie. Dva kontrolni systémy (tj. po jednom kontrolnim systému z kazdého systému
voda/sediment) mohou byt pouzity pro sledovdni poZadovanych parametrii v sedimentu a ve vodé
v pribéhu aklimatizace (viz tabulka v oddilu 1.8.2.2). Dva dalsi kontrolni systémy musi byt nasazeny za
tcelem méfeni nepFiznivych G¢inkd na mikrobidlni aktivitu ve zkusebnim systému v pfipadg, Ze se zkousend
ldtka aplikuje pomoci rozpoustédla.

Délka zkousky a odbéry vzorki

Délka experimentu by neméla pfekrocit 100 dnii (6) a experiment by mél trvat tak dlouho, dokud se
nestanovi zptsob rozkladu a rozptyleni ve vodé/sedimentu, nebo dokud se transformaci a/nebo tékdnim
nevycerpd 90 % zkousené latky. Odbér by mél byt proveden nejméné Sestkrat za sebou (véetné ¢asu 0),
pficemz vhodny rezim odbérti a délka zkousky se stanovi nepovinnou orientacni studif (viz oddil 1.9.4),
muze byt potfeba dodate¢nym vzorkovdnim v priibéhu pocdtecni faze studie zjistit stupen rozptyleni mezi
vodu a sediment.

(") Zkouska s druhou koncentraci miize byt uzite¢nd u chemickych latek, které se dostavaji do vod riiznymi cestami, a vykazuji tedy

vyznamné odlisné koncentrace, pokud lze nizsi koncentraci analyzovat s dostate¢nou spravnosti.



13/sv. 34

Uftedni véstnik Evropské unie

749

1.9.4

1.9.5

2.1

V piislusnou dobu se k analyze odebere cely obsah inkubacnich nddob (véetné duplikdtnich nddob).
Sediment a voda nad sedimentem se analyzuji zv1st (*). Voda se za minimélniho zvifeni sedimentu opatrné
odebere. Vhodnymi analytickymi postupy se provedou extrakce a charakterizace zkousené ldtky
a transformacnich produkt. Je tieba také peclivé shromazdit materidl, ktery muze byt adsorbovdn na
inkuba¢ni nadobé nebo ve spojovacich trubickdch pouzitych k zachyceni tékavych latek.

Nepovinnd orientaéni zkouska

Nelze-li délku a rezim odbérti odhadnout z jinych relevantnich studii zkousené litky, muze se provést
piedbéznd zkouska za tychz zkuSebnich podminek, jaké jsou navrzeny pro hlavni studii. Pislusné
podminky a vysledky orienta¢ni zkousky, pokud byla provedena, by mély byt strucné uvedeny ve zprave.

Méfeni a analyza

Pro kazdy jednotlivy odbér se provede méfeni koncentrace zkousené latky a transformacnich produkta
ve vodé a v sedimentu a vysledky se uvedou ve zpravé (jako koncentrace a v procentech aplikovaného
mnozstvi). V zdsadé by méla byt pti kazdém odbéru provedena identifikace transformacnich produktd, které
obsahuji > 10 % radioaktivity aplikované do celého systému voda/sediment, nejsou-li dostate¢né dtivody pro
jiny postup. Mély by byt také identifikovany transformacni produkty, jejichz koncentrace se v priibéhu
studie nepfetrzité zvysuje, tiebaze nedosahuje vyse uvedené meze, nebot to miZe znamenat, Ze se jednd
o perzistentni produkty. Tento postup by mél byt zvazen pfipad od piipadu a ve zpravé by mél byt
odtvodnén.

Pro kazdy jednotlivy odbér se uvedou vysledky ze systémi pro zachycovéni plyni/tékavych litek (CO,
a jinych tékavych organickych sloucenin). Uvede se rychlost mineralizace. Pro kazdy jednotlivy odbér se
uvedou neextrahovatelnd (vdzand) rezidua v sedimentu.

UDAJE

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Pro kazdy jednotlivy odbér se vypocte celkovd litkova bilance nebo vytéznost (viz oddil 1.7.1) pridané
radioaktivity. Vysledky se uvedou v procentech pfidané radioaktivity. Pro kazdy jednotlivy odbér se uvede
rozptyleni radioaktivity mezi vodu a sediment (vyjadfeno v koncentracich a v procentech).

Pro zkousenou litku se vypocitd polocas a hodnoty DTs, piipadné hodnoty DT,s a DTy, a intervaly
spolehlivosti téchto hodnot (viz oddil 1.7.3). Vhodnymi hodnoticimi ndstroji lze zjistit miru zdniku
zkousené latky ve vodé a v sedimentu. MuzZe jit o pouziti zddnlivé kinetiky prvniho fadu, o techniky
pomoci modelu s jednou nebo vice slozkami. Dalsi podrobné informace lze ziskat z piislusné publikované
literatury (35, 36, 37).

(")  Maze-li snadno dochazet k rychlé opétovné oxidaci produktti anaerobni transformace, mély by byt béhem odbéru a analyzy

zachovény anaerobni podminky.
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3.1

Vsechny piistupy maji své silné a slabé stranky a znacné se lisf z hlediska komplexnosti. Pouziti kinetiky
prvniho fadu mizZe byt sice piilisnym zjednodusenim procesu rozkladu a distribuce, vede v3ak v idedlnim
piipadé k hodnotdm (rychlostni konstanté nebo polocasu), které jsou snadno srozumitelné a maji vyznam
pro simula¢ni modelovani a vypocet pfedpoklddanych koncentraci v Zivotnim prostiedi. Empiricky pfistup
nebo linedrni transformace mohou vést k lepsimu prolozeni dat kiivkami, a tedy k lepsimu odhadu
polocast, hodnot DT, piipadné DT, a DT,,. Pouziti odvozenych konstant viak ma své meze. Slozkové
modely mohou poskytovat fadu uZzite¢nych konstant, které jsou diilezité pro posouzeni rizika a pro popis
rozkladu chemické latky v riznych slozkach a pro jeji distribuci. Pouziji se rovnéZ pro odhad rychlostnich
konstant tvorby a rozkladu hlavnich transformacnich produktt. V kazdém piipadé vsak musi byt volba
metody odiivodnéna a experimentdtor by mél graficky nebo statisticky prokazat jeji opravnénost.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol mus{ obsahovat nésledujici informace:

Zkousena latka:

— obecny ndzev, chemicky nézev, ¢islo CAS, strukturni vzorec (s uvedenim polohy znacictho nuklidu
u latek znacenych radionuklidy) a relevantni fyzikdlné-chemické vlastnosti;

— distota zkousené ltky (obsah necistot);
— popiipadé radiochemickd Cistota znacené chemické ldtky a moldrni aktivita.
Referenc¢nf latky:

— chemicky ndzev a struktura referen¢nich latek pouzitych k charakterizaci a/nebo identifikaci
transformacniho produktu.

Zku3ebni sedimenty a vody:

— vsechny informace tykajici se odbéru, piipadného skladovani a aklimatizace systému voda/sediment;
— charakteristiky vzorkt systému voda/sediment, jak jsou uvedeny v tabulce v oddilu 1.8.2.2.
Zkusebni podminky:

— pouzity zkuSebni systém (napf. pratokovy systém, biometricky systém, zptsob provzdusnovani,
michdni, objem vody, hmotnost sedimentu, tloustka vrstvy vody i sedimentu, rozméry zkusebnich

nadob atd.);

— aplikace zkouSené litky do systému: pouzitd zkuSebni koncentrace, pocet duplikdtnich vzorka
a kontrol, zptsob aplikace zkousené latky (napf. pfipadné pouziti rozpoustédla) atd.

— inkubaéni teplota;
— doby odbéru;
— metody extrakce a G¢innosti extrakce, analytické metody a meze detekee;

— metody charakterizace/identifikace transformacnich produktd;
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odchylky od zkusebniho postupu nebo zkusebnich podminek.

Vysledky:

plvodni ¢iselnd data reprezentativnich analyz (vSechna ptvodni data musi byt uloZena v archivu
vedeném podle zdsad spravné laboratorni praxe);

opakovatelnost a citlivost pouzitych analytickych metod;
hodnoty vytéznosti (hodnoty v % pro platnou studii jsou uvedeny v oddile 1.7.1);

vysledky pro zkousenou litku, popiipadé i pro transformacni produkty a neextrahovatelnou
radioaktivitu, zpracované v tabulkové formé a vyjadiené v % aplikované ddvky a v mgkg™ pro vodu,
sediment a cely systém (pouze v %);

latkovd bilance béhem studii na jejich konci;
grafické schéma transformace ve vodé a sedimentu a v celém systému (v¢etné mineralizace);
rychlosti mineralizace;

polocas, hodnoty DTs, a popiipadé DT,s a DTy, pro zkouSenou litku, popiipadé i pro hlavni
transformacni produkty, véetné interval spolehlivosti, pro vodu, sediment a cely systém;

charakteristika kinetiky transformace zkousené latky, popiipadé¢ i hlavnich transformacnich produktd;
piipadny ndvrh zptsobu transformace;

diskuse o vysledcich.
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PRILOHA 1

POKYNY K AEROBNIM A ANAEROBNIM ZKUSEBNIM SYSTEMUM

Aerobni zkuSebni systém

Aerobni zkusebni systém popsany v této zkuSebni metodé se sklddd z aerobni vodni vrstvy (typickd koncentrace
kysliku v rozmez{ od 7 do 10 mg.I™") a vrstvy sedimentu, kterd je na povrchu aerobni a pod povrchem anaerobni
(typické pramérné oxida¢né-redukéni potencidly (E;) v anaerobni z6né sedimentu jsou v rozmezi{ -80 az -190 mV).
Nad vodni hladinu v kazdé inkubacni jednotce se zavadi zvlh¢eny vzduch, aby se v prostoru pod vickem udrzovala
dostatecna koncentrace kysliku.

Anaerobni zku$ebni systém

Pro anaerobni zkusebni systém je zkuSebni postup v podstaté tentyz, jako postup popsany pro acrobni systém, lisi
se vSak tim, Ze nad hladinu vody v kazdé inkuba¢ni jednotce se zavadi zvlhéeny dusik, aby se udrzovala jeho
koncentrace v prostoru pod vickem. Sediment a voda jsou povazovany za anaerobni, pokud je oxida¢né-redukéni
potencial (E,) nizsi -100 mV.

V anaerobni zkousce se mineralizace posuzuje na zdkladé méfeni uvolnéného oxidu uhli¢itého a methanu.
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PRILOHA 2
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PRIKLAD SKLENENE PRUTOKOVE APARATURY
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PRILOHA 3

PRIKLAD BIOMETRICKE APARATURY
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PRILOHA 4

PRIKLAD VYPOCTU DAVKY APLIKOVANE DO ZKUSEBNICH NADOB

Vnitin{ primér vilce: =8 cm
Vyska vodniho sloupce bez sedimentu: =12 cm
Plocha hladiny: 3,142 x 42 =50,3 cm?
Dévkovani: 500 g zkougené latky na ha odpovidd 5 pg/cm?

Celkové mnozstvi v pg: 5 x 50,3 =251,5pg
Prepocet celkového mnozstvi na hloubku 100 cm: 12 x 251,5 + 100 =30,18 pg
Objem vodniho sloupce: 50,3 x 12 =603 ml

Koncentrace ve vodé: 30,18 + 603 = 0,050 pg/ml nebo 50 pg/l



