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KOMMISSIONEN

KOMMISSIONENS DIREKTIV

af 18. november 1987

om niende tilpasning til den tekniske udvikling af Radets direktiv 67/ 548/ EOF om tilnermelse
af lovgivning om klassificering, emballering og etikettering af farlige stoffer

(87/302/EQF)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROP/EISKE
FALLESSKABER HAR —

under henvisning til Traktaten om Oprettelse af Det Euro-
paiske Okonomiske Fallesskab,

under henvisning til Radets direktiv 67/548/EQF af 27. juni
1967 om tilnarmelse af lovgivning om klassificering, embal-
lering og etikettering af farlige stoffer (1), ®ndret for sjette
gang ved direktiv 79/831/EQF (2), szrlig artikel 19, og

ud fra folgende betragtninger:

I artikel 3, stk. 1, i direktiv 67/548/EQF er det fastsat, at
bestemmelsen af stoffernes og praparaternes fysisk-kemiske
egenskaber, deres toksicitet og deres skotoksicitet foretages
efter de metoder, der er fastlagt i bilag V;

i artikel 3, stk. 2, i direktiv 67/548/EQF er det fastsat, at
vurderingen af faren ved et stof eller praparat for miljoet,
ogsi hvis den kun en potentiel, foretages pa grundlag af de i
bilag VII og VIH anferte karakteristika;

bilag V, som affattet ved Kommissionens direktiv 84/
449/EQF (3), indeholder for ejeblikkeét kun de undersogel-

sesmetoder, der-svarer til de karakteristika, der er anfort-i-

bilag VII, og det er derfor nedvendigt ogsd at stille under-
sogelsesmetoder til radighed, der svarer til de karakteristika,
der er anfort i bilag VIII;

bestemmelserne i dette direktiv er i overensstemmelse med
udtalelse fra Udvalget for tilpasning til den tekniske udvik-

(') EFT nr. 196 af 16. 8. 1967, s. 1.
(2) EFT nr. L 259 af 15. 10. 1979, 5. 10.
(?) EFT nr. L 251 af 19. 9. 1984, 5. 1.

ling af direktiverne om fjernelse af tekniske hindringer for
samhandelen med farlige Stoffer og Praparater —

UDSTEDT FOLGENDE DIREKTIV:

Artikel 1

I bilag V til direktiv 67/548/EQF indszttes bilaget til
narvaerende direktiv.

Artikel 2

Medlemsstaterne vedtager og offentligger indenden 31. de-
cember 1988 de bestemmelser, der er nedvendige for at
efterkomme dette direktiv. De underretter straks Kommis-
sionen herom. Medlemsstaterne anvender dlsse bestemmel-
ser senest fra den 30. juni 1989.

Artikel 3

Dette direktiv er rettet til medlemsstaterne.

Udfzrdiget i Bruxelles, den 18. november 1987.

P4 Kommissionens vegne
Stanley CLINTON DAVIS

Medlem af Kommissionen
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BILAG

De herunder beskrevne undersegelsesmetoder er metoder til bestemmelse af visse af de toksikologiske og
okotoksikologiske egenskaber, der er opregnet i bilag VIII il Radets direktiv 79/831/EQF. Der er beskrevet
undersogelsesmetoder, som er egnede til niveau 1 og niveau 2 i bilag VIII, men undersogelserne er ikke
udspecificeret efter niveau.
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AFSNIT B: METODER TIL BESTEMMELSE AF TOKSICITET
GENEREL INDLEDNING: AFSNIT B

LANGTIDSUNDERS@GELSER

undersogelse af subkronisk/kronisk toksicitet og karcinogenicitet

Beskrivelse af teststof og testblanding

Teststoffets sammensxtning, herunder de vigtigste urenheder og dets relevante fysisk-kemiske egenskaber,
herunder dets stabilitet skal vare kendt forud for enhver undersegelse af toksicitet.

Teststoffets fysisk-kemiske egenskaber giver en rakke vigtige oplysninger i forbindelse med valget af den mide,
hvorpa stoffet administreres, og udformningen af undersogelser af subkronisk og kronisk toksicitet eller
karcinogenicitet samt hindtering ag opbevaring af teststoffet.

Oplysninger om den kemiske struktur og de fysisk-kemiske egenskaber kan.ogsi indicere, hvorledes absorptionen
kan foregd, nir der valges en bestemt fremgangsméade at administrere stoffet pa, og de kan give oplysning om
stoffets skaxbne i stofskifteprocesser og i fordeling i vaev. Der kan ogs4 foreligge oplysninger om toksikokinetiske
parametre fra tidligere undersegelser af toksicitet og toksikokinetik.

Forud for undersogelsen bar der udvikles en analysemetode til kvalitativ og kvantitativ bestemmelse af teststoffet
(herunder vigtige urenheder, sifremt dette er muligt) i doseringsmediet og i biologisk materiale.

Forsegsdyr: valg af art og stamme

Da disse undersogelser omfatter storstedelen af dyrenes levetid, er der en tendens til at begranse sig til
forsegsdyrearter, som er lette at holde, og som har en relativ kort levetid. Det er srdeles onskeligt, at man kender
den spontane sygdoms- og tumorincidens i dyrestammen, nir den holdes under omstandigheder, der svarer til
forsegsbetingelserne.

Stammerne skal vare velbeskrevne, og der mi ikke forekomme interfererende kongenitte defekter. Anvendelsen af
indavlede stammer eller F; hybrider kan i denne forbindelse vare forbundet med visse fordele. Nir der foreligger
tilstrekkelige baggrundsdata om udavlede stammer, og man anvender dyr fra lukkede stammer, kan disse dyr
accepteres.

Dyrepasning, fodring og vanding

Dyreforseg og -undersogelser skal udferes i overensstemmelse med de nationale bestemmelser og ber tage hensyn
til humane principper og den internationale udvikling i spergsmalet om dyrenes velbefindende.

Sifremt der skal opnds meningsfulde resultater, er det absolut pdkravet, at dyrenes miljs underkastes en stringent
kontrol, og at der anvendes egnede dyrepasningsteknikker. Faktorer som miljebetingelser, interkurrente
sygdomme, medikamentel terapi, urenheder i foderet, luften, vandet eller stroelsen og de almindelige
dyrepasningsfaciliteter kan have en signifikant betydning for resultatet af studier med gentagen dosering. Kemiske
steriliseringsagensers betydning for undersogelsen ber i almindelighed vare kendt.

Foderet skal opfylde alle de ernaringsmassige krav, forsagsdyrearten stiller og jevnligt kontrolleres. Det bar vere
fri for urenheder, som kan indvirke pa forsegsresultaterne. Leverandaren skal levere analysedata med hver batch
til laboratoriet, som anvender foderet. Gnavere bar fodres og vandes ad libitum, og foderet ber fornys mindst en
gang om ugen. Der anvendes i ojeblikket tre forskellige former for foder: konventionelt, syntetisk og forskellige
former for foder med oplyst sammensztning. .

Uanset hvilken form for foder, der vzlges, mi leverandererne ved regelmassig kontrol dokumentere
grundfoderets ernaringsvardi og indholdet af forureninger, og disse oplysninger skal videregives til laboratoriet
med hver enkelt sending foder. Det er overordentlig enskeligt, at man pa forhind kender fodersammensztningens
betydning for stofskiftet, udvikling af tumorer og dyrenes levetid.

Forsagslaboratoriet kan yderligere foretage stikpreveanalyser af grundfoderet bide med henblik p4 at analysere
foderets komponenter og forureninger herunder karcinogener, som uforvarende er tilsat foderet. I s tilfalde bor
analyseresultaterne opbevares og inkluderes i den afsluttende rapportering om hvert enkelt teststof.
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Almindelige foderkomponenter, som vides at influere pd karcinogenesen (f.eks. antioksidanter, umzttede
fedtsyrer, selen), ber ikke vare til stede i interfererende koncentrationer. En rakke forureninger, der normalt
forekommer i foderet, kan muligvis have betydning for vurderingen af karcinogeniciteten, og det er derfor
nedvendigt at vare szrlig opmzarksom pa, om der i foderet forekommer pesticidrester, organiske klorforbindelser
og polycykliske aromatiske kulbrinter, estrogener; tungmetaller, nitrosaminer og mykotoksiner.

Nir teststoffet indgives gennem vand eller foder, er-det vasentligt at kende dets stabilitet. Forud for toksikologiske
testserier bor der gennemfares passende stabilitets- og homogenitetstests med henblik pd atbestemme hyppigheden
af fodertilberedning og kontrol.

Nir foderet steriliseres, ber virkningen af sidanne fremgangsmader pa teststoffet og foderkomponenterne vare
kendt. Er der behov for tilpasninger, bor disse gennemfares.

Ved karcinogenicitetstest ber forskerne vare opmarksomme pé eventuelle forureninger i det anvendte vand.
Vand, der er godkendt som drikkevand, er normalt velegnet, og der ber vare adgang til oplysninger om dets
sammens&tning.

Det kan vare nedvendigt at ®ndre teststoffets koncentration i foderet, nir dyrene vokser, for at holde forholdet
mellem indragelse af teststof og kropsvagt nogenlunde konstant.

Nzringsvardien af forsegsgruppens foder ber ligge s& tat som muligt p4 kontrolgruppens foder. Det er derfor
nedvendigr at tage nzringsvardien af et teststof i foderblandingen i betragtning. Erfaririgen viser, at et indhold af
ikke-nzrende substanser i foderet pa op til 5 % sandsynligvis er uden betydning for foderets nzringsvardi.

1. Inhalationsundersegelser

Her er ikke specificeret gransetests, fordi man ikke har fundet det muligt at definere en enkelt gransevaerdi for
eksponering ved inhalation.

2. Teratogenicitetsundersegelse

Testmetoden er primart beregnet pa oral indgift. Andre mider kan anvendes afhzngigt af teststoffets fysiske
egenskaber eller sandsynlige humane eksponeringsformer. 1 sidanne tilfzlde bor testmetoden tilpasses under
hensyntagen til de relevante elementer i 28 dages undersegelserne.

3. Toksikokinetik

Toksikokinetiske undersegelser er en hjzlp til fortolkning og vurdering af toksicitetsdata. Formdlet med disse
undersogelser er at belyse szrlige aspekter af den testede kemiske forbindelses toksiske virkning, og
undersogelsesresultaterne kan vre til stotte ved udformning af yderligere toksikologiske undersogelser. Det er
ikke hensigten med disse undersogelser i alle tilfelde at bestemme alle parametre. Kun i sjeldne tilfzlde vil det vare
noedvendigt at gennemfore hele rakken af toksikokinetiske undersegelser (absorption, udskillelse, distribution og
stofskifte). For en rekke kemiske forbindelsers vedkommende kan det vare tilrddeligt at-@ndre denne rekkefolge,
og det vil i nogle tilfzlde vare tilstrazkkeligt at teste en enkelt dosis (»gransetest«).

Definitioner

toksikokinetik:  undersegelsen af teststoffers absorption, distribution, stofskifte og udskillelse

absorption: den (eller de) proces(ser), hvorved et teststof tranger ind i kroppen

udskillelse: den (eller de) proces(ser), hvorved et teststof og/eller dets stofskifteprodukter udskilles af
- kroppen

distribution: den (eller de) proces(ser), hvorved det absorberede teststof og/eller dets stofskifteprodukter

cirkulerer i og udskilles fra forskellige organer og vav i kroppen

stofskifte: den (eller de) proces(ser), der fordsager strukturelle 2ndringer i teststoffet i kroppen enten ved
enzymatiske eller non-enzymatiske reaktioner.

4. Akut og subakut toksicitet under anvendelse af en anden dyreart

Formailet med at foretage en undersogelse, hvori der anvendes en anden dyreart, er at supplere de konklusioner, der
kunne udledes p3 grundlag af den forst anvendte dyreart.

Nir der foretages en sidan undersogelse, kan den allerede beskrevne forsegsmetode anvendes, evt. tilpasset et
mindre antal dyr.
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5. Fertilitetsundersogelse

Hvis der er behov for en reproduktionsundersegelse i tre generationer, kan den beskrevne metode for
reproduktionsundersegelse i to generationer udvides til at dekke en tredje generation.

6. Mutagenicitetstests
Supplerende mutagenicitetstests, herundér:screening for krzftfremkaldende virkning

1 direktivets bilag.VIII er der omtalt supplerende undersegelser af mutagenicitet og forscreening af krzftfrem-
kaldende virkning. De undersegelser, der nzvnes i dette afsnit, kan i almindelighed anvendes pa begge
aspekter.

Indledning

Den forste vurdering af et stofs mutagene aktivitet foretages ved at mile fremkaldelsen af gen(punkt)mutationer i
bakterier og cytogenetiske skader i pattedyrceller (in vitro eller in vivo); egnede metoder til disse basisundersegelser
er beskrevet tidligere. Dette afsnit berarer yderligere undersogelser, der egner sig til verifikation og/eller supplering
af basisundersegelsernes resultater. Disse undersegelser kan bruges til en rakke forskellige formal:

1. Bekraftelse af de resultater, der er opniet i basisundersegelserne
2. Undersogelse af genetiske endpoints, der ikke er undersogt i basisundersogelserne

3. Pibegyndelse eller supplering af in-vivo-undersagelser.

Derfor omfatter de beskrevne tests bade in vitro og in vivo eukaryotiske systemer samt en udvidet rekke biologiske
endpoints. Testene giver oplysning om punktmutationer i organismer, der er mere komplekse end de bakterier,
som bruges i basisundersegelserne; og giver flere oplysninger om et stofs evne til at inducere kromosomforan-
dringer. Ogs4 testning af andre endpoints end mutationer og kromosomforandringer er nzvnt. Disse tests giver
supplerende oplysninger og egner sig til brug i testsystemer.

Nar man planlzgger et supplerende program til undersoagelse af mutagen effekt, ber det udformes siledes, at det
giver relevant yderligere viden om det pigzldende stofs mutagene og/eller karcinogene potentiale.

Hvilke undersogelser, der er hensigtsmaessige i et konkret tilfzxlde, athanger af talrige faktorer, herunder ogsi
stoffets kemiske og fysiske egenskaber, resultaterne af de indledende bakteriologiske og cytogenetiske tests,
stoffets omsztning og indflydelse pa stofskifteprocesserne, resultaterne af andre roksikologiske undersogelser og
den eksisterende viden om stoffets anvendelse. Valget af tests bor derfor, i betragtning af de varierende faktorer,
der skal tages hensyn til, ikke underlzgges et stramt skema. Dog kan nogle generelle principper bruges som
vejledning. Hvis en test gav positivt resultat i basisundersegelsen, ber de supplerende undersegelser omfatte mindst
en test, der kan pavise det samme genetiske endpoint. Hvis testningen for sivel genmutationer som
kromosomforandringer gav negativt resultat i basisundersegelsen, ber begge disse elementer normalt geres til
genstand for supplerende undersogelser. Det kan ligeledes vare hensigtsmassigt at skaffe yderligere data fra
indikatorundersogelserne (som er anfert nedenfor).

Metoderne til sidanne undersogelser er anfert nedenfor i grupper svarende til deres vigtigste genetiske
endpoint.

Undersagelser af gen(punkt)mutationer
De folgende tests kan vazre velegnede til supplerende undersegelse af et stofs mulige evne til at fremkalde
gen(punkt)mutationer:

a) Fremad- eller tilbagemutatiorisundersogelser med anvendelse af eukaryotiske mikroorganismer Saccharomy-
ces cerevisiae N

b) In vitro undersogelser af fremadmutation i pattedyrceller

¢) Den kensbundne recessive letale test i Drosophilia melanogaster

d) In vivo somatisk cellemutationstest: spottest i mus.

Undersagelser af kromosomforandringer

De folgende tests kan vzre velegnede til supplerende undersegelse af et stofs mulige evne til at fremkalde
kromosomforandringer: .

a) In vivo cytogenetiske undersegelser i pattedyr

Det bar overvejes at foretage in vivo metafaseanalyser af benmarvceller, hvis ikke de er foretaget i den
indledende vurdering (basisundersegelsen). Endvidere kan in vivo cytogenetiske undersegelser af kansceller
inddrages
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b) In vitro cytogenetiske undersegelser i pattedyrceller, hvis ikke de er foretaget i den indledende vurdering
c) Dominant letal test i gnavere

d) Arvelig translokation hos mus.

Indikatortests af virkningen pd DNA

Der findes metoder, hvorved man kan konstatere visse virkninger pA DNA uden dog at kunne konstatere en
mutagen virkning som »endpoint«. Disse undersogelser kan give oplysninger, der supplerer resultaterne af
mutagenicitetsundersagelserne, og som kan vare nyttige i tolkningen af sidanne undersagelser. De folgende tests
med anvendelse af eukaryotiske mikroorganismer eller pattedyrceller kan vare velegnede, nér der er behov for
sidanne undersogelser:

a) Mitotisk rekombination i Saccharomyces cerevisiae
b) DNA-skade og DNA-reparation — unscheduled DNA synthesis i pattedyrceller (in vitro)

c) Sesterkromatidombytning i pattedyrceller (in vitro).

Andre indikatortests til konstatering af kraftfremkaldende potentiale

Der findes bestemmelser af pattedyrcellers transformation, som miler et stofs evne til at fremkalde morfologiske og
adferdsmessige forandringer i cellekulturer, der menes at vare forbundet med maligne transformationer in vivo.
Der kan bruges en rzkke forskellige celletyper og transformationskriterier. '

Beregning af risici for arvelige effekter i pattedyr

Der findes metoder til miling af arvelig effekt i intakte pattedyr. Denne effekt kan vare frembragt af
gen(punkt)mutationer som i specifik locus test med anvendelse af mus () eller af kromosomforandringer som i
arvelig translokationstest i mus.

Sadanne metoder kan anvendes ved vurderingen af den eventuelle humangenetiske risiko, der er forbundet med et
stof. I betragtning af disse undersegelsers komplekse karakter og af det meget store antal dyr, der er behov for, iszr
til specifik locus test, er det nadvendigt med en vagtig begrundelse, inden disse undersegelser gennemfores.

(1) Specifik locus test med anvendelse af mus (som ikke er beskrevet i dette dokument) kan anvendes til afslering af mutationer hos
forste generation efter eksponering af forzldrenes konsceller for et mutagent stof . Genetiske forandringer, der forer til arvelige
zndringer med synlige fenotypiske udslag, kan afsleres og kvantificeres.
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SUBKRONISK TOKSICITET, ORAL INDGIFT

90 DAGES GENTAGEN ORAL INDGIFT TIL GNAVERE
1. METODE

1.1. . Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. 7 Referencestoffer
Ingen.
1.4. v Princip for testmetoden

Teststoffet indgives dagligt oralt i graduerede doser til et antal grupper af forsegsdyr. Der gives en dosis pr. gruppe
gennem en periode pd 90 dage. Dyrene observeres dagligt i doseringsperioden. Eventuelle tegn p3 toksicitet
registreres. Dyr, der der under forseget eller aflives ved afslutningen af forseget, obduceres.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. . Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Dyrene holdes under forsegsbetingelserne med hensyn til milje og fodring i mindst fem dage inden forseget
pabegyndes. Unge, sunde, kensmodne dyr fordeles randomiseret i test- og kontrolgrupper.

Teststoffet kan indgives med foderet, med mavesonde, i kapsler eller i drikkevandet. Alle dyr ber underkastes
samme administrationsform i hele forsagsperioden. Hvis der anvendes et vehikel eller andre tilsztningsstoffer med
henblik p4 at lette doseringen, skal det vare vist, at de ikke har nogen toksisk virkning. Her kan tidligere opsamlede
data benyttes.

Forsogsbetingelser
Forsegsdyr

Rotten er det foretrukne forsegsdyr, medmindre der foreligger kontraindikationer. Der benyttes unge, sunde rotter
af almindeligt anvendte laboratoriestammer, og indgivelsen ber ideelt set indledes, inden rotterne er seks uger, og
under alle omstzndigheder inden de er otte uger gamle. Ved forsogets begyndelse ma vagten af de anvendte dyr
ikke variere mereend + 20 % af gennemsnitsvagten. Hvis en undersegelse af subkronisk toksicitet ved oral indgift
udferes som et forstudium til en langtidsundersogelse, skal samme dyreart og stamme anvendes i begge
undersogelser.

Antal og ken

Der anvendes mindst 20 dyr (ti hun- og ti handyr) til hver dosisniveau. Hundyrene m3 ikke have fodt og m3 ikke
vare dragtige. Hvis der paregnes aflivning af dyr under forseget, ber det oprindelige antal foreges med det antal
dyr, man piregner at aflive i lebet af forseget. Man kan samtidig indgive en satellitgruppe pa 20 dyr (ti af hvert ken)
den hajeste dosis gennem 90 dage og observere, hvorvidt toksiske virkninger er reversible, persnsterende eller
indtraeder fotsmket i en periode pd 28 dage efter forseget.
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Dosisniveauer

Der skal anvendes mindst tre dosisniveauer samt en koritrolgruppe. Dyrene i kontrolgruppen behandles najagtigt
som dyrene i forsegsgrupperne bortset fra indgift af teststoffet. Hvis der anvendes et vehikel til at lette doseringen,
bor kontrolgruppen indgives vehiklet p4 samme mide som forsegsgruppen, og den ber indgives samme mangde
vehikel som den forsegsgruppe, der modtager den hejeste dosis. Den hajeste dosis ber have toksisk effekt, men
ikke forirsage dedelighed eller kun en meget begranset dadelighed. Det laveste dosisniveau bar ikke have nogen
toksisk effekt overhovedet.

Huvis der foreligger en anvendelig vurdering af menneskers eksponering for stoffet, ber det laveste dosisniveau
overskride denne eksponering. Ideelt set ber middeldosis frembringe de mindste observerbare toksiske effekter.
Hvis der anvendes mere ‘end en middeldosis, bor dé valges siledes, at der opnds graduering af de toksiske
virkninger.

I den lavt doserede og middeldoserede gruppe og i kontrolgruppen ber dedeligheden holdes p4 et lavt niveau for at
give mulighed for en meningsfuld vurdering af resultaterne.

Huvis teststoffet indgives med foderet, kan man enten anvende en konstant koncentration (ppm eller mg/kg foder)
eller en konstant dosering i forhold til dyrenes vagt. Det benyttede alternativ specificeres. Hvis teststoffet indgives
med mavesonde, ber doseringen finde sted pi samme tidspunkt hver dag. Doserne ber justeres med jzvne
mellemrum (hver eller hveranden uge), for at dosis kan vare konstant i forhold til dyrenes legemsvagt.

Grznsetest

Huis der ikke i et 90 dages forseg, udfert efter nedenstiende retningslinjer, kan konstateres toksisk virkning af en
dosis p4 1 000 mg/ kg legemsvagt/ dag eller de starre dosis fastsat ud fra kendskabet til den eventuelle eksponering,
mennesker udszttes for, kan yderligere testning betragtes som unedvendig. Det er vigtigt at sikre sig, at stoffer med
lav toksicitet, som indgives med foderet, ikke pa grund af deres mangde eller andre egenskaber griber ind 1
ernzringsmassige krav.

Observationsperiode

Alle dyr observeres dagligt, og det registreres, om der optrader tegn pa toksicitet, hvornir disse tegn optreder
forste gang, hvor l&nge de varer, og hvor kraftige de er. Dodstidspunkt og toksicitetstegns optraden og forsvinden
ber registreres.

Fremgangsmdde

Den ideelle dosering er, at dyrene indgives teststoffet syv dage om ugen i en periode pd 90 dage. En eventuel
satellitgruppe beregnet til efterfelgende observationer ber holdes under observation i yderligere 28 dage, uden
indgift af teststof, siledes at man har mulighed for at registrere, om toksiske virkninger forsvinder eller om de
persisterer.

Inspektion af dyrene skal omfatte forandringer i hud og pels, ojne og slimhinder, &ndedrat og kredsleb, det
autonome og centrale nervesystem, den motoriske aktivitet og adferdsmenstret. Der holdes ugentligt regnskab
med foderindtagelsen (og vandforbruget hvis teststoffet indgives via drikkevandet). Dyrene vejes een gang om
ugen.

Dyrene observeres med j&vne mellemrum for at det mindst mulige antal dyr gir tabt for undersegelsen pa grund af
f.eks. kannibalisme, autolyse af vav eller forveksling. Ved forsegets afslutning aflives og obduceres dyrene med
undtagelse af satellitgruppen. Deende dyr ber fjernes og obduceres, s& snart de registreres.

Ved forsegets afslutning skal alle dyr inklusive kontrolgruppen almindeligvis underkastes felgende undersegel-
ser: ,

a) Oftalmologisk undersagelse med anvendelse af et oftalmoskop eller lignende passende udstyr skal foretages
inden indgift af teststoffet og ved undersegelsens afslutning. Det m4 foretrzkkes, at alle dyr underseges, men
sker det ikke, underseges mindst gruppen p3 hejeste dosisniveau og kontrolgruppen. Hvis der observeres
forandringer i ojnene skal alle dyr undersoges.

b) Hazmatologisk undersegelse omfattende hzmatokrit, hemoglobinkoncentration, erytrocyttélling, total og
differential leukocyttzlling. Miling af koaguleringsevne f.eks. koagulationstid, protrombintid, tromboplas-
tintid, eller blodpladetzlling skal foretages ved forsegets afslutning.

¢) Klinisk-biokemisk analyse af blod skal foretages ved afslutningen af forseget. Relevante analyseomrader for
alle forseg er elektrolytbalance, kulhydratstofskifte, lever- og nyrefunktion. Valg af specifikke tests athenger
af observationer af teststoffets virkning. Falgende bestemmelser kan foreslas: kalcium, fosfor, klorid, natrium,
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kalium, fasteglukose (fasteperioden vil afhznge af dyrearten), serum alanin aminotransferase (ALAT), serum
aspartat aminotransferase (ACAT), ornitin decarboxylase, gamma glutamyl transpeptidase, urinstof,
albumin, kreatinin, total bilirubin og total serumprotein. Andre bestemmelser, der kan vare pikravede i en
adxzkvat toksikologisk vurdering, omfatter lipidanalyser, hormonanalyser, syre/basebalance, methamoglo-
bin, cholinesteraseaktivitet. Der kan anvendes yderligere klinisk-biokemisk analyse, hvor det skannes
nedvendigt for en videre undersegelse af de observerede virkninger.

d) Rutinemassig urinanalyse er ikke pakravet, medmindre den indiceres af forventede eller observerede toksiske
virkninger.

Hvis tidligere opsamlede basaldata er inadzkvate, ber man gere sig overvejelser over undersegelse af
hzmatologiske og klinisk biokemiske parametre, inden forseget begynder.

Makroskopisk undersogelse

Alle forsegsdyrene skal underkastes en fuldstzndig makroskopisk vurdering, der omfatter undersogelse af
kropsoverflader, alle kropsdbninger og kranie-, thorax-, og abdominalhulerne og deres indhold. Lever, nyrer,
binyrer og testikler vejes sd hurtigt som mulig efter dissektionen for at undgs udterring. Felgende vav og organer
skal opbevares i et passende medium med henblik p& mulig senere histopatologisk undersegelse: alle vav og
organer, som udviser lzsioner, hjerne, herunder snit af medulla/pons, den cerebellare og cerebrale cortex,
hypofyse, skjoldbrusk/biskjoldbruskkirtel, thymusvev, lunger, hjerte, aorta, (spytkirtler), lever, milt, nyrer,
binyrer, bugspytkirtel, kenskirtler, uterus, (assesoriske kenskirtler), (hud), spiserer, maveszk, duodenum;
jejunum, ileum, coecum, tyktarm, endetarm, urinblare, en reprasentativ lymfeknude, (kvindelig brystkirtel),
(ldrmuskulatur), perifer nerve, sternum med knoglemarv, (gjne), (femur inklusive ledflade), (rygmarv i tre
forskellige snit — cervikalt, midt for thorax og lumbalt) og (exorbitale tirekirtler).

(Vav, der er nzevnt i parentes, behever kun undersages, hvis der er tale om toksicitetstegn eller kan szttes i
forbindelse med milorganer).

Histopatologisk undersoagelse

a) Der skal foretages en fuldstzndig histopatologisk undersagelse af organer og vav fra dyrene i kontrolgruppen
samt i den gruppe, der har fiet indgivet den hojeste dosis.

b) Alle alvorlige lzsioner skal undersages.
c) Milorganer skal ogs3 underseges i evrige doserede grupper.

d) Lungerne fra dyr i den lavest doserede og de middeldoserede grupper skal underkastes histopatologisk
undersagelse med henblik p3 konstatering af tegn p4 infektion, idet dette giver en egnet vurdering af dyrenes
helbredstilstand. Man ber ogs3 underkaste lever og nyrer fra dyr i disse grupper histopatologisk undersogelse.
Der er ikke rutinemassigt behov for yderligere histopatologiske undersogelser af dyr fra disse grupper, men
organer, som viser tegn pi lzsioner i den gruppe, der har fiet indgivet den hajeste dosis, skal altid
undersages.

¢) Dyreneien eventuel satellitgruppe ber underkastes en histopatologisk undersegelse af vav og organer, der har
vist toksisk pavirkning i de ovrige grupper.

2. DATA

Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forseget, antal dyr med lasionef,
og for hver type af lesioner den procentdel dyr, der udviser den pagzldende lzsion. Evaluering af resultaterne skal
baseres pa en passende statistisk metode. Alle anerkendte statistiske metoder kan anvendes.

3. RAPPORTERING
3.1. Forsagsrapport

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:

— dyreart, stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.

— forsegsbetingelser

— dosisniveauer (med angivelse af vehikel, hvor et sidant er anvendt) samt koncentratloner

— oplysninger om toksisk reaktion inddelt efter ken og dosis



30. S. 88

De Europziske Fzllesskabers Tidende

Nr. L 133/11

3.2.

— ikke toksisk dosis, hvis en sidan er konstateret

— dedstidspunkt under forseget eller overlevelse af forsegsdyr til forsegets slutning

— toksiske eller andre virkninger

— observationstidspunkt for hvert ‘enkelt abnormitetstegn og den senere udvikling af abnormiteten
— data for foder og vagt

— oftalmologiske fund

— hzmatologiske undersegelser og samtlige resultater

— klinisk biokemiéke undersagelser og samtlige resultater (herunder resultater af urinanalyse)
— obduktionsfund

— detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund

— eventuel statistisk behandling af resultaterne

— diskussion af resultaterne

— fortolkning af resultaterne.

Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle inledning til afsnit B.
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SUBKRONISK TOKSICITET, ORAL INDGIFT

90 DAGES GENTAGEN ORAL INDGIFT UNDER ANVENDELSE AF ANDRE DYREARTER END GNAVERE
1. "METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning. til afsnit B.

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. - Princip for testmetoden

Teststoffet indgives dagligt oralt i graduerede doser til grupper af forsegsdyr (ikke-gnavere), idet der gives en dosis
pr. gruppe gennem en periode pd 90 dage. Dyrene observeres dagligt i doseringsperioden. Eventuelle tegn pa
toksicitet registreres.. Dyr, der der under forseget eller aflives ved afslutningen af forseget, obduceres.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Dyrene holdes under forsegsbetingelserne med hensyn til milje og fodring i mindst fem dage, inden forseget
pabegyndes. Unge, sunde dyr fordeles randomiseret i test- og kontrolgrupper.

Teststoffet kan indgives med foderet eller i kapsler, hvis denne fremgangsmade skonnes mere egnet. Ogs4 andre
former for oral indgivelse kan anvendes. Alle dyr ber underkastes samme administrationsform i hele
forsegsperioden. Hvis der anvendes et vehikel eller andre tilsztningsstoffer for at lette doseringen, ber det vare
vist, at de ikke har nogen toksisk virkning. Her kan tidligere opsamlede data benyttes.

Forsegsbetingelser
Forsoegsdyr

De almindeligst anvendte forsagsdyr ud over gnavere er hunden, der helst skal vare af veldefineret herkomst.
Andre dyrearter kan ogsi anvendes. Der benyttes unge, sunde dyr, og hvis man benytter hunde, ber doseringen
ideelt set indledes, nar de er fire til seks mineder gamle, og under alle omstzndigheder inden de er ni mineder
gamle. Hvis en undersogelse af subkronisk toksicitet ved oral indgift udferes som et forstudium til en
langtidsundersogelse, bar samme dyreart/dyr af samme herkomst anvendes i begge undersogelser.

Antal og ken

Der anvendes mindst otte dyr (fire hun- og fire handyr) til hvert dosisniveau. Antallet af overlevende dyr ved
forsegets slutning skal vare tilstrakkelig stort til, at der kan foretages en meningsfuld vurdering af toksiske
virkninger.

Dosisniveauer

Der skal anvendes mindst tre dosisniveauer samt en kontrolgruppe. Dyrene i kontrolgruppen behandles nojagtigt
som dyrene i forsegsgrupperne bortset fra indgift af teststof. Den storste dosis ber have toksisk effekt, men ikke
forarsage dedsfald. Den mindste dosis ber ikke have nogen toksisk effekt overhovedet. Hvis der foreligger en
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anvendelig vurdering af menneskers eksponering for stoffet, bor det laveste dosisniveau overskride denne
eksponering. Ideelt set ber middeldosis frembringe mindst mulige observerbare toksiske effekter. Hvis der.
anvendes mere end en middeldosis, bar de valges sdledes, at der opnds graduering af de toksiske virkninger.

I den lavt doserede og de middeldoserede grupper og i kontrolgruppen ber der ikke vare nogen dedsfald.

Det er vigtigt at sikre sig, at stoffer med lav toksicitet, som indgives med foderet, ikke p4 grund af deres mangde
eller andre egenskaber griber ind i ernzringsmassige krav.

Huisteststoffet indgives med foderet, kan man enten anvende en konstant koncentration (ppm eller mg/kg foder)
eller en konstant dosering i forhold til dyrenes vagt. Det benyttede alternativ specificeres. Hvis teststoffet indgives
direkte f.eks. i kapsler, bar doseringen finde sted pa samme tidspunkt hver dag, og doserne ber justeres en gang om
ugen, for at dosis kan vaere konstant i forhold til dyrets legemsvagt. Hvis en undersagelse af subkronisk toksiciret
udferes som et forstudium til en langtidsundersogelse, ber der anvendes samme foder i begge undersogelser.

Grznsetest

Hvis der ikke i et 90 dages forseg udfort efter nedenstiende retningslinjer kan konstateres toksisk virkning af en
dosis pi 1 000 mg/kglegemsvagt/ dag eller en storre dosis fastsat ud fra kendskabet til den eventuelle eksponering,
mennesker udszttes for, kan yderligere testning betragtes som unedvendig. Det er vigtigt at sikre sig, at stoffer med
lav toksicitet, som indgives med foderet, ikke p3 grund af deres mangde eller andre egenskaber griber ind i
ernzringsmassige krav.

Observationsperiode

Alle dyr'observeres dagligt, og det registreres, om der optrazder tegn pi toksicitet, hvornir disse tegn optrader
forste gang, hvor lenge de varer, og hvor kraftige de er. Dedstidspunkt og toksicitetstegns optraden og forsvinden
bor registreres.

Fremgangsmdde

Den ideelle dosering er, at dyrene indgives teststoffet i syv dage om ugen i en periode pa 90 dage. Ud fra praktiske
overvejelser kan det imidlertid accepteres, at indgiften kun foregar fem dage om ugen, sifremt teststoffet indgives
pi anden mide end i foderet. Inspektion af dyrene skal omfatte, men ikke nedvendigvis indskrankes til
forandringer i hud og pels, ojne og slimhinder, 4ndedrzt og kredsleb, det autonome og centrale nervesystem, den
motoriske aktivitet og adferdsmenstret. Der holdes ugentligt regnskab med foderindtagelsen (og vandforbruget
hvis teststoffet indgives via drikkevandet). Dyrene vejes en gang om ugen.

Der foretages en omhyggelig klinisk undersogelse af dyrene hver dag, og alle nedvendige skridt til sikring af, at det
mindst mulige antal dyr falder uden for undersegelsen, tages. Ved forsegets afslutning obduceres alle overlevende
dyr. Deende dyr skal fiernes og obduceres, s snart de registreres.

Folgende underscgélser udferes normalt pi alle dyr inklusive kontrolgruppen:

a) Oftalmologisk undersogelse med anvendelse af oftalmoskop eller lignende passende udstyr ber foretages inden
indgift af teststoffet og ved forsegets afslutning. Det ma foretrakkes, at alle dyr undersoges, men mindst
gruppen pi hajeste dosisniveau og kontrolgrupperne. Hvis der observeres forandringer i gjnene, ber alle dyr
undersoges.

b) Hamatologisk analyse omfattende hamatokrit, hamoglobinkoncentration, erytrocyttzlling, total og
differential leukocyttzlling og méiling af koaguleringsevnen f.eks. koaguleringstid, protrombintid, trombo-
plastintid eller blodpladetzlling ber foretages ved forsegets begyndelse og enten en gang om maineden eller
efter halvdelen af testperioden og endelig ved forsegets afslutning.

c) Ved forsagets begyndelse skal der foretages klinisk biokemisk analyse pa blod, og disse analyser ber gentages
en gang om mineden eller efter halvdelen af testperioden og endelig ved forsegets afslutning. Relevante
analyseomrider for alle forsog er elektrolytbalance, kulhydratstofskifte, lever- og nyrefunktion. Valg af
specifikke tests afhanger af observationer af teststoffets virkning. Bestemmelser, som kan foreslas, er kalcium,
fosfor, klorid, natrium, kalium, fasteglukose (fasteperioden athenger af dyrearten/dyrenes herkomst), serum
alanin aminotransferase (ALAT), serum aspartat aminotransferase (ASAT), ornitin decarboxylase, gamma
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glutamyl transpeptidase, urinstof, albumin, blodkreatinin, total bilirubin og total serumprotein. Andre
bestemmelser, der kan vare pikrevede i en adakvat toksikologisk vurdering, omfatter lipidanalyse,
hormonanalyser, syre/basebalance, methemoglobin, cholinesteraseinhibering. Der kan foretages yderligere
klinisk biokemiske analyser, hvor det skennes nedvendigt for en videre undersogelse af de observerede
virkninger. Ikke-gnavere ber faste (op til 24 timer), for der tages blodpraver.

d) Rutinemzssig urinanalyse er ikke pakraevet, medmindre den indiceres af forventede eller observerede toksiske
virkninger.

Makroskopisk undersogelse

Alle forsegsdyrene skal underkastes en fuld makroskopisk vurdering, der omfatter undersogelse af kropsoverflade,
alle kropsibninger og kranie-, thorax- og abdominalhulerne og deres indhold. Lever, nyrer, binyrer,
skjoldbruskkirtel (med biskjoldbruskkirtler) og testikler ber vejes si hurtigt som muligt efter dissektionen for at
undgé udterring. Folgende vev og organer skal opbevares i et passende medium med henblik p4 mulig senere
histopatologisk undersegelse. Alle vaev og organer, som udviser lzsioner, hjerne, herunder snit af medulla/pons,
den cerebellare og cerebrale cortex, hypofysen, skjoldbrusk/biskjoldbruskkirtel, thymusvav, (trakea), lunger,
hjerte, aorta, spytkirtler, lever, milt, nyrer, binyrer, bugspytkirtel, kenskirtler, uterus, (assesoriske kenskirtler),
(hud), galdeblare, spiseror, mavesak, duodenum, jejunum, ileum, coecum, tyktarm, endetarm, urinblare, en
repraesentativ lymfeknude, (kvindelig brystkirtel), (1armuskulatur), perifer nerve, (ojne), sternum med knogle-
marv, (femur inklusive ledflade) og (rygmarv i tre forskellige snit — cervikalt, midt for thorax og lumbalt).

(Vav, der er nzvnt i parentes, behaver kun underseges, hvis der er tale om toksicitetstegn eller kan szttes i
forbindelse med milorganer.) :

Histopatologiske undersegelser

Der skal foretages en fuld histopatologisk undersegelse af vaev og organer fra dyr i kontrolgruppen samt i den
gruppe, der har fiet indgivet den hajeste dosis. Yderligere histopatologiske undersegelser af dyr fra de evrige
grupper ber foretages pa organer, som i den gruppe, der har fiet indgivet den hejeste dosis, har vist tegn pi
lzsioner, eller som pi grundlag af de kliniske observationer indicerer, at der er behov for en sidan
undersegelse. :

2. DATA

Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forseget, antal dyr med lesioner
og for hver type af lesioner den procentdel dyr, der udviser den pdgzldende lsion. Evaluering af resultaterne skal
baseres pa en passende statistisk metode. Alle anerkendte statistiske metoder kan anvendes.

3. RAPPORTERING
3.1. Forsegsrapporten

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:

— dyreart, stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.

— forsegsbetingelser

— dosisniveauer (med angivelse af vehikel, hvor et sddant er anvendt) samt koncentrationer

— oplysninger om toksisk reaktion inddelt efter ken og dosis

— ikke toksisk dosis, hvis en sidan er konstateret

— dedstidspunkt under forseget eller overlevelse af forsegsdyr til forsegets slutning

— toksiske eller andre virkninger (iszr kliniske fund)

— observationstidspunke for hvert enkelt abnormitetstegn og den senerer udvikling af abnormiteten
— dato for foder og vagt

— oftalmologiske fund



30.5. 88 De Europziske Fallesskabers Tidende Nr. L 133/15

— hamatologiske undersegelser og samtlige resultater (herunder resultater af urinanalyse)
— klinisk-biokemiske analyser og samtlige resultater

— obduktionsfund

— detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund

- eventuel statistisk behandling af resultaterne

— diskussion af resultaterne '

— fortolkning af resultaterne.

3.2 Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

4. LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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SUBKRONISK TOKSICITET, OPTAGELSE GENNEM HUDEN

90 DAGES GENTAGEN DOSERING PA HUD UNDER ANVENDELSE AF GNAVERE

1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

Teststoffet pAfores dagligt huden p4 grupper af forsegsdyr, idet der gives en bestem gradueret dosis til hver gruppe
gennem en periode p&d 90 dage. Dyrene observeres dagligt i forsogsperioden. Eventuelle tegn pa toksicitet
registreres. De dyr, der der under forseget eller aflives ved afslutningen af forseget, obduceres.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Dyrene holdes under forsegsbetingelserne med hensyn til milje og fodring i mindst fem dage inden forseget
pabegyndes. Unge, sunde, dyr fordeles randomiseret i grupper. Kort for forseget indledes, klippes pelsen pa ryggen
pi forsegsdyrene. Sifremt pelsen barberes bort, ber det ske ca. 24 timer, inden forseget indledes. Klipningen eller
barberingen ma som regel gentages med en uges mellemrum. Man m4 ved klipning eller barbering passe pi ikke at
beskadige huden. Mindst 10 % af dyrets overflade skal kunne anvendes til pafering af teststoffet. Ved afgorelse af,
hvilket og hvor stort et omrade, der skal klippes, ber der tages hensyn til dyrets vagt. Ved testning af faste stoffer,
som — hvis det er hensigtsmassigt — kan pulveriseres, skal teststoffet fugtes tilstrakkeligt med vand eller om
nodvendigt med et passende vehikel for at sikre god kontakt med huden. Flydende teststoffer piferes normalt
ufortyndet. Der skal anvendes daglig applikation fem til syv dage ugentligt.

Forsogsbetingelser
Forsegsdyr

Der kan anvendes voksne rotter eller kaniner. Der kan anvendes andre dyrearter, men i si fald skal dette vare
begrundet. Der benyttes dyr af almindeligt anvendte stammer. For begge ken af forsegsdyr gzlder det, at
variationen i deres vagt ikke ma overskride + 20% af en rimelig gennemsnitsvagt. Hvis en undersogelse af
subkronisk toksicitet udferes som et forstudium til en langtidsundersegelse, ber samme dyreart og stamme
anvendes i begge undersogelser. ’

Antal og ken

Der anvendes mindst 20 dyr (ti hunner og ti hanner) med sund hud til hvert dosisniveau. Hunnerne ma ikke have
fodt og ma ikke vzre dragtige. Det kan i nogle tilfzlde begrundes at valge et tindre antal forsegsdyr, navnlig nar
der er tale om kaniner. i
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Dosisniveauer

Til forseget anvendes et tilstrekkeligt antal dosisniveauer, mindst tre. Hvis et vehikel anvendes, anvendes ud over
en kontrolgruppe en vehikelkontrolgruppe.

Applikationsperioden skal vzre mindst seks timer dagligt, samme periode hver dag.

Vehikelkontrolgruppen doseres pd samme mide som forsegsgrupperne og piferes samme mangde vehikel som
den gruppe, der modtager den hojeste dosis. Den hojeste dosis bar have toksisk effekt men ikke forirsage dedsfald
eller kun meget begranset dedelighed. Den laveste dosis ber ikke have nogen toksisk effekt overhovedet. Hvis der
foreligger en anvendelig vurdering af menneskers eksponering for stoffet, ber den laveste dosis ikke overskride
denne eksponering.

Ideelt set bar middeldosis frembringe de mindste observerbare toksiske effekter. Hvis der anvendes mere end en
middeldosis, bar de gradueres med henblik p4 at opni en graduering af den toksiske virkning. I den lavt doserede
og middeldoserede gruppe og i kontrolgrupperne bor dedeligheden holdes p4 et lavt niveau for at give mulighed for
en meningsfuld vurdering af resultaterne.

Huis teststoffet forarsager alvorlig hudirritation, beor koncentrationen sznkes, og der kan derved ske en reduktion
eller et fuldstzendigt bortfald af de avrige toksiske effekter pA den hojeste dosis. Hvis huden er blevet alvorligt
beskadiget, kan det vaxre nedvendigt at afbryde forseget og foretage et nyt forseg med en lavere koncentra-
tion.

Gransetest

Huvis et dosisniveau pi 1 000 mg/kg legemsvagt eller et hojere dosisniveau fastsat ud fra kendskabet til den
eventuelle eksponering, mennesker udszttes for, ikke giver nogen toksisk virkning, kan yderligere forseg betragtes
som unedvendige.

Observationsperiode

Dyrene observeres dagligt, og det registreres, om der optrader tegn pa toksicitet. Dedstidspunkt og tidspunkt for
toksicitetstegns optrzden og forsvinden skal registreres. )

Fremgangsmdde

Dyrene skal holdes i hvert sit bur, Den ideelle dosering er pAforing af teststoffet syv dage om ugen i en periode pa 90
dage. .

Eventuelle satellitgrupper beregnet til efterfolgende observationer ber holdes under observation i yderligere 28
dage, efter at pAferingen af teststoffet er afsluttet, siledes at man har mulighed for at registrere, om toksiske
virkninger er reversible eller om de persisterer. Ekspositionsperioden skal vare seks timer dagligt.

Teststoffet pifores javnt over et omride, som svarer til ca. 10% af den samiede kropsoverflade. Med starke
toksiske stoffer kan der anvendes et mindre omride, men stoffet bor piferes si tyndt og ensartet og over s4 stor en
del af omridet som muligt.

Teststoffer holdes i kontakt med huden ved hjzlp af en pores gazeforbinding og en ikke-hudirriterende
kizbestrimmel. Teststedet skal desuden dzkkes pi en sidan mide, at gazeforbindingen og teststoffet holdes
sikkert fast, si det sikres, at dyrene ikke indtager teststoffet. Der kan anvendes andre foranstaltninger, som
forhindrer dyrene i at indtage teststoffet, men man ber ikke immobilisere dem fuldstendigt.

Ved eksponeringsperiodens slutning fjernes eventuelt tilbagesiddende teststof, idet der anvendes vand eller en
anden egnet metode til at rense huden.

Alle dyr observeres dagligt, og det registreres, om der optrader tegn pi toksicitet, hvornar disse tegn optrader
forste gang, hvor lenge de varer, og hvor kraftige de er. Inspektion af dyrene skal omfatte forandringer i hud og
pels, ojne og slimhinder, 4ndedrat og kredsleb, det autonome og centrale nervesystem, den motoriske aktivitet og
adfazrdsmenstret. Der holdes ugentligt regnskab med foderindtagelsen, og dyrene vejes en gang om ugen. Dyrene
observeres med jzvne mellemrum med henblik p4, at det mindst mulige antal dyr gir tabt for undersogelsen pa
grund af f.eks. kannibalisme, autolyse af vzv eller forveksling. Ved forsegets afslutning aflives og obduceres alle
tilbagevarende dyr med undtagelse af satellitgrupperne. Doende dyr skal fiernes og obduceres, s3 snart de
registreres.

Alle dyr inklusive kontrolgruppen underkastes normalt felgende undersogelser:

a) Oftalmologisk undersegelse med anvendelse af et oftalmoskop eller lignende passende udstyr skal foretages
inden pifering af teststoffet og ved undersegelsens afslutning. Det mi foretrzkkes, at alle dyr underseges, men
sker dette ikke, undersoges mindst den gruppe, der pifores den hojeste dosis og kontrolgruppen. Hvis der
observeres forandringer i ojnene, skal alle dyrene undersoges.
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.

b) Hamatologiske undersegelser omfattende hamatokrit, hemoglobinkoncentration, erytrocyttzlling, total og
differential leukocyttzlling, miling af koaguleringsevne f.eks. koagulationstid, protrombintid, tromboplas-
tintid eller blodpladetzlling skal foretages ved forsegets afslutning.

¢) Klinisk biokemisk analyse af blod skal foretages ved afslutningen af forseget. Relevante analyseomrader for
alle forsog er elektrolytbalance, kulhydratstofskifte, lever- og nyrefunktion. Valg af specifikke tests afhenger
af observationer af teststoffets virkning. Felgende bestemmelser kan foresl4s: kalcium, fosfor, klorid, natrium,
kalium, fasteglukose (fasteperioden vil afthznge af dyrearten), serum alanin aminotransferase (ALAT), serum
aspartat aminotransferase (ASAT), ornitin decarboxylase, gamma glutamyl transpeptidase, urinstof,
albumin, kreatinin, total bilirubin og total serumprotein. Andre bestemmelser, der kan vere pikrevede i en
adazkvat toksikologisk vurdering, omfatter lipidanalyser, hormonanalyser, syre/basebalance, methzmoglo-
bin, cholinesteraseaktivitet. Der kan anvendes yderligere klinisk-biokemisk analyse, hvor det skannes
nedvendigt for en videre undersogelse af de observerede virkninger.

d) Rutinemsssig urinanalyse er ikke pikravet, medmindre den indiceres af forventede eller observerede toksiske
virkninger. :

Hvis historiske basaldata er inadekvate, skal man gere sig overvejelser over anvendelsen af hematologiske og
klinisk biokemiske parametre, inden forseget begynder.

Makroskopisk undersegelse

Alle forsegsdyrene skal underkastes en fuldstendig makroskopisk vurdering, der omfatter undersogelse af
kropsoverflade, alle kropsdbninger og kranie-, thorax- og abdominalhulerne og deres indhold. Lever, nyrer,
binyrer og testikler vejes s& hurtigt som muligt efter dissektion for at undgi udterring. Felgende vav og organer
skal opbevares i et passende medium med henblik pi mulig senere histopatologisk undersagelse: alle vev og
organer, som udviser lasioner, hjerne, herunder snit af medulla/pons, den cerebellare og cerebrale cortex,
hypofyse, skjoldbrusk/biskjoldbruskkirtel, thymusvav, (trakea), lunger, hjerte, aorta, spytkirtler, lever, milt,
nyrer, binyrer, bugspytkirtel, kenskirtler, uterus, assesoriske kenskirtler, galdeblzre (hvis den findes), spiserer,
maveszk, duodenum, jejunum, ileum, coecum, tyktarm, endetarm, urinblere, en reprasentativ lymfeknude,
(kvindelig brystkirtel), (I&rmuskulatur), perifer nerve, (ojne), (sternum med benmarv), (femur inklusive ledflade),
(rygmarv i tre forskellige snit — cervikalt, midt for thorax og lumbalt) og (exorbitale tirekirtler).

(Vev, der er nazvnt i parentes, behever kun underseges, hvis der er tale om toksicitetstegn eller kan sattes i
forbindelse med méilorganer.)

Histopatologiske undersogelser

a) Der skal foretages en fuldsteendig histopatologisk undersegelse af organer og vav fra dyrene i kontrolgruppen
og i den gruppe, der har fiet pafort den hojeste dosis.

b) Alle alvorlige lzsioner skal undersoges.
c) Malorganer skal ogsd undersoges i ovrige-doserede grupper.

d) Niér der anvendes rotter, undersages lungerne fra dyrene i den lavest doserede og de middeldoserede grupper
histopatologisk med henblik p4 konstatering af tegn p4 infektion, idet dette giver en egnet vurdering af dyrenes
helbredstilstand. Der er ikke rutinemassigt behov for yderligere histopatologiske undersogelser af dyrene i
disse grupper, men organer, som viser tegn pa lzsioner i den gruppe, der har fiet pAfort den hgjeste dosis, skal
altid undersoges. .

e) Dyrenei en eventuel satellitgruppe skal underkastes en histopatologisk undersegelse af de vav og organer, der
udviser toksisk pavirkning i de evrige grupper. -

2. DATA

Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forseget, antal dyr med lsioner
og for hver type af lesioner den procentdel dyr, der udviser den pagzldende lesion. Evaluering af resultaterne skal
baseres pA en passende statistisk metode. Alle anerkendte statistiske metoder kan anvendes.
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3. RAPPORTERING
3.1. Forsegsrapport
Forsogsrapporten skal om muligt indeholde folgende:
— dyreart, stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.
— forsegsbetingelser
— dosisniveauer (med angivelse af vehikel, hvor et sddant er anvendt) samt koﬁcentration
— ikke toksisk dosis, hvis en sidan er konstateret
— oplysninger om toksisk reaktion inddelt efter ken og dosis
— dedstidspunkt under forseget eller overlevelse af forsegsdyr til forsegets slutning
— toksiske eller andre virkninger
— observationstidspunkt for hvert enkelt abnormitetstegn og. den senere udvikling af abnormiteten
— data for foder og vagt
— oftalmologiske fund
— hamatologiske undersoagelser og samtlige resultater
— klinisk biokemiske analyser og samtlige resultater (herunder resultater af urinanalyse)
— obduktionsfund
— detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund
— eventuel statistisk behandling af resultaterne
— diskussion af resultaterne
— fortolkning af resultaterne.
3.2 Vurdering og fortolkning
Se den generelle indledning til afsnit B.
4, LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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SUBKRONISK TOKSICITET, INHALATION

90 DAGES GENTAGEN INHALATION UNDER ANVENDELSE AF GNAVERE
1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2 Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4, Princip for testmetoden

Flere grupper af forsegsdyr eksponeres dagligt i en fastlagt periode for teststoffet, idet hver gruppe eksponeres for
en bestemt koncentration i en periode pd 90 dage. Anvendes der et vehikel til at frembringe en passende
koncentration af teststoffet, ber der i forseget indga en kontrolgruppe, der udszttes for vehiklet alene. Dyrene
observeres dagligt for toksicitetstegn. Dyr, der der under forseget, eller som aflives ved forsegets slutning,

obduceres.
1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.
" 1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Dyrene holdes under forsegsbetingelser med hensyn til milje og fodring i mindst fem dage, for forseget
pibegyndes. Unge, sunde, dyr fordeles randomiseret i det nedvendige antal grupper. Der kan anvendes et vehikel
til at frembringe en passende koncentration af teststoffet i luften. Hvis der anvendes et vehikel eller andre
tilseetningsstoffer med henblik pi at lette doseringen, skal det vare pavist, at de ikke har nogen toksisk virkning.

Her kan tidligere opsamlede data benytres.

Forsagsbetingelser

Forsegsdyr

Rotter er den foretrukne dyreart, medmindre der foreligger kontraindikationer. Der benyttes unge, sunde rotter af
almindeligt anvendte laboratoriestammer. Ved forsegets begyndelse ma vagten af de anvendte dyr ikke variere
mereend + 20 % af gennemsnitsvagten. Hvis en undersegelse af subkronisk toksicitet ved inhalation udferes som

et forstudium til en langtidsundersogelse, ber samme dyreart og stamme anvendes i begge undersagelser.

Antal og ken

Der anvendes mindst 20 dyr (ti hun- og ti handyr) til hver dosisniveau. Hundyrene m4 ikke have fadt og mi ikke
vare draegtige. Hvis der pdregnes aflivning af dyr under forseget, bor det oprindelige antal dyr foreges med det
antal dyr, man piregner at aflive i lobet af forseget. Man kan samtidig eksponere en satellitgruppe pa 20 dyr (ti af
hvert kon) for det hgjeste koncentrationsniveau gennem 90 dage og observere, hvorvidt virkninger i en periode pd

28 dage efter forseget er reversible, persisterende eller optreder forsinket.
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Ekspositionskoncentrationer

Der skal anvendes mindst tre forskellige koncentrationsniveauer samt en kontrolgruppe eller en vehikel
kontrolgruppe (svarende til den hejeste koncentration af vehikel), sifremt der benyttes et vehikel. Dyrene i
kontrolgruppen behandles nojagtigt som dyrene i forsegsgrupperne bortset fra eksponering for teststoffet. Den
hejeste koncentration ber have toksisk effekt, men ikke forirsage dedelighed eller kun en meget begrenset
dedelighed. Hvis der foreligger en anvendelig vurdering af menneskers eksponering for stoffet, ber den laveste
koncentration overskride denne eksponering. Ideelt set bar middelkoncentrationen frembringe de mindste
observerbare toksiske effekter. Hvis der anvendes mere end en middelkoncentration, ber de valges siledes, at der
opnas en graduering af den toksiske virkning. -

I den lavt doserede og middeldoserede gruppe og i kontrolgruppen ber dedeligheden holdes p4 et lavt niveau for at
give mulighed for en meningsfuld vurdering af resultaterne.

Eksponeringstid

Den daglige eksponeringsperiode er seks timer, efter at koncentrationerne i kamrene er zkvilibreret. Andre
perioder kan anvendes, hvis undersogelsen skal imedekomme sarlige krav.

Udstyr

Dyrene skal testes med inhalationsapparatur, der er siledes udformet, at der kan opretholdes en dynamisk-
luftgennemstremning pa mindst 12 luftskift pr. time, samtidig med at der sikres et adeekvat iltindhold og en jevnt
fordelt ekspositionsluft. Benyttes der et kammer, bor det vaere siledes indrettet, at der undgis sammenklumpning
af forsegsdyrene og sikres en si.stor inhalation af teststoffet som muligt. Den generelle regel er, at hvis der skal
sikres en stabil atmosfzre, m3 dyrenes totale »volumen« ikke overstige 5 % af ekspositionskammerets volumen.
Eksposition kan foregd gennem mund-nzse, hovedet alene eller ved kamre til hele kroppen. Ved anvendelse af de
to forste muligheder opnir man, at indtagelse af teststoffet ad andre veje reduceres.

Observationsperiode

Alle dyr observeres dagligt for tegn p4 toksicitet under hele forseget og under restitutionsperioden. Dedstidspunkt
og toksicitetstegns optrzden og forsvinden registreres.

F remgangémdde

Dyrene eksponeres for teststoffet dagligt i fem til syv dage om ugen i en periode pi 90 dage. Eventuelle
satellitgrupper beregnet til lengerevarende observationer skal holdes under observation i yderligere 28 dage, efter
at eksponering for teststoffet er afsluttet, sdledes at man har mulighed for at registrere, om en toksisk virkning er
reversibel eller persisterer. Temperaturen under forsaget ber holdes p& 22 °C + 3°. Under ideelle forhold skal den
relative luftfugtighed holdes p& mellem 30 % og 70 %, men i visse tilfzelde (f.eks. ved testning af aerosoler) kan
dette vare praktisk uigennemforligt. Der gives hverken foder eller vand under ekspositionen.

Der anvendes et dynamisk inhalationssystem med et passende analytisk kontrolsystem til sikring af ekspositions-
koncentration. Det anbefales at foretage en provetest for at finde frem til passende ekspositionskoncentrationer.
Lufthastigheden tilpasses, siledes at der er ensartede forhold i hele ekspositionskammeret. Systemet ber vare af en
sidan beskaffenhed, at der s3 hurtigt som muligt opnés stabile ekspositionsbetingelser.

Der skal foretages miling og kontrol af:
a) Lufthastighed (kontinuerlig).

b) Den faktiske koncentration af teststoffet malt i vejrtreekningszonen. Koncentrationen m& under den daglige
eksponeringsperiode ikke variere mere end + 15 % fra gennemsnitskoncentrationen. Det kan imidlertid veere
umuligt at opna en sddan grad af kontrol med stovpartikler og aerosoler, og i s tilfzlde kan sterre udsving
accepteres. Koncentrationerne ber fra dag til dag holdes si konstante som muligt under hele forsegets forleb.
Under indkering af udstyret ber der foretages analyser af partikelstorrelse for at fastsla aerosolkoncentra-
tionernes stabilitet. Under eksponering skal der foretages analyser s4 ofte, som det er nedvendigt for at fastsla,
om partikelsterrelsen er jevnt fordelt.

¢) Temperatur og luftfugtighed.

d) Under og efter eksposition foretages der systematiske observationer, som registreres for hvert enkelt dyr. Alle
dyr inspiceres dagligt, og det registreres, om der optrzder tegn p4 toksicitet, hvornar disse tegn optrader forste
gang, hvor lenge de varer, og hvor kraftige de er. Inspektionen af dyrene skal omfatte forandringer i hud og
pels, ojne og slimhinder, 4ndedrzt og kredsleb, det autonome og centrale nervesystem, den motoriske aktivitet
og adfzrdsmenstret. Der holdes ugentligt regnskab med foderindtagelsen, og dyrene vejes en gang om ugen.
Dyrene observeres med jevne mellemrum med henblik p&, at det mindst mulige antal dyr gir tabt for
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undersggelsen pa grund af f.eks. kannibalisme, autolyse af vav eller forveksling. Ved forsegets afslutning
aflives og obduceres alle tilbagevarende dyr med undtagelse af satellitgruppen. Deende dyr ber fjernes og,
obduceres, s snart de registreres.

Alle dyr inklusive kontrolgruppen skal normalt underkastes folgende undersogelser:

a) Oftalmologisk undersogelse med anvendelse af et oftalmoskop eller lignende passende udstyr skal foretages -
inden eksposition for teststoffet og ved undersegelsens afslutning. Det m4 foretrzkkes, at-alle dyr undersages,
men sker dette ikke, underseges mindst den gruppe, der eksponeres for den hejeste dosis og kontrolgruppen.
Hvis der observeres forandringer i sjnene, bar alle-dyrene underseges.

- b) Hazmatologiske undersegelser-omfattende hamotokrit, hemoglobinkoncentration, erytrocyttzlling; total og
differential leukocyttelling, miling af koaguleringsevne f.eks. koagulationstid, protrombintid, tromboplas-
tintid eller blodpladetzlling skal foretages ved forsegets afslutning.

¢c) Klinisk-biokemisk analyse af blod skal foretages ved afslutningen af forseget. Relevante analyseomrider for
alle forsog er elektrolytbalance, kulhydratstofskifte, lever- og nyrefunktion. Valg af specifikke tests athznger
af observationer af teststoffets virkning. Folgende bestemmelser kan foreslas: kalcium, fosfor, klorid, natrium,
kalium, fasteglukose (fasteperioden vil athange af dyrearten), serum alanin aminotransferase (ALAT), serum
aspartat aminotransferase (ASAT), ornitin, decarboxylase, gamma glutamyl transpeptidase, urinstof,
albumin, blodkreatinin, total bilirubin og total serumprotein. Andre bestemmelser, der kan vare pikravede i
en adakvart toksikologisk vurdering omfatter lipidanalyser, hormonanalyser, syre/basebalance, methzmo-
globin, cholinesteraseaktivitet. Der kan anvendes yderligere klinisk-biokemisk analyse, hvor det skennes
noedvendigt for en videre undersegelse af de observerede virkninger.

d) Rutinemassig urinanalyse er ikke pakravet, medmindre den indiceres af forventede eller observerede toksiske
virkninger. Hvis historiske basaldata er inadxkvate, bor man gere sig overvejelser over bestemmelse af
hzmarologiske og klinisk-biokemiske parametre, inden forseget begynder.

Makroskopisk undersogelse

Alle forsegsdyrene skal underkastes en fuldstendig makroskopisk vurdering, der omfatter undersogelse af
kropsoverflade, alle kropsibninger og kranie-, thorax- og abdominalhulerne og deres indhold. Lever, nyrer,
binyrer og testikler vejes s4 hurtigt som muligt efter dissektionen for at undgi udterring. Felgende vav og organer .
skal opbevares i et passende medium med henblik pd mulig senere histopatologisk undersegelse: alle vav og
organer, som udviser lzsioner, lunger, som ber udtages intakt, vejes og behandles med et passende fiksativ, siledes
at lungestrukturen bevares (perfusion med fiksativet betragtes som en effektiv fremgangsmade), vav fra nase og
naso-farynx, hjerne, herunder snit af medulla/pons, den cerebellare og cerebrale cortex, hypofyse, skjoldbrusk/
biskjoldbruskkirtel, thymusveev, trakea, hjerte, aorta, spytkirtler, lever, milt, nyrer, binyrer, bugspytkirtel,
koenskirtler, uterus, (assesoriske kenskirtler), (hud), galdeblare (hvis en sidan forefindes), spiseror, maveszk,
duodenum, jejunum, ileum, coecum, tyktarm, endetarm, urinblzre, en reprasentativ lymfeknude, (kvindelig
brystkirtel), (ldrmuskulatur), perifer nerve, (@jne), sternum med benmarv, (femur inklusive ledflade), (rygmarv i
tre forskellige snit — cervikalt midt for thorax og lumbalt) og (exorbitale tarekirtler).

(Vav, der er nzvnt i parentes, behover kun underseges, hvis der er tale om toksicitetstegn eller kan sttes i
forbindelser til malorganer.)

Histopatologisk undersogelse

a) Der skal foretages en fuldstzndig histopatologisk undersagelse af luftvejene og andre organer og vav fra
dyrene i kontrolgruppen og i den gruppe, der eksponeres for den hgjeste dosis.

b) Alle alvorlige lasioner skal underseges.

c) Malorganer skal ogsd undersages i evrige doserede grupper. -

d) Lungerne fra dyrene i den lavest doserede og de middeldoserede grupper skal underkastes histopatologisk
undersogelse, eftersom dette giver en egnet vurdering af dyrenes helbredstilstand. Der er ikke rutinemassigt

behov for yderligere histopatologiske undersegelser af dyrene i disse grupper, men organer, som viser tegn pa
lzesioner i den gruppe, der eksponeres for den hgjeste dosis, skal altid underseges.

e} Dyreneien eventuel satellitgruppe skal underkastes en histopatologisk undersagelse af de vav og organer, der
udviser toksisk pavirkning i de evrige grupper.



30. 5. 88

De Europziske Fzllesskabers Tidende Nr. L 133/23

3.1.

3.2,

DATA

Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forseget, antal dyr med lsioner
og for hver type af lzsioner den procentdel dyr, der udviser den pigzldende lzsion. Evaluering af resultaterne skal
baseres p& en passende statistisk- metode. Alle anerkendte statistiske metoder kan anvendes.

RAPPORTERING

Forsegsrapport

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:
— dyreart, stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.
— forsegsbetingelser:

Beskrivelse af ekspositionsapparatur, herunder udformning, type, dimensionering, luftkilde, system til
frembringelse af partikler og aerosoler, metode til konditionering af luften, behandling af udpumpet luft og den
made, hvorpa dyrene holdes i et ekspositionskammer, nir et sidant benyttes. Apparaturet til miling af
temperatur, fugtighed og eventuelle partikulare aerosolers koncentration og partikelstorrelse beskrives.

Ekspositionsdata: Disse skal opstilles i tabelform og angive middelvardier og variation (f.eks. standard-
afvigelser) og bor omfatte:

a) lufthastighed gennem inhalationsudstyret
b) luftens temperatur og fugtighed

c) nominelle koncentrationer (total mangde teststof tilfert inhalationsapparaturet divideret med luftmang-
den)

d) type af vehikel, hvor et sddant er anvendt
e) faktiske koncentrationer i opholdsarealet under forseget
f) middelvardien af partikelstorrelser (hvor dette er relevant)

— oplysning om toksisk reaktion inddelt efter ken og dosis

— ikke toksisk dosis, hvis en sddan er konstateret

— dedstidspunkt under forseget eller overlevelse til forsegets slutning

— toksiske eller andre virkninger

— observationstidspuni(t for hvert enkelt abnormitetstegn og den senere udvikling af abnormiteten
— data for foder og vagt

— oftalmologiske fund

— hamatologiske undersegelser og samtlige resultater

— klinisk-biokemiske analyser og samtlige resultater (herunder resultater af urinanalyse)
— obduktionsfund

— detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund

— eventuel statistisk behandling af resultaterne

— diskussion af restultaterne

— fortolkning af resultaterne.

Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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TERATOGENECITETSUNDERSOGELSE I GNAVERE OG IKKE-GNAVERE
1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3, Referencestoffer
Ingen.
1.4. Principper for testmetoden

Flere grupper af drzgtige forsegsdyr indgives dagligt teststoffet i forskellige doser eller koncentrationer, idet der
anvendes en bestemt koncentration eller dosis til hver enkelt gruppe i mindst.den del af drzgtighedsperioden, der
dakker organogenesen. Kort for det forventede fedselstidspunkt aflives moderdyret, uterus fjernes, og indholdet
undersages. Denne metode dekker embryo- og fototoksicitet.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Unge, sunde udvoksede hundyr, som ikke har vzret parret, og som er af ca. samme alder og sterrelse,
akklimatiseres laboratoriebetingelserne i mindst fem dage, inden forseget pdbegyndes. Dyrene parres med handyr,
hvis frugtbarhed p4 forhind er vurderet, og fordeles randomiseret i grupper. Parringen kan forega naturligt eller
ved kunstig inseminering.

Hundyrene indgives dagligt teststoffet straks efter implantationen og videre gennem hele organogenesen. En dag
for det forventede fodetidspunkt udtages fostrene ved hysterektomi, og de underseges for abnormiteter i organer
eller skelet, herunder ratarderet vakst, forsinket ossificering og intestinale hemorragier.

Forsagsbetingelser
Forsegsdyr

De almindeligst anvendte forsegsdyr er rotter, mus, hamstre og kaniner. De foretrukne arter er rotten og kaninen.
Der benyttes almindeligt anvendte laboratoriestammer. Stammen ber ikke have en lav fertilitet, og den ber vare
kendt for at reagere pa teratogener. Dyrene holdes i hvert sit bur.

Antal og ken

Der anvendes mindst 20 dregtige rotter, mus eller hamstre eller tolv drzgtige kaniner til hver dosisniveau.
Formalet er at sikre, at der kommer tilstrazkkelig mange kuld og unger, til af teststoffets teratogene potentiale kan
vurderes.

Dosisniveauer

Der skal anvendes mindst tre forskellige dosisniveauer samt en kontrolgruppe. Hvis der anvendes et vehikel, ber
der ogs4 vare en vehikelkontrolgruppe. Et eventuelt vehikels toksikologiske egenskaber bor vre kendt, og det ma
ikke vare teratogent eller pavirke reproduktionen. Dyrene i kontrolgruppen behandles nejagtigt som dyrene i
forsegsgrupperne bortset fra indgivelse at teststoffet. Medmindre der er begrensninger som folge af teststoffets
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fysisk-kemiske natur eller biologiske egenskaber, ber den hojeste dosis forarsage en vis umiddelbar konstaterbar
toksicitet hos moderdyret sisom let vagttab, men ikke mere end 10 % dedsfald blandt moderdyrene. Den laveste
dosis ber ikke have nogen toksisk effekt. Middeldosis (evt. flere) gradueres geometrisk mellem den sterste og den
mindste dosis.

Graznsetest

Houis der ikke konstateres embryonal toksicitet eller teratogenicitet ved en dosis p& 1 000 mg/kg af et stof med lav
toksicitet, kan yderligere testning betragtes som unedvendig. '

Eksponeringstid

Forsegets dag O er den dag, hvor man (for si vidt det er muligt) observerer en vaginalprop og/eller sperma.
Eksponeringsperioden ber dekke den centrale organogenese. Det vil sige omkring dag 6 til 15 for rotter og mus,
dag 6 til 14 for hamstre og dag 6 til 18 for kaniner. Hvis dag 0 fastlzgges p4 grundlag af parringen eller kunstig
inseminering, ber de oplyste perioder justeres ved addering af en dag. Alternativt kan doseringsperioden
udstrakkes til ca. en dag fer det forventede fodetidspunkt.

Observationsperiode

Der skal foretages en grundig klinisk undersegelse mindst en gang om dagen. Herudover ber dyrene med jevne
mellemrum observeres med henblik pa, at farrest mulige dyr tabes for undersagelsen.

Fremgangsmdde
. Teststoffet indgives oralt med mavesonde.
Stoffet skal indgives p4 ca. samme tidspunkt hver dag.

Forsogsdyrene behandles med teststoffet hver dag i den fastlagte doseringsperiode. Dosis kan baseres pa vaegten af
hundyrene ved doseringsperiodens begyndelse, eller man kan under hensyntagen til den hurtige vagtforegelse i
drzgtighedsperioden veje dyrene regelmassigt og basere dosis pa den senest registrerede vagt. Det registreres,
hvornir toksicitetstegn optrader forste gang, hvor lange de varer, og hvor kraftige de er. Dyr, der viser symptomer
pa abort eller for tidlig fodsel, aflives og underkastes en grundig makroskopisk vurdering. Observationen
fortsattes efter doseringsperioden indtil ca. en dag for det beregnede fedselstidspunkt. Formailet er at dakke det
meste af drzgtighedsperioden, men at undgd de fortolkningsmassige komplikationer, der kan forekomme i
forbindelse med en naturlig fodsel. Observationerne skal omfatte men ikke nedvendigvis begrenses til
forandringer i hud og pels, @jne og slimhinder, 4ndedrzt og kredsleb, det autonome og centrale nervesystem, den
motoriske aktivitet og adfzrdsmenstret. Der holdes ugentligt regnskab med foderindtagelse. Dyrene vejes en gang
om ugen.

Makroskopisk undersagelse

Moderdyr, som der under forseget, og dyr, der aflives efter forseget, underkastes en makroskopisk vurdering med
registrering af alle strukturelle abnormiteter eller patologiske andringer, der kan have haft indflydelse p3
drzgtigheden. Straks efter at dyret er dedt, fjernes uterus, og indholdet underseges med henblik p4 konstatering af
eventuelle dode fostre pa det embryonale stade eller senere stadier og antallet af levende fostre. Hvis der er tale om
dedsfald in utero, er det normalt muligt at vurdere dedstidspunktet. Hos rotter og kaniner kan antallet af corpora
lutea fastlzgges. Fostrenes kon bestemmes, og de vejes individuelt, vegten noteres, og fostrenes middelvaegt
beregnes. Efter udtagning underseges hvert enkelt foster eksternt. Hos rotter, mus og hamstre prapareres mellem
en tredjedel og halvdelen af hvert kuld, og praparaterne underseges for skeletabnormiteter, mens den
tiloversblevne del af hvert kuld prapareres og underseges for bleddelsabnormiteter under anvendelse af egnede
metoder. Kaninfostre underseges individuelt ved omhyggelig dissektion med henblik pi konstatering af
organabnormiteter, og underseges derefter for skeletabnormiteter.

2. DATA

Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forseget, antal dyr, som blev
drezgtige, absolut og procentvist antal levende fostre og fostre med bleddels- eller skeletabnormiteter og deres
tilhersforhold til det enkelte kuld. Evaluering af resultaterne skal baseres p4 en passende statistisk metode. Alle
anerkendte statistiske metoder kan anvendes.
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3.1.

3.2.

RAPPORTERING

Forsagsrapport

Forsogsrapporten skal om muligt indeholde folgende:

— dyreart, stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.

— forsegsbetingelser

— do§isniveauer (med angivelse af vehikel, hvor et sddant er anvendt) samt koncentrationer

— oplysning om toksisk reaktion inddelt efter dosis

— ikke toksisk dosis, hvis en sidan er konstateret

— dedstidspunkt under forseget eller overlevelse af forsegsdyr til forsegets slutning

— toksiske eller andre virkninger »

— observationstidspunkt for hvert enkelt abnormitetstegn og den senere udvikling af abnormiteten
— data folr foder og vagt

— dragtighedens varighed og oplysninger om de enkelte kuld (inklusive historiske data)

— oplysninger om fostrene (levende/dadt, ken, bleddels- og skeletdefekter)

— oplysninger om de enkelte kuld (levende/dedt, ken, bleddels- og skeletdefekter for hvert enkelt kuld)
— statistisk behandling af resultaterne

— diskussion af resultaterne

— fortolkning af resultaterne.

Vudering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B

LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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UNDERSOGELSE AF KRONISK TOKSICITET
1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. " Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

Flere grupper af forsegsdyr doseres normalt syv dage om ugen med teststof pa passende méade. Der gives en dosis
pr. gruppe i sterstedelen af dyrenes levetid. Under og efter dosering med teststoffet observeres dyrene dagligt, og
eventuelle tegn p& toksicitet registreres.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Dyrene holdes under forsegsbetingelser med hensyn til miljs og fodring i mindst fem dage, inden forseget
pibegyndes. Unge, sunde, dyr fordeles randomiseret i test- og kontrolgrupper.

Forsegsbetingelser

Forsegsdyr

Rotten er det foretrukne forsegsdyr. Andre dyrearter (gnavere eller ikke-gnavere) kan anvendes, hvis tidligere
gennemforte undersogelser giver grundlag herfor. Der ber benyttes unge, sunde dyr af almindeligt anvendte
laboratoriestammer, og doseringen ber indledes si hurtigt som muligt, efter at dyrene er vznnet fra.

Ved forsegets begyndelse m& vagten af de anvendte dyr ikke variere mereend + 20 % af gennemsnitsvaegten. Hvis

en undersogelse af subkronisk toksicitet ved oral indgift udferes som et forstudium til en langtidsundersegelse, bor
samme dyreart og stamme anvendes i begge undersegelser.

Antal og ken
Hyvis forsegsdyrene er gnavere, anvendes mindst 40 dyr (20 hun- og 20 handyr) p4 hvert dosisniveau samt en
kontrolgruppe. Hundyrene m4 ikke have fodt og m4 ikke vaere dragtige. Hvis der paregnes aflivning af dyr under

forseget, bor det oprindelige antal foreges med det antal dyr, man paregner at aflive i lobet af forseget.

Ved benyttelse af andre dyr end gnavere kan der anvendes et mindre antal, dog mindst fire af hvert ken pr.
gruppe.

Dosisniveauer

Der anvendes mindst tre forskellige dosisniveauer ud over kontrolgruppen. Det hgjeste dosisniveau ber have
tydelig toksisk effekt uden dog at fordrsage voldsom dedelighed.
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Det laveste dosisniveau bar ikke have nogen toksisk effekt overhovedet.
Middeldosis (evt. flere) ber ligge midtvejs mellem det hojeste og det laveste dosisniveau.
Ved valget af dosisniveauer bor der tages hensyn til data fra tidligere toksicitetsundersogelser.

Dyrene doseres normalt med teststoffet hver dag. Hvis stoffet administreres via drikkevandet eller med foderet,
skal det vare kontinuert tilgengeligt.

Kontrolgruppe

Der skal anvendes en kontrolgruppe, som pi alle mider er identisk med forsegsgrupperne bortset fra dosering med
teststof.

Under szrlige omstzndigheder som f.eks. i inhalationsundersagelser, hvor der benyttes aerosoler, eller hvis der
benyttes en emulgator med ukendt biologisk virkning i undersagelser med oral indgift, anvendes ogs3 en negativ
kontrolgruppe. Den negative kontrolgruppe behandles som dyrene i forsegsgrupperne, bortset fra at den ikke
eksponeres hverken for teststoffet eller vehiklet.

Administrationsmide

De to hovedformer for administration af teststof er oral indgift og inhalation. Valget af administrationsform
afhzenger af teststoffets fysiske og kemiske karakteristika og den sandsynlige mide, hvorp4 mennesker eksponeres
for stoffet.

Der er betydelige praktiske problemer forbundet med at pifare teststoffet pd huden. Hvis kronisk systemisk
toksicitet er et resultat af perkutan absorption, kan dette normalt udledes af resultaterne af tests med oral
indgivelse, kombineret med et kendskab til graden af perkutan absorption pi grundlag af tidligere perkurane
toksicitetstests.

Oral indgift

Hoyvis teststoffet absorberes i mave-tarmkanalen, og hvis mennesker kan udszattes for indtagelse gennem munden,
anvendes oral indgift, medmindre der foreligger kontraindikationer. Dyrene indgives teststoffet med foderet,
oplest i drikkevandet eller i kapsler. Den ideelle dosering er, at dyrene fir indgivet teststoffet syv dage om ugen.
Hvis indgift indskrznkes til fem dage om ugen, kan der ske tilbagevenden til normal, eller der kan optrzde
abstinenssymptomer imellem eksponeringsperioderne, hvilket kan indvirke pi resultaterne og den senere
vurdering. Med udgangspunkt i praktiske overvejelser kan det accepteres, at dyrene indgives teststoffet fem dage
om ugen.

Inhalation

Inhalationsundersegelser giver mere komplekse tekniske problemer end andre former for administration af
teststof. I det folgende gives derfor en mere detaljeret vejledning i gennemforelse af disse undersegelser. Man ber
ogsd vare opmarksom pi, at intratrakeal instillation under szrlige omstendigheder kan vzre et egnet
alternativ,

Forsog med langtidseksposition udformes normalt p4 grundlag af erfaringer fra arbejdspladser, siledes at dyrene
eksponeres fem dage om ugen seks timer dagligt, efter at koncentrationen i kammeret er akvilibreret
(intermitterende eksposition), eller der benyttes eksponering pé grundlag af erfaringer fra miljoet, dvs. syv dage om
ugen og 22 til 24 timer pr. dag (kontinuert eksposition) med ca. en time om dagen pi et bestemt klokkeslet til
fodring af dyrene og rengering af kammeret. I begge tilfxlde eksponeres dyrene normalt for fastlagte
koncentrationer af teststof. En vigtig forskel mellem intermitterende og kontinuert eksponering, som man m3 vere
opmerksom pa, er, at der ved den forstnavnte metode er en periode pa 17 til 18 timer, hvor dyrene kan overvinde
virkningerne af den daglige eksposition og en endnu lzngere periode i weekenderne. :

Valget mellem intermitterende og kontinuert eksponering afhznger af undersogelsens formal og den menneskelige
eksponering, der simuleres. Der er imidlertid en rakke tekniske vanskeligheder at tage i betragtning. F.eks. kan
fordelene ved kontinuert eksponering, nar det drejer sig om at simulere miljebetingelser, falde vek p4 grund af
behovet for vanding og fodring i ekspositionsperioden og behovet for mere komplicerede (og palidelige) teknikker
til generering og kontrol af aerosoler og dampe. ‘

Ekspositionskamre

Dyrene testes i ekspositionskamre, der er siledes udformet, at der kan opretholdes en dynamisk luftstrem p3
mindst tolv luftskift pr. time, samtidig med at der sikres et adzkvat iltindhold og en jzvnt fordelt ekspositionsluft.
Kontrolkamre og ekspositionskamre bor vare identiske med hensyn til konstruktion og udformning, s3 det sikres,
at ekspositionsbetingelserne er sammenlignelige p3 alle mader bortset fra eksponering fra teststoffet. Der holdes
normalt et let undertryk i kammeret for at forhindre, at teststoffet lekker ud i det omgivende rum. Kammeret
indrettes siledes, at der undgis trengsel mellem forsegsdyrene. Den generelle regel er, at hvis der skal sikres en
stabil rumatmosfzre, ma dyrenes totale volumen ikke overstige 5% af ekspositionskammerets volumen.
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Der skal foretages maling og kontrol af:
I. Luftgennemstremning: det mi foretrzkkes, at luftstremmen gennem kammeret kontrolleres konstant.

II. Koncentrationen m# i den daglige eksponeringsperiode ikke variere mereend + 15 % af den gennemsnitlige
vardi. Under hele forsoget ber koncentrationen fra dag til dag holdes s& konstant som praktisk muligt.

Il. Temperatur og fugtighed: ved anvendelse af gnavere holdes temperaturen pi 22 ( + 2° C) og fugtigheden i
kammeret mellem 30 og 70 %, undtagen nir der anvendes vand til suspension af teststoffet i kammerets -
atmosfare. Det m3 foretrzkkes, at bide temperatur og fugtighed kontrolleres konstant.

IV. Mailing af partikelstorrelse: hvis der anvendes atmosfzrer med flydende eller faste aerosoler i kammeret, bor
der foretages en beregning af partikelsterrelsens distribution. Aerosolpartiklerne skal vre respirable for de
anvendte forsegsdyr. Der tages prover af kammerets atmosfare i dyrenes vejrtrakningszone. Luftproeverne
skal vzre reprzsentative for den partikeldistribution, dyrene eksponeres for, og det skal gennem
gravimetrisk analyse vare muligt p4 grundlag af disse luftprever at beskrive hele aerosolen, ogsi selv om
meget af den ikke er respirabel. Under indkering af udstyret ber der foretages hyppige analyser af
partikelstorrelsen for at sikre aerosolkoncentrationernes stabilitet. Under eksponering foretages analyser sd
ofte, som det er nadvendigt for en adzkvat bestemmelse af, om den partikeldistribution, dyrene eksponeres
for, er konstant.

Undersogelsens varighed

Ekspositionen ber vare i mindst tolv méneder.

Fremgangsmdde
Observation

Der foretages en grundig klinisk undersegelse mindst en gang om dagen. Herudover ber dyrene med jevne
mellemrum inspiceres for at det mindst mulige antal dyr gir tabt for undersogelsen. Det vil sige, dede dyr
obduceres eller nedfryses, og svage eller deende dyr isoleres eller aflives. Der foretages omhyggelig registrering af
alle tegn p4 toksicitet, hvornir disse tegn optrzder forste gang, og hvor Iznge de varer, og det sikres, at det mindst
mulige antal dyr gar tabt for undersagelsen pd grund af sygdomme, autolyse af vav eller kannibalisme.

Hos alle dyr foretages registrering af kliniske symptomer, herunder neurologiske forandringer, forandringer i gjne
og mortalitet. Toksicitetstegns optreden og udvikling og mistanke om forekomst af tumorer skal registreres.

Dyrene vejes enkeltvis en gang om ugen i de forste 13 uger af forsegsperioden og mindst en gang hver fjerde uge
derefter. Foderindtagelse bestemmes en gang om ugen i de forste 13 uger og derefter ca. hver tredje maned,
medmindre andet indiceres af helbredstilstanden eller 2ndringer i legemsvaegten.

Ha&matologisk undersogelse

Hamatologisk undersegelse (f.eks. hemoglobinkoncentration, hamatokrit, erytrocyttzlling, total leukocyttl-
ling, blodpladetzlling og malinger af koaguleringsevnen) udferes efter tre maneder, seks mineder og derefter ca.
hver sjette mined samt ved forsagets afslutning pa blodprever, som ved andre dyr end gnavere tages p4 hvert enkelt
dyr og pa rotter pa ti dyr pr. ken i alle grupper. Hvis det er muligt, ber preverne tages fra de samme rotter hver
gang. Fra andre dyr end gnavere ber der tages en prove, inden forsoget pibegyndes.

Hvis kliniske observationer tyder pa, at dyrenes helbredstilstand er blevet darligere under forseget, foretages en
differential tzlling pa prover fra de pigzldende dyr.

Der foretages en differential tzlling pa prover fra dyr i den gruppe, som har varet eksponeret for den hojeste dosis
og fra dyr i kontrolgruppen. Der udferes kun differential tzlling pa prever fra dyr i den gruppe, der har fiet den
nasthejeste dosis, hvis der er stor forskel pd den hejest doserede gruppe og kontrolgruppen, eller hvis den
patologiske undersegelse indicerer det.

Urinanalyse

Der indsamles urinprover til analyse fra alle andre dyr end gnavere og fra ti rotter pr. ken i alle grupper om muligt
fra de samme rotter hver gang med samme intervaller som de ovenfor nzvnte blodpraver. Felgende undersegelser
gennemfores pi prover enten fra enkelte dyr eller for rotters vedkommende pi en samlet urinpreve/
ken/gruppe:

— udseende: rumfang og vagtfylde for hvert enkelt dyr
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— protein, glukose, ketonstof, hematuri (semikvantitativt), og

— sedimentmikroskopi (semikvantitativt).

Klinisk-kemisk undersegelse.

Der udtages blodprever til klinisk-kemisk undersegelse med ca. seks maneders mellemrum under forseget og ved
forsogets afslutning fra hvert enkelt dyr, sifremt det drejer sig om andre arter end gnavere, og fra ti rotter/ keni alle
grupper s vidt muligt fra de samme rotter hver gang. Fra andre dyr end gnavere skal der tages en preve, inden
forsaget pabegyndes. Plasma fra proverne underkastes folgende undersegelser:

— total serumprotein
— albumin

— leverfunktionsundersogelser (f.eks. alkalisk ‘fosfataseaktivitet, serum alanin aminotransferase (ALAT) og
serum aspartat aminotransferase (ASAT)), gamma glutamyl transpeptidase, ornitin decarboxylase

— kulhydratstofskifte, f.eks. fasteglukose

— nyrefunktionsundersogelser f.eks. urinstof.

Makroskopisk undersogelse

Alle dyr inklusive.de dyr, som er dede under forsaget, eller som blev aflivet, fordi de var deende, underkastes en
fuldstendig .makroskopisk vurdering. For-aflivning tages blodprever af alle dyr til differential talling. Alle
makroskopisk synlige lesioner, tumorer eller lzsioner, som mistznkes for at vare tumorer, opbevares.
Makroskopiske observationer korreleres s&-vidt muligt med mikroskopiske fund.

Alle vaev og organer ber opbevares med henblik pa mikroskopisk undersagelse. Det drejer sig normalt om felgende
vav og organer: hjerne (1) (medulla/pons, det cerebellare og cerebrale cortex), hypofyse, skjoldbruskkirtel
(inklusive biskjoldbruskkirtel), thymusvav, lunger (inklusive trakea), hjerte, aorta, spytkirtler, lever (1), milt,
nyrer (1), binyrer (1), spiserer, maveszk, duodenum, jejunum, ileum, coecum, tyktarm, endetarm, uterus,
urinblzre, lymfeknuder, bygspytkirtel, kenskirtler (1), assesoriske konskirtler, kvindelig brystkirtel, hud,
muskulatur, perifer nerve, rygmarv (cervikalt, thorakalt, lumbalt), sternum med benmarv og femur (inklusive led)
og gjne. Den optimale preparering af lunger og urinblarer er inflation med et fiksativ og i forbindelse med
inhalationsundersegelser er det centralt for de histopatologiske undersegelser, at lungerne inflateres. I szrlige
undersogelser som inhalationsundersogelser ber de samlede luftveje underseges, herunder nzse, farynx og
larynx.

Hvis der gennemfores andre kliniske undersogelser, ber resultaterne af disse foreligge, for der foretages
mikroskopiske undersegelser, fordi de kan vare af afgerende vardi for patologen.

Histopatologisk undersogelse

Alle makroskopisk synlige forandringer af et hvilket som helst organ, iszr tumorer og andre lasioner, skal
undersoges mikroskopisk. Det anbefales yderligere at foretage:

a) Mikroskopisk undersogelse af alle preparerede organer og vav med fuldstzndig beskrivelse af alle fundne
lzsioner hos
1. alle dyr, som er dede eller aflivet under forseget, og
2. alle dyr fra den gruppe, der er blevet eksponeret for den hojeste dosis og kontrolgruppen.

b) Organer eller vav, som udviser abnormiteter, der skyldes eller kan skyldes teststoffet, undersoges ogsa hos de
lavere doserede grupper.

c) Safremt forsegsresultaterne viser betydelige 2ndringer i dyrenes normale levetid eller induktioner af effekter,
der kan have betydning for en toksisk respons, undersages den gruppe, der eksponeres for den nzsthejeste
dosis, efter ovenstiende retningslinier. .

d) En korrekt vurdering af betydningen af de forandringer, der observeres hos de eksponerede dyr, forudsatter
kendskab til den normalt forekommende incidens af lzsioner i den anvendte dyrestamme (under samme
laboratoriebetingelser, dvs. p4 grundlag af tidligere opsamlede data).

(1) Disse organer udtages og vejes frati dyr pr. ken pr. gruppe, nir det drejer sig om gnavere og fra alle andre dyr end gnavere. For andre dyrearter
end gnavere tages desuden skjoldbruskkirtel (med biskjoldbruskkirtel), som ogsi vejes.



30. 5. 88 De Europziske Feallesskabers Tidende Nr. L 133/31
2. DATA
Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forsoget, antal dyr med lzsioner
og for hver type af lzsioner den procentdel dyr, der udviser den pigzldende lzsion. Evaluering af resultaterne skal
baseres pa en passende statistisk metode. Alle anerkendte statistiske metoder kan anvendes.
3. RAPPORTERING
3.1. Forsegsrapport
Forsegsrapporten skal om muligt indeholde felgende:
— dyreart, stamme, herkomst, miljobetingelser, foder osv.
— forsegsbetingelser:
Beskrivelse af ekspositionsapparatur, herunder udformning, type, dimensionering, luftkilde, system til
frembringelse af partikler og aerosoler, metode til konditionering af luften, behandling af udpumpet luft og den
mide, hvorpi dyrene holdes i et ekspositionskamimer, nir et sddan benyttes. Apparatur til maling af
temperatur, fugtighed og eventuelle partikulzre aerosolers koncentration og partikelsterrelse beskrives.
Ekspositionsdata:
Disse skal opstilles i tabelform og angive middelvardier og variation (f.eks. standardafvigelser) og ber
omfatte: ‘
a) lufthastighed gennem inhalationsudstyret
b) luftens temperatur og fugtighed
c) nominelle koncentrationer (total mzngde teststof tilfert inhalationsapparaturet divideret med luftmang-
den)
d) type af vehikel, hvor et sidant er anvendt
e) faktiske koncentrationer i opholdsarealet under forseget
f) middelvardien af partikelstorrelser (hvor dette er relevant)
— dosisniveauer (inklusive vehikel, hvor et sddant er anvendt) og koncentrationer
— oplysning om toksisk reaktion inddelt efter kon og dosis
— minimal virkningsfuld dosis
— dedstidspunkt under forseget eller overlevelse til forsegets slutning
— beskrivelse af toksiske eller andre virkninger
— observationstidspunkt for hvert enkelt abnormitetstegn og den senere udvikling af abnormiteten
— data for foder og vaegt
— oftalmologiske fund
— hamatologiske undersogelser og samtlige resultater
— klinisk-biokemiske analyser og samtlige resultater (herunder resultater af urinanalyse)
— obduktionsfund
— detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund
— statistisk behandling af resultaterne
— diskussion af resultaterne
— fortolkning af resultaterne.
3.2. Vurdering og fortolkning '
Se den generelle indledning til afsnit B.
4. LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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KARCINOGENICITETSUNDERSGOGELSE

1. METODE

1.1, Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4, Princip for testmetoden

Flere grupper af forsegsdyr doseres normalt syv dage om ugen med teststof p3 passende mide. Der gives en dosis
pr. gruppe i storstedelen af dyrenes levetid. Under og efter dosering med teststoffet observeres dyrene dagligt, og
eventuelle tegn pa toksicitet, iszr udvikling af tumorer, registreres.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.
1.6. Beskrivelse af testmetoden

Dyrene holdes under forsegsbetingelser med hensyn til milje og fodring i mindst fem dage, inden forseget
pibegyndes. Unge, sunde, dyr fordeles randomiseret i test- og kontrolgrupper.

Forsegsdyr

Rotten er det foretrukne forsegsdyr. Andre dyrearter (gnavere eller ikke-gnavere) kan anvendes, hvis tidligere
gennemforte undersggelser giver grundlag herfor. Der ber benyttes unge, sunde dyr af almindeligt anvendte
laboratoriestammer, og doseringen ber indledes s hurtigt som muligt, efter at dyrene er vannet fra.

Ved forsagets begyndelse m vzgten af de anvendte dyr ikke variere mere end + 20 % af gennemsnitsvagten. Hvis
en undersogelse af subkronisk toksicitet ved oral indgift udferes som et forstudium til en langtidsundersogelse, bor
samme dyreart og stamme anvendes i begge undersegelser.

Antal og ken

Hvis der anvendes gnavere, skal der anvendes mindst 100 dyr (50 hun- og 50 handyr) til hvert dosisniveau samt en
kontrolgruppe. Hundyrene m4 ikke have fodt og mi ikke vare drzgtige. Hvis der piregnes aflivning af dyr under
forseget, bor det oprindelige antal forages med det antal dyr, man péregner at aflive i labet af forseget.

Dosisniveauer

Der anvendes mindst tre forskellige dosisniveauer ud over kontrolgruppen. Det hajeste dosisniveau ber fremkalde
minimale toksicitetstegn f.eks. en let formindskelse af legemsvagten (mindre end 10 %), uden at der er tale om
vasentlige ndringer af den normale levetid undtagen som falge af tumorer.

Den mindste dosis ber ikke pavirke dyrenes normale vakst, udvikling og levetid eller have nogen toksisk effekt
overhovedet. I almindelighed bar denne dosis ikke vare mindre end 10% af den sterste dosis.
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Middeldosis (evt. ﬂeré) ber ligge midtvejs mellem det hojeste og laveste dosisniveau.
Ved valg af dosissterrelser bor der tages hensyn til data fra tidligere toksicitetsundersogelser.
Dyrene doseres normalt med teststoffet hver dag.

Hvis stoffet administreres via drikkevandet eller med foderet, bar det vare kontinuert tilgengeligt.

Kontrolgruppe

Der skal anvendes en kontrolgruppe, som p3 alle mader er identisk med forsegsgrupperne bortset fra dosering med
teststoffet.

Under sazrlige omstendigheder som f.eks. inhalationsundersogelser, hvor der benyttes aerosoler, eller hvis der
benyttes en emulgator med ukendt biologisk virkning i undersegelser med oral indgift, anvendes en negativ
kontrolgruppe, som-ikke doseres hverken med teststoffet eller vehiklet.

Administrationsmide

De tre hovedformer for administration af teststof er oral indgift, pAfering p4 huden og inhalation.  Valget af
- administrationsform afhzenger af teststoffets fysiske og kemiske karakteristika og den sandsynlige mide, hvorp4
mennesker ekponeres for stoffet.

Oral indgift

Hvis teststoffet absorberes i mave-tarmkanalen, og hvis mennesker kan udszttes for indtagelse gennem munden,
anvendes oral indgift, medmindre der. foreligger kontraindikationer. Dyrene indgives teststoffet med foderet,
oplast i drikkevandet eller i kapsler.

Den ideelle dosering er, at dyrene fir indgivet teststoffet, syv dage om ugen. Hvis indgift indskrznkes til fem dage
om ugen, kan der ske tilbagevenden til normal, eller der kan optrzde abstinenssymptomer imellem eksponer-
ingsperioderne, hvilket kan indvirke p4 resultaterne og den senere vurdering. Med udgangspunkt i praktiske
overvejelser kan det accepteres, at dyrene indgives teststoffet fem dage om ugen.

Pifering pd huden

Kutan pifering ved hudpensling kan vzlges som model ved induktion af hudlasioner med henblik pa at simulere
en vigtig human ekspositionsform.

Inhalation

Inhalationsundersogelser giver mere komplekse tekniske problemer end andre former for administrering af
teststof, i det folgende gives derfor en mere detaljeret vejledning i gennemforelse af disse undersogelser. Man bor
ogsd vare opmarksom pa, at intratrakeal instillation under szrlige omstzndigheder kan vare et egnet
alternativ.

Forseg med langtidseksposition udformes normalt pa grundlag af erfaringer fra arbejdspladser, siledes at dyrene
eksponeres fem dage om ugen seks timer dagligt, efter at koncentrationen i kammeret er zkvilibreret
(intermitterende eksposition), eller der benyttes eksponering p4 grundlag af erfaringer fra miljoet, dvs. syv dage om
ugen og 22 til 24 timer pr. dag (kontinuert eksposition) med ca. en time om dagen pi et bestemt klokkeslat til
fodring af dyrene og rengering af kammeret. I begge tilfzlde eksponeres dyrene normalt for fastlagte
koncentrationer af teststof. En vigtig forskel mellem intermitterende og kontinuert eksposition, som man mi vare
opmarksom p3, er, at der ved den ferstnazvnte metode er en periode pa 17 til 18 timer, hvor dyrene kan overvinde
virkningerne af en daglige eksposition og en endnu lengere periode i weekenderne.

Valget mellem intermitterende og kontinuert eksposition, afhenger af undersegelsens formal og den menneskelige
eksponering, der simuleres. Der er imidlertid en rekke tekniske vanskeligheder at tage i betragtning. F.eks. kan
fordelene ved kontinuert eksponering, nir det drejer sig om at simulere miljebetingelser, falde vak pa grund af
behovet for vanding og fodring i ekspositionsperioden og for mere komplicerede (og palidelige) teknikker til
generering og kontrol af aerosoler og dampe. .

Ekspositionskamre

Dyrene testes i ekspositionskamre, der er siledes udformet, at der kan opretholdes en dynamisk luftgennem-
stromning p4 mindst tolv luftskift pr. time, samtidig med at der sikres et adekvat iltindhold og en jevnt fordelt
ekspositionsluft. Kontrolkamre og ekspositionskamre ber veare identiske med hensyn til konstruktion og
udformning, s det sikres, at ekspositionsbetingelserne er sammenlignelige p4 alle mider bortset fra eksponering
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for teststoffet. Der holdes normalt et let undertryk i kammeret for at forhindre, at teststoffet lekker ud i det -
omgivende rum. Kammeret indrettes, siledes at der undgds trengsel mellem forsegsdyrene.

Den generelle regel er, at hvis der skal sikres en stabil rumatmosfare, m4 dyrenes totale volumen ikke overstige 5 %
af ekspositionskammerets-volumen.

Der skal foretages miling og kontrol af:

I. Luftgennemstremning: det m3 foretrzkkes, at luftstremmen gennem kammeret kontrolleres kontinuer-
ligt.

II. Koncentrationen mi i den daglige eksponeringsperiode ikke variere mereend + 15 % af den gennemsnitlige
vardi.

Under hele forseget skal koncentrationen fra dag til dag holdes si konstant som praktisk muligt.

HI. Temperatur og fugtighed: ved anvendelse af gnavere holdes temperaturen pa 22 (+ 2° C) og fugtigheden i
kammeret mellem 30 -og 70 %, undtagen nir der anvendes vand tl suspension af teststof i kammerets
atmosfare. Det ma foretrakkes, at bide temperatur og fugtighed kontrolleres konstant.

IV. Miling af partikelstorrelse: hvis der anvendes atmosfzre med flydende eller faste aerosoler i kammeret, ber
der foretages en beregning af partikelsterrelsens distribution. Aerosolpartiklerne skal vare respirable for de
anvendte forsegsdyr. Der tages prover af kammerets atmosfere i dyrenes vejrtreekningszone. Luftpraverne’
skal vare reprasentative for den partikeldistribution, dyrene eksponeres.for, og det skal gennem
gravimetrisk analyse vaere muligt p3 grundlag af disse luftprever at beskrive hele aerosolen, ogsi selv om
meget af den ikke er respirabel. Under indkering af udstyret bor der foretages hyppige analyser. af
partikelstorrelsen for at sikre aerosolkoncentrationernes stabilitet. Under eksponering foretages-analyser si
ofte, som det er nedvendigt for en adzkvat bestemmelse af, om den partikeldistribution, dyrene eksponeres
for, er konstant, )

Undersogelsens varighed

En karcinogenicitetsundersegelse omfatter sterstedelen af forsegsdyrenes normale levetid. Hvis der anvendes mus
og hamstre ber forseget vare 18 maneder, og hvis der anvendes rotter, 24 maneder. Ved anvendelse af visse
dyrestammer med lengere levetid og/ eller en lav spontan tumorincidens ber forseget vare 24 maneder med mus og
hamstre og 30 maneder med rotter. Det kan dog accepteres, at en sidan forlenget undersogelse afsluttes, nir
antallet af overlevende dyr i den gruppe, der eksponeres for den mindste dosis, eller kontrolgruppen er nede pa
25%. Hvis der er en &benlys forskel i respons afhangig af dyrenes ken, ber hvert kan betragtes som et forseg for
sig, og forsogets lengde indrettes herefter. Hvis der kun optrzder przmature dedsfald i den gruppe, som
eksponeres for den hejeste dosis, og hvis dette klart skyldes toksiske effekter, er det ikke nedvendigt at afslutte
undersogelsen, under forudsztning af at de toksiske effekter ikke skaber problemer i de andre grupper. Hvis et
negativt testresultat skal kunne accepteres, ma hajst 10 % af hver gruppe falde uden for undersegelsen pa grund af
autolyse af vav, kannibalisme eller forveksling, og overlevelsesprocenten i alle grupper m4 ikke vare under 50 %
efter 18 maneders forleb med anvendelse af mus og hamstre og 24 mineder med anvendelse af rotter.

Fremgangsmdde
Observation

Observation af dyrene skal omfatte forandringer i hud og pels, ojne og slimhinder, Andedrzt og kredslab det
autonome og centrale nervesystem, den motoriske aktivitet og adfzrdsmenstret.

Dyrene inspiceres regelmassigt for at det mindst mulige antal dyr gir tabt for undersegelsen pa grund af f.eks.
kannibalisme, autolyse af vaev eller forveksling. Doende dyr fjernes og obduceres, nar de observeres.

. For alle dyrs vedkommende registreres kliniske symptomer og mortalitet. Der foretages en naje registrering af
udviklingen af tumorer. Ved alle makroskopisk synlige eller palpable tumorer registreres symptomer, lokalisering,
dimensioner, fremtrzden og udvikling.

Foderindtagelse (og vandforbrug, hvis teststof indgives med drikkevandet) bestemmes en gang om ugen i de farste
13 uger og derefter ca. hver tredje mined, medmindre andet indiceres af helbredstilstanden eller zndringer i
legemsvagten.

Dyrene vejes enkeltvis en gang om ugen i de forste 13 uger af forsegsperioden og mindst en gang hver fierde uge
derefter.
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Klinisk undersogelse
Hazmatologisk undersogelse

Hvis observationer af dyrene tyder pa, at deres helbredstilstand er blevet d4rligere under forseget, foretages en
differential tzlling p& blodprever fra de pigzldende dyr. ‘

Efter hhv. 12 og 18 maneders varighed samt umiddelbart for aflivning tages blod fra hvert enkelt dyr til
udstrygningspraparater. Der foretages en differential telling pa prever fra dyrene i den gruppe, som har varet
doseret med den hajeste dosis, og fra dyrene i kontrolgruppen. Hvis resultaterne af disse analyser, iszr af de
prover, som tages umiddelbart inden aflivning, eller resultaterne af den patologiske undersegelse indicerer det,
udfores differential tlling p& prover fra dyr i den gruppe, der har fiet den nzsthgjeste dosis.

Makroskopisk undersegelse

Alle dyr inklusive de dyr, som er dede under forseget, eller som blev aflivet, fordi de var deende, underkastes en
fuldstzendig makroskopisk vurdering. Alle makroskopisk synlige tumorer eller lasioner, som mistznkes for at
vare tumorer, opbevares.

Folgende vxv og organer opbevares i et passende medium med henblik pa senere histopatologisk undersogelse:
hjerne, (herunder snit af medulla/pons, den cerebellare og cerebrale cortex), hypofyse, skjoldbrusk/
biskjoldbruskkirtel, thymusvav, trakea, lunger, hjerte, aorta, spytkirtler, lever, milt, nyrer, binyrer, bugspyt-
kirtel, kanskirtler, uterus, assesoriske kenskirtler, hud, spiserer, mavesxk, duodenum, jejunum, ileum, coecum,
tykearm, endetarm, urinblzre, en reprasentativ lymfeknude, kvindelig brystkirtel, [Armuskulatur, perifer nerve,
sternum med benmarv, femur (inklusive ledflade), rygmarv i tre snit (cervikalt, midt for thorax og lumbalt) samt
@jne.

Den optimale preparering af lunger og urinblzre er inflation med et fiksativ. I forbindelse med inhalationsun-
dersogelser er det centralt for de histopatologiske undersegelser, at lungerne inflateres. I inhalationsundersegelser.
ber de samlede luftveje undersoges, herunder nzse, farynx og larynx.

Histopatologisk undersogelse

a) Der skal foretages en fuldstzndig histopatologisk undersegelse af organer og vav fra dyr, som der eller aflives
under forsoget, samt dyrene i kontrolgruppen og i den gruppe, der er blevet doseret med den hgjeste
dosis.

b) Alle makroskopisk synlige tumorer eller lesioner, som mistznkes for at vare tumorer, undersoges i alle
grupper. ‘

¢) Hyvis der er signifikant forskel pA de neoplastiske lasioners incidens i den hgjest doserede gruppe og
kontrolgruppen, skal de relevante organer eller vev underseges histopatologisk i de evrige grupper.

d) Hvis overlevelse i den hajest doserede gruppe er vasentlig lavere end i kontrolgruppen, underkastes den
gruppe, der er doseret med den nzsthejeste dosis, en fuldstendig histopatologisk undersogelse.

e} Hyvis undersogelsen af den hojest doserede gruppe giver grund til at formode, at der er tale om induktion af
toksiske eller andre effekter, som kan have betydning for et neoplastisk respons, underkastes den gruppe, der
eksponeres for den nzsthejeste dosis, en fuldstzndig histopatologisk undersogelse.

2. DATA
Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forseget, antal dyr med tumorer,
som er registreret under forseget, registreringstidspunkt og antal dyr, hos hvem der er fundet tumorer efter

aflivning. Evaluering af resultaterne skal baseres p4 en passende statistisk metode. Alle anerkendte statistiske
metoder kan anvendes.

3. RAPPORTERING

3.1. Forsegsrapport

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:

— dyreart, stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.
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3.2.

— forsegsbetingelser:

Beskrivelse af ekspositionsapparatur, herunder udformning, type, dimensionering, luftkilde, system til
frembringelse af partikler og aerosoler, metode til konditionering af luften, behandling af udpumpet luft og den
méde, hvorpd dyrene holdes i et ekspositionskammer, nir et sidant benyttes. Apparatur til miling af
temperatur, fugtighed og eventuelle partikulzre aerosolers koncentration og partikelstorrelse beskrives.

Ekspositionsdata:

Disse skal opstilles i tabelform og angive middelvardier og variation (f.eks. standardafvigelser) og ber
omfatte:

a) lufthastighed gennem inhalationsudstyret
b) luftens temperatur og fugtighed

c) nominelle koncentrationer (total mangde teststof tilfert inhalationsapparaturet divideret med luftmang-

den)
d) type af vehikel, hvor et sddant er anvendt
e) faktiske koncentrationer i opholdsarealet under forseget

f) middelvardien af partikelstorrelser (hvor dette er relevant)
— doser (inklusive vehikel, hvor et sidant er anvendt) og koncentrationer
— oplysning om tumorincidens inddelt efter ken, dosis og tumortype
— dedstidspunkt under forseget eller overlevelse til forsagets slutning
— oplysning om toksisk reaktion inddelt efter ken og dosis
— toksisk eller anden virkning '
— observationstidspunkt for hvert enkelt abnormitetstegn og den senere udvikling af abnormiteten
— data for foder og vagt
— resultaterne af de hematologiske analyser
— obduktionsfund
— detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund
— statistisk behandling af resultaterne og beskrivelse af den anvendte metoder
— diskussion af resultaterne

— fortolkning af resultaterne.

Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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KOMBINERET UNDERSQGELSE AF KARCINOGENICITET/KRONISK TOKSICITET
1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

Formalet med en kombineret undersegelse af kronisk toksicitet/ karcinogenicitet er at bestemme et stofs kroniske
og karcinogene virkninger pa pattedyr efter langvarig eksponering.

Med henblik herp4, suppleres karcinogenicitetsundersogelsen med mindst en satellitgruppe, der eksponeres for
teststoffet, og en kontrolsatellitgruppe. Den dosis, som den hejst doserede satellitgruppe eksponeres for, kan vaere
storre end den storste dosis, der anvendes i karcinogenicitetsundersegelsen. Dyrene i karcinogenicitetsunderse-
gelsen undersages bide for toksisk respons og for karcinogen respons. Dyrene i den eksponerede satellitgruppe
undersoges for toksisk respons.

Flere grupper af forsegsdyr doseres normale syv dage om ugen med teststof p4 passende mide. Der gives en dosis
pr. gruppe i storstedelen af dyrenes levetid. Under og efter doseringen af teststoffet observeres dyrene dagligt, og
eventuelle tegn pa toksicitet og udvikling af tumorer registreres.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.
1.6. Beskrivelse af testmetoden

Dyrene holdes under fbrsvgsbetingelser med hensyn til miljo og fodring i mindst fem dage, inden forseget
pabegyndes. Unge, sunde, kensmodne dyr fordeles randomiseret i test- og kontrolgrupper.

Forsegsdyr

Rotten er det foretrukne forsegsdyr. Andre dyrearter (gnavere eller ikke-gnavere) kan anvendes, hvis tidligere
gennemforte undersogelser giver grundlag herfor. Der ber benyttes unge, sunde dyr af almindeligt anvendre
laboratoriestammer, og doseringen bor indledes s& hurtigt som muligt, efter at dyrene er vannet fra.

Ved forsogets begyndelse m3 vagten af de anvendte dyr ikke variere mereend + 20 % af gennemsnitsvaegten. Hvis
en undersagelse af subkronisk toksicitet udfares som et forstudium til en langtidsundersegelse, bor samme dyreart
og stamme anvendes i begge undersagelser.'

Antal og ken

Hvis der anvendes gnavere, skal der anvendes mindst 100 dyr (50 hun- og 50 handyr) til hvert dosisniveau samt en
kontrolgruppe. Hundyrene ma ikke have fodt og m4 ikke vare dragtige. Hvis der paregnes aflivning af dyr under
forsoget, bar det oprindelige antal foreges med det antal dyr, man piregner at aflive i lobet af forseget.

Den (de) doserede satellitgruppe(r), der anvendes til bedommelse af andre patologiske virkninger end tumorer, skal
omfatte 20 dyr af hvert ken, mens kontrolsatellitgruppen skal omfatte ti dyr af hvert kan.
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Dosisniveauer

Til testning af karcinogenicitet anvendes mindst tre forskellige dosisniveauer udover kontrolgruppen. Det hajeste
dosisniveau ber fremkaldé minimale toksicitetstegn f.eks. en let formindskelse af legemsvagten (mindre end
10%), uden at der er tale om vasentlige &ndringer af den normale levetid undtagen som felge af tumorer.

* Den mindste dosis ber ikke pavirke dyrenes normale vakst, udvikling og levetid eller-have nogen toksisk effekt
overhovedet. I almindelighed ber denne dosis ikke vaere mindre end 10 % af den sterste dosis.

Middeldosis (evt. flere) ber ligge midtvejs mellem det hojeste og laveste dosisniveau.
Ved valg af dosissterrelser ber der tages hensyn til data fra tidligere toksicitetsundersegelser.

Med henblik pa testning af kronisk toksicitet inkluderes flere forsegsgrupper og en dertil horende kontrolsatel-
litgruppe i undersegelsen. Den hajeste dosis, som dyrene i satellitgrupperne eksponeres for, ber vare s4 hej, at den
giver tydelige tegn pi toksicitet.

Dyrene doseres normalt med teststoffet hver dag.

Huis stoffet administreres via drikkevandet eller med foderet, ber det vere kontinuert tilgengeligt.

Kontrolgruppe

Der skal anvendes en kontrolgruppe, som p4 alle mader er identisk med forsegsgrupperne bortset fra dosering med
teststoffet.

Under szrlige omstendigheder som f.eks. inhalationsundersogelser, hvor der benyttes aerosoler, eller hvis der
benyttes en emulgator med ukendt biologisk virkning i undersegelser med oral indgift, anvendes en negativ
kontrolgruppe, som ikke doseres hverken med teststoffet eller vehiklet.

Administrationsmide

De tre hovedformer for administration af teststof er oral indgift, pafering pi huden og inhalation. Valget af
administrationsform afhanger af teststoffets fysiske og kemiske karakteristika og den sandsynlige made, hvorpa
mennesker eksponeres for stoffet.

Oral indgift

Hyvis teststoffet absorberes i mave-tarmkanalen, og hvis mennesker kan udszttes for indtagelse gennem munden,
anvendes oral indgift, medmindre der foreligger kontraindikationer. Dyrene indgives teststoffet med foderet,
oplest i drikkevandet eller i kapsler.

Den ideelle dosering er, at dyrene far indgivet teststoffet syv dage om ugen. Hvis indgift indskrankes til fem dage
om ugen, kan der ske tilbagevenden til normal, eller der kan optrede abstinenssymptomer imellem ekspone-
ringsperioderne, hvilket kan indvirke p4 resultaterne og den senere vurdering. Med udgangspunkt i praktiske
overvejelser, kan det accepteres, at dyrene indgives teststoffet fem dage om ugen.

Pifering pi huden

Kutan pafering ved hudpensling kan vzlges som model ved mduktlon af hudlasioner med henblik pa at simulere
en vigtig human ekspositionsform.

Inhalation

Inhalationsundersegelser giver mere komplekse tekniske problemer end andre former for administrering af
teststof. I det folgende gives derfor en mere detaljeret vejledning i gennemforelse af disse undersogelser. Man ber
ogsd vare opmarksom pd, at intratrakeal instillation under szrlige omstzndigheder kan vare et egnet
alternativ.

Forseg med langtidseksposition udformes normalt pa grundlag af erfaringer fra arbejdspladser, siledes at dyrene
eksponeres fem- dage om ugen seks timer dagligt, efter at koncentrationen i kammeret er akvilibreret
(intermitterende eksposition), eller der benyttes eksponering pa grundlag af erfaringer fra miljoet, dvs. syv dage om
ugen og 22 til 24 timer pr. dag (kontinuert eksposition) med ca. en time om dagen p3 et bestemt klokkeslet til
fodring af dyrene og rengering af kammeret. I begge tilfeelde eksponeres dyrene normalt for fastlagte
koncentrationer af teststof. En vigtig forskel mellem intermitterende og kontinuert eksposition, som man mi vare
opmzrksom p4, er, at der ved den forstnzvnte metode er en periode p4 17 til 18 timer, hvor dyrene kan overvinde
virkningerne af den daglige eksposition og en endnu lzngére periode i weekenderne.
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Valget mellem intermitterende og kontinuert eksposition afhenger af undersogélsens formal og den menneskelige
eksponering, der simuleres. Der er imidlertid en rzkke tekniske vanskeligheder at tage i betragtning. F.eks. kan
fordelene ved kontinuert eksponering, nir det drejer sig om at simulere miljebetingelser, falde veek pa grund af
behovet for vanding og fodring i ekspositionsperioden og for mere komplicerede (og palidelige) teknikker til
generering og kontrol af aerosoler og dampe.

Ekspositionskamre

Dyrene testes i ekspositionskamre, der er siledes udformet; at der kan opretholdes en dynamisk luftgennem-
stromning.p4 mindst tolv luftskift pr. time, samtidig med at der sikres et adzkvat iltindhold og en jevnt fordelt
ekspositionsluft. Kontrolkamre og ekspositionskamre ber vezre identisk med hensyn til konstruktion. og
udformning, s4 det sikres, at ekspositionsbetingelserne er sammenlignelige p3 alle mader bortset fra eksponering -
for teststoffet. Der holdes normalt et let undertryk i kammeret for at forhindre, at teststoffet leekker ud i det
omgivende rum. Kammeret indrettes, siledes at der undgas trengsel mellem forsagsdyrene. Den generelle regel er,’
at hvis der skal sikres en stabil rumatmosfere, m& dyrenes totale volumen ikke overstige 5% af ekspositions-
kammerets volumen.

Der skal foretages miling og kontrol af:

I. Luftgennemstromning: det ma foretrzkkes, at luftstrommen gennem kammeret kontrolleres kontinuer-
lige.

II. Koncentrationen mi i den daglige eksponeringsperiode ikke variere mere end +-15 % af den gennemsnitlige
vardi.

Under hele forsoget skal koncentrationen fra dag til dag holdes s& konstant som praktisk muligt.

[ll.- Temperatur og fugtighed: ved anvendelse af gnavere holdes temperaturen pé 22 ( + 2° C) og fugtigheden i
kammeret mellem 30 og 70 % undtagen nir der anvendes vand til suspension af teststof i kammerets
atmosfzre. Det m3 foretrzkkes, at bide temperatur og fugtighed kontrolleres konstant.

IV. Miling af partikelstorrelse: hvis der anvendes atmosfarer med flydende eller faste aerosoler i kammeret, ber
der foretages en beregning af partikelstorrelsens distribution. Aerosolpartiklerne skal vzre respirable for de
anvendte forsagsdyr. Der tages prover af kammerets atmosfzre i dyrenes vejrtraekningszone. Luftpreverne
skal vare reprzsentative for den partikeldistribution, dyrene eksponeres for, og det skal gennem
gravimetrisk analyse vere muligt pd grundlag af disse luftprover at beskrive hele aerosolen, ogs selv om
meget af den ikke er respirabel. Under indkering af udstyret ber der foretages hyppige analyser af
partiklernes storrelse for at sikre aerosolkoncentrationernes stabilitet. Under eksponering foretages analyser,
s4 ofte som det er nedvendigt for en adekvat bestemmelse af, om den partikeldistribution, dyrene eksponeres
for, er konstant.

Undersogelsens varighed

Varigheden af den del af undersogelsen, der drejer sig om karcinogenicitet, omfatter starstedelen af forsegsdyrenes
normale levetid. Hvis der anvendes mus og hamstre, bor forsoget vare 18 mineder, og hvis der anvendes rotter 24
mineder. Ved anvendelse af visse dyrestammer med lzngere levetid og/eller en lav spontan tumorincidens, ber
forsoget vare 24 mineder med mus og hamstre og 30 méineder med rotter. Det kan dog accepteres, at en sidan
forlenget undersogelse afsluttes, nir antallet af overlevende dyr i den gruppe, der doseres pd det laveste
dosisniveau, eller kontrolgruppen er nede p4 25 %. Hvis der er &benlys forskel i respons afhangig af dyrenes ken,
bor hvert kon betragtes som et forseg for sig, og forsegets varighed indrettes herefter. Hvis der kun optrader
premature dedsfald i den gruppe, som doseres pa det hgjeste dosisniveau, og hvis dette klart skyldes toksiske
effekter, er det ikke nedvendigt at afslutte undersogelsen, under forudsztning af at de toksiske effekter ikke skaber
problemer i de andre grupper. Hvis et negativt testresultat skal kunne accepteres, ma hejst 10 % af hver gruppe
falde uden for undersogelsen p4 grund af autolyse af vav, kannibalisme eller forveksling, og overlevelsesprocenten
i alle grupper m4 ikke vare under S0 % efter 18 maneders forleb ved anvendelse af mus og hamstre og 24 méneder
ved anvendelse af rotter.

Satellitgrupperne, som bestir af 20 doserede dyr pr. ken og en kontrolgruppe p4 ti dyr pr. ken, og som anvendes til
undersogelse af kronisk toksicitet, holdes under forsogsbetingelser i mindst tolv maneder. Tidspunktet for

aflivning af disse dyr ber fastszttes ud fra en vurdering af patologiske fund relateret til teststof, og siledes at
eventuelle geriatriske forandringer ikke griber forstyrrende ind.

Fremgangsmdde
Observationer

Dyrene inspiceres dagligt for forandringer i hud og pels, jne og slimhinder, 4ndedrt og kredsleb, det autonome
og centrale nervesystem, den motoriske aktivitet og adfardsmenster.
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Dyrene i den (de) doserede satellitgruppe(r) skal undersoges klinisk med passende mellemrum.

Dyrene inspiceres regelmassigt for at det mindst mulige antal dyr gr tabt for undersogelsen p4 grund af f.eks.
kannibalisme, autolyse af vav eller forveksling. Daende dyr fiernes og obduceres, nir de observeres.

Kliniske symptomer, herunder neurologiske forandringer og forandringer i ejne samt mortalitet, registreres for alle
dyr. Der foretages en neje registrering af udviklingen af tumorer. De ferste symptomer og udvikling af
toksicitetstegn registreres. Ved alle makroskopisk synlige eller palpable tumorer registreres de forste symptomer,
lokalisering, dimension, fremtrazden og udvikling. Foderindtagelse (og vandforbrug, hvis teststoffet indgives via
drikkevandet) bestemmes en gang ugen i de forste 13 uger og derefter ca. hver tredje mined, medmindre andet
indiceres af helbredstilstanden eller &ndringer i legemsvagten.

Dyrene vejes enkeltvis en gang om ugen i de forste 13 uger af forsegsperioden, og mindst en gang hver fjerde uge
derefter.

Kliniske undersogelser
Hzmatologisk undersegelse .

Hamarologisk undersegelse {f.eks. hamoglobinkoncentration, hzmatokrit, erytrocyttzlling, total leukocyttzl-
ling, blodpladetzlling og milinger af koaguleringsevnen) udferes efter tre maneder, seks maneder og derefter ca.
hver sjette maned samt ved forsegets afslutning p4 blodprever fra ti rotter pr. ken i alle grupper. Hvis det er muligt,
skal proverne tages fra de samme rotter hver gang.

Hvis kliniske observationer af dyrene tyder pd, at deres helbredstilstand er blevet darligere under forseget,
foretages en differential telling pa prever fra de pAgzldende dyr. Der foretages en differential tzlling p4 prover fra
dyrene i den gruppe, som har veret doseret med den hajeste dosis, og fra dyrene i kontrolgruppen. Der udferes kun
differential tzlling p4 prever fra dyrene i den gruppe, der har fiet den nzsthajeste dosis, hvis der er stor forskel pa
den hejest doserede gruppe og kontrolgruppen, eller hvis den patologiske undersagelse indicerer det.

Urinanalyse

Der indsamles urinprover til analyse fra ti rotter pr. ken i alle grupper om muligt fra de samme rotter hver gang og
med samme intervaller som de ovenfor nzvnte blodprever. Felgende undersegelser gennemferes pa prever enten
fra enkelte dyr eller for rotters vedkommende pa en samlet urinpreve/ken/gruppe:

— udseende: rumfang og vaegtfylde for hvert enkelt dyr

— protein, glukose, ketonstof, h&maturi (semikvantitativt), og -

— sedimentmikroskopi (semikvantitativt).

Klinisk-kemisk undersogelse

Der udtages blodprever til klinisk-kemisk undersegelse med ca. seks mineders mellemrum og ved forsegets
afslutning fra hvert enkelt dyr, sdfremt det drejer sig om andre arter end gnavere, og fra ti rotter/ken i alle grupper
s4 vidt muligt fra de samme rotter hver gang. Fra andre dyr end gnavere skal der tages en preve inden forseget
pabegyndes. Plasma fra proverne underkastes folgende undersogelser:

— total serumprotein

— albumin

— leverfunktionsundersogelser (f.eks._alkalisk fosfataseaktivitet, serum alanin aninotransferase (ALAT) og
serum aspartat aminotransferase (ASAT)), gamma glutamyl transpeptidase, ornitin decarboxylase

— kulhydratstofskifte f.eks. fasteglukose

— nyrefunktionsundersogelser f.eks. urinstof.

De Europziske Fxllesskabers Tidende 30. 5. 88
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Makroskopisk undersogelse

Alle dyr inklusive de dyr, som er dede under forseget, eller som blev aflivet, fordi de var deende, underkastes en
fuldstzendig makroskopisk vurdering. Fer aflivning tages blodprever af alle dyr il differential tzlling. Alle
makroskopisk synlige lzsioner, tumorer, som mistenkes for at vare tumorer, opbevares. Makroskopiske
observationer korreleres s3 vidt muligt med mikroskopiske fund.

Alle vev og organer ber opbevares med henblik p& mikroskopisk undersagelse. Det drejer sig normalt om faigende
vav og organer: hjerne (1) (medulla/pons, det cerebellare og cerebrale cortex), hypofyse, skjoldbruskkirtel
(inklusive biskjoldbruskkirtel), thymusvav, lunger (inklusive trakea), hjerte, aorta, spytkirtler, lever (), milt,
nyrer (1), binyrer (1), spiserar, maveszk, duodenum, jejunum,.ileum, coecum, tyktarm, uterus, urinblzre,
lymfeknuder, bugspytkirtel, kenskirtler (1), assesoriske kenskirtler, kvindelig brystkirtel, hud, muskulatur,
perifer nerve, rygmarv (cervikalt, thorakalt, lumbalt), sternum med benmarv og femur (inklusive led) og jne. Den
optimale przparering af lunger og urinblzre er inflation med et fiksativ, og i forbindelse med inhalationsunder-
sogelser er det centralt for de histopatologiske undersogelser, at lungerne inflateres. I szrlige undersegelser som
inhalationsundersagelser ber de samlede luftveje undersoges, herunder nzse, farynx og larynx.

Hvis der gennemfores andre kliniske undersogelser, bor resultaterne af disse foreligge, for der foretages
mikroskopiske undersegelser, fordi de kan vare af afgerende vzrdi for patologen.

Histopatologisk undersoagelse

For den del af undersogelsen, der drejer sig om kronisk toksicitet

Der bor foretages en detaljeret undersogelse af alle opbevarede organer fra dyr i den hojest doserede satellitgrupe og
kontrolgruppen. Hvis der findes patologiske tegn, som kan relateres til teststoffet i den hajest doserede
satellitgruppe, underkastes malorganerne hos dyrene i de avrige doserede satellitgrupper samt de doserede grupper
i den del af undersegelsen, der drejer sig om karcinogenicitet, en fuldstzendig og detaljeret histologisk undersagelse
ved forsegets afslutning. '

For den del af undersogelsen, der drejer sig om karcinogenicitet

a) Der skal foretages en fuldstzendig histopatologisk undersogelse af organer og vav fra de dyr, som der eller
aflives under forseget, samt dyrene i kontrolgruppen og i den gruppe, der er blevet doseret med den hgjeste
dosis.

b) Alle makroskopisk synlige tumorer eller lesioner, som mistenkes for at vare tumorer, undersoges.

c) Huvis der er signifikant forskel pA de neoplastiske lzsioners incidens i den hejest doserede gruppe og
kontrolgrupper, skal de relevante organer og vav underseges histopatologisk i de @vrige grupper.

d) Hvis overlevende i den hejest doserede gruppe er vasentlig lavere end i kontrolgrupper, underkastes den
gruppe, der er doseret med den nasthejeste dosis, en fuldstendig histopatologisk undersogelse.

e) Hvis undersogelsen af den hejest doserede gruppe giver grund til at formode, at der er tale om induktion af’
toksiske eller andre effekter, som kan have betydning for et neoplastisk respons, underkastes den gruppe, der
eksponeres for den nasthaijeste dosis, en fuldstendig histopatologisk undersogelse.

2. DATA
Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forseget, antal dyr med tumorer
eller toksisk reaktion, som er registreret under forseget, registreringstidspunkt og antal dyr, hos hvem der er fundet

tumorer efter aflivning. Evaluering af resultaterne skal baseres pa en passende statistisk metode. Alle anerkendte
statistiske metoder kan anvendes.

3. RAPPORTERING

3.1. Forsegsrapport

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:

— dyreart, stamme, herkomst, miljebetingelser, foder osv.

(*) Disse organer udtages og vejes fra ti dyr pr. ken pr. gruppe, ndr det drejer sig om gnavere.
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3.2.

— forsegsbetingelser:

Beskrivelse af ekspositionsapparatur,

herunder udformning, type, dimensionering, luftkilde, system til frembringelse af partikler og aerosoler,
metode til konditionering af luften, behandling af udpumpet luft og den made, hvorp4 dyrene holdes i et
ekspositionskammer, nir et sidant benyttes. Apparatur til miling af temperatur, fugtighed og eventuelle
partikulere aerosolers koncentrationer og partikelsterrelse beskrives.

Ekspositionsdata:

Disse skal opstilles i tabelform og angive middelvardier og variation (f.eks. standardafvigelser) og ber
omfatte:

a) lufthastighed gennem inhalationsudstyret
b) luftens temperatur og fugtighed

¢) nominelle koncentrationer (total mangde teststof tilfert inhalationsapparaturet divideret med luftmang-

den)
d) type af vehikel, hvor et sidant er anvendt
e) faktiske koncentrationer i opholdsarealet under forsaget

f) middelverdien af partikelsterrelser (hvor dette er relevant)
— dosisniveauer (inklusive vehikel, hvor et sddant er anvendt) og koncentrationer
— oplysning om tumorincidens inddelt efter ken, dosis og tumortype
— dedstidspunkt under forsaget eller overlevelse til forsagets afsiutning, inklusive satellitgruppen
— oplysning om toksisk respons inddelt efter ken og dosis
— toksisk eller anden virkning
— observationstidspunkt for hvert enkelt abnormitetstegn og den senere udvikling af abnormiteten
— oftalmologiske fund
— data for foder og vagt
— hamatologiske analyser og samtlige resultater
— resultaterne af de klinisk-biokemiske analyser (herunder urinanalyse)
— obduktionsfund '
— detaljeret beskrivelse af alle histopato]ogiskc fund
— statistisk behandling af resultaterne og beskrivelse af den anvendte metode
— diskussion af resultaterne

— fortolkning af resultaterne.

Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

{

LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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REPRODUKTIONSTOKSICITETSUNDERSOGELSE I EN GENERATION
1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

Flere grupper af han- og hundyr doseres med teststoffet, idet der gives en dosis pr. gruppe. Handyr doseres under
vaksten og under mindst en fuldstendig spermiedannelsescyklus (ca. 56 dage for mus og 70 dage for rotter) med
henblik p4 at fremkalde sundhedsmassige uenskede virkninger, teststoffet mitte have pi spermatogenesen.

Hundyr i Fo-generationen doseres i mindst to fuldstzndige ostrale perioder for at fremkalde de skadelige
virkninger, teststoffet eventuelt mtte have p4 brunsten. Derefter parres dyrene. Begge ken doseres med teststof i

parringsperioden, og derefter doseres kun hundyrene i dragtighedsperioden og laktationsperioden.

Hvis dosering med teststof foregar ved inhalation, kraves @ndringer af metoden.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen. ‘

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Unge, sunde, kensmodne dyr fordeles randomiseret i grupper. Dyrene holdes under forsegsbetingelser med hensyn
til milje og fodring i mindst fem dage, inden forseget pabegyndes. Det anbefales, at teststoffet administreres med
foderet eller drikkevandet. Andre former for administration kan ogsa accepteres. Alle dyr skal doseres pd samme
made i hele forsagsperioden. Hvis der anvendes et vehikel eller andre tilsztningsstoffer for at lette doseringen, skal
det vare pavist, at de ikke har nogen toksisk virkning. Dyrene skal doseres med teststoffet syv dage om
ugen. :

Forsegsdyr
Valg af dyreart

Rotten eller musen er de foretrukne forsogsdyr. Stammen ber ikke have en lav fertilitetr. Der benyttes sunde dyr,
som ikke tidligere har varet anvendt i forseg. Forsegsdyrene ber vare velbeskrevne med hensyn til art, stamme,
ken, vaegt og/eller alder.

For at f4 en adakvat vurdering af fertilitet skal bdde han- og hundyr undersoges. Alle dyr i forsegsgrupper og
kontrolgrupper skal vzre fravennet, for dosering pabegyndes.

Antal og ken

Hver enkelt forsogs- og kontrolgruppe skal indeholde tilstreekkelig mange dyr, til at der kan findes ca. 20 drzgtige
hundyr, som er ner ved eller pa fodetidspunktet. .

Formailet hermed er at sikre, at der produceres tilstraekkelig meget afkom, til at der kan foretages en meningsfuld
vurdering af teststoffets potentielle virkning p4 fertilitet, dregtighed og moderdyrenes adfzrd i Fo-generationen
samt dieadfzrd, vakst og udvikling i F;-generationen fra undfangelse til dyrene er vennet fra.
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Forsggsbetingelser

Foder og vand gives ad libitum. N4r fedetidspunktet nzrmer sig, placeres de drzgtige hundyr i hvert sit bur, idet
der benyttes fodebure eller yngelbure, og dyrene kan eventuelt forsynes med materiale til redebygning.

Dosisniveauer

Der anvendes mindst tre forskellige dosisniveauer samt en kontrolgruppe. Hvis der anvendes et vehikel, doseres
kontrolgruppen med samme mangde vehikel som den gruppe, der modtager den hejeste dosis. Hvis et teststof
forer til formindsket foderindtagelse eller interfererer med absorption og stofskifte; kan det vare nedvendigt at
anvende en kontrolgruppe, som er matchet med hensyn til foder. Medmindre der optreder begrznsninger som
folge af teststoffets fysisk-kemiske natur eller biologiske egenskaber, bar den hajeste dosis forarsage toksisk
virkning, men ikke dedsfald i forzldre (F,)-generationen. Middeldosis (evt. flere) bor fremkalde de mindste
konstaterbare toksiske virkninger af teststoffet, og den laveste dosis bar ikke have nogen toksisk effekt hverken pa
foraldregenerationen eller afkommet. Hvis stoffet indgives med mavesonde eller i kapsel, bar den dosis, som hvert
enkelt dyr modtager, udregnes pd grundlag af dyrets legemsvagt og ugentligt tilpasses @ndringer i denne
legemsvagt. Dosering af drazgtige hundyr kan baseres pi legemsvxgten pa dag O eller 6, hvis man ansker
det.

Grznsetest

Hvis der ikke konstateres nogen virkning p4 reproduktionen ved en dosis p4 mindst 1 000 mg/ kg af et lavtoksisk
stof, kan yderligere testning betragtes som unedvendig. Hvis en indledende undersegelse, hvor kun den hajeste
dosis benyttes, klart viser toksisk virkning p4 moderdyret, men ikke har nogen skadelig virkning p4 fertiliteten, kan
yderligere testning betragtes som unedvendig.

Fremgangsmade
Forsegsplan

Daglig dosering af forzldre (F,)-generationen indledes, nir dyrene er mellem fem og ni uger gamle, og efter at de er
vannet fra og akklimatiseret i mindst fem dage. Hvis der anvendes rotter, fortszttes doseringen i ti uger for
parringsperioden (ved mus otte uger). Handyrene skal enten aflives og underseges efter parringsperioden, eller
man kan fortsztte med at indgive dem teststoffet frem til en mulig produktion af et andet kuld, hvorefter de aflives
og undersages, et stykke tid for undersegelsen afsluttes. Dosering af foreldregenerationens hundyr indledes efter
mindst fem dages akklimatisering og fortsetter mindst to uger for parring. Daglig dosering af Fo-hundyrene
fortsztres gennem den tre uger lange parringsperiode, dragtighedsperioden og op til F;-generationen er vannet
fra. Man bar overveje eventuelle ndringer i forsegsplanen, hvis der foreligger informationer om teststoffet fra
specielle stofskifteundersegelser eller undersogelse af akkumulation.

Parring

Der kan anvendes parring i forholdet 1:1 (et handyr og et hundyr) eller 1:2 (et handyr og to hundyr) i undersegelser
af reproduktionstoksicitet.

Anvendes 1:1 parring, anbringes et hundyr med et handyr, indtil der indtrzder drzgtighed, eller tre uger er giet.
Hver morgen undersoges hundyrene for tilstedeverelse af sperma eller vaginalprop. Drzgtighedsperiodens dag 0
fastlegges under hensyntagen til spermatogenesen som den dag, hvor der observeres vaginalprop eller
sperma.

De par, som ikke parrer sig, ber underseges for fastlzggelse af rsagen til den tilsyneladende ufrugtbarhed. Dette
kan geres ved, at dyrene f.eks. fir lejlighed til at parre sig med han- eller hundyr, hvis frugtbarhed er pavist, ved
mikroskopisk undersogelse af reproduktionsorganerne og ved undersegelse af den estrale periode eller
spermatogenesen.

Kuldstorrelse

De dyr, som doseres i fertilitetsundersegelsen, ber have lov til at yngle normalt og pleje deres afkom frem til
afvanning uden standardisering.

Hvis der gennemfores standardisering, foresls folgende fremgangsmade. Mellem dag 1 og 4 efter fodslen,
standardiseres hvert kuld, ved at overskydende unger fjernes, sledes at hvert kuld kommer s tzt som muligt p at
bestd af fire handyr og fire hundyr.

Hyvis det pa grund af antallet af han- og hundyr ikke er muligt at standardisere hvert kuld, s4 det indeholder fire af v
hvert ken, kan delvis standardisering accepteres (f.eks. fem handyr og tre hundyr). Der foretages ikke
standardisering af kuld p& mindre end otte unger.
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Observation

Dyrene inspiceres mindst en gang om dagen under hele forseget. Relevante adfardszndringer, tegn p3 vanskelig
eller forlznget fadsel og alle toksicitetstegn herunder mortalitet; registreres. For og under parringsperioden
registreres foderindtagelsen ugentligt. I drzgtighedsperioden kan foderindtagelsen (og vandindtagelsen, hvis
teststoffet administreres heri) registreres dagligt. Efter fodslen og i dieperioden males foderindtagelsen pé de
samme dage, som kuldene vejes. Han- og hundyr af Fo-generationen vejes den dag, doseringen indledes og derefter
en gang om ugen. Disse observationer ber rapporteres individuelt for hvert enkelt udvokset dyr.

Drzgtighedsperioden beregnes fra dag 0. Hvert kuld undersoges s& hurtigt som muligt efter fadslen for at fastsla
ungernes antal og ken, antal-dedfedte og levendefodte og forekomst af makroskopisk synlige abnormiteter.

Dade unger og unger, som aflives pa dag 4, skal opbevares og underseges for mulige defekter. Levende unger
teelles, og kuldet vejes morgenen efter fedslen, pd dag 4 og dag 7, og derefter en gang om ugen indtil undersogelsens
afslutning, hvor dyrene skal vejes individuelt. Fysiske eller adfzzrdsmassige abnormiteter, som observeres hos
hundyrene eller afkommet skal registreres.

Patologisk undersogelse
Makroskopisk undersogelse

Fo-generationsdyr, som :aflives efter eller der under forseget, underseges makroskopisk med henblik pi
konstatering af strukturelle abnormiteter eller patologiske forandringer, idet opmarksomheden szrlig rettes mod
reproduktionssystemet. Dede eller doende unger underseges for defekter.

Histopatologisk undersegelse

Ovarier, uterus, cervix, vagina, testikler, bitestikler, szdblzrer, prostata, accessoriske kanskirtler, hypofyse og
malorgan(er) fra alle dyr i Fy-generationen prapareres med henblik p& mikroskopisk undersegelse. Skulle det
undtagelsesvist forekomme, at disse organer endnu ikke har varet underkastet undersogelse i andre forseg med
multipel dosering, underseges organerne fra dyrene i den gruppe, der har modtaget den hejeste dosis, og i
kontrolgruppen samt de dyr, som er dedé under forsaget, mikroskopisk, hvis det er praktisk muligt.

Hyvis der konstateres abnormiteter i organer fra disse dyr, underseges disse organer ogsi hos alle andre dyr i
Fo-generationen. Der foretages i si fald mikroskopisk undersogelse af alle vav, som udviser makroskopisk
patologiske forandringer. Som anfert i afsnittet parring kan reproduktionsorganerne fra dyr, som formodes at
vare ufrugtbare, ogsd underkastes mikroskopisk undersogelse.

2. DATA

Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forseget, antal frugtbare handyr,
antal dragtige hundyr, typer af forandringer og den procentdel dyr, som udviser hver enkelt type forandring.
Evaluering af resultaterne baseres s vidt muligt p4 en passende statistisk metode. Enhver anerkendt statistisk
metode kan anvendes.

3. RAPPORTERING

3.1. Forsagsrapport

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:
— anvendt dyreart/stamme

— oplysning om toksisk respons inddelt efter ken og dosis, herunder fertilitet, dregtighed og afkommets
levedygtighed
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3.2,

dedstidspunkt under forseget eller overlevelse til forsagets afslutning eller planlagt aflivningstidspunkt

tabel med angivelse af vegten af hvert enkelt kuld; ungernes gennemsnitlige vaegt og hver enkelt unges vaegt ved
forsegets afslutning

toksisk eller anden virkning pa reproduktion, afkom, postnatal vakst

observationstidspunkt for hvert enkelt abnormitetstegn og den senere udvikling af abnormiteten
data for foder- og legemsvagt for Fo-generationen

obduktionsfund

detaljeret beskrivelse af alle mikroskopiske fund

eventuel statistisk behandling af resultaterne

diskussion af resultaterne

fortolkning af resultaterne.

Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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REPRODUKTIONSTOKSICITETSUNDERSOGELSE 1 TO GENERATIONER

1. METODE

1.1, Indledning

Se den generelle indledning til afsnit:B.

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

Flere grupper af han- og hundyr doseres med teststoffet, idet der gives en dosis pr. gruppe. Fo-generationens handyr
doseres under vaksten og under mindst en fuldstzndig spermiedannelsescyklus (ca. 56 dage for mus og 70 dage for
rotter) med henblik p at fremkalde sundhedsmzssige uenskede virkninger, teststoffet eventuelt mitte have pa
spermatogenesen. Hundyrene i Fo-generationen doseres i mindst to fuldstzndige estrale perioder med henblik p&
at fremkalde de skadelige virkninger, teststoffet eventuelt mitte have pd brunsten. Nir F;-generationen er
fravaennet, doseres den med teststoffet gennem hele vaksten, parringsperioden og produktionen af en
F,-generation, frem til F,-generationen er fravennet. Hvis dosering for teststof foregir ved inhalation krzves
&ndringer af metoden.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Sunde dyr fordeles randomiseret i test- og kontrolgrupper. Dyrene i forzldre (F)-generationen holdes under
forsegsbetingelser med hensyn til miljo og fodring i mindst fem dage, inden forseget pAbegyndes. Det anbefales, at
teststoffet administreres med foderet eller drikkevandet. Andre former for administrering kan ogs3 accepteres. Alle
dyr skal doseres p4 samme mide i hele forsagsperioden. Hvis der anvendes et vehikel eller andre tilsztningsstoffer
for at lette doseringen, ber det vare pavist, at de ikke har nogen toksisk virkning. Dyrene skal doseres for teststoffet
syv dage om ugen.

Forsegsdyr: Valg af dyreart

Rotten eller musen er de foretrukne forsegsdyr. Stammen ber ikke have en lav fertilitet. Til Fo-generationen
benyttes sunde dyr, som ikke tidligere har varet anvendt i forseg. Forsegsdyrene ber vare velbeskrevne med
hensyn til art, stamme, kon, vagt og/eller alder.

For at fi en adzkvat vurdering af fertilitet skal bdde han- og hundyr underseges. Alle dyr i forsegsgrupper og
kontrolgrupper skal vare fravennet, for dosering pabegyndes.

Antal og ken

Hver enkelt forsegs- og kontrolgruppe skal indeholde tilstrekkelig mange dyr, til at der kan findes ca. 20 drzgtige
hundyr, som er nzr ved eller p4 fodetidspunktet. Formalet hermed er at sikre, at der produceres tilstrazkkelig meget
afkom, til at der kan foretages en meningsfuld vurdering af teststoffets potentielle virkning pa fertilitet, dregtighed
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og moderdyrenes adferd samt adfzrd, vakst og udvikling i F,-generationen fra undfangelse til fuldt udvokset og
udviklingen af F,-generationen, frem til dyrene er vannet fra.

Forsogsbetingelser

Foder og vand gives ad libitum. N4r fedetidspunktet nzrmer sig, placeres de dragtige hundyr i hvert sit bur, idet
der benyttes fodebure eller yngelbure, og dyrene kan eventuelt forsynes med materiale til redebygning.

Dosisniveauer

Der anvendes mindst tre forskellige dosisniveauer samt en kontrolgruppe. Hvis der anvendes et vehikel, doseres
kontrolgruppen med samme mangde vehikel som den gruppe, der modtager den hgjeste dosis. Hvis et teststof
forer til formindsket foderindtagelse eller interfererer med absorption og stofskifte, kan det vere nedvendigt at
anvende en kontrolgruppe, som er matchet med hensyn til foder. Medmindre der optrader begrnsninger som
folge af teststoffets fysisk-kemiske natur eller biologiske egenskaber, ber den hejeste dosis forirsage toksisk
virkning, men ikke dedsfald i foraldre (Fo)-generationen. Middeldosis (evt. flere) ber fremkalde de-laveste
konstaterbare toksiske virkninger af teststoffet, og den mindste dosis bar ikke have nogen toksisk effekt hverken pa.
forzldre (F,)-generationen eller afkommet. Hvis stoffet indgives med mavesonde eller i kapsel, ber den dosis, som
hvert enkelt dyr modtager, udregnes pa grundlag af dyrets legemsvagt og ugentligt tilpasses ®ndringer i denne
‘legemsvagt. Dosering af draegtige hundyr kan baseres pi legemsvagten pid dag 0 eller 6, hvis man ensker
det.

Gransetest

Huis der ikke konstateres nogen virkning p4 reproduktionen ved en dosis p2 mindst 1 000 mg/kg af et lavtoksisk
stof, kan yderligere testning betragtes som unedvendig. Hvis en indledene undersegelse, hvor kun den hejeste dosis
benyttes, klart viser toksisk virkning p4 moderdyret, men ikke har nogen skadelige virkhing pa fertiliteten, kan
yderligere testning betragtes som unedvendig.

Fremgangsmdde
Forsegsplan

Daglig dosering af forzldre (Fg)-generationen indledes, nir dyrene er mellem fem og ni uger gamle, og efter at de er
vannet fra og akklimatiseret i mindst fem dage. Hvis der anvendes rotter, fortsztter eksponeringen i ti uger for
parringsperioden (ved mus otte uger). Handyrene skal enten aflives og underseges efter parringsperioden, eller
man kan fortsztte med at indgive dem teststoffet frem til en mulig produktion af et andet kuld, hvorefter de aflives
og undersages, et stykke tid fer undersegelsen afsluttes.

Dosering af forzldre (Fo)-generationens hundyr pibegyndes efter mindst fem dages akklimatisering og fortsztter
mindst to uger for parring. Daglig dosering af Fo-hundyrene fortszttes gennem den tre uger lange parringsperiode,
drzgtighedsperioden og op til F;-generationen er fravaznnet. Man ber overveje eventuelle zndringer i
forsagsplanen, hvis der foreligger informationer om teststoffet fra specielle stofskifteundersogelser eller
undersogelse af akkumulation.

Dosering af F;-generationen indledes, nir den er vannet fra, og fortsattes, til dyrene aflives.

Parring

Der kan anvendes parring i forholdet 1:1 (et handyr og et hundyr) eller 1:2 (et handyr og to hundyr) i undersogelse
af reproduktionstoksicitet. Anvendes 1:1 parring, anbringes et hundyr med et handyr, indtil der indtrzder
dregtighed, eller tre uger er giet. Hver morgen underseges hundyrene for tilstedevarelse af sperma eller
vaginalprop. Dragtighedsperiodens dag 0 fastlegges til den dag, hvor der observeres vaginalprop eller
sperma.

Under hensyntagen til spermatogenesen ber F,-generationen ikke parres, for dyrene er mindst 11 uger gamle, hvis
det drejer sig om mus, og 13 uger, hvis det drejer sig om rotter. Ved parring af F,-generationen udvazlges et handyr
og et hundyr tilfzldigt fra hvert kuld og krydses med et dyr fra et andet kuld inden for samme forsegsgruppe med
henblik p3 produktion af F,-generationen. Den han- og hundyr fra F,-generationen, som ikke udvzlges til parring,
aflives, nir de er fravennet.
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De par, som ikke parrer sig, ber undersoges for fastlzggelse af drsagen til den tilsyneladende ufrugtbarhed. Dette
kan gores, ved at dyrene f.eks. fir lejlighed til at parre sig med han- eller hundyr, hvis frugtbarhed er pavist, ved
mikroskopisk undersegelse af reproduktionsorganerne og ved undersogelse af den ostrale periode eller
spermatogenesen.

Kuldsterrelse

De dyr, som doseres i fertilitetsundersegelsen, ber have lov at yngle normalt og pleje deres afkom frem til
afvaenning uden standardisering.

Hvis der gennemfores standardisering foreslds folgende fremgangsmide. Mellem dag 1 og 4 efter fodslen
standardiseres hvert kuld, ved at overskydende unger fijernes, siledes at hvert kuld kommer s4 tzet pa som muligt pd
at besta af fire handyr og fire hundyr. Hvis det p4 grund af antallet af han- og hundyr ikke er muligt at standardisere
hvert kuld, s at det indeholder fire af hvert kon, kan delvis standardisering accepteres (f.eks. fem handyr og tre
hundyr). Der foretages ikke standardisering af kuld pi mindre end otte unger. F,-generationens kuld
standardiseres pd samme made.

Observation

Dyrene inspiceres mindst en gang om dagen under hele forseget. Relevante adferdsndringer, tegn p& vanskelig
eller forlenget fodsel og alle toksicitetstegn herunder mortalitet, registreres. For og under parringsperioden
registreres foderindragelsen ugentligt. I drzgtighedsperioden kan foderindtagelsen registreres dagligt. Efter
fadslen og i dieperioden mailes foderindtagelsen pa de samme dage, som kuldene vejes. Foraldregenerationsdyr (F,
og F;) vejes, den dag doseringen indledes, og derefter en gang om ugen. Disse observationer ber rapporteres
individuelt for hvert enkelt udvokset dyr.

Dragtighedsperioden beregnes fra dag 0. Hvert kuld underseges s3 hurtigt som muligt efter fadslen for at fasts[a
ungernes antal og ken, antal dedfedte og levendefodte og forekomsten af makroskopisk synlige abnormiteter.
Dede unger og unger, som aflives p4 dag 4, opbevares og underseges for mulige defekter.

Levende unger tzlles, og kuldet vejes morgenen efter fedslen, pa dag 4 og dag 7 og derefter en gang om ugen indtil
undersogelsens afslutning, hvor dyrene skal vejes individuelt. Fysiske eller adfardsmassige abnormiteter, som
observeres hos hundyrene eller afkommet, skal registreres.

Patologisk undersegelse
Makroskopisk vurdering

Dyrene i Fo- og F,-generationerne aflives, s3 snart de ikke langere er nedvendige for undersogelsen af
reproduktionen. Afkom i F;-generationen, som ikke udvalges til parring, samt alt afkom i F,-generationen aflives,
nér de er fravennet. :

Fo- og F;-generationsdyr, som aflives efter eller der under forseget, underseges mikroskopisk for konstatering af
strukturelle abnormiteter eller patologiske forandringer, idet opmarksomheden sztlig rettes mod reproduktions-
systemet. Dade eller deende unger skal undersoges for defekter.

Histopatologisk undersagelse

Opvarier, uterus, cervix, vagina, testikler, bitestikler, sedblarer, prostata, accessoriske kenskirtler, hypofyse og
malorgan(er) fra alle dyr i Fo- og F;-generationerne przpareres om nadvendigt med henblik pi mikroskopisk
undersegelse. Skulle det undtagelsesvist forekomme, at disse organer endnu ikke har varet underkastet
undersegelse i andre forseg med multipel dosering, undersoges de mikroskopisk hos dyrene i den gruppe, der har
modtaget den hajeste dosis og i kontrolgruppen i Fo-generationen og de F,-dyr, der udvalges til parring samt hos de
dyr, som er dede under forseget, hvis det er praktisk muligt.

Hvis der konstateres abnormiteter i organer fra disse dyr, undersoges disse organer ogsa hos alle andre dyr i de
ovrige forsegsgrupper. Der foretages i s fald mikroskopisk undersegelse af alle vav, som udviser makroskopisk
patologiske forandringer. Som anfort i afsnittet parring kan reproduktionsorganerne fra de dyr, som formodes at
vzre ufrugtbare, ogsd underkastes mikroskopisk undersagelse.
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2. DATA

Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forseget, antal dragtige dyr,”
typer af forandringer og den procentdel dyr, som udviser hver enkelt type forandring. Evaluering af resultaterne
baseres s vidt muligt p4 en passende statistisk metode. Enhver anerkendt statistisk metode kan anvendes.

3. RAPPORTERING

3.1, Forsagsrapport

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:
— anvendt dyreart/stamme

— oplysning om ' toksisk respons inddelt efter kan og dosis, herunder fertilitet, dragtighed og afkommets
levedygtighed

— dodstidspunkt under forseget eller overlevelse til forsegets afslutning

— tabel med angivelse af vegten af hvert enkelt kuld, ungernes gennemsnitlige vaegt og hver enkelt unges vagt ved
forsegets afslutning .

— toksisk eller anden virkning pa reproduktion, afkom, postnatal vakst

— observationstidspunkt for hvert enkelt abnormitetstegn og den senere udvikling af abnormiteten
— data for foder- og legemsvagt for Fy-generationen og de F;-dyr, der udvzlges til parring

— obduktionsfund

— detaljeret beskrivelse af alle mikroskopiske fund, s&fremt der foretages mikroskopisk undersogelse
— eventuel statistisk behandling af resultaterne

— diskussion af resultaterne

— fortolkning af resultaterne.

3.2. Vurdering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

4. LITTERATURHENVISNINGER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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“TOKSIKOKINETIK

1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4, Princip for testmetoden

Teststoffet indgives pa passende mide. Afhangigt af undersogelsens formal kan teststoffet gives pd en gang eller ad
flere gange fordelt over fastlagte perioder, og der kan benyttes en eller flere grupper af forsegsdyr. Afhengigt af
undersogelsens art foretages derefter bestemmelse af teststoffet og/eller dets metabolitter i kropsvasker, vav
og/eller excreta. Ved undersogelsen kan anvendes bide »market« og »umarket« teststof. Hvis der benyttes
markning, skal denne vzre i en sidan position i teststoffet, at det giver flest muligt oplysninger om teststoffets
omdannelse i organismen.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Sunde, unge, voksne dyr akklimatiseres til laboratoriets undersegelsesbetingelser i mindst fem dage, inden forseget
pibegyndes. Forud for undersogelsen randomiseres dyrene og fordeles i grupper. Under szrlige omstendigheder
kan der anvendes ganske unge, drzgtige eller forbehandlede dyr.

Forsegsbetingelser
Forsegsdyr

Ved toksikokinetiske undersegelser kan anvendes en eller flere egnede dyrearter, og der m4 tages hensyn til, hvilke
dyrearter man har brugt eller har til hensigt at bruge i andre toksikologiske undersogelser af det samme teststof.
Hvis der anvendes gnavere, m4 dyrenes vagt ved undersagelsens begyndelse ikke variere mere end + 20% af
gennemsnitsvaegten.

Antal og ken

Ved undersagelse af optagelse og udskillelse anvendes fire dyr til hver dosis ved forsegets begyndelse. Der stilles
ikke krav vedrarende dyrenes ken — det kan dog under visse omstzndigheder vaere nedvendigt at anvende begge
ken. Hvis der er tale om kensbetingede forskelle i teststoffets virkning, anvendes fire dyr af hvert ken. I forseg med
andre dyr end gnavere kan der benyttes et mindre antal dyr.
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Ved undersegelse-af fordelingen i vev fastlegges den storrelse, forsegsgrupperne skal have ved forsegets
begyndelse, under hensyntagen til bide hvor mange dyr, der skal aflives pa forud fastlagte tidspunkter, og hvor
mange sddanne tidspunkter forseget skal omfatte.

Ved undersogelse af metabolismen fastlzgges gruppestorrelsen efter behov.

Ved undersogelse med flere doser og flere tidsathengige delundersogelser fastlegges gruppestarrelsen under
hensyntagen til piregnet aflivning og antal undersegelsestidspunkter, idet der dog ikke m4 anvendes mindre end to
dyr pr. gruppe. Grupperne skal vare tilstraekkeligt store til at muliggere en acceptabel beskrivelse af absorption,
koncentrationsniveauer og udskillelsesforhold for teststoffet og/eller dets metabolitter.

Dosisniveauer

Nir teststoffet gives pd en gang anvendes mindst to. forskellige doser. Der anvendes en lav dosis, hvor der ikke -
observeres nogen toksisk effekt, og-en hej dosis hvor der kan vare tale-om zndringer-i de toksikokinetiske
parametre eller om toksiske effekter.

Huis teststoffet indgives gentagne gange, er det normalt tilstreekkeligt at anvende den lave dosis, men under visse
omstandigheder kan det vare nedvendigt ogsi at anvende en heoj dosis.

Administrationsmade

Ved toksikokinetiske undersegelser indgives teststoffet pd samme mide og om muligt under anvendelse af samme
vehikel som i allerede foretagne eller planlagte toksikologiske undersegelser af samme teststof. Szdvanligvis
indgives teststoffet enten oralt med mavesonde eller via foderet, ved pafering pd huden eller ved inhalation i p
forhand fastlagte tidsrum. Intravenes indgift kan vare nyttig ved bestemmelse af den relative absorption ved andre
administrationsmader. Dertil kommer, at der kan tilvejebringes nyttige oplysninger om fordelingsmenstret kort
tid efter intravenes indgift.

Der ber tages hensyn til muligheden for, at vehiklet interfererer med teststoffet. Samtidig mi man vare
opmarksom p3, at der kan vare forskelle i absorptionen athangigt af, om teststoffet indgives med mavesonde eller
via foderet, og at der derfor er behov for en nejagtig bestemmelse af storrelsen af dosis, iszr nir teststoffet indgives
via foderet.

Observationsperiode

Alle dyr observeres dagligt og roksicitetstegn og andre relevante kliniske symptomer registreres, idet det blandt
andet registreres, hvornar de optrader forste gang, hvor alvorlige de er, og hvor lenge de varer.

Fremgangsmdde

Dyrene vejes, og teststoffet indgives under anvendelse af en passende administreringsform.

Absorption

Den mangde af det indgivne stof, der optages, og den hastighed, hvormed optagelsen foregar, kan vurderes ved
hjzlp af forskellige metoder med og uden referencegrupper (1), f.eks.:

— bestemmelse af mxngden af teststof og/eller metabolitter i excreta som urin, galde, fxces og udindingsluft og
den tilbagevezrende mangde i kroppen efter aflivning

— sammenligning af biologisk respons (f.eks. i undersogelser af akut toksicitet) i forsegs-, kontrol- og/eller
referencegrupper '

— sammenligning af mangden af teststof og/eller metabolitter, som udskilles gennem nyrerne i forsegs- og
referencegrupperne

— bestemmelse af arealet under kurven over plasmakoncentrationen af teststoffet og/eller dets metabolitter som
funktion af tiden og sammenligning med data fra en referencegruppe.
(1) Iden her beskrevne metode forstds ved referencegruppe en gruppe, som indgives teststoffet under anvendelse af en anden administreringsform,
som sikrer, at hele dosis kan optages.
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Fordeling

Der er i dag mulighed for at analysere fordelingsmenstrene p4 to mader, og man kan benytte den ene eller begge
fremgangsmader:

— der kan tilvejebringes nyttige kvalitative oplysninger ved anvendelse af helkropsautoradiografiske teknik-
ker

— kvantitative oplysninger tilvejebringes ved aflivning af dyr pa forskellige tidspunkter efter eksponeringen og
fastleggelse af mengden og koncentrationen af teststof og/eller metabolitter i vaev og -organer.

Udskillelse

Ved undersagelse af udskillelsen opsamles urin, faces og udéndingsluft samt i visse tilfelde galde. Mangden af
teststof og/ eller metabolitter i disse excreta males p4 flere tidspunkter efter eksponeringen, indtil ca. 95 % af dosis
er udskilt, dog hejst i.syv dage.

I specielle tilfzlde kan det vare nedvendigt at tage hensyn til udskillelse af teststof i mzlken fra diegivende
forsegsdyr.

Metabolisme

Biologiske prover analyseres under anvendelse af dertil egnede metoder med henblik pid at bestemme
metabolismens omfang og menster. Hvor der er behov for at besvare sporgsmil som folge af tidligere
toksikologiske undersogelser, opklares metabolitternes struktur, og der fremsattes forslag til beskrivelse af
sandsynlige metabolismeveje. Undersogelser in vitro kan vare en hjzlp til fremskaffelse af oplysninger om
metabolismens forlgb.

Yderligere oplysninger om sammenhangen mellem metabolisme og toksisk effekt kan indhentes gennem
biokemiske undersogelser ved f.eks. at bestemme virkningen pd metaboliserende enzymsystemer, reduktion i
mangden af endogene non-protein sulfhydrylforbindelser og teststoffets binding til makromolekyler.

2, DATA

Data opstilles i tabelform og stattes, nar det er muligt, af grafiske fremstillinger, alt athaengigt af undersogelses-
typen. Nir det er muligt, anfores middelvaerdi og statistisk variagion af alle malinger i relation til tid, doser, vav og
organer for samtlige forsegsgruppers vedkommende. Den absorberede og udskilte mangde samt udskillelsesha-
stigheden bestemmes med dertil egnede metoder. Ved metabolismeundersegelser oplyses de identificerede
metabolitters struktur, og sandsynlige metabolismeveje fremlagges.

3. RAPPORTERING

3.1. Forsegsrapport

Forsagsrapporten skal om muligt indeholde felgende:

— dyreart, stamme, herkomst, miljebetingelser, foder

— beskrivelse af mzrkede stoffer, nir sidanne er anvendt

— dosisniveauer og anvendte intervaller

— administrationsmide og eventuelle vehikler

— toksisk og anden virkning

— metodgr til bestemmelse af teststof og/eller metabolitter i biologiske prever, herunder udandingsluft

— maleresultater opstillet i tabelform efter ken, doser, andre testparametre, tid, vav og organer
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— den absorberede og udskilte mzngde som en funktion af tiden

— metoder til karakterisering og identificering af metabolitter i biologiske prever
— biokemiske malemetoder anvendt i forbindelse med metabolisme

— forslag til metabolismeveje

— diskussion af resultaterne

— fortolkning af resultaterne.

3.2, Vurdering og fortolkning

Se de generelle oplysninger til afsnit B.

4. LITTERATURHENVISNINGER

Se de generelle oplysninger til afsnit B.
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MUTAGENICITETSTESTNING OG SCREENING FOR KARCINOGENICITET

GENMUTATION — SACCHAROMYCES CEREVISIAE
1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

En rzkke forskellige haploide og diploide stammer af gzren Saccharomyces cerevisiae kan anvendes ved
undersogelse af genmutationer, som induceres af kemiske stoffer med og uden metabolisk aktivering.

Man har anvendt fremadmutationssystemer med haploide stammer f.eks. ved bestemmelse af mutation fra rede,
adeninafhangige mutanter (ade-1, ade-2) til dobbelt adeninathangige hvide mutanter og selektive systemer som
induktion af canavanin-resistens og cycloheximid-resistens.

Det bedst validerede tilbagemutationssystem bygger pa anvendelse af den haploide stamme XV 185-14C, der er
barer af ochre nonsensemutationerne ade 2-1, arg 4-17, lys 1-1 og trp 5-48, og som muterer tilbage med
baseparsubstitutionsmutagener, der inducerer punktmutationer eller ochre suppressormutationer. XV 185-14C
er ogs barer af his 1-7 markeren, som er en missense-mutation, der hovedsagelig muterer tilbage ved mutationer i
andre loci, og markeren hom 3-10, der muterer tilbage med frameshift-mutagener.

Den ene¢ste bredt anvendte diploide stamme af S. cerevisiae er D, der er homozygot i ilv 1-92.

1.5. “Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Oplesninger af teststof og kontrol fremstilles umiddelbart inden testen under anvendelse af et passende vehikel.
Hvis der anvendes organiske kemiske forbindelser, som er uopleselige i vand, kan organiske oplesningsmidler som
xtanol, acetone eller dimetylsulfoxid (DMSO) bruges i koncentrationer pi op til 2% v/v. Koncentrationen af
vehiklet ber ikke medfere nogen zndring i cellevitalitet og vakstkarakteristika.

Metabolisk aktivering

Cellerne eksponeres for teststoffet bide med og uden tilstning af et passende eksogent metabolisk aktiverings-
system.

<
Det hyppigst anvendte system bestar af en co-faktorberiget postmitochondrisk fraktion af lever fra gnavere, som er
forbehandlede med enzyminducerende stoffer. Andre dyrearter, vav, post-mitochondriske fraktioner eller
fremgangsmader kan ogs& vare egnede til metabolisk aktivering.
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Forsegsbetingelser
Teststammer

Den haploide stamme XV 185-14C og den diploide stamme D; er de hyppigst anvendte i genmutationsunder-
sogelser. Ogs4 andre stammer kan vare egnede. :

Medier

Ved bestemmelse af overlevelsesgrad og antal mutanter anvendes passende kulturmedier.

Negative-og positive kontroller

Sidelobende med testkulturerne dyrkes positive kontrolkulturer, ubehandlede kontrolkulturer og kontrolkulturer
med det anvendte oplesningsmiddel. Der anvendes egnede positive kontrolstoffer for hvert enkelt genetisk
endpoint.

Eksponeringskoncentrationer

Der anvendes mindst fem forskellige koncentrationer af teststoffet med passende intervaller mellem koncentra-
tionerne. N4r der testes toksiske stoffer, bar den hejeste koncentration ikke reducere overlevelsesgraden til mindre
end 5 til 10 %. Stoffer, som er relativt uopleselige i vand, testes under anvendelse af passende fremgangsmader op
til opleselighedsgransen. Den hejeste koncentration af ikke-toksiske teststoffer, som er frit opleselige i vand,
fastlegges fra stof til stof.

Inkubationsbetingelser

Pladerne inkuberes i fire til syv dage mellem 28 og 30° C i merke.

Spontane mutationsfrekvenser

Der anvendes subkulturer med spontane mutationsfrekvenser, som ligger inden for de almindeligt accepterede
omrider.

Antal parallelle plader

Der anvendes mindst tre parallelle plader for hver koncentration ved bestemmelsen af prototrofer, som er
fremkommet ved genmutation, og af cellernes levedygtighed. Nir man tester markerer, der som hom 3-10 har en
lav mutationsfrekvens, mi antallet af plader forages, siledes at der kan tilvejebringes en statistisk relevant meengde
data.

Fremgangsmdde

Stammer af S.cerevisiae eksponeres normalt ved test i vaske, hvortil der anvendes enten celler i stationzrfase eller
celler i vaekstfase. Indledende undersogelser bor udfares med celler i vaekstfase. 1—S x 107 celler pr. ml eksponeres
for teststoffet i op til 18 timer ved 28 til 37° C under omrystning. Hvis det er nedvendigt, tilszttes en passende
mangde metabolisk aktiveringssystem under eksponeringen. Efter eksponeringen centrifugeres og vaskes cellerne,
hvorefter de udsas p4 et egnet kulturmedium. N4r inkubationen er slut, registreres induktionen af genmutationer
og antal overlevende p4 hver plade. Hvis den forste undersegelse er negativ, bar en anden udferes under anvendelse
af celler i stationarfase. Hvis den forste undersogelse er positiv, skal det efterpraves i et passende uathzngigt
forsoeg.

2. DATA

Data apstilles i tabelform. Antal optalte kolonier, antal mutanter, overlevelsesfrekvens samt mutationsfrekvens
angives. Alle resultater efterpraves i et uafhangigt forseg. Evalueringen af data baseres pA passende statistiske
metoder.
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3.1.

3.2.

RAPPORTERING

Forsegsrapport

Forsagsrapporten skal om muligt indeholde folgende:

den anvendte stamme

forsogsbetingelser: celler i stationzr fase eller vaekstfase, mediernes sammensztning, inkubationstemperatur
og -periode, metabolisk “aktiveringssystem

eksponeringsbetingelser: eksponeringskoncentrationer, fremgangsmaide og varighed, eksponeringstempera-
tur, positive og negative kontroller

antal optalte kolonier, antal mutanter, overlevelses- og mutationsfrekvens, om muligt dosis-responsforhold, -
statistisk evaluering af data )

diskussion af resultaterne

fortolkning af resultaterne.

Evaluering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

REFERENCER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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MITOTISK REKOMBINATION — SACCHAROMYCES CEREVISIAE

1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4, Princip for testmetoden .

Der kan hos Saccharomyces cerevisiae konstateres mitotisk rekombination mellem gener (eller mere generelt’
mellem et gen og dets centromer) og indén for det samme gen. Den forstnavnte form kaldes mitotisk overkrydsning
og frembringer reciprokke typer, mens den sidstnzvnte som oftest ikke er reciprok og kaldes genbytning.
Overkrydsning bestemmes almindeligvis ved frembringelse af recessive-homozygote koloniereller sektorer i en
heterozygot stamme, mens genbytning bestemmes. ved -frembringelse af prototrofe revertanter i en auxotrof
heteroallel stamme, som bzrer to forskellige, defekte alleler af det samme gen. De hyppigst anvendte stammer ved
undersogelse af mitotisk genbytning er Dy (med heteroallele ade 2 og trp §), BZ,, (med heteroallel arg 4),D; (med
heteroallel trp §) og JD; (med heteroallele his 4 og trp §). Mitotisk overkrydsning, som frembringer rade og
lyserede sektorer, kan undersoges i Ds og D, (der ogs& kan bruges til bestemmelse af mitotisk genbytning og
tilbagemutation af ilv 1-92), idet begge stammer bzrer heteroallele komplementzre alleler til ade 2.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Oploesninger af teststof og kontrol- eller referencestoffer fremstilles umiddelbart inden testen under anvendelse af et
passende oplesningsmiddel. Hvis der anvendes organiske kemiske forbindelser, som er uopleselige i vand, kan
organiske oplesningsmidler som ®tanol, acetone eller dimetylsulfoxid (DMSO) bruges i koncentrationer p4 op til
2% v/v. Koncentrationen af vehiklet bor ikke medfere nogen zndring i cellevitalitet og vakstkarakteristika.

Metabolisk aktivering

Cellerne eksponeres for teststof bdde med og uden tilszthing af et passende eksogent metabolisk aktiverings-
system.

Det hyppigst anvendte system bestar af en co-faktorberiget postmitochondrisk fraktion af lever fra gnavere, som er

forbehandlede med enzyminducerende stoffer. Andre dyrearter, vav, postmitochondriske fraktioner eller
fremgangsmader kan ogsd vare egnede til metabolisk aktivering.

Forsagsbetingelser
Teststammer

De hyppigst anvendte stammer er de diploide Dy, Ds, D; og JD,. Ogsa andre stammer kan vare egnede.
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Medier

Ved bestemmelse af overlevelsesgrad og mitotisk rekombinationsfrekvens anvendes passende kulturmedier.

Negative og positive kontroller

Sidelabende med testkulturerne dyrkes positive kontrolkulturer, ubehandlede kontrolkulturer og kontrolkulturer
med det anvendte oplesningsmiddel. Der anvendes egnede positive kontrolstoffer -for hvert enkelt genetisk
endpoint.

Eksponeringskoncentrationer

Der anvendes mindst fem forskellige koncentrationer af teststoffet med passende intervaller mellem koncentra-
tionerne. Herunder ma man tage hensyn til faktorer som cytotoksicitet og opleselighed. De laveste koncentrationer
ber ikke have nogen indvirkning p4 cellernes levedygtighed. Nir der testes toksiske stoffer, bar den hajeste
koncentration ikke reducere overlevelsesgraden til mindre end 5 til 10 %. Stoffer, som er relativt uopleselige i
vand, testes under anvendelse af passende fremgangsméader op til opleselighedsgransen. Den hojeste koncentra-
tion af ikke-toksiske. teststoffer, som er frit opleselige i vand, fastlegges fra test til test.

Celler i‘stationzr fase eller vakstfase kan eksponeres for teststoffet i op til 18 timer. Benyttes der lange
eksponeringsperioder, ber kulturerne dog undersages mikroskopisk for sporedannelse, idet disses tilstedevarelse
gor testen vardiles.

Inkubationsbetingelser-

Pladerne inkuberes i fire til syv dage mellem 28 og 30° C i merke. Plader, som anvendes til bestemmelse af rede og
lyserade homozygote sektorer, der er frembragt ved mitotisk overkrydsning, opbevares i koleskab (omkring 4° C)
i yderligere en til to dage inden optzlling for at muliggere udvikling af de rette pigmenterede kolonier.

Spontane mitotiske rekombinationsfrekvenser

Der anvendes subkulturer med spontane mitotiske frekvenser, som ligger inden for de almindeligt accepterede
omréder.

Antal parallelle plader

Der anvendes mindst tre parallelle plader for hver koncentration ved bestemmelsen af prototrofer, som er
fremkommet ved mitotisk genbytning, og af cellernes levedygtighed. Nar man tester recessive homozygoter, som er
_frembragt ved mitotisk overkrydsning, foreges ancallet af plader, siledes at der opnids et passende antal
kolonier.

Fremgangsmdde

Stammer af S.cerevisiae eksponeres normalt ved test i vaeske, hvortil der anvendes enten celler i stationzr fase eller
celler i vaekstfase. Indledende undersogelser ber udferes med celler i vakstfase. 1—5 x 107 celler pr. ml eksponeres
for teststoffet i op til 18 timer ved 28 til 37° C under omrystning. Under eksponeringen tilsxttes en passende
mangde metabolisk aktiveringssystem. Efter eksponeringen centrifugeres og vaskes cellerne, hvorefter de udsas p4
et egnet kulturmedium. Nir inkubationen er slut, registreres induktionen af mitotisk rekombination og antal
overlevende p4 hver plade. Hvis den forste undersogelse er negativ, bor en anden udferes under anvendelse af celler
i stationzr fase. Hvis den forste undersogelse er positiv, skal det efterproves i et passende uathngigt forseg.

2. ' DATA ’

Data opstilles i tabelform. Antal optalte kolonier, antal rekombinanter, overlevelsesgrad samt rekombinations-
frekvens angives. Alle resultater efterpraves i et uathengigt forseg. Evalueringen af data baseres p4 passende
statistiske metoder. :
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3. RAPPORTERING

3.1. Forsagsrapport

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:-
— den anvendte stamme

— forsegsbetingelser: celler i stationar.fase eller vakstfase, mediernes sammenstning, inkubationstemperatur
og -periode, metabolisk aktiveringssystem -

— eksponeringsbetingelser: eksponeringskoncentrationer; fremgangsmide og varighed, eksponeringstempera-
tur, positive og negative kontroller

— antal optalte kolonier, antal rekombinanter, overlevelses- og rekombinationsfrekvens, om muligt dosis-
responsforhold, statistisk evaluering af data

— diskussion af resultaterne

— fortolkning af resultaterne.

3.2. Evaluering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

4. REFERENCER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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GENMUTATIONSTEST — PATTEDYRCELLER IN VITRO

1. METODE

1.1, Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4, Princip for testmetoden

Cellekulturer fra pattedyr kan anvendes ved pavisning af mutationer, som induceres af kemiske stoffer. Hyppigt
anvendes muselymfomceller L 5178 Y samt CHO og V-79 cellelinjerne fra kinesiske hamstre. Almindeligvis
benyttes disse cellelinjer til bestemmelse af mutationer i folgende loci: thymidin-kinase (TK), hypoxantin-
guanin-fosforibosyl-transferase (HPRT) (*) og Na*/K* ATPase. I TK- og HPRT-mutationssystemerne pavises
baseparsubstitution, frameshift-mutationer og mindre tabsmutationer. I Na*/K™*- systemet pavises kun
baseparsubstitution.

Celler, som mangler thymidin-kinase (TK) p4 grund af fremadmutationen TK* — TK ™, er resistente over for
bromdeoxyuridin (BrDU), fluordeoxyuridin (FdU) eller trifluorthymidin (TFT), idet disse antimetabolitter ikke
kan inkorporeres i cellens nukleotider. De nukleotider, der er nedvendige for cellens stofskifte, syntetiseres
udelukkende de novo. Hvis cellerne har funktionsdygtig thymidin-kinase inkorporeres BrdU, FdU eller TFT
imidlertid i nukleotiderne. Derved hzmmes cellernes stofskifte, og der opstir en cytotoksisk effekt. Muterede
celler kan siledes fortsat dele sig i et milje, som indeholder BrdU, FdU eller TFT, hvilket normale celler, som
indeholder thymidin-kinase, ikke kan.

P4 samme made er celler, som mangler HPRT, resistente over for 8-azaguanin (AG), eller 6-thioguanin (TG)..
Celler med =ndret Na*/K* ATPase er resistente over for ouabain.

Den cytotoksiske effekt bestemmes p3 grundlag af teststoffets virkning pa dannelsen af kolonier {klondannelses-
effektiviteten) eller kulturernes vakstrate. Mutationsfrekvensen bestemmes ved udsining af et kendt antal celler i
medium tilsat et selektivt stof, hvorefter antallet af muterede celler registreres. Ved udsaning i medium uden
selektivt stof bestemmes overlevelsesfrekvensen. Efter en passende inkubationsperiode tzlles kolonierne.
Mutationsfrekvensen beregnes pi grundlag af antallet af muterede kolonier korrigeret pd grundlag af
overlevelsesgraden.

1.5. Kvalitetskriterier

Ingen.

1.6. - Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser
Celler

En lang rzekke cellelinjer lader sig anvende i denne test, herunder subkloner af L 5178 Y, CHO eller V-79 celler,
hvis felsomhed over for kemiske mutagener er pavist, hvis klondannelseseffektivitet er hej, og hvis spontane
mutationsfrekvens er lav. Der kan foretages regelmassig efterprevning af cellekaryotypens stabilitet, og det ber
undersages, om cellerne er kontamineret med mycoplasma. Ogs4 andre celletyper kan anvendes, forudsat deres
validitet til bestemmelse af kemisk inducerede genmutationer lader sig dokumentere.

(") Tidligere kaldet HGPRT.
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Medium

Der anvendes egnede cellekulturmedier og inkubationsbetingelser (f.eks. temperatur, kulturskile, CO;-koncen~
tration og fugtighed). Medier og sera valges i overensstemmelse med, hvilke selektive systemer og celletyper, der
anvendes.

Teststof

Teststoffer tilszttes kulturmediet eller opleses eller suspenderes i egnede vehikler, inden-cellerne.eksponeres. Den
derved--opniede koncentration af barestof i testkulturen ber ikke pavirke cellernes levedygtighed eller
vaekstrate.

Metabolisk aktivering

Cellerne eksponeres for teststoffet bide med og uden et eksogent metabolisk aktiveringssystem fra pattedyr. Hvis
der benyttes celletyper med endogen metabolisk aktivering ber det vare pavist, at aktiveringsform og -hastighed er
egnet til den kemiske stofklasse, der testes.

Forsogsbetingelser
Negative og positive kontroller

Som positiv kontrol anvendes i hvert enkelt forseg bide en direkte virkende kemisk forbindelse og en forbindelse,
som kraver metabolisk aktivering. Desuden foretages negativ (vehikel) kontrol. Folgende kemiske forbindelser
kan f.eks. anvendes til positiv kontrol:

— direkte virkende forbindelser:
— @tylmetansulfonat
— hycantone

— indirekte virkende forbindelser:
— 2-acetylaminofluoren
— 7, 12-dimetylbenzanthracen

— N-nitrosodimetylamin.

Nir det er muligt ber der foretages supplerende positiv kontrol med anvendelse af en kemisk forbindelse af samme
type som teststoffet.

Eksponeringskoncentrationer

Der anvendes en rzkke forskellige koncentrationer af teststoffet, siledes at der frembringes koncentrationsaf-
hangige toksiske virkninger. Den hgjeste koncentration ber medfere en lav overlevelsesgrad, og overlevelsesgra-
den ved den laveste koncentration ber vare af samme storrelsesorden som ved det negative kontrolforseg. Stoffer,
som er relativt uopleselige i vand, testes under anvendelse af passende fremgangsmader op til opleselighedsgrzn-
sen. Den hojeste koncentration af ikke toksiske teststoffer, som er frit opleselige i vand, fastlegges fra test til
test. .

Fremgangsmdde '

Antallet af anvendte celler pr. kultur fastlzgges under hensyntagen til den spontane mutationsfrekvens. Som
generel regel kan szttes et antal levedygtige celler svarende til ti gange den omvendte proprotionale vardi af den
spontane mutationsfrekvens.

Cellerne eksponeres i en passende periode — i de fleste tilflde er to til fem timer tilstrazkkeligt. Celler, hvis
endogene metaboliske aktivering er utilstraekkelig, testes bidde med og uden et passende metabolisk aktiverings-
system. Efter eksponeringen vaskes cellerne frie for teststof, hvorefter de dyrkes med henblik p4 bestemmelse af
deres levedygtighed og med henblik p3 at lade den muterede fenotype komme til udtryk.

Dyrkningsperioden ber vare tilstrakkeligt lang til, at de inducerede mutationer s vidt muligt kan nd at komme til
optimalt fanotypisk udtryk, og herefter dyrkes cellerne i medier med og uden selektive agenser med henblik p4 at

bestemme antal mutanter og levedygtighed.

Alle resultater efterproves i et uafhzngigt forseg.
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3.1.

3.2,

DATA

Data opstilles i tabelform. Antal inducerede mutanter og overlevende angives for hver enkelt plade, bade teststof-
og kontrolplader. Desuden angives det gennemsnitlige antal kolonier pr. plade og standardafvigelsen.
Mutationsfrekvensen beregnes som antal mutanter divideret med antal overlevende celler. Overlevelsesgraden og
kloningseffektiviteten beregnes som en procentdel af kontrolkulturen. Evalueringen af data baseres pa passende
statistiske metoder.

RAPPORTERING

Forsagsrapport

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:

den anvendte cellelinje, antal cellekulturer, metoder til opretholdelse af cellekulturer

forsogsbetingelser: mediernes sammensztning, CO,-koncentration, teststofkoncentration, anvendt vehikel,
inkubationstemperatur og -periode, dyrkningsperiode med henblik pa fanotypisk udtryk (herunder antal
udsdede celler og eventuelle subkulturer med medietilstninger), eksponeringsperiode, celletzthed under
eksponeringen, anvendt metabolisk aktiveringssystem fra pattedyr, positiv og negativ kontroller, anvendt
selektiv agens :

begrundelse for valget af doser

metoder til optzlling af levedygtige og muterede celler
statistisk evaluering

diskussion af resultaterne

fortolkning af resultaterne.

Evaluering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

REFERENCER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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DNA-SKADE OG DNA-REPARATION — UNSCHEDULED DNA SYNTHESIS — PATTEDYRCELLER IN VITRO

1.1.

1.2

1.3

1.4,

1.5.

1.6.

METODE

Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

Referencestoffer

Ingen.

Princip for testmetoden

Ved Unscheduled DNA "Synthesis- (UDS) test underseges DNA-reparationen efter bortskzring og fjernelse: af

skader, som er induceret af kemiske eller fysiske agentia. Testen bygger p4 inkorporering af tritummzrket

thymidin (*H-TdR) 1 pattedyrcellers DNA, nir disse celler ikke er i S-fase. Optagelsen-af 3H-TdR kan miles ved
autoradiografi eller vaeskescintillationstzlling (LSC) af DNA fra de eksponerede celler. Medmindre der anvendes
primarkulturer af rottehepatocytter, eksponeres dyrkede pattedyrceller for teststoffet med og uden et eksogen
metabolisk aktiveringssystem. UDS-test kan ogs3 foretages i in vivo-systemer.

Kvalitetskriterier

Ingen.

Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Teststof samt kontrol- og referencestoffer tilszttes kulturmediet eller oplases eller suspenderes i egnede vehikler og
tilsettes derefter kulturmediet inden testen. Den derved opniede vehikelkoncentration ber ikke pavirke cellernes
levedygtighed. Der kan anvendes primarkulturer af rottehepatocytter, humane lymfocytter eller etablerede
cellelinjer (f.eks. humane diploide fibroblaster).

Cellerne eksponeres for teststoffet med og uden et passende metabolisk aktiveringssystem.

Forsegsbetingelser
Antal kulturer

Ved autoradiografisk pavisning af UDS anvendes mindst to og ved LSC seks kulturer (eller mindre hvis det er
videnskabeligt begrundet) for hvert eksperimentelt punkt.

Negative og positive kontroller

Der foretages sidelobende bade positiv og negativ (ubehandlet og/eller vehikel) kontrol med og uden metabolisk
aktivering i hvert forseg.
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Som positiv kontrol ved anvendelse af rottehepatocytter kan f.eks. benyttes 7,12-DMBA (7,12-dimetylbenzan-
thracen) eller 2-AAF (2-acetylaminofluoren). Som positiv kontrol ved anvendelse af etablerede cellelinjer kan
f.eks. benyttes 4-NQO (4-nitroquinolin-N-oxid) bide i forbindelse med autoradiografisk registrering og LSC uden
metabolisk aktivering. Nir der anvendes metaboliske aktiveringssystemer kan f.eks. N-dimetylnitrosamin
benyttes til positiv kontrol.

Eksponeringskoncentrationer

Der anvendes en rzkke forskellige koncentrationer af teststoffet over et interval, som dekker alle pavirkninger.
Den hojeste koncentration ber have en vis cytotoksisk virkning. Stoffer, som er relativt uoploselige i vand, testes op
til opleselighedsgransen.

Den hojeste koncentration af ikke-toksiske teststoffer, som er frit opleselige i vand, fastlzgges fra test il test.

Celler

Der benyttes passende vékstmedier, CO,-koncentration, temperatur og fugtighed til opretholdelse af kulturerne.
Det undersages regelmzassigt om etablerede cellelinjer er kontamineret med mycoplasma.

Metabolisk aktivering
Der anvendes ikke metaboliske aktiveringssystemer i forbindeélse med primarkulturer af hepatocytter.

Etablerede cellelinjer og lymfocytter eksponeres for teststoffer bide med og uden et passende metabolisk
aktiveringssystem.

Fremgangsmdde
Forberedelse af kulturer

Etablerede cellelinjer fremstilles p4 basis af stamkulturer (f.eks. ved trypsinering eller afrystning) og udsis med
passende tzthed i dyrkningsskile, hvorefter de inkuberes ved 37° C.

Primare rottehepatocytkulturer etableres, nir hepatocytter umiddelbart efter isolering anbringes i et passende
medium og fir lov til at hzfte sig til den voksende overflade.

Humane lymfocytkulturer dyrkes under anvendelse af dertil egnede teknikker.

Eksponering af kulturerne for teststoffet
Primarkulturer af rottehepatocytter

Rottehepatocytter eksponeres for teststoffet kort tid efter isolering i et passende tidsrum i et medium, som
indeholder 3H-TdR. Efter eksponeringen fjernes cellerne fra mediet, hvorefter de vaskes, fikseres og terres.

Pladerne dyppes i en autoradiografisk emulsion (alternativt kan »stripping« film anvendes) og eksponeres,
fremkaldes, farves og tzlles.

Etablerede cellelinjer og lymfocytter

Autoradiografisk teknik: Cellekulturerne eksponeres forst for teststoffet i et passende tidsrum og derefter for
3H-TdR. Eksponeringsperioderne afhanger af stofferne, de metaboliske aktiveringssystemer og celletyperne.
Eksponeringen for 3H-TdR ber enten foregi samtidig med eksponeringen for teststoffet eller f2 minutter efter,
siledes at UDS males pa det tidspunkt, hvor aktiviteten er storst.

Valget mellem de to fremgangsmader athznger af risikoen for interaktion mellem teststoffet og *H-TdR.

Det er muligt at skelne mellem UDS og semi-konservativ DNA replication, idet den sidstnavnte proces inhiberes
ved anvendelse af f.eks. argininfattige medier, et lavt serumindhold eller tilstning af hydroxyurinstof til
kulturmediet.

LSC-mdling af UDS: Inden eksponering for teststoffet blokeres cellernes overgang til S-fasen som tidligere
beskrevet. Derefter eksponeres cellerne pi samme made som ved den autoradiografiske teknik. Umiddelbart efter
inkubationen ekstraheres cellernes DNA og det totale DNA-indhold samt mangden’ af inkorporeret *H-TdR
males.

Nér de navnte teknikker anvendes p4 humane lymfocytter, er det unadvendigt at heemme den semi-konservative
DNA replication, med mindre der er tale om stimulerede kulturer.
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Analyse
Autoradiografisk miling

Ved méling af UDS i dyrkede celler medregnes kerner i S-fasen ikke. Der telles mindst 50 celler pr. koncentration.
Objektglassene kodes for tzllingen. P4 hvert glas tzlles en rzkke forskellige tilfzldigt valgte omrider med stor
indbyrdes afstand. Mzngden af inkorporeret *H-TdR i cytoplasmaet bestemmes ved tzlling i tre omrider pd
storrelse med kernen i hver optalt celles cytoplasma.

LSC-miling

Ved LSC-miling af UDS anvendes et passende antal kulturer pr. koncentration og pr. kontrolforseg. Alle
resultater efterproves i et uathzngigt forseg.

2. DATA

Data opstilles i tabelform.

2.1. Autoradiografisk miling

Mazngden af inkorporeret *H-TdR i cytoplasmaet og antallet af korn, som registreres i cellekerneomridet, anferes
separat. Fordelingen af mangden af inkorporeret H-TdR i cytoplasmaet og antallet af korn pr. kerne kan
beskrives ved hjelp af middel, median og modus.

2.2. LSC-miling

Ved LSC-miling angives *H-TdR indlejringen som dpm/ug DNA. Indlejringsfordelingen kan beskrives ved hjzlp
af middel dpm/jig DNA med tilhorende standardafgivelse. Evalueringen af data baseres pa passende statistiske

metoder.
3. RAPPORTERING
3.1, Forsegsrapport

Forsag;rapponen skal om mulligt indeholde faléende:

— de anvendte celler, txthed og antal passager pa eksponeringstidspunktet, antal cellekulturer

— metoder til opretholdelse af cellekulturer, hcrundgr medium, temperatur og CO,-koncentration
— teststof, vehikel, koncentrationer og begrundelse for valget af de anvendte koncentrationer

— detaljerede oplysninger om de metaboliske aktiveringssystemer.

— eksponeringsplan

. — positiv og negativ kontrol
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— den anvendte autoradiografiske teknik

— fremgangsmide ved blokering af cellernes overgang til S-fasen

— fremgangsmade ved ekstration af DNA og bestemmelse af det totale DNA-indhold ved LSC-malingen
— om muligt dosis-responsforhold

— statistisk evaluering

— diskussion af resultaterne

- fortolkning af resultaterne.

3.2. Evaluering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

4. REFERENCER

Se den geherelle indledning til afsnit B,
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S@STERKROMATID OMBYTNING (SCE) IN VITRO
1. METODE

1.1: Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2, Definitioner -

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4 Princip for testmetoden

Sesterkromatid ombytning (SCE) test er en korttidstest, som anvendes til pivisning af reciprok udveksling af DNA
mellem de to sesterkromatider i et:kromosom under replikation. Ved SCE sker der en udveksling af DNA"
replikationsprodukter ved tilsyneladende homologe loci. Udvekslingsprocessen:bygger antageligt p4 brud og
genforening af DNA-kzder, men dens molekylare grundlag er nasten ukendt. For at kunne pavise SCE er det
nodvendigt at differentialmarke sosterkromatiderne, hvilket kan geres ved at inkorporere bromdeoxyuridin
(BrdU) i kromosomernes DNA gennem to cellecykler.

Pattedyrceller eksponeres in vitro for teststoffet med og uden et eksogent metabolisk aktiveringssystem fra
pattedyr, hvis dette skonnes relevant, og dyrkes gennem to cellecykler i et medium, som indholder BrdU. Cellerne
behandles med en tentridsinhibitor (f.eks. colchicin) med henblik pa at akkumulere celler pa et metafaselignende
trin i mitosen (c-metafase), hvorefter de hostes og prapareres til kromosomanalyse.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

— Der kan anvendes primarkulturer (humane lymfocytter) eller etablerede cellelinjer (f.eks. Chinese Hamster
Ovary celler). Ved anvendelse af cellelinjer ber det underseges, om kulturen er kontamineret med
mycoplasma.

— Der anvendes egnede kulturmedier og inkubationsbetingelser (temperatur, dyrkningsskale, CO,-koncentra-
tion og fugtighed). -

— Teststoffet tilszttes kulturmediet eller oplases eller suspenderes i et-egnet vehikel, inden cellerne eksponeres.
Den derved opndede koncentration af vehikel i testkulturen ber ikke pavirke cellernes levedygtighed eller
vakstrate og en mulig pdvirkning af SCE-frekvensen kontrolleres ved dyrkning af en kontrolkultur i
oplesningsmidlet.

— Cellerne eksponeres for teststoffet bade med og uden et eksogent metabolisk aktiveringssystem fra pattedyr.
Nar der benyttes celletyper med endogen metabolisk aktivering, ber aktiveringsform og -hastighed vare egnet
til den kemiske stofklasse, der testes.

Forsegsbetingelser
Antal kulturer

Der anvendes mindst to parallelle kulturer for hvert eksperimentelt punke.
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Positiv og negativ kontrol

Som positiv kontrol anvendes i hvert enkelt forseg bide en direkte virkende kemisk forbindelse og en forbindelse,
som krzver metabolisk aktivering. Desuden foretages vehikelkontrol.

Folgende kemiske forbindelser kan f.eks. anvendes til positiv kontrol:
— direkte virkende forbindelse: @tylmetansulfonat
— indirekte virkende forbindelse: cyclofosfamid.

Nir det skonnes relevant, ber der foretages supplerende positiv kontrol med anvendelse af en kemisk forbindelse af
samme kemiske stofklasse som teststoffet.

Eksponeringskoncentrationer

Der anvendes mindst tre koncentrationer af teststoffet med passende intervaller mellem koncentrationerne. Den
hejeste koncentration ber have en tydelig toksisk virkning,; men den m4 ikke forhindre den nodvendige celledeling.
Stoffer, som er relativt uopleselige i vand, testes under anvendelse af passende fremgangsmdader op til
oplaselighedsgrensen. Den hejeste koncentration af ikke-toksiske teststoffer, som er frit opleselige i vand,
fastlaegges fra test til test.

Fremgangsmdde
Dyrkning

Cellelinjer etableres pa basis af stamkulturer (f.eks. ved trypsinering-eller afrystning) og udsis med passende
tzthed i dyrkningsskale, hvorefter de inkuberes ved 37°C. Nir der er tale om monolagskulturer, justeres antallet
af celler pr. kulturskal, siledes at kulturerne p hesttidspunktet hojst dekker 50 % af vekstarealet. Cellerne kan
ogs4 dyrkesi suspension. Humane lymfocytkulturer dyrkes under anvendelse af dertil egnede teknikker pa basis af
hepariniseret blod og inkuberes ved 37° C.

Eksponering

Celler i eksponentiel vakstfase eksponeres for teststoffet i et passende tidsrum. Som oftest vil en eller to timer vaere
tilstrzkkeligt, men i nogle tilfzlde kan eksponeringsperioden udvidestil at dakke to fulde cellecykler. Celler, hvis
endogene metaboliske aktivering er utilstrzkkelig, eksponeres bide med og uden tilsztning af et passende
metabolisk aktiveringssystem. Efter eksponeringen vaskes cellerne frie for teststof og dyrkes gennem to cellecykler
i et medium, som indeholder BrdU. Alternativt kan cellerne eksponeres for teststoffet og BrdU samtidigt gennem en
periode svarende til to cellecykler. Humane lymfocytter eksponeres, mens de befinder sig i semisynkron tilstand.
Cellerne analyseres under deres anden deling efter eksponeringen, hvilket sikrer, at eksponeringsperioden dzkker.
storstedelen af de felsomme faser i cellecyclus. Alle kulturer, som er tilsat BrdU, opbevares og manipuleres i merke
eller svagt lys fra gledelamper frem til cellerne hestes for at minimere fotolysen af DNA, som indeholder
BrdU.

Heost af celler

Cellekulturerne behandles med en tentridsinhibitor (f.eks. Eolchicin) en til fire timer, for de hostes. Host og
kromosomprzparering foregir sarskilt for hver enkelt kultur.

Kromosomprzparering og farvning

Ved kromosomprzpareringen anvendes cytogenetiske standardteknikker. Farvning p4 objektglas med henblik p4
at pavise SCE kan foretages p4 en rakke forskellige mader (f.eks. fluorescens plus Giemsafarvning).
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Analyse

Antallet -af celler, som underkastes analyse, baseres p4 den spontane SCE-frekvens i kontrolforseg. Normalt
underseges mindst 25 velprzparerede metafaser pr. kultur for SCE. Objektglassene kodes far analysen.

Ved analyse af humane lymfocytter medtages kun metafaser med 46 centromerer. Ved analyse af etablerede-
cellelinjer medtages kun metafaser med-det modale antal centromerer + 2. Det anferes, hvorvidt ombytning i
markningen omkring centromeret betragtes som SCE. Resultaterne efterproves i et uathzngigt forseg.

2. DATA

Data opstillesi tabelform. Antal SCE pr. metafase og antal SCE pr. kromosom-anferes separat for alle eksponerede
kulturer .og kontrolkulturer. Evalueringen af data baseres p4 passende statistiske metoder.

3. " RAPPORTERING

3.1. Forsagsrapport

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:
— de anvendte celler, metoder til opretholdelse af cellekulturer

— forsegsbetingelser: mediernes sammensztning, CO;-koncentration, teststofkoncentration, det anvendte
vehikel, inkubationstemperatur, eksponeringsperiode, den anvendte tentridsinhibitor plus oplysninger om
koncentration og behandlingens varighed, det anvendte metaboliske aktiveringssystem, positiv og negativ
kontrol

— antal cellekulturer pr. eksperimentelt punkt

— detaljerede oplysninger om objektprapareringsteknikken

— antal analyserede metafaser (separate oplysninger for hver enkelt kultur)

— gennemsnitligt antal SCE pr. celle og pr. kromosom (data angives separat for hver kultur)
— SCE-registreringskriterier o
— begrundelse for valget af doser

— om muligt dosis-responsforhold

— statistisk evaluering

— diskussion af resultaterne

— fortolkning af resultaterne.

3.2 Evaluering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

4. REFERENCER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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KGNSBUNDET RECESSIV LETAL TEST — DROSOPHILA MELANOGASTER
1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2. Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Princip for testmetoden

Ved kensbundet recessiv letal test (SLRL) under anvendelse af Drosophila melanogaster underseges forekomsten
af bide punktmutationer og mindre tabsmutationer hos insektets afkom. Der er tale om en fremadmutationstest,
hvorved det er muligt at screene ca. 860 loci p4 X-kromosomet med henblik p4 registrering af mutationer. Dette
antal udger ca. 80% af alle X-kromosomets loci. X-kromosomet udger omkring en femtedel af den samlede
haploide kromosommangde.

Mutationer i Drosophila melanogasters X-kromosom kommer fnotypisk til udtryk hos hanner, som er barere af
det muterede gen. Nir mutationen under hemizygote betingelser er letal, konstateres dette som fravar afen af de to
typer hanner, der normalt findes i en heterozygot huns afkom. I SLRL-testen udnyttes dette forhold ved hjzlp af
specielt arrangerede kromosomer med szrlige markerer.

1.5 Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser
Stammer

Der kan anvendes hanner af veldefinerede vildtypestammer og hunner fra Muller-5-stammen. Hunner fra andre
stammer med passende markning og multipelt inverterede X-kromosomer kan ogsi anvendes.

Teststof

Teststoffet oplases i vand. Stoffer, som er uopleselige i vand, kan opleses eller suspenderes i egnede bzrestoffer
(f.eks. en blanding af =tanol og Tween-60 eller -80) og derefter fortyndes i vand eller saltvand inden indgift.
Dimetylsulfoxid ber ikke benyttes som bzerestof.

Antal

Testen udformes siledes, at testfelsomhed og -specificitet er fastlagt p4 forhind. Den spontane mutationsfrekvens,
som registreres i kontrolforseg, vil vare af stor betydning for antallet af eksponerede kromosomer, der skal
analyseres. B

Administrationsmide

Eksponeringen kan foreg ved oral indgivelse, injektion eller ved udsattelse for gasser eller dampe. Teststoffet kan
eventuelt indgives i en sukkeroplesning. Om nedvendigt kan det oplases i en 0,7 % NaCl-oplesning og injiceres i
thorax eller abdomen.

Negative og positive kontroller

Der foretages negativ (vehikel) og positiv kontrol. Hvis der foreligger egnede historiske kontroldata fra
laboratorieforseg, er det imidlertid ikke nedvendigt at foretage sidelebende kontrol.
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Eksponeringskoncentrationer

Der anvendes tre eksponeringskoncentrationer. Til en forelabig vurdering kan anvendes en enkelt koncentration,
som enten kan vare den hojeste koncentration, insekterne kan tile, eller en koncentration, som forirsager nogen
grad af toksisk virkning. Ved ikke-toksiske stoffer eksponeres for de storst mulige koncentrationer.

Fremgangsmdde

Vildtypehanner (tre til fem dage gamle) eksponeres for teststoffet og parres enkeltvis med flere jomfruelige hunner
fra Muller-5-stammen eller fra andre stammer med passende markerer (multipelt inverterede X-kromosomer).
Hunnerne udskiftes med nye jomfruelige hunner hver anden eller hver tredje dag, indtil hele kenscellecyklus er
dakket. Hunnernes afkom registreres med henblik p4 konstatering af letale effekter, som svarer til eskponeringens -
virkning p4 henholdsvis modne szdceller, spermatider i sene stadier eller middelstadier, spermatider i tidlige
stadier, spermatocytter .og spermatogonier. Heterozygote F-hunner fra de ovennzvnte krydsninger parres
individuelt (dvs: en hun pr. glas) med deres bredre. I F,-generationen registreres hver bestand med henblik p
konstatering af fravar af vildtypehanner. Hvis en bestand er afkom af en F;-hun, som synes at bzre et letalt gen i
det parentale X-kromosom (dvs. der optrader ingen hanner med det eksponerede kromosom), testes dotre af
denne hun med samme genotype med henblik pi konstatering af, om den letale effekt gentages i naxste
generation.

2. DATA

Data opstilles i tabelform. Antal testede X-kromosomer, antal ufrugtbare hanner og antal letale kromosomer
anfores for hver eksponeringskoncentration og for hver enkelt af de eksponerede hanners parringsperioder.
Ligeledes anfores antal klynger af forskellig storrelse pr. han. Alle resultater efterproves i et uathzngigt
forseg.

Evalueringen af kensbunden recessiv letal test baseres p4 passende statistiske metoder. I tilfzlde af ophobning af
generationer med recessive letale gener, som stammer fra en enkelt han, registreres disse og evalueres pa et passende
statistisk grundlag.

3. RAPPORTERING

3.1. Forsegsrapport

Forsagsrapporten skal om muligt indeholde folgende:

— stammer: de anvendte Drosophila-stammer, insekternes alder, antal eksponerede hanner, antal sterile hanner,
antal etablerede F;-bestande, antal F,-bestande uden afkom, antal kromosomer med letale gener p4 hvert
kenscellestadium

— kriterier for fastlaggelse af storrelsen af de eksponerede grupper

— forsegsbetingelser: detaljeret beskrivelse af eksponerings- og stikprevetagningsplan, eksponeringskoncentra-
tioner, toksicitetsdata, negativ (oplesningsmiddel) og positiv kontrol, sifremt der foretages kontrol

— kriterier for registrering af letale mutationer
— om muligt dosis-responsforhold

— statistisk evaluering

— diskussion af resultaterne

— fortolkning af resultaterne.

3.2, Evaluering og fortolkning

Se den generelle indledning til-afsnit B.

4. REFERENCER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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CELLETRANSFORMATIONSTEST — PATTEDYRCELLER IN VITRO
1. METOCDE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Principper for testmetoden

Kulturer af pattedyrceller kan anvendes til pavisning in vitro af fznotypiske forandringer, som induceres af
kemiske forbindelser, der forbindes ‘med maligne transformationer in vivo. Hyppigt anvendte celletyper er
C3H10TY/,;, 3T3, SHE, Fischer-rotte, og testene bygger pd forandringer i cellemorfologien, vakstevnen eller
forankringsevnen i bled agar. Der findes ogs& mindre hyppigt anvendte systemer, som bruges til undersegelse af
andre fysiologiske eller morfologiske forandringer i celler som folge af eksponering for karcinogene kemiske
forbindelser. Der er ikke beskrevet nogen direkte virkningsmekanistisk forbindelse mellem cancer og de genetiske
endpoints, der anvendes i disse in vitro tests. Nogle af testsystemerne kan anvendes til pdvisning af
tumorpromotorer. Den cytotoksiske effekt kan bestemmes ved maling af teststoffets pAvirkning af evnen til at
danne kolonier (kloningsstyrken) eller af kulturernes vaekstrater. Formalet med at male den cytotoksiske effekt er
at konstatere, om eksponeringen for teststoffet er toksikologisk relevant, men kan ikke benyttes til beregning af
transformationsfrekvensen ‘i alle tests, eftersom nogle krzver lang inkubationstid og/eller overforsel til nye
plader.

1.5. Kvalitetskriterier

Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser
Celler

Der kan anvendes en rkke forskellige cellelinjer eller primarceller athzngigt af, hvilken transformationstest der
foretages.

Forsogslederen m4 sikre, at de anvendte celler undergar relevante feenotypiske forandringer efter eksponering for
kendte karcinogener, og forsogslederens eget laboratorium ma have pavist og dokumenteret den anvendte tests
validitet og palidelighed.

Medium

Der anvendes medier og forsegsbetingelser i overensstemmelse med den anvendte transformationstest.

Teststof

Teststoffet tilsettes kulturmediet eller oplases eller suspenderes i et egnet vehikel, inden cellerne eksponeres. Den
derved opniede vehikelkoncentration ber ikke pavirke cellernes levedygtighed, vakstrate eller transformations-
frekvens. .

Metabolisk aktivering

Cellerne eksponeres for teststoffet bAde med og uden et eksogent metabolisk aktiveringssystem fra pattedyr. Nar
der benyttes celler med endogen metabolisk aktivering, ber det vare pavist, at aktiveringsformen egner sig til den
form for kemisk forbindelse, der testes. '
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Forsagsbetingelser
Positive og negative’ kontroller
Somi positiv kontrol anvendes i hvert enkelt forseg bade en direkte virkende kemisk forbindelse og en forbindelse,
som kraver metabolisk aktivering. Desuden foretages negativ (vehikel) kontrol.
Folgende kemiske forbindelser kan f.eks. anvendes til positiv kontrol:
— direkte virkende forbindelser:
— etylmetansulfonat
— B-propiolacton
— forbindelser som kraver metabolisk aktivering:
— 2-acetylaminofluoren
— 4-dimetylaminoazobenzen
— 7,12-dimetylbenzanthracen.
N4r det skonnes rglevant, ber der foretages supplerende positiv kontrol med anvendelse af en forbindelse af samme
kemiske stofklasse som teststoffet. '
Eksponeringskoncentrationer
Der anvendes en rakke forskellige koncentrationer af teststoffet, siledes at der frembringens koncentrationsaf-
hengige toksiske virkninger. Den hojeste koncentration ber medfore en lav overlevelsesgrad, og overlevelsesgra-
den ved den laveste koncentration ber vare af samme storrelsesorden som ved det negative kontrolforseg. Stoffer,
som er relativt uopleselige i vand, testes under anvendelse af passende fremgangsmader op til opleseligheds-
grensen. Den hojeste koncentration af ikke-toksiske teststoffer, som er frit opleselige i vand, fastlegges fra test til
test.
Fremgangsmdde
Cellerne eksponeres i en passende periode afhzngig af det anvendte testsystem. Dette kan indebazre gentagne
doseringer med udskiftning af medium (og om nedvendigt ny metabolisk aktivering), hvis der er tale om langvarig
eksponering. Celler, hvis endogene metaboliske aktivering er utilstrzkkelig, testes bide med og uden et passende
metabolisk aktiveringssystem. Efter eksponeringen vaskes cellerne frie for teststof, hvorefter de dyrkes med
henblik pi at lade den transformerede fenotype, testen bygger pi, komme til udtryk og med henblik pi
bestemmelse af transformationsfrekvensen.
Alle resultater efterpraves i et uafthangigt forseg.
2. DATA
Data opstilles i tabelform og kan foreligge i forskellige former afhzngigt af den anvendte test. Der kan f.eks. vare
tale om optzlling p4 plader, registrering af positive plader eller antal transformerede celler. N4r det er relevant,
udtrykkes overlevelsesgraden som en procentdel af overlevelsen i kontrolforsegene, og transformationsfrekvensen
udtdrykkes som antal transformerede celler pr. overlevende.
Evalueringen af data baseres p4 passende statistiske metoder.
3. RAPPORTERING'
3.1. Forsegsrapport

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:
— den anvendte celletype, antal cellekulturer, metoder til opretholdelse af cellekulturer

— forsogsbetingelser: teststofkoncentration, anvendt vehikel, inkubationstemperatur, inkubationstid, eks-
poneringens varighed og frekvens, celletzethed under eksponeringen, det anvendte eksogene metaboliske
aktiveringssystem, positiv og negativ kontroller, specifikation af den fanotype testen bygger p4, det anvendte
selektive system (hvis et sddant er anvendt), begrundelse for valget af doser
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3.2.

— metoder til registrering af levedygtige og transformerede celler
— statistisk evaluering
— diskussion af resultaterne

— fortolkning af resultaterne.

Evaluering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

REFERENCER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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DOMINANT LETAL TEST — GNAVER
1. . METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4, Princip for testmetoden

Dominante letale virkninger forirsager, at fostret dor. N3 der ved eksponering for kemiske forbindelser induceres
dominante letale mutationer, er dette et tegn p4, at forsegsdyreartens kanscellevaev er blevet afficeret. Der er bred
enighed om, at dominante letale gener opstar pa grund af kromosomskader (strukturelle og numeriske anomalier).
Hvis eksponerede hunners afkom der pd det embryonale stade, kan dette ogsa skyldes toksiske virkninger.

Normalt eksponeres hanner for teststoffet, hvorefter de parres med ueksponerede jomfruelige hunner.
Kenscellernes forskellige stadier kan underseges separat ved anvendelse af p3 hinanden folgende parringsperioder.
Forogelsen af antallet af dede implantater pr. hun i den eksponerede gruppe i forhold til antallet af dede
implantater pr. hun i kontrolgruppen er udtryk for den letale virkning efter implantation. Den letale virkning for
implantation kan vurderes p4 grundlag af optzlling af corpora lutea eller ved sammenligning af det totale antal
implantater pr. hun i de eksponerede grupper og kontrolgruppen. Den totale dominante letale virkning er summen
af de letale virkninger for og efter implantation. Beregningen af den totale dominante letale virkning baseres pa
sammenligning af antallet af levende implantater pr. hun i forsegsgruppen og antallet af levende implantater pr.
hun i kontrolgruppen. Fald i antallet af implantater i bestemte tidsperioder kan skyldes celledrab (af
spermatocytter og/eller spermatogonier).

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Hvis det er muligt, opleses eller suspenderes teststoffet i fysiologisk saltvand. Kemiske forbindelser, som er
uopleselige i vand, opleses eller suspenderes i egnede vehikler. Det anvendte vehikel ber ikke interferere med
teststoffet eller have nogen toksisk virkning. Testoplesningen anvendes umiddelbart efter fremstillingen.

For.szgsbetingelser
Administrationsméde
Normalt gives hele dosis pa en gang. Der kan ogsd anvendes dosering ad flere gange, nir der er toksikologisk

begrundelse herfor. Szdvanligvis indgives teststoffet ved oral intubering eller intraperitoneal injektion. Der kan
ogsa benyttes andre former for indgift. )

Forsegsdyr

Rotter eller mus anbefales som forsegsdyr. Sunde og fuldt kensmodne dyr fordeles randomiseret i forsegs- og
kontrolgrupper.
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Antal og ken

Der anvendes et passende antal hanner under hensyntagen til den spontane variation i den biologiske egenskab, der
danner grundlag for testen. Det valgte antal baseres p3 den p2 forhind fastlagte testfolsomhed og signifikans-
styrke. I et typisk forsag vil antallet af hanner vzre tilstrkkeligt til, at mellem 30 og 50 hunner bliver drgtige i
hver parringsperiode.

Negative og positive kontroller

Normalt foretages sidelabende positiv og negativ-(vehikel) kontrol i hvert forseg. Nir der foreligger acceptable
positive kontrolresultater fra nyligt foretagne forseg i samme labératorium, kan disse dog anvendes i stedet for
sidelebende positiv kontrol.

Positive kontrolstoffer anvendes i tilstrekkeligt lave doser (f.eks. MMS, i.p., 10 mg/kg) til at vise testens
folsomhed. -

Dosisniveauer

Der anvendes normalt tre forskellige dosisniveauer. Den-storste dosis bor forarsage tegn p4 toksisk virkning eller
nedsaztte de eksponerede dyrs fertilitet. I nogle tilfzlde vil et enkelt hajt dosisniveau vare tilstreekkeligt.

Graznsetest

Nir der er tale om ikke-toksiske stoffer; testes en enkeltdosis pd 5 g/kg eller gentagen indgift af 1 g/kg/dag:

Fremgangsmdde

Der kan anvendes flere forskellige doseringsskemaer. Normalt gives hele dosis p4 en gang, men andre skemaer
lader sig ogsd anvende.

Hannerne parres efter doseringen individuelt med en eller to ikke-doserede jomfruelige hunner i p4 hinanden
folgende perioder af passende lengde. Hunnerne placeres hos hannerne i en periode svarende til mindst en
gcyklus, eller indtil parringen har fundet sted, hvilket konstateres ved tilstedevarelse af sperma i vagina eller en
vaginalprop. ‘

Antallet af parringer efter doseringen fastlegges pd grundlag af doseringsskemaet, som skal sikre, at alle
kenscellestadier er reprasenteret efter doseringen.

Hunner aflivesi anden halvdel af dragtighedsperioden, og uterus’ indhold underseges med henblik p4 bestemmelse
af antallet af levende og dede implantater. Ovarierne undersages med henblik p3 bestemmelse af antallet af
corpora lutea.

2. DATA

Data opstilles i tabelform med angivelse af antal hanner samt antal dragtige og ikke dragtige hunner. Resultaterne
af hver enkelt parring, herunder identificering af hver enkelt han og hun anferes individuelt. For hver hun anfores
parringsuge, hannens dosis og antallet af levende og dede implantater. Beregningen af den totale dominante letale
virkning baseres p4 sammenligning af antallet af levende implantater pr. hun i forsegsgruppen og antallet af
levende implantater pr. hun i kontrolgruppen. Forholdet mellem dede og levende implantater i forsagsgruppen
sammenlignes med forholdet i kontrolgruppen med henblik pi bestemmelse af den letale virkning efter
implantation. .

Huvis data registreres som tidlige og sene dedsfald, skal dette fremg# af tabellerne. Hvis der foretages vurdering af
den letale virkning for implantation, anferes denne. Den letale virkning for implantation kan beregnes som
forskellen mellem antallet af corpora lutea og antallet af implantater eller som et lavere gennemsnitligt antal
implantationer pr. uterus i forhold til kontrolparringerne.

Evalueringen af data baseres pd passende statistiske metoder.
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3. RAPPORTERING

3.1, Forsegsrapport.

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:
— dyreart, stamme, de anvendte dyrs alder og vagt, antal dyr af hvert ken i forsegs- og kontrolgrupperne

— teststof, bzrestof, de anvendte dosisniveauer og begrundelse for valget af disse, negativ og positiv kontrol,
toksicitetsdata

— administrationsmade og deseringens varighed » -
— parringsskema

— metode til konstatering af, om parring har fundet sted

— aflivningstidspunkt

— kriterier for registrering af dominante letale gener

— om muligt dosis-responsforhold

— statistisk evaluering

— diskussion af resultaterne

— fortolkning af resultaterne.

3.2, Evaluering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

4. REFERENCER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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CYTOGENETISK TEST — KONSCELLER FRA PATTEDYR

1. METODE

1.1. Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B. .

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. Principper for testmetoden

Denne in vivo cytogenetiske test anvendes til konstatering af strukturelle kromosomforandringer i spermatogo-
nier. Den bygger pi analyse af mitoser i spermatogonier med henblik pi konstatering af kromatid- og
kromosomforandringer.

Der benyttes praparationer af testikler fra pattedyr, som har varet eksponeret for teststoffet under anvendelse af
passende administreringsformer, hvorefter de er blevet aflivet efter forskellige tidsrum. Inden aflivning behandles
dyrene desuden med tentridsinhibitorer som colchicin med henblik p4 at akkumulere celler p4 et metafaselignende
trin i mitosen (c-metafase). Der fremstilles lufttorrede kromosompraparationer, og praparaterne farves og
underseges mikroskopisk.

Nyttige supplerende oplysninger kan indhentes ved analyse af spermatocytter i diakinese-metafase I med henblik
p4 konstatering af kromosomer med multivalente translokationer, efter at stamcellerne i det spermatogone
stadium har varet eksponeret for teststoffet.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser ‘\.

Teststoffet oplases i isotonisk saltvand. Hvis dette ikke lader sig gore, opleses elier opslemmes det i et passende
vehikel. Oplasningen af teststoffet foretages umiddelbart inden anvendelsen. Hvis der anvendes et vehikel, m4 det
ikke indvirke p4 teststoffet eller forirsage toksiske effekter.

Administrationsmaide

Sedvanligvis indgives teststoffet ved oral og intraperitoneal injektion. Der kan ogs3 benyttes andre administra-
tionsmader.

Forsegsdyr

Oftest anvendes mus og kinesiske hamstre. Andre pattedyr kan ogs3 anvendes. Unge, kensmodne dyr fordeles
randomiseret i forsegsog kontrolgrupper.
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Antal dyr

Der anvendes mindst fem hanner til hver forsegsgruppe og hver kontrolgruppe.

Negative og positive kontroller
Normalt foretages sidelobende positiv og negativ (vehikel) kontrol i hvert forseg.

Positive kontrolstoffer anvendes i tilstrazkkeligt lave doser (f.eks. mitomycin C, i:p., 0,3 mg/kg) til at vise testens
sensitivitet.

Dosisniveauer

Der anvendes en enkelt dosis, nemlig enten den storste dosis, dyrene kan tile eller en dosis, som fordrsager nogen
grad af toksisk virkning. Hvis denne dosis medferer omfattende celledrab, anvendes desuden en mindre dosis med
cytotoksisk virkning. Nir dosis-responsforholdet enskes fastlagt, anvendes mindst tre doser (f.eks. til konstatering
af en svag positiv respons). Ikke toksiske stoffer testes under anvendelse af s store doser som praktisk muligt, bdde
nir hele dosis gives pd en gang, og nir den indgives over flere gange.

Fremgangsmdde

Normalt gives forsogsdyrene hele dosis p3 en gang. Fra den gruppe, som har modtaget den storste dosis, udtages
prover tre gange efter doseringen. Den vigtigste proveudtagning foregir efter 24 timer. Herudover anvendes et
tidligere og et senere proveudtagningstidspunkt passende placeret mellem seks og 48 timer, idet teststoffet kan have
indflydelse pa cellecykluskinetikken. Hvis der benyttes mere end en dosis, udtages der prover p4 det tidspunkt,
hvor effekten er starst, eller, sdfremt dette ikke kendes, efter 24 timer.

Teststoffet kan indgives ad flere gange, og preveudtagningen foregdr i s3 fald seks og 24 timer efter eksponeringens
endelige afslutning. Et enkelt provetagningstidspunkt kan anvendes, hvis det er videnskabeligt begrundet.

Przparation af testikler

Med henblik p4 anialyse af mitoser i spermatogonierne injiceres tentridsinhibitorer som colchicin intraperitonealt i
forsagsdyrene. Derefter aflives dyrene efter et passende tidsrum, der for mus ligger mellem tre og fem timer, og for
kinesiske hamstre kan vare over fem timer.

Der anvendes lufttorringsteknik. Anvendelsen af forskellige dyrearter kan her medfere, at standardproceduren mi
modificeres. Cellerne bringes i suspension, behandles med hypotonisk oplesning og fikseres. Derefter udbredes de
pé objektglas og farves. Inden den mikroskopiske analyse kodes objektglassene.

Analyse

Mindst 100 velpraparerede mitotiske metafaser med det fulde antal centromerer undersages for strukeurelle
kromosomforandringer. Desuden kan forholdet mellem spermatogonielle mitoser i forste og anden meiotiske
metafase bestemmes i et udvalg pd 100 celler i delingsfase pr. dyr med henblik pi konstatering af mulige
cytotoksiske effekter.

2. DATA

Data opstilles i tabelform. Alle former for forandringer anferes separat for hvert dyr i forsegs- og kontrolgrup-
perne. Det samlede antal analyserede celler og antallet af afvigende celler anferes. For alle parametre angives
middelvardi og standardafvigelse. Det gennemsnitlige forhold mellem spermatogoniernes mitoser og ferste og
anden meiotiske metafase anferes for hver forsegs- og kontrolgruppe i tabelform, hvis det er blevet bestemt.

Evalueringen af data baseres pa passende statistiske metoder.
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3.1,

3.2,

RAPPORTERING

Forsagsrapport

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:

handyrenes art og stamme, alder og vagt
antal dyr i forsegs- og kontrolgrupperne

forsegsbetingelser, detaljeret beskrivelse af fremgangsmaide, dosisniveauer, oplesningsmidler og tentrids-
inhibitor

antal analyserede celler pr. dyr i hver gruppe

afvigelsernes antal og art anfert separat for hvert dyr i forsegs- og kontrolgrupperne
statistisk evaluering ’
diskussion af resultaterne

fortolkning af resultaterne.

Evaluering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

REFERENCER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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SPOTTEST — MUS

1. METODE

1.1. Indledsiing

Se den generelle indledning til -afsnit B.

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer '
Ingen..
1.4. Principper for testmetoden

Spottesten er en in vivo test i mus, hvor musefostre pd det embryonale stade eksponeres for kemiske forbindelser.
Mailcellerne i fostrene er melanoblasterne, og mailgenerne er de gener, der bestemmer pelshirenes pigmentering.
Fostrene er heterozygote i et antal af disse pelsfarvegener. Ved mutation eller tab af det dominante allel i en
melanoblast ved en rakke genetiske hendelser kommer den recessive fanotype til udtryk i de celler, der dannes fra
denne stamcelle, hvilket ferer til anderledes farvede pletter i musens pels. Mzngden af afkom med sidanne pletter,
dvs, mutationer, registreres og sammenlignes med den tilsvarende mangde blandt afkom af hunmus, der kun har
varet eksponeret for oplesningsmidlet. Ved spottesten i mus konstateres formodede somatiske mutationer i

fosterceller.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Teststoffet oploses eller suspenderes s vidt muligt i isotonisk saltvand. Kemiske forbindelser, som er uopleselige i
vand, opleses eller suspenderes i passende vehikler. Det anvendte vehikel m3 ikke indvirke pa teststoffet eller
forirsage toksiske effekter. Fremstillingen af teststofpraparationen foretages umiddelbart inden anvendelsen.

Forsegsdyr

Mus af stammen T-stock (nonagouti, a/a; chinchilla, pink eye, cd‘p/ cd‘l); brown, b/b; dilute, short ear, d se/d se;
piebald spotting, s/s) parres med enten stammen HT-stock (pallid, nonagouti, brachypody, pa a bp/pa a bp;
leaden fuzzy, In fz/In fz; pearl pe/pe) eller C57 BL (nonagouti, a/a). Andre egnede krydsninger som NMRI
(nonagouti; a/a; albino, ¢/c) og DBA (nonagouti, a/a; brown, b/b; dilute, d/d) kan anvendes, under
forudstning af, at afkommet er nonagouti.

Antal og ken

Der anvendes et antal drazgtige hunner, som er tilstraekkeligt stort til, at der produceres en passende mangde aftkom
for hver af de anvendte doser. Holdsterrelsen kan anslds pa grundlag af antallet af observerede pletter hos de
eksponerede mus og kontroldatas sterrelsesorden. Et resultat kan forst accepteres som negativt, hvis mindst 300
unger af hunner, som har varet eksponeret for den storste dosis, er undersogt. '

Positive og negative kontroller

Der foretages sidelebende kontrol med mus som kun eksponeres for vehikel (negativ kontrol). Historiske
kontroldata fra samme laboratorium kan, under forudsztning af at der er tale om homogene data, indregnes med
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henblik p4 at forege testens sensitivitet. Der ber foreligge positive kontroldata fra nyligt foretagne forsog i samme
laboratorium med en kemisk forbindelse, som vides at vzre mutagen i denne test, i tilfzlde af at der ikke
konstateres nogen mutagen virkning af teststoffet.

Administrationsmaide

Szdvanligvis indgives teststoffet ved oral intubering eller intraperitoneal injektion i de dragtige hunner. Inhalation
og andre administrationsmader kan anvendes, hvis de er hensigtsmassige.

Dosisniveauer

Der anvendes mindst to doseringer, hvoraf den ene skal medfere tegn pd toksisk virkning eller reduceret
kuldsterrelse. Ikke-toksiske stoffer testes under anvendelse af si store doser som praktisk muligt.

Fremgangsmdde

Normalt gives forsegsdyrene hele dosis p4 en gang p4 drzgtighedspericdens dag 8, 9 eller 10, idet dag 1 er den dag,
vaginalproppen observeres forste gang. Disse dage svarer til 7,25, 8,25 0g 9,25 dage efter befrugtningen. Gentagne
doseringer kan foretages pa disse dage.

Analyse

Afkommet blindkodes og eventuelle pigmenterede. pletter registreres mellem tre og fire uger efter fodslen. Der
skelnes mellem tre typer pletter:

a) hvide pletter inden for en afstand af 5 mm fra den ventrale midtlinie; disse pletter antages at vare et resultat af
celledrab (WMVS) .

b) gule agouti-agtige pletter pa eller omkring pattevorter, kensibninger, strube, axiller, lyske og midt i panden;
disse pletter antages at vzare et resultat af fejldifferentiering (MDS)

c) pigmenterede og hvide pletter tilfzldigt fordelt i pelsen; disse pletter antages at veare et resultat af somatiske
mutationer (RS).

Alle tre typer registreres, men kun den sidstnzvnte, RS, er genetisk relevant. Hvis der er problemer med at skelne
mellem MDS og RS, kan der benyttes fluorescensmikroskopi af harprever.

Synlige morfologiske abnormiteter hos afkommet registreres ogsa.

2. DATA

Det samlede antal undersogte unger og antal unger med en eller flere pletter, som antages at vare et resultat af
somatisk mutation, anferes. Data fra forsegsgrupper og negativ kontrolgruppe sammenlignes ved hjzlp af egnede
statistiske metoder. Data anferes ogsé pr. kuld.

3. RAPPORTERING

3.1. Forsagsrapporten

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:
— de anvendte stammer
— antal dragtige hunner i forsegs- og kontrolgrupperne

— den gennemsnitlige kuldstarrelse i forsegs- og kontrolgrupperne ved fedslen, og nir ungerne er vannet
fra

— dosisniveauer

— oplesningsmiddel
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~— den dag i drzgtighedsperioden, hvor-doseringen finder sted
— administreringsform

— det samlede antal undersegte unger og antal unger med WMVS, MDS og RS i forsegs- og kontrol-
grupperne

— makroskopiske morfologiske abnormiteter
— om muligt dosis-responsforhold for RS

— statistisk evaluering

— diskussion af resultaterne

— fortolkning af resultaterne.

3.2 Evaluering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

4. REFERENCER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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ARVELIG TRANSLOKATION HOS MUS
1. METODE

1.1 Indledning

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.2, Definitioner

Se den generelle indledning til afsnit B.

1.3. Referencestoffer
Ingen.
1.4. - Princip for testmetoden

Ved test af arvelig translokation hos mus konstateres strukturelle og numeriske kromosomforandringer i
pattedyrskensceller uderykt i forstegenerations afkom. Kromosomforandringerne, der mdles, er reciprokke
translokationer, og, nir afkommet ogsi omfatter hundyr, tab af et X-kromosom. Bzrere af translokationer og
XO-hunner har nedsat fertilitet, hvilket udnyttes ved udvzlgelsen af Fi-afkom med henblik p4 cytogenetisk
analyse. Visse typer translokationer (X-autosome og c-t-typen) forarsager fuldstzndig sterilitet. Translokationer
konstateres cytogenetisk i meiosens diakinese-metafase I hos hanner, som enten kan vare af F;-generationen eller
sonner af Fy-hunner. XO-hunner identificeres cytogenetisk ved, at kromosomtallet i knoglemarvmitoser kun

er 39.

1.5. Kvalitetskriterier
Ingen.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
Forberedelser

Teststoffet oplases i isotonisk saltvand. Uopleselige stoffer opleses eller suspenderes i egnede vehikler.
Teststofoplesning anvendes umiddelbart efter fremstillingen. Hvis der anvendes et vehikel med henblik p4 at lette
doseringen, m4 det ikke interferere med teststoffet eller have nogen toksisk virkning.

Administrationsmade

Sadvanligvis indgives teststoffet ved oral intubering eller intraperitoneal injektion. Andre administrationsmader
kan vare hensigtsmassige.

Forsegsdyr
Som forsagsdyr benyttes mus, idet disse giver de letteste betingelser med hensyn til avl og cytologisk verifikation.

Der krzves ikke nogen bestemt stamme. Hvis det piregnes at teste fertiliteten, ber den anvendte stammes
gennemsnitlige kuldsterrelse vare over otte og relativt konstant. Der anvendes sunde kensmodne dyr.

Antal dyr

Det nadvendige antal dyr athznger af den spontane translokationsfrekvens og den induktionsfrekvens, som er
nedvendig for at opni et positivt resultat.

Normalt gennemferes testen ved undersogelse af F,-hanner. Der underseges mindst 500 F;-hanner pr. dosis. Hvis
der tillige anvendes F;-hunner, underseges 300 af hvert kon.
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Negative og positive kontroller -

Adzkvate kontroldata, stammende fra sidelebende og historiske kontrolforsag, skal vare tilgengelige. Nir der
foreligger acceptable positive kontrolresultater fra undersegelser foretaget for nyligt i det samme laboratorium,
kan disse anvendes i stedet for en sidelebende positiv kontrol.

Dosisniveauer:

Der testes en dosis, normalt den sterste dosis med minimal toksisk virkning, men uden indflydelse pA reproduktion
eller overlevelse. Hvis dosis-responsforholdet skal bestemmes, anvendes yderligere to mindre doser. Ikke-toksiske -
stoffer testes under anvendelse af s3 store doser som praktisk muligt.

Fremgangsmdde
Eksponering og parring

Der kan anvendes to forskellige eksponeringsskemaer. I det hyppigst anvendte skema gives hele dosis p en gang.
Teststoffet kan ogsa gives syv dage om ugen i 35 dage. Antallet af parringer efter eksponeringen afhanger af
eksponeringsskemaet og skal vere stort nok ti! at sikre, at alle eksponerede kenscellestadier kan undersoges. Efter
parringen placeres hunnerne i hver sit bur. Ved fadslen registreres dato, kuldsterrelse og afkommets kon. Alle
hanner blandt afkommet vannes fra og hunnerne frasorteres, medmindre de medtages i forseget.

Test af heterozygoti efter translokation

Der anvendes en af to mulige metoder:

— fertilitetsundersogelse af F,-generationen med efterfolgende verifikation af mulige translokationsbarere ved
hjzlp af cytogenetisk analyse

— cytogenetisk analyse af alle Fi-hanner uden forudgiende udvzlgelse p4 grundlag af fertilitetsundersogel-
ser.

a) Fertilitetsundersegelse

Nedsat fertilitet hos F;-generationens medlemmer kan konstateres ved observation af kuldsterrelsen og/eller
analyse af de parrede hundyrs uterusindhold.

Forinden fastlegges der kriterier for normal og nedsat fertilitet hos den anvendte stamme.

Observation of kuldsterrelse: De Fi-hanner, som skal undersoeges, placeres i hver sit bur sammen med hunner
fra samme forsog eller fra bestanden. Fra. og med 18 dage efter parringen iagttages burene dagligt.
Kuldsterrelse og ken i F,-generationen registreres ved fodslen, hvorefter kuldene fijernes. Hvis der testes
F;-hunner, bevares de smi F,-kuld med henblik pa yderligere undersegelser. Konstatering af, om hunner er
translokationsbarere, forgir ved cytogenetisk analyse af translokation hos en vilkarlig han blandt deres
afkom. XO-hunner identificeres gennem zndring af forholdet mellem hanner og hunner i deres afkom fra 1:1
til 1:2. Ved en sekventielt ordnet fremgangsmade elimineres normale F,-dyr fra den videre undersogelse, hvis
storrelsen af det farste F,-kuld er lig med eller hajere end en p3 forhdnd fastsat normalvaerdi. I modsat fald
observeres det andet eller tredje F,-kuld. F,-dyr, der ikke kan klassificeres som normale efter observation af op
til tre F,-kuld underkastes enten yderligere undersegelse ved analyse af de parrede hunners uterusindhold eller
ved direkte cytogenetisk analyse. )

Analyse af uterusindholdet: Den nedsatte kuldsterrelse hos translokationsbarere skyldes, at fostrene dor p
det embryonale stade, sd et stort antal dede implantater tyder p4 translokation hos forsegsdyret. De Fy-hanner,
som skal underseges, parres hver iszr med to til tre hunner. Ved daglig undersogelse mellem kl. 10 og 12 om
formiddagen af forekomsten af vaginalprop, konstateres det, om befrugtning har fundet sted. Hunnerne
aflives 14 til 16 dage senere, og antallet af levende og dede implantater i uteri registreres.

b) Cytogenetisk analyse

Der fremstilles testikelpraparater ved lufttorringsteknik. Translokationsbarere identificeres pd grundlag af
multivalente konfigurationer i primare spermatocytters diakinese-metafase I. Hvis der observeres mindst to
celler med multivalente konfigurationer betragtes det som bevist, at forsegsdyret er translokationsbarer.
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Nir der ikke gennemferes udvzlgelse pi basis af fertilitetsundersogelser, undersoges alle Fi-hanner
cytogenetisk. Der foretages mikroskopisk undersogelse af mindst 25 diakinesemetafaser I pr. han. Fy-hanner
med smi testikler og defekt meiose, som standser fer diakinesen, samt F,-hunner, som formodes at vzre
XO-bzrere, underkastes undersagelse af mitotiske metafaser i spermatogonier eller knoglemarv. Huvis der
observeres uszdvanliglange og/ eller korte kromosomer i ti celler, betragtes det som pévist, at der er tale omen
translokation, som ger hanner sterile (c-t-typen). Visse X-autosome translokationer, som gor hanner sterile,
kan kun identificeres ved bandanalyse af mitosekromosomer. Hvis der observeres 39 kromosomer i ti mitoser,
betragtes det som pavist, at der er tale om en XO-hun. '

2. DATA
Data opstilles i tabelform.

Den gennemsnitlige kuldsterrelse og kensfordeling i forzldregenerationens afkom ved fodslen og ved afvenningen
angives for hver parringsperiode.

Med henblik p3 vurdering af F;-dyrenes fertilitet anfores den gennemsnitlige kuldstmrelse efter de normale
parringer og hver enkelt kuldstarrelse efter parring af F;-translokationsbzrere. Efter analyse af uterusindhold
anfores det gennemsnitlige antal levende og dede implantater efter normale parringer og antallet af levende og dede
implantater efter hver enkelt parring af F;-translokationsbarere.

Efter cytogenetisk analyse af diakinese-metafaser I anfares antallet af multivalente konfigurationer og det totale
antal undersegte celler for hver enkelt translokationsbzrer.

Det samlede antal parringer og parringsperiodernes lzngde anferes for sterile Fy-dyr. Der gives detaljerede
oplysninger om testikelvaegt og cytogenetisk analyse.

Den gennemsnitlige kuldstorrelse, F,-afkommets kensfordeling og resultaterne af den cytogenetiske analyse
anferes for XO-hunner. Hvis mulige F;-translokationsbarere udvzlges ved fertilitetsundersegelser, skal
tabellerne indeholde oplysninger om, hvor mange af de udvalgte dyr der senere viste sig at vare heterozygote efter
translokation.

Data fra negative og positive kontrolforseg rapporteres p lignende mide.

3. RAPPORTERING

3.1. Forsegsrapport

Forsegsrapporten skal om muligt indeholde folgende:

— stamme, dyrenes alder, de doserede dyrs vagt, antal dyr af hvert ken i forsegs- og kontrolgruppeme i
forzldregenerationen

— antal af forzldredyr af hvert kon i forsegs- og kontrolgrupper

— forsegsbetingelser, detaljeret beskrivelse af dyrenes behandling, dosisniveau, oplesningsmidler, parringsske-
ma

— afkommets antal og ken for hver enkelt hun, antal og ken af afkom, som opdrzttes med henblik pa
translokationsanalyse

— translokationsanalytiske kriterier og analysetidspunke

— antal translokationsbzrere samt detaljeret beskrivelse af disse, herunder avlingsdata og oplysninger om
uterusindhold, hvis sddanne foreligger

— cytogenetisk fremgangsmide og detaljerede oplysnmger om den mikroskopiske analyse, helst vedlagt-
billeder

— statistisk evaluering
— diskussion af resultaterne

— fortolkning af resultaterne.

3.2, Evaluering og fortolkning

Se den generelle indledning til afsnit B.

4. . REFERENCER

Se den generelle indledning til afsnit B.
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AESNIT C: METODER TIL BESTEMMELSE AF OKOTOKSICITET
GENEREL INDLEDNING: AFSNIT C

De herunder beskrevne undersogelsesmetoder er metoder til bestemmelse af visse af de okotoksikologiske
egenskaber, der er opregnet i bilag VIII til direktiv 79/831/EQF. Anmeldere gares opmarksom p4, at teksten ikke
omfatter metoder til bestemmelse af folgende egenskaber, som er omhandlet under niveau 1 i bilag VIII:

— forlznget toksicitetsundersagelse p4 Daphnia magna -
— undersogelse pa hojerestiende plante
— forlenget toksicitetsundersogelse pa en fiskeart

— undersogelse med henblik p4 akkumulering i en art.

Nir der er ferdigudviklet egnede undersogelsesmetoder til bestemmelse af disse egenskaber, vil de blive
offentliggjort i form af en yderligere tilpasning til den tekniske udvikling. I mellemtiden skal anmeldere anvende
passende, internationalt anerkendte metoder, som meddeles vedkommende myndighed.
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ALGER — VEKSTHAMNINGSTEST
1. METODE

1.1. Indledning

Formalet med denne test er at bestemme virkningerne af et stof p& encellede grenalgearters vakst. Ved relativt
kortvarige tests kan virkningerne over flere generationer vurderes. Denne metode kan tilpasses, s& den kan bruges i
forbindelse med adskillige encellede algearter; nir det er tilfaldet, ma der gives en beskrivelse af den anvendte
metode sammen med testrapporten.

Denne metode anvendes lettest for vandopleselige stoffer, der under testbetingelserne forventelig vil forblive i
vandet.

For stoffer, hvis opleselighed i testmediet er begranset, vil det maske ikke veere muligt at bestemme ECy,
kvantitativt (se definitionerne nedenfor).

Metoden kan anvendes for stoffer, der ikke har direkte indvirkning p4 mélingen af algevakst.
Folgende oplysninger kan vare nyttige, nir denne test foretages: ’

—. vandopleselighed

— damptryk

— strukturformel

— stoffets renhed

— kemisk stabilitet i vand og lys

— metoder til kvantitativ analyse af stoffet i vand

— pK,-vardi

— n-octanol/vand-fordelingskoefficient

— resultaterne af en test for let bionedbrydelighed.

1.2 Definitioner og enheder
Cellekoncentration er antallet af celler pr. ml.
Vzkst er foragelsen af cellekoncentrationen i lebet af testperioden.
Vzkstrate er foregelsen af cellekoncentrationen pr, tidsenhed.

Ved EC;, forstas i denne metode den teststofkoncentration, der medforer en 50 % reduktion af enten vaksten eller
vakstraten i forhold til kontrolproven.

Ved NOEC (no observed effect concentration) forstis i denne metode den hajeste testkoncentration, hvor de milte
parametre ikke viser nogen signifikant h&mning af vaksten i forhold til kontrolvzrdier.

1.3. Referencestoffer

Der kan foretages test med et referencestof med henblik p4 at pavise utilfredsstillende testbetingelser. Hvis der
anvendes et referencestof, mi resultaterne angives i testrapporten. Som referencestof kan bruges kaliumdi-
chromat.

1.4, Testmetodens princip

Kulturer af udvalgte gronalger med eksponentiel vaekst udsattes for forskellige koncentrationer af teststoffet i flere
generationer under veldefinerede betingelser. Vaksthemningen i forhold til en kontrolkultur bestemmes over en
given periode.
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1.5. Kvalitetskriterier

1.5.1. Betingelser for testens gyldighed
Cellekoncentrationen i kontrolkulturerne skal vere eget med en faktor pa mindst 16.i lebet af tre dage.

At teststoffet forsvinder fra vandet ind i biomassen, ger ikke nedvendigvis testen ugyldig.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Forberedelser.-
1.6.1.1. Udstyr og materialer

— Normalt laboratorieudstyr

— Testkolber af passende rumfang (f.eks. er 250 ml koniske kolber passende, nir testoplesningens rumfang er
100 ml) .

— Dyrkningsapparatur: et skab eller kammer, hvori der med en tolerance p4 + 2° C kan holdes en temperatur
inden for omrader 21 til 25° C, og med ensartet belysning i spektralomridet 400 til 700 nm. (En flux p
0,72 x 102° fotoner/m?s med en tolerance pd + 20 % anbefales. Denne flux svarer til 120 uE/m?s og kan
opnas med universelle fluorescerende lamper af hvid type (lystemperatur pa ca. 4 200 K), der giver ca. 8 000 lux
malt med en sfzrisk kollektor)

— Apparatur til bestemmelse af cellekoncentrationer, f.eks. elektronisk partikeltzller, mikroskop med
tzllekammer, fluorimeter, spektrofotometer eller kolorimeter (NB: for at fi effektive malinger af lave
cellekoncentrationer ved brug af spektrofotometer kan det vare nedvendigt at anvende kuvetter med en lysvej
p& mindst 4 cm).

1.6.1.2, Algemedium

Nedenstdende medium anbefales:

NH,Cl: 15 mg/l,
MgCl,.6H,0: 12 mg/l,
CaCl,.2H,0: 18 mg/l,
MgSO,.7H,0: 15 mg/l,
KH,PO,: 1,6 mg/l,
FeCl;.6H,0: 0,08 mg/l,
Na,EDTA.2H,0: - 0,1 mg/l,
H;BO;: - 0,185 mg/l,
MnCl,.4H,0: ' 0,415  mg/l,
ZnCl,: . 3 x 103 mg/l,
CoCl,.6H,0: : 1,5 x 103 mg/l,
CuCl,.2H,0: . - 103 mg/l,
Na,;Mo00,.2H,0: ) 7 x 107  mg/l,
NaHCO;:, 50 mg/1.

Efter egalisering med luft er dette mediums pH ca. 8.

Ovenstdende anbefaling udelukker ikke, at der anvendes andre medier, forudsat at felgende grznser for
hovedbestanddelene overholdes: )

P: < 0,7 mg/l,
N: < 10 mg/l,
Chelatdannere: < 103 mmol/l,
Harhed (Ca + Mg): < 0,6 mmol/l.

Det anbefalede medium og det i reference 1 angivne medium opfylder dette krav.

1.6.1.3. Testorganismer
Udvelgelse af art

Det foresls, at den gronalge, der anvendes, er en hurtigtvoksende art, som er bekvem for dyrkning og test.
Folgende arter betragtes som egnede:

— Selenastrum capricornutum’ ATCC 22662
— Scenedesmus subspicatus 86.81 SAG
— Chlorella vulgaris CCAP 211/11b.

Hvis der anvendes andre arter, mi stammen rapporteres.
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1.6.1.4. Testprofil
Initial cellekoncentration

Det anbefales, at testkulturernes udgangscellekoncentration er ca. 104 celler/ ml for Selenastrum capricornutum og
Scenedesmus subspicatus. Hvis der.anvendes andre arter, skal biomassen vzre sammenlignelig.

Teststofkoncentrationer

Det testomride, hvori det er sandsynligt, at der opstar virkninger, bestemmes p3 grundlag af resultaterne af en
forprove, Til testen udvzlges mindst fem koncentrationer i en kvotientrekke. Den laveste provede koncentration
m4 ikke have haft nogen observeret virkning p4 algerne. Den heojeste provede koncentration skal hemme vaksten:
med mindst 50 % i forhold til kontrolkulturen og helst helt standse vaksten.

Gentagelser og kontrolkoncentrationer

I testprofilen ber helst indg3 tre gentagelser af hver testkoncentration og ideelt dobbelt si mange kontrolkulturer.
Hvis der er rimelig grund til det, kan testprofilen ndres, siledes at antallet af koncentrationer oges, og antallet af
gentagelser pr. koncentration nedsattes.

Huvis der anvendes et vehikel til oplosning af teststoffet, m4 testprofilen ogsa omfatte ekstra kontrolkulturer, der
indeholder vehiklet i den hejéste koncentration, der anvendes i testkulturerne.

1.6.2. Fremgangsmadde

Dette afsnit indeholder retningslinjer for test af letoploselige, tungtopleselige og flygtige stoffer.

1.6.2.1. Test af stoffer, der er letopldselige i vand

Testkulturer indeholdende de enskede teststofkoncentrationer og den enskede mangde algeinokulum forberedes
ved at fortynde prover af teststofstamoplosninger og af algesuspension med filtreret algemedium.

Dyrkningskolberne rystes og anbringes i dyrkningsapparaturet. Det er nadvendigt at holde algerne i suspension og
at lette overfersel af CO, under testen. Med henblik herpa kan benyttes rystning, omrering eller beluftning.
Kulturerne holdes med en tolerance pd + 2° C ved en temperatur inden for omridet 21 til 25° C.

Cellekoncentrationen i hver kolbe bestemmes mindst 24, 48 og 72 timer efter testens indledning. Der bruges
filtreret algemedium til bestemmelse af baggrunden, nar der anvendes partikeltzllere, og som bhndpmve, nar der
anvendes spektrofotometer.

pH males ved testens indledning og efter 72 timer.

Oplesningernes pH ma normalt ikke afvige med mere end én enhed under testen.

1.6.2.2. Test af stoffer med begrznset vandopleselighed

Nir teststoffets oplaselighed omtrent svarer til den hojeste koncentration, der anvendes i testen, er kun fi
fravigelser af ovenstiende procedure nedvendige for at lave testoplesningerne. En mattet oplesning kan udgere
teststoffets stamoplesninger. En anden metode er at oplese teststoffet i den snskede koncentration i algemediet,
inden algesuspensionen tilszttes.

Stamoplesninger af stoffer med lav vandopleselighed kan fremstilles ved mekanisk dispergering eller ved brug af
vehikler med lav toksicitet over for alger som f.eks. organiske oplesningsmidler, emulgatorer eller dispergerings-
midler. Hvis der anvendes et vehikel, ber koncentrationen ikke overstige 100 mg/l, og ekstra kontrolkulturer,
hvori vehiklet indgir i den hejeste koncentration, der findes i testoplesningerne, skal indgi i testprofilen.

1.6.2.3. Test af flygtige stoffer

Der findes indtil nu ikke nogen generelt anerkendt metode til test af flygtige stoffer. Hvis det vides, at et stof har
tilbojelighed til at fordampe, kan der bruges lukkede testkolber med ekstra luftmellemrum mellem vxskeoverﬂade
og prop. Der er fremsat forslag til variationer af denne metode (se reference 1).

Det ber forseges at bestemme den stofmzngde, der er tilbage i oplesningerne, og man tilrdder den yderste
forsigtighed ved fortolkningen af resultater af tests med flygtige kemikalier i et lukket system.

2. DATA OG VURDERING

De maélte cellekoncentrationer i testkulturerne og kontrolkulturerne opstilles i tabelform sammen med
koncentrationerne af teststofferne og milingstidspunkterne. Middelvardien af cellekoncentrationen for hver
teststofkoncentration og for kontrolkulturerne afbildes mod tiden, siledes at der fremkommer vakstkurver.

_ Til bestemmelse af forholdet mellem koncentration og virkning ber folgende to metoder anvendes.
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2.1, . Sammenligning af arealer under vakstkurverne

Arealet under vakstkurverne kan beregnes efter denne formel:

. N; -N, N; + N; - 2N N,_; + N, - 2N,
A= 1 0 Xty + L B (ty~ty) + LN kY (ty=t,_1)
2 2 2
hvor:
A = areal

Ng= nominelt antal celler pr. ml pa tidspunkeet ty,

N; = malt antal celler p4 tidspunktet ¢,

N, = malc antal celler pd tidspunktet t,,

ty = tidspunke for. ferste maling efter testens indledning,
t, = tidspunkt for n'te miling efter testens indledning.

Den procentvise hamning af cellevaksten for hver teststofkoncentration (I,) beregnes som forskellen mellem
arealet under kontrolvakstkurven (A.) og arealet under vakstkurven for hver teststofkoncentration (4,),
som: '

AC At
Iy = Y x 100
(4

I5-vardierne afbildes p4 semilogaritmisk papir eller semilogaritmisk probitpapir mod de tilsvarende koncentra-
tioner. Hvis punkterne er aftegnet p4 probitpapir, trekkes der p2 ojemal en ret linje mellem dem, eller der kan
traekkes en beregnet regressionslinje, nir man kan g4 ud fra, at vardierne folger den logaritmiske normalfor-
deling.

ECsq.vardien fremkommer som skzringspunktet mellem (regressions) linjen og en linje parallelt med abscissen
vedI, = 50 %. Som entydig betegnelse for denne vardi foresl3s det i forbindelse med denne beregningsmetode at
bruge symbolet E;;Cs,. I forbindelse med denne testmetode, der fastsatter malinger efter 24, 48 og 72 timer, bliver
symbolet E;Cso (0—72 h).

Andre EC-vaerdier som f.eks. EyC;g kan ogsd udledes af afbildningen af I, mod logaritmen til koncentra-
tionen.

2.2. Sammenligning af vaekstrater

Den gennemsnitlige specifikke vakstrate (i) for kulturer med eksponentiel vakst kan udregnes som:

InN, - InN;y

th =t

Alternativt kan den gennemsnitlige specifikke vaekstrate udledes af regtessionsiiniens haldning i en afbildning af
In N mod tiden.

Den procentvise reduktion af den gennemsnitlige vakstrate for hver teststofkoncentration sammenlignet med
kontrolvardien afbildes mod logaritmen til koncentrationen. Deres ECj, kan aflases af den herved fremkomne
graf. Som entydig betegnelse for den ECso-veerdi, der beregnes ved denne metode, foreslas det at bruge symbolet
E,Cso. Milingstidspunkterne skal angives; f.eks. bliver symbolet E Cso (24—48 h), hvis vaerdien vedrerer '
observationstidspunkterne 24 og 48 timer. ’

NB: vakstrate er en logaritmisk term, og sm4 @ndringer i vaekstraten kan medfere store &ndringer i biomassen.
E,C og E,C er derfor ikke numerisk sammenlignelige vardier.

3. RAPPORTERING

Testrapporten skal om muligt indeholde folgende:
— teststof: data for kemisk identifikation
— testorganismer: oprindelse, laboratoriekultur, stammenummer, dyrkningsmetode

— testbetingelser: v
— dato for testens indledning og afslutning samt dens varighed

— temperatur
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mediets sammensztning
dyrkningsapparatur

oplesningernes pH ved testens indledning og afslutning (der ber gives en forklaring, hvis der observeres
pH-afvigelser pd over én enhed)

vehikel og metode anvendt til oplesning af teststoffet og vehiklets koncentration i testoplosningerne
lysstyrke og -kvalitet

testede koncentrationer (malte eller nominelle)

— resultater:

cellekoncentration for hver kolbe pa hvert mafingspunkt og metode til maling af cellekoncentrationer
cellekoncentrationernes middelsvardier

vaekstkurver

grafisk afbildning af forholdet mellem koncentration og virkning

EC-vazrdier og beregningsmetode

NOEC

andre observerede virkninger.

REFERENCER

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 201, Decision of the Council C(81) 30 Final.

(2) Umweltbundesamt, Berlin, 1984, Verfahrensvorschlag »Hemmung der Zellvermehrung bei der Griinalge
Scenedesmus subspicatus«, in: Rudolph/Boje: Okotoxikologie, ecomed, Landsberg, 1986.
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Tilleg

Eksempel pa metode til dyrkning af alger

Generelle bemarkninger
Formalet med dyrkning pi grundlag af nedenstiende metode er at opni algekulturer til toksicitetstests.

Der benyttes egnede metoder, der sikrer, at algekulturerne ikke inficeres med bakterier (ISO 4833). Kulturer som
altid har vaeret kimfri er onskelige, men det er af afgerende betydning, at kulturerne udelukkende bestir af
alger.

Alle operationer skal foretages under sterile forhold, saledes at forurening med bakterier eller med andre alger
undgis.

Udstyr og materiale

Se punkt 1.6.1: Forberedelser og testorganismer.

Metoder til fremskaffelse af algekulturer

Fremstikling af neeringsoplosninger (medier)

Alle mediets nzringssalte fremstilles som koncentrerede stamoplesninger og opbevares merkt og koldt. Disse
oplesninger steriliseres ved filtrering eller autoklavering.

Mediet fremstilles ved tilsztning af den korrekte mangde stamoplesning til sterilt destilleret vand, idet det pases, at
der ikke sker nogen infektion. For at fi et fast medium tilszttes 0,8 % agar.

Stamkultur

Stamkulturerne er smi algekulturer, der regelmassigt overfares til et frisk medium, og som benyttes som’
udgangstestmateriale. Hvis kulturerne ikke anvendes regelmassigt, stryges de ud pa skrdagar. De overfores til et
frisk medium mindst hver anden méned.

Stamkulturerne dyrkes i koniske kolber med det rette medium (volumen ca. 100 ml). Nir algerne inkuberes ved
20° C i konstant lys, er en ugentlig overfarsel nedvendig.

Under overforslen afszttes en vis mangde »gammel« kultur med sterile pipetter i en kolbe med frisk medium,
sdledes at initialkoncentrationen for de hurtigtvoksende arters vedkommende er ca. 100 gange mindre end i den
gamle kultur. ) :

En arts vekstrate kan bestemmes ud fra vakstkurven. Hvis denne er kendt, er det muligt at skenne, ved hvilken
tethed kulturen skal overfores til det nye medium. Dette mi gores, for kulturen nar dedsfasen.

Forkultur

Hensigten med forkulturen er at f§ en mzngde alger, der er passende til inokulering af testkulturer. Forkulturen
inkuberes under testbetingelserne og anvendes, medens den stadig er i eksponentiel vakst; det vil normalt sige efter
en inkubationsperiode p4 ca. tre dage. Hvis algekulturerne indeholder misdannede eller abnorme celler, skal de
kasseres.
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TOKSICITET FOR REGNORME

TEST I SYNTETISK JORD

1. METODE

1.1. Indledning

I denne laboratorietest tilszttes teststoffet til syntetisk jord, hvori der anbringes orme i 14 dage. Efter denne
periode (og eventuelt efter syv dage) undersoges stoffets dodelige virkning p4 regnormene. Testen giver en metade
til 1 lobet af relativt kort tid at foretage en screening af kemikaliers virkning p4 regnorme ved optagelse gennem
huden eller foden.

1.2. Definition og enhed
LCso: Kbncentration af et stof, som kan forventes at forirsage 50% af testdyrenes ded i lebet af
testperioden.

1.3. Referencestof

Der anvendes regelmessigt et referencestof til pavisning af, at testsystemets folsomhed ikke har zndret sig
signifikant.

Som referencestof -anbefales analytisk rent chloracetamid.

1.4. . Testmetodens princip

Jord er et variabelt medium, si der anvendes en omhyggeligt defineret syntetisk lerjord til denne test. Der holdes
voksne regnorme af arten Eisenia foetida (se anmarkningen i tillzgget) i en veldefineret syntetisk jord, som er
behandlet med forskellige koncentrationer af teststoffet. Beholdernes indhold spredes p4 en bakke 14 dage (og
eventuelt syv dage) efter forsegets indledning, og der optzlles for hver koncentration, hvor mange regnorme der
har overlevet.

1.5. Kvalitetskriterier

Testen er beregnet til at vare s& reproducerbar som muligt med hensyn til testsubstrat og organisme. Dedeligheden
hos kontroldyrene m4 ikke overstige 10 % ved testens afslutning; ellers er testen ugyldig.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Materialer
1.6.1.1. Testsubstrat

Der anvendes veldefineret syntetisk jord som grundsubstrat.

a) Grundsubstrat (vagtprocent terstof)
— 10% sphagnum (s& nzr pH 5,5 til 6,0 som muligt uden synlige planterester og findelt)
— 20% kaolinholdigt ler, helst med over 50% kaolinit S
— ca. 69 % industrielt kvartssand (overvejende finsand med over 50 % af en partikelsterrelse pa 0,05 til
0,2 mm). Hvis stoffet ikke er tilstrekkeligt let at opslemme i vand, holdes 10 g pr. testbeholder tilbage for
blanding med teststoffet senere

— ca. 1% calciumcarbonat (CaCQOj;), pulveriseret, kemisk rent, tilsat for at fi en pH-vardi pd
6,0 £ 0,5.

b) Testsubstrat
Testsubstratet bestdr af grundsubstrat, teststof og deioniseret vand.
Vandindholdet svarer til ca. 25 til 42 vegtprocent af grundsubstratets terstof. Substratets vandindhold
bestemmes ved terring af en prave til konstant vagt ved 105° C. Hovedkriteriet er, at den syntetiske jord er
befugtet s4 meget, at der ikke er noget stiende vand. Blandingen foretages omhyggeligt, siledes at der bliver en
jevn fordeling af teststoffet og substratet. Metoden for tilsztning af teststoffet til substratet skal
rapporteres.

c) Kontrolsubstrat

Kontrolsubstratet bestir af grundsubstrat og vand. Hvis der anvendes et tilsztningsstof, skal et ekstra
kontrolsubstrat indeholde samme mangde af tilsztningsstoffet.
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1.6.1.2. Testbeholdere:

Glasbeholdere med et rumfang pi ca. en liter (hensigtsmassigt tildekket med-plastlig, skile eller plastfolie med
ventilationshuller), fyldt med en mangde vadt test eller kontrolsubstrat svarende til 500 g substrattarstof.

1.6.2. Testbetingelser

Beholderne opbevares i klintakamre ved en temperatur p4 20 + 2° C ogi konstant lys: Lysstyrken ber vare 400 til.
800 lux.

Testperioden er pa 14 dage, men dedeligheden kan eventuelt vurderes syv dage efter testens indledning.

1.6.3. Fremgangsmdde

Testkoncentrationer

Koncentrationerne af teststof udtrykkes som stoffets vagt i forhold til grundsubstratets terstofvaegt (mg/kg).

Forprave

Det koncentrationsomréde, der netop fordrsager dadelighed fra O til 100 % kan bestemmes ved en forprave, der
giver viden om de koncentrationsintervaller, der skal anvendes ved den endelige test.

Stoffet ber testes i folgende koncentrationer: 1 000, 100, 10, 1 og 0,1 mg/stof/ kg testsubstrat (torstofvagt).

Huvis der skal foretages en fuldstzndig endelig test, vil én testgruppe pr. koncentration og én til den ubehandlede
kontrolgruppe med hver ti orme vare tilstrzkkelig til forproven.

Endelig test

Resultaterne af forpreven anvendes til at vzlge mindst fem koncentrationer i en kvotientrekke, der gir fra 0 til
100 % dedelighed, og hvor den konstante faktor ikke m3 vare over 1,8.

Ved test med disse koncentrationsrakker vil LCss-vardien og dens konfidensgraznser kunne skennes med storst
mulig ngjagtighed.

Ved den endelige test anvendes der mindst fire testgrupper pr. koncentration og fire ubehandlede kontrolgrupper
med hver ti orme. Resultaterne af disse gentagne grupper angives som en middelverdi og en standard-
afvigelse.

Hvis to pé hinanden folgende koncentrationer med et forhold p4 1,8 kun giver 0 og 100 % dradehghed er disse to
vardier tilstrekkelige som angivelse for LCse-intervallet.

Blanding af grundsubstratet og teststoffet

Nar det er muligt, tilberedes teststoffet uden anden tilsztning end vand. Umiddelbart for testens indledning
blandes en emulsion eller dispersion af teststoffet i deioniseret vand eller andet oplesningsmiddel med
grundsubstratet eller sprojtes javnt ud over dette med en fin kromatografisprejte eller lignende.

Hyvis teststoffet ikke er opleseligt i vand, kan det opleses i den mindst mulige mngde af et passende organisk
oplesningsmiddel (f.eks. hexan, acetone eller chloroform).

Kun midler, der let fordamper, ma bruges til at oplese, dispergere eller emulgere teststoffet. Testsubstratet
beluftes inden brug. Den fordampede vandmangde erstattes. Kontrolsubstratet m& indeholde eventuelle
tilsaetningsstoffer i samme mangde.

Hvis teststoffet ikke kan oploses, dispergeres eller emulgeres i organiske oplesningsmidler, blandes en blanding af
finsand af formalet kvarts og den til behandling af 500 g terstofvagt syntetisk jord nedvendige mangde teststof
med 490 g torstofvagt testsubstrat.

For hver testgruppe anbringes en mangde vadt testsubstrat svarende til 500 g terstofvagt i hver glasbeholder, og ti
regnorme, der i 24 timer er blevet tilvannet i et lignende vadt grundsubstrat og derefter hurtigt afskyllet og
afdryppet pé filtrerpapir for brugen, anbringes pa testsubstratets overflade.

Beholderne tildekkes med perforerede plastldg, skile eller folie for at forhindre, at substratet indterrer, og de
opbevares under testbetingelser i 14 dage.

Vurderingerne foretages 14 dage (og eventuelt syv dage) efter testens indledning. Substratet spredes pa en plade af
glas eller rustfrit stdl. Regnormene undersoges, og antallet af overlevende regnorme bestemmes. Regnorme anses
for dede, hvis de ikke reagerer pa en let, mekanisk pavirkning af forenden.

I tilfzlde af at undersogelsen foretages efter syv dage, fyldes substratet atter i beholderen, og de overlevende
regnorme genanbringes p4 den samme testsubstratoverflade.
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1.6.4. Testorganismer
Testorganismerne ber vaere voksne Eisenia foetida (se anmarkningen i tillegget) (mindst to maneder gamle med
bzlte) af en vagt (vid) p 300 til 600 mg. (Med hensyn til opdratningsmetode henvises til tillegget).
2, DATA
2.1 Behandling og vurdering af resultaterne
De anvendte teststofkoncentrationer rapporteres med henvisning til den procentvise dedelighed- for hver
koncentration.
Nir de opniede data er dekkende, kan LCs, og dens konfidensgranser (p = 0,05) bestemmes ved brug af
standardmetoder (Litchfield and Wilcoxon, 1949, eller tilsvarende metode). LC;, angives som mg teststof pr. kg
testsubstrat (terstofvaegt).
1 de tilfzlde, hvor koncentrationskurvens hzldning er for stejl til, at LCso kan beregnes, er en grafisk bestemmelse
af denne vardi tilstrakkelig.
Huvis to pa hinanden falgende koncentrationer med et forhold p4 1,8 kun giver 0 og 100 % dedelighed, er disse to
vardier tilstrzkkelige som angivelse for LCse-intervallet.
3. RAPPORTERING
3.1. Testrapport
Testrapporten skal om muligt indeholde folgende:
— angivelse af, at testen er foretaget i overensstemmelse med ovenstiende kvalitetskriterier
— angivelse af den foretagne test (forprove og/eller endelig test)
— neije beskrivelse af testbetingelserne eller angivelse af, at testen er foretaget i overensstemmelse med metoden;
eventuelle afvigelser skal rapporteres
— noje beskrivelse af, hvorledes teststoffet er blevet iblandet i grundsubstratet
— oplysninger om testorganismer (art, alder, gennemsnitsvaxgt samt minimums- og maksimumsvzgt, betingel-
serne for avl og opdrztning samt leverander)
— angivelse af den anvendte metode til bestemmelse af LCj,
— testresultaterne, herunder alle anvendte data
— beskrivelse af observerede symptomer eller adferdsendringer hos testorganismerne
— dedelighed i kontrolgrupperne
— LCs eller hojeste testkoncentration uden dedelighed og laveste testkoncentration med en dedelighed pa 100 %
14 dage (og eventuelt syv dage) efter testens indledning.
— afbildning af koncentrations-responskurven
— resultater, der er opniet med referencestoffet enten i forbindelse med den pigaldende test eller ved tidligere
kvalitetskontrolundersogelser.
4, REFERENCER

(1) OECD; Paris, 1981, Test Guideline 207, Decision of the Council C(81) 30 Final.
(2) Edwards, C. A. and Lofty, 1977. Biology of Earthworms. London: Chapman and Hall, 331 pp.

(3) Bouche, M. B. 1972. Lombriciens de France, Ecologie et Systémathue Publ. Institut National de la
Recherche Agronomique, 671 pp.

'

(4) Litchfield, J. T. and Wilcoxon J., 1949. A simplified method of evaluating dose-effect experiments. ] Pharm.
Exp. Therap., vol. 96, 99—113.

(5) EEC 1983. Development of a standardized laboratory method for assessing the toxicity of chemical
substances to earthworms. Report EUR 8714 EN.

(6) Umweltbundesamt/Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Berlin, 1984, Verfahrens-
vorschlag Toxizititstest am Regenwurm Eisenia foetida in kiinstlichem Boden, in: Rudolph/Boje:
Okotoxikologie, ecomed, Landsberg, 1986.
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Tilleg

Avl og opdrtning af ormene for test

Med henblik pa avl anbringes 30 til 50 voksne orme i en avlekasse med frisk substrat og fjernes efter 14 dage. Disse
dyr kan bruges-til avl af senere grupper. De regnorme, der klzkkes af kokonerne, anvendes til test, nir de er
kensmodne (under de foreskrevne betingelser efter to til tre maneders forleb).

Avls- og opdrztmingsbetingelser

Klimakammer: temperatur 20 + 2° C, helst med konstant lys (lysintensitet 400 til 800 lux).
Avlekasser: Egnede lave beholdere med et rumfang pa 10 til 20 1.
Substrat: Eisenia foetida kan opdrattes i forskellige dyreekskrementer. Som avismedium kan

anbefales en blanding af lige dele torv og ko- eller hestegadning. Substratet ma have en
pH-vardi pd ca. 6 til 7 (justeret med calciumcarbonat) og lav ionledningsevne (under
6 mmbhos eller 0,5 % saltkoncentration).

Substratet ber vare fugtigt, men ikke for vadt.

Andre egnede fremgangsmider ud over ovennavnte metode kan benyttes.

Anmerkning: Der findes to racer af Eisenia foetida, som nogle systematikere har klassificeret som arter (Bouche,
1972). De er morfologisk set omtrent ens, men den ene, Eisenia foetida foetida, har typisk tvargiende striber p
leddene, hvad den anden, Eisenia foetida andrei, ikke har, og dennes farve er redbroget. S4 vidt muligt ber Eisenia
foetida andrei anvendes. Andre arter kan anvendes, hvis den fornedne metodik er til ridighed.
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1.1.

1.2.

BIOLOGISK NEDBRYDNING

ZAHN-WELLENS TEST

METODE

Indiedning

Metoden har til formil at vurdere vandopleselige ikke flygtige organiske stoffers potentielle fuldstzndige
bionedbrydelighed, nar de skal udszttes for forholdsvis heje koncentrationer af mikroorganismer under en statisk
test.

Der kan forekomme fysisk/kemisk adsorption pa de opslemmede artikler, og der ma tages hensyn hertil, nir
resultaterne fortolkes (jf. 3.2).

De stoffer, der skal undersages, anvendes i koncentrationer svarende til DOC-vardier i omradet 50 til 400 mg/1
eller COD-vzdier i omradet 100 til 1 000 mg/1 (DOC = oplest organisk kulstof; COM = kemisk iltforbrug).
Disse forholdsvis heje koncentrationer har den fordel, at de i analytisk henseende er pilidelige. Forbindelser med
toksiske egenskaber kan hamme eller hindre nedbrydningsprocessen.

Ved denne metode anvendes méling af koncenttationef af oplest organisk kulstof eller af det kemiske iltforbrug til
bedemmelse af teststoffets fuldstzndige biologiske nedbrydning.

Samtidig anvendelse af en specifik analysemetode kan muliggere vurdering af stoffets primzre biologiske
nedbrydning (dvs. den oprindelige kemiske forbindelses forsvinden).

Metoden finder kun anvendelse p4 de organiske teststoffer, som ved koncentrationen under testen:
— er opleselige i vand under forsegsbetingelserne

— har forsvindende lavt damptryk under forsegsbetingelserne

— ikke hemmer bakterier

— kun adsorberes i testsystemet i begraznset omfang

— ikke forsvinder fra testoplesningen som felge af skumning.

Oplysninger om mzngdeforholdet mellem teststoffets hovedbestanddele vil vere til nytte ved fortolkning af
resultaterne, iszr hvis disse er lave eller usikre.

Ved fortolkningen af lave resultater og ved valget af passende testkoncentrationer er det enskeligt at have
oplysninger om stoffets giftvirkning over for mikroorganismer.

Definitioner og enheder

Nedbrydningsgraden ved testens afslutning anferes siledes: Biologisk nedbrydelighed i Zahn — Wellens Test:

' (Cr - Cp)
Dr(%) = |1 - —F— 8" | « 100
(%) [ ‘(CA_CBA):{X

hvor:
D1 = biologisk nedbrydning (%) ved tidspunktet T,

Cx = DOC (eller COD)-vaerdier i forsegsblandingen, malt tre timer efter igangsztning af testen (mg/l).
(DOC = Oplest organisk kulstof, COD = kemisk iltforbrug)

Ct = DOC- eller COD-vardier i forsegsblandingen ved tidspunktet for preveudtagning (mg/1),
Cg = DOC- eller COD-vardi for blindpreven ved tidspunktet for preveudtagning (mg/1),
Cga = DOC- eller COD-vardi for blindpreven, milt 3 timer efter igangsztning af testen (mg/l).

Nedbrydningsgraden afrundes til narmeste hele procent.
Den procentvise nedbrydning er angivet som den procentvise DOC- (eller COD-) fjernelse af teststoffet.

Forskellen mellem den vardi, der er mAlt efter tre timer, og den beregnede, eller helst malte, startvardi kan give
nyttige oplysninger om stoffets eliminering (jf. 3.2 »Fortolkning af resultater«).
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1.3. Referencestoffer

I visse tilfzlde kan referencestoffer vaere nyttige ved undersegelse af nye stoffer; der kan dog endnu ikke anbefales -
bestemte referencestoffer.

1.4. Testmetodens princip

Aktiveret slam, uorganiske nzringsstoffer og teststoffet, der er den eneste kulstofkilde i vandig oplesning,
anbringes sammen i en glasbeholder pa 1 til 4 liter, som er forsynet med omrering og beluftning. Blandingen
omrores og beluftes ved 20 til 25° C under indirekte belysning eller morke i op til 28 dage. Nedbrydningsprocessen
folges ved bestemmelse af DOC- (eller COD-) vaerdier i den filtrerede oplesning én gang dagligt eller regelmzassigt
med et andet passende mellemrum. Forholdet mellem den eliminerede DOC (eller COD) efter hvert tidsrum og
vardien tre timer efter starten udtrykkes som procentvis biologisk nedbrydning og er et mal for nedbrydnings-
graden pi dette tidspunkt. Resultatet afbildes mod tiden, hvorved kurven over biologisk nedbrydning
fremkommer.

Hvis der anvendes en specifik analysemetode, kan @ndringer i det oprindelige stofs koncentration som felge af
biologisk nedbrydning males (primar bionedbrydelighed).

1.5. Kvalitetskriterier
Det er ved ringtest godtgjort, at denne metodes reproducerbarhed er tilfredsstillende.

Metodens felsomhed afhaxnger hovedsagelig af blindprevens variationer og i mindre grad af nejagtigheden ved
bestemmelsen af oplest organisk kulstof og teststofkoncentrationen i vasken.

1.6. Beskrivelse af fremgangsmaden
1.6.1. Forberedelser
1.6.1.1. Reagenser

vand: drikkevand med mindre end 5 mg organisk kulstof pr. liter. Koncentrationen af calcium- og magnesiumioner
m4 ikke overstige 2,7 mmol/] tilsammen; i modsat fald ma der fortyndes passende med deioniseret eller destilleret

vand

svovlsyre, analyseren (A.R.): 50g/1
natriumhydroxidoplesning, A.R.: 40 g/1
oplesning af uorganiske nzringsstoffer: i 1 1 deioniseret vand oplases:

Ammoniumchlorid, NH,CI, A.R.: 385¢g
Natriumdihydrogenphosphat, NaH,PO,. 2H,0, A.R.: 334¢g
Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO,, A.R.: 85¢g
Dikaliummonohydrogenphosphat, K,HPO,, A.R.: 21,75 g

Blandingen fungerer dels som nzringsstofkilde, dels som buffersystem.

1.6.1.2. Apparatur
glasbeholdere p4 1 til 4 (f.eks, cylindriske beholdere)

omrorer med rorehoved af glas eller metal p4 en passende aksel (Omrereren ber rotere 5 til 10 cm over beholderens
bund). Der kan i stedet anvendes en magnetomrerer med en 7 til 10 cm lang magnetpind

glasrer med indvendig diameter p4 2 til 4 mm til beluftning. Rerets 4bning ber befinde sig ca. 1 cm over
beholderens bund

centrifuge (ca. 3 550 g)
pH-meter

apparat til maling af oplest ilt
"papirfiltre

apparatur til membranfiltrering

membranfiltre med porestorrelse 0,45 pm. Membranfiltre er kun egnede, hvis der er vished for, at de hverken
afgiver kulstoff eller absorberer stoffet under filtreringen

analyseudstyr til bestemmelse af indholdet af organisk kulstof og det kemiske iltforbrug.
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1.6.1.3. Tilberedning af inoculum

Aktiveret slam fra et biologisk rensningsanlag vaskes (flere gange) med vand (jf. ovenfor) ved centrifugering eller
dekantering.

Det aktiverede slam skal vere i passende stand. Sidant slam kan fis fra et velfungerende anleg til
spildevandsrensning. For at f& s& mange forskellige bakteriestammer som muligt kan det vare bedre at blande
inocula fra forskellige kilder.(f.eks. forskellige rensningsanlag, jordekstrakter, flodvand osv.).

Det aktiverede slams aktivitet kontrolleres, jf. »egnethedskontrol«.

1.6.1.4. Fremstilling af testoplesningerne

Til testbeholderen szttes 500 ml vand, 2,5 ml oplesning af uorganiske nzringsstoffer pr. liter samt en mangde
aktiveret slam, der svarer til 0,2 til 1,0 g torstof pr. liter ferdigblanding. Der tilszttes en sd stor mangde
stamoplesning af teststoffer, at den ferdige blanding far en DOC-koncentration pi 50 til 400 mg/l. Det
tilsvarende COD-interval er 100 til 1 000 mg/L. Der fyldes op til i alt 1 til 4 1 med vand. Valg af det samlede
volumen afhznger af det antal prever, der skal udtages til DOC- eller COD-bestemmelser, og det nedvendige
analysevolumen.

Normalt kan et volumen p4 2 | betragtes som tilstrekkeligt. Mindst én kontrolbeholder (blindpreve) szttes i gang
samtidig med hver testserie; den indeholder kun aktiveret slam og oplesning af uorganiske nzringsstoffer fortyndet
med vand til samme totalvolumen som i testbeholdererne.

1.6.2. Testens gennemforelse

Testbeholderne omreres med magnetomrerere eller propelomrerere under indirekte belysning eller i morke ved 20
til 25° C. Beluftning sker med komprimeret luft, der om nodvendigt renses med et vatfilter og en vaskeflaske. Det
ma pases, at slammet ikke bundfzlder, og at iltkoncentrationen ikke falder til under 2 mg/1.

pH-vardien kontrolleres regelmassigt (f.eks. dagligt) og indstilles om nedvendigt til pH 7 til 8.

Lige for proveudtagningen kompenseres der for tab ved fordampning ved tilsztning af deioniseret eller distilleret
vand. Det kan f.eks. anbefales at afmzrke vaeskehojden i beholderen for testen startes. Der szttes nye marker efter
hver proveudtagning (uden beluftning og omrering). De ferste-prover udtages altid tre timer efter testens start,
saledes at det kan konstateres, om testmaterialet adsorberes pd det aktiverede slam.

Elimineringen af testmaterialet folges ved DOC- eller COD-bestemmelser dagligt eller regelmassigt med et andet
interval. Proverne fra testbeholderen og blindforseget filtreres gennem et omhyggeligt vasket papirfilter. De forste
5 ml filtrat bortkastes. Slam, der er vanskeligt at filtrere, kan fjernes ved forst at centrifugere i ti min. Der foretages
mindst dobbeltbestemmelse af DOC og COD. Testens lober i op til 28 dage.

NB: Prover, der stadig er uklare, filtreres gennem et membranfilter. Membranfiltrene m hverken afgive eller
adsorbere organisk materiale.

Egnethedskontrol af det aktiverede slam

[ hver testserie bor indg4 en beholder, der indeholder et kendt stof, sledes at man kan kontrollere egnetheden af det
aktiverede slam. Til dette form3l er diethylenglycol fundet egnet.

Adaptation

Hvis der foretages analyser med forholdsvis korte mellemrum (f.eks. dagligt), vil adaptation klart fremgi af
nedbrydningskurven (jf. figur 2). Testen ber derfor ikke szttes i gang umiddelbart for weekenden.

Hvis der forekommer adaptation ved slutningen af perioden, kan testen fortszttes, indtil nedbrydningen er
afsluttet.

NB: Huvis der er behov for sterre viden om det adapterede slams opfersel, udszttes det samme aktiverede slam
endnu engang for det samme testmateriale efter folgende fremgangsmade: )

Omreringen og beluftningen standses, og man lader det aktiverede slam bundfzlde sig. Den ovenstiende vaske
fjernes, der fyldes op til 2 | med vand og omreres i 15 minutter, og blandingen henstar til ny bundfaldning. Efter
fiernelse af den ovenstiende vaske anvendes det tilbageblevne slam til gentagelse af testen med det samme
materiale som under punkt 1.6.1.4 og 1.6.2.

Det aktiverede slam kan isoleres ved centrifugering i stedet for bundfzldning.

Det adapterede slam kan eventuelt blandes med frisk slam, si man nir op pd i alt 0,2 til 1,0 g torstof pr.
liter. ‘
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Analyse
Normalt filtreres prover gennem et omhyggeligt vasket papirfilter (til vask anvendes deioniscret.vand‘).
Prover, der stadig er uklare, filtreres gennem et membranfilter (0,45 pm).

Der foretages dobbeltbestemmelse af DOC-koncentrationen i pravefiltraterne (de forste 5 ml bortkastes) med -
TOC-instrumentet. Hvis filtratet ikke kan analyseres samme dag, skal det opbevares i keleskab til nzste dag.
Lzngere tids opbevaring kan ikke anbefales.

COD-koncentrationen bestemmes i provefiltraterne med et COD-analyseudstyr efter den fremgangsmade, der er
beskrevet i reference 2 nedenfor.

2. DATA OG VURDERING

Der foretages mindst dobbeltbestemmelse af DOC- og COD-koncentrationerne i proverne ifelge 1.6.2.
Nedbrydningen ved tidspunktet T beregnes med den formel (med definitioner), der anfert under 1.2.

Nedbrydningsgraden afrundes til narmeste hele procent. Den nedbrydning, der opnis ved slutningen af testen,
anferes som »den biologiske nedbrydelighed ved Zahn-Wellens test«.

NB: Hvis der opnis fuldstndig nedbrydning fer testperioden er udlebet og dette resultat bekrzftes ved endnu en
analyse den felgende dag, kan testen afsluttes. ‘

3. RAPPORTERING

3.1. Testrapport

Testrapporten skal om muligt indeholde folgende:

— stoffets begyndelseskoncentration ‘

— alle andre oplysninger og forsegsresultaterne vedrerende teststoffet, et eventuelt referencestof og blindforse-
get '

— koncentrationen efter tre timer
— kurve over biologisk nedbrydning med forklaring
— hvornir og hvor proveorganismerne er udtaget, adaptionsgrad, anvendr koncentration osv.

— fyldestgorende begrundelse for alle afvigelser fra fremgangsmaden.

3.2, Fortolkning af resultater
Gradvis fjernelse af DOC (COD) i lgbet af dage eller uger viser, at teststoffet nedbrydes biologisk.

Fysisk/kemisk adsorbtion kan dog i visse tilfzlde spille en vis rolle‘, og et tegn herp4 er, at der inden for de forste tre
timer sker fuldstzndig eller delvis fiernelse, og at forskellen mellem supernatant vasken fra kontrolforseget og
proven bliver liggende pa et uventet lavt niveau.

Det er nedvendigt at foretage yderligere testning, hvis der skal skelnes mellem biologisk nedbrydning (eller delvis
biologisk nedbrydning) og adsorption.

Dette kan gores p4 flere mader, mest trovardigt ved at anvende supernatant vasken som inoculum i en basis sat test
(helst en respirometrisk test).

Teststoffer, der giver hoj fjernelse af DOC (COD), som ikke skyldes adsorption, ved denne test, bor betragtes som
potentielt biologisk nedbrydelige. Delvis fjernelse, som ikke skyldes adsorption, betyder, at kemikaliet i hvert fald i
et vist omfang nedbrydes biologisk.

Ringe eller ingen fjernelse af DOC (COD) kan skyldes, at teststoffet hemmer mikroorganismerne; dette kan
undertiden ogs4 vise sig ved, at slammet opleses og forsvinder, hvorved supernatant vasken bliver uklar. Testen
ber gentages med en lavere koncentration at teststoff.



30. 5. 88

De Europzxiske Fellesskabers Tidende : Nr. L 133/103

Anvendelse af en stofspecifik analysemetode eller "“C-mzrket teststof kan give storre folsomhed. Hvis der
anvendes 1*C-market teststof, vil pavisning af 14CO, bekrzfte, at der er tale om biologisk nedbrydning.

Dersom resultaterne anfores som primzr biologisk nedbrydning, ber der om muligt anfares en forklaring p4 den
kemiske strukturzndring, som ferer til, at analyseresultaterne for det oprindelige teststof falder.

Valget af analysemetode skal underbygges, og analyseresultaterne for blindpraven skal anferes.

RFERENCER

(1) OECD, Paris, 1981 Test Guideline 302 B. Decision of the Council C(81) 30 Final

(2) Bilag V C.9 Nedbrydning: Kemisk iltforbrug. Kommissionens direktiv 84/449/ EQF, De Europiske
Feellesskabers Tidende, nr. L 251 af 19. 9. 1984. :
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Organisk forbindelse:
Teoretisk testkoncentration:
Teoretisk DOC:

Inoculum:
Koncentration:

Eventuel adaptation:
Analyse:
Testmangde:
Kontrolstof:

Stoffets toksicitet:
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Tilleg

EKSEMPLER PA EVALUERING

4-ethoxybenzoesyre
600 mg/1
390 mg/1

rensningsanlegget . . . ..
1 g torstof pr. liter

ikke adapteret
DOC;bestémmelse
3ml
diethylenglycol

ingen giftvirkning under 1 000 mg/1
anvendt prove: fermenteringsglas

Kontrolstof Teststof
T PSR | pocer | D00 | e | DOCH | Rac | Nedboyg
(mg/1) (mg/1) (%) {mg/1)
0 — — 300,0 — - 390,0 —
3 timer 4,0 298,0 294,0 2 371,6 '367,6 6
) 1 dag 6,1 288,3 2822 6 373,3 367,2 6
2 dage 5,0 281,2 276,2 8 360,0 355,0 9
5 dage 6,3 270,5 264,2 12 193,8 187,5 52
6 dage 7,4 2533 2459 18 143,9 136,5 65
7 dage 11,3 212,5 201,2 33 104,5 93,2 76
8 dage 7,8 142,5 134,7 55 58,9 51,1 87
9 dage 7,0 35,0 28,0 91 18,1 11,1 97
10 dage 18,0 37,0 19,0 94 20,0 2,0 99

(*) Gennemsnit af tredobbeltbestemmelse.
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Figur 1
Eksempler p4 kurver over biologisk nedbrydning
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BIOLOGISK NEDBRYDNING

AKTIVERET SLAM — SIMULATIONSTEST

1. METODE
1.1. Inledning
1.1.1. Generelle bemeerkninger

Metoden er kun anvendelig for organiske teststoffer, der ved den benyttede testkoncentration:
— er opleselige i vand i det omfang, det er nedvendigt for tilberedning af testoplesningerne
— har et ubetydeligt damptryk under testbetingelserne

— ikke er hemmende for bakterier.

Oplysninger om de relative mangder af teststoffets hovedbestanddele vil vzre nyttige. for fortolkningen af de
opndede resultater, iszr i de tilfzlde, hvor resultaterne er lave eller marginale.

Oplsysninger om stoffets toksicitet for mikroorganismerne kan vzre nyttige for fortolkningen af lave resultater og
ved valget af egnede testkoncentrationer.

1.1.2. Bestemmelse af fuldstendig bionedbrydelighed (DOC/COD-arnalyse)
Formilet med metoden er at bestemme den fuldstzndige bionedbrydelighed ved maling af fjernelsen af stoffet og
eventuelle metabolitter i en aktivslamanlegsmodel ved en koncentration svarende til 12 mg DOC/1 (eller ca.
40 mg COD/1); 20 mg DOC/1 synes at vare optimal. (DOC = dissolved organic carbon, dvs. oplest organisk
kulstof; COD = chemical oxygen demand, dvs. kemisk oxygenforbrug).

Teststoffets indhold af organisk kulstof (eller dets kemiske oxygenforbrug) skal fastlzgges.

1.1.3. Bestemmelse af primer bionedbrydelighed (specifik analyse)
Formalet med metoden er at bestemme den primazre bionedbrydelighed af et stof i en aktivslamanlegsmodel ved en
koncentration pa ca. 20 mg/l ved anvendelse af en specifik analysemetode (der kan benyttes lavere eller hejere
koncentration, hvis analysemetoden og toksicitetshensyn tillader dette). Herved kan stoffets primzre bionedbry-
delighed bedemmes (dvs. forsvinden af den oprindelige kemiske forbindelse).

Formalet med denne metode er ikke at bestemme teststoffets mineralisering.

Der ma foreligge en passende analysemetode til bestemmelse af teststoffet.

1.2 Definitioner og enheder

1.2.1. DOC/COD-analyse

Nedbrydningen er defineret som den del af teststoffet, der fjernes, efter folgende formel:

T - (E - Eg)
DR = — "~ 70", 100% [1a)]
T
hvor:
DR = procent DOC (eller COD) fjernet i den givne middelopholdstid med hensyn til teststoffet
T = teststofkoncentrationen i indlebet i mg DOC/I (eller mg COD/1)
E = DOC-koncentration (eller COD-koncentration) i testenhedens udleb i mg DOC/I (eller mg COD/1)

Eo = DOC-koncentration (eller COD-koncentration) i blindpreveenhedens udleb i mg DOC/1 (eller
COD/1). :

Nedbrydningen angives som den procentdel DOC (eller COD), der fjernes i en given retentionstid med hensyn til
teststoffet. :
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1.2.2. Specifik analyse
Den procentdel teststof, der elimineres fra den vandige fase (Ry) i den givne middelopholdstid, fremgar af folgende
formel:
C —C .
Ry = ——2 x 100% [1b)]
G
hvor:

C; = stofkoncentrationen i testenhedens indleb (mg stof/1, bestemt ved specifiek analyse)

Co = stofkoncentrationen i testenhedens udlob (mg stof/1, bestemt ved specifiek analyse).

1.3. Referencestoffer

I nogle tilfzlde, hvor et nyt stof undersages, kan referencestoffer veere nyttige; der kan endnu ikke anbefales
specifikke referencestoffer.

1.4. ) Testmetodens princip

Til bestemmelse af den endelige bionedbrydelighed benyttes der parallelt-to aktiv slam pilotenheder (OECD

»Confirmatory testenheder« eller »Porous pot-enheder«). Teststoffet tilszttes til den ene enheds indlab (syntetisk .
spildevand eller husholdnings-spildevand), medens den anden enhed kun tilfores spildevand. Til bestemmelse af

primar bionedbrydning med specifik analyse i indleb og udleb benyttes der kun én enhed.

DOC-koncentrationerne (eller COD-koncentrationerne) miles i udlobene, eller stofkoncentrationerne bestemmes
ved specifik analyse.

DOC, kom skyldes teststoffet, miles ikke, men angives blot.

Nar der foretages DOC-mdlinger (eller COD-malinger), antages forskellene mellem test- og kontroludlebenes
gennemsnitkoncentrationer at skyldes ikke-nedbrudt teststof.

Nir der foretages specifikke analyser, kan endringen i stamforbindelsens koncentration mailes (primer
bionedbrydning).

Der kan arbjedes med enhederne efter »koblingsmetoden«, hvor der foretages transinokulering.

1.5. Kvalitetskriterier

Stoffets startkoncentration afhanger af, hvilken type analyse der foretages og dens begrznsniger.

1.6. Beskrivelse af testmetoden
1.6.1. Forberedelser
1.6.1.1. Apparatur

Der kraves to enheder af samme type, undtagen nir der foretages specifikke analyser. Der er to typer, der kan
benyttes:

OECD Confirmatory test:

Udstyret (tillaég I) bestar af holdetank (A) til syntetisk spildevand, doseringspumpe (B), luftningstank (C),
separator (sedimenteringstank) (D), slampumpe (E) til recirkulering af aktiveret slam samt tank (F)+il opsamling af
det behandlede spildevand.

Tank (A) og (F) skal vare af glas eller egnet plast og skal mindst kunne rumme 24 1. Pumpen (B) skal give et
konstant flow af syntetisk spildevand til luftningstanken; ethvert egnet system kan benyttes, forudsat at
indlebsflow og koncentration er sikret.
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Normalt er separatorens hajde (D) indsﬁllet siledes, at luftningstanken indeholder 3 1 blandet vaske. En sintret
luftningsklods (G) er ophzngt i tank (C) over keglens spids. Den luftmaengde, der bleses gennem luftningstanken,
kan kontrolleres ved hjzlp af et flowmeter.

Slampumpen (E) er indstillet siledes, at de aktiverede slam fra separatoren kontinuerligt og regelmassigt
recirkuleres til luftningstanken (C).

Porous pot:

Den porese krukke laves af pores polyethylenplade (2 pm tyk, maksimal poresterrelse 95 mm), der formes til
cylindre med en diameter p4 14 cm og en konisk bund, der danner en vinkel p4 45° med siderne (figur 1 og 2 itilleg
I1). Den porese krukke anbringes i en uigennemtrzngelig beholder af egnet plastic med en diameter pilScmoget
udtagi 17,2 cm hojde p4 den cylindriske del, som bestemmer, hvor meget krukken kan rumme (3 1). Der er en stiv
stottering af egnet-plast omkring den indre beholders averste kant, saledes at der er 0,5 cm plads til udlgbsvand
mellem den indre og den ydre beholder.

De porese krukker kan opstilles pa bunden af et termostatstyret vandbad. Den indre beholder tilfores luft i bunden,
hvorpa der er anbragt egnede luftningsklodser.

Beholder (A) og (E) skal veere af glas eller egnet plast og mindst kunne rumme 24 1. Pumpen (B) skal give et konstant
flow af syntetisk spildevand til luftningstanken; ethvert egnet system kan benyttes, forudsat at indlebsflow og
koncentration er sikret.

Der er behov for ekstra indre porese krukker til erstatning af krukker, der matte blive tilstoppet; tilstoppede
krukker renses ved 24 timers neddypning i en hypochloritoplesning efterfulgt af grundig afskylning i
ledningsvand. :

1.6.1.2. Filtrering

Membranfiltreringsapparatur og membranfiltre med en porestorrelse p4 0,45 pm. Membranfiltre er egnede, hvis
det sikres, at de hverken afgiver kulstof eller adsorberer teststoffet under filtreringen.

1.6.1.3. Spildevand
Der kan anvendes enten syntetisk spildevand eller husholdningsspildevand.

Eksempel p4 syntetisk spildevand pr. liter ledningsvand opleses:

pepton: 160 mg
kodekstrakt: 110 mg
urea: ’ 30 mg
NaCl: 7 mg
CaCl,.2H,0: : 4 mg
MgS0O,.7H,0: 2 mg

K,HPO,: 28 mg.

Husholdningsspildevand:

Husholdningsspildevandet indsamles frisk hver dag fra overlgbet fra primzrsedimenteringstanken i et rensnings-
anlzg, der overvejende behandler husholdningsspildevand.

1.6.1.4.  Stamoplesning af teststof

Der fremstilles en oplesning af teststoffet (f.eks. 1%) for tilstning til testenheden. Stofkoncentrationen skal
bestemmes, si det vides, hvilken mangde, der skal tilszttes spildevandet eller direkte i enheden via en anden
pumpe for at give den kravede testkoncentration.

1.6.1.5. Inokulum

NB: Hyvis der anvendes husholdningsspildevand, tjener det ikke noget formal at anvende et inokulum med lav
bakteriekoncentration, men der kan bruges aktiveret slam.

Der kan anvendes forskellige former for inokulum.
Her er tre eksempler p3 et egnet inokulum:

a) Inokulum fra sekundert spildevand

Inokulum laves af sekundzrt spildevand af god kvalitet fra et rensningsanleg, der overvejende behandler
husholdningsspildevand. Proven skal holdes under aerobe forhold indtil brugen. Som forberedelse af
inokulum filtreres proven gennem et groft filter, idet de forste 200 ml bortkastes. Filtratet holdes under aerobe
forhold indtil brugen. Inokulum skal anvendes samme dag, som preven er taget. Der skal bruges mindst 3 ml til
inokulering. ' -
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b) Blandet inokulum
Inokulum fra sekundzart spildevand se beskrivelsen ovenfor.
Inokulum fra jord:

100 g havejord (fertil, ikke steril) opslemmes i 1 000 ml chlorfrit drikkevand (jord med et ekstremt hejt
indhold af ler, sand eller humus er ikke egnet). Efter omroring henstdr suspensionen i 30 minutter for
sedimentering. Supernatanten filtreres gennem et groft filtrerpapir, idet de forste 200 ml bortkastes. Beluftning
af filtratet begyndes straks og fortszttes indtil brugen. Inokulum skal anvendes samme dag, som proven er
taget.

Inokulum fra overfladevand:

Der tages endnu en del til inokulum fra et mesosaprobt overfladevand. Proven filtreres gennem et groft
filtrepapir, idet de forste 200 ml bortkastes. Filtratet holdes under aerobe forhold indtil brugen. Inokulum skal
anvendes samme dag, som preven er taget.

Lige dele af de tre inokulumprover blandes godt sammen; og det endelige inokulum tages fra denne blanding.
Der skal bruges mindst 3.ml til inokulering.

¢) Inokulum af aktiveret slam

Der kan som inokulum bruges en mangde (hejst 3 1) aktiveret slam (indhold af suspenderede faste bestanddele
p4 op til 2,5 g/1) udtaget fra luftningstanken i et anlzg, der overvejende behandler husholdningsspilde-
vand.

1.6.2. Fremgangsmdde
Testen foretages ved stuetemperatur; temperaturen skal vere mellem 18 og 25° C.

Hvis det er hensigtsmassigt, kan testen foretages ved en lavere temperatur (ned til 10° C): hvis stoffet nedbrydes,
kraves der normalt ikke noget yderligere. Hvis stoffet imidlertid ikke nedbrydes, ma testen foretages ved en
konstant temperatur pd mellem 18 og 25° C.

1.6.2.1. Indkeringsperiode: slamdannelse/stabilisering af enhederne

Slamdannelses-/ stabiliseringsperioden er den periode, hvori koncentrationen af de suspenderede faste bestanddele
af det aktiverede slam og enhedernes ydeevne bliver stationzr under de anvendte driftsbetingelser.

Indkeringsperioden er den periode, der gir fra det tidspunkt, hvor teststoffet forste gang tilsxttes, indtil det
tidspunkt, hvor dets fjernelse har niet et plateau (relativt konstant verdi). Denne periode m4 hajst vare pa seks
uger.

Vurderingsperioden er en tre-ugersperiode, tre uger fra det tidspunkt, hvor teststoffets fiernelse ndr en relativt
konstant og sadvangligvis hej vardi. For stoffer, der viser ringe eller ingen nedbrydning i de forste seks uger,
regnes vurderingsperioden for de falgende tre uger.

Man indleder med at fylde den eller de enheder, der er nedvendige til én test, med inokulum blandet med
tilleb.

Beluftningen (og luftpumpen (E), hvis der er tale om OECD Confirmatory test-eni’:eder) og doseringspumpen (B)
sxttes derefter i gang.

Tilleb uden teststof skal passere gennem luftningstanken (C) med en hastighed pa enten 111 timen eller 0,51i
timen; det giver en middelopholdstid p4 enten tre eller seks timer.

Beluftningshastigheden reguleres, siledes at tankens (C) indhold konstant holdes i suspension, medens indholdet
af oplest ilt er mindst 2 mg/1.

Man m4 med egnede midler forhindre skumdannelse. Der m4 ikke anvendes skumdzmpende midler, der hammer
det aktiverede slam. :

Det slam, der har samlet sig rundt om toppen af luftningstanken (C) (og for OECD Confirmatory test-enheders
vedkommende i bunden af sedimenteringstanken (D) og i kredslabet), skal mindst én gang om dagen fores tilbage
til den blandede vaske ved afberstning eller pd anden passende vis. .

Hvis slammet ikke sedimenterer, kan dets massefylde ages ved tilsztning af 2 ml-portioner af en 5% ferri-
chloridoplesning; dette gentages om fornedent.

Udlebet opsamles i tank (E) eller (F) i 20 til 24 timer, og der udtages en prove efter grundig blanding. Tanken
(E eller F) ma omhyggeligt rengores. .

For at kunne overvage og kontrollere, at processen er effektiv, males mindst to gange om ugen det kemiske
oxygenforbrug (COD) eller indholdet af oplest organisk kulstof (DOC) bade i filtratet af det akkumulerede udleb
og i det filtrerede indleb (der bruges en membran med en porestorrelse pi 0,45 pm, idet de forste (ca.) 20 ml af
filtratet bortkastes.



Nr. L 133/110 - De Europaiske Fallesskabers Tidende 30. 5. 88

COD- eller DOC-reduktionen skulle flade ud, nir der er opniet en nogenlunde regelmassig daglig nedbryd-
ning. :

Tarstofindholdet i det aktiverede slam i luftningstanken bestemmes mindst to gange om ugen (i g/1). Man kan
benytte enhederne pi to forskellige mader: enten bestemmes det aktiverede slams tarstofindhold to gange
ugentligt, og hvis det er over 2,5 g/1, bortkastes det overskydende aktiverede slam, eller der fjernes dagligt 500 ml
blandet vaske fra hver krukke, siledes at slammet fir en middelopholdstid p4 seks dage.

Nir de malte og skennede parametre (processens effektivitet (med hensyn til COD- eller DOC-fjernelse),
slamkoncentration, slamsedimenteringsegenskaber, udlobenes uklarhed osv.) for de to enheder er tilstraekkeligt
stabile, kan teststoffet tilszttes indlebet til den ene af enhederne (i henhold til 1.6.2.2).

Det er ogsd muligt at tilsztte teststoffet ved begyndelsen af stamdannelsesperioden (1.6.2.1), iszr hvis slammet
tilszettes som inokulum.

1.6.2.2. Test

Arbejdsbetingelserne er de samme som for indkeringsperioden, og der tilszttes si meget stamoplesning (ca. 1 %)
af teststoffet til testenhedens indlab, at den enskede teststofkoncentration (ca. 10 til 20 mg DOC/I eller 40 mg
COD/1)ispildevandet opnas. Det kan ske ved, at stamoplosningen blandes i spildevandet dagligt eller ved hjzlp af -
et szrskilt pumpesystem. Denne koncentration kan opnas gradvis. Hyvis teststoffet ikke har nogen toksiske
virkninger p4 det aktiverede slam, kan ogs hejere koncentrationer testes.

Blindpreveenheden tilfares kun indleb uden tilsatte stoffer. Der udtages passende mangder af udlgbene til analyse,
og de filtreres gennem membranfiltre (0,45 pm), idet de forste (ca.) 20 ml filtrat bortkastes.

De filtrerede prover skal analyseres samme dag eller konserveres ved en egnet metode, f.eks. ved brug af 0,05 ml af
en 1% mercurichloridoplesning (HgCl,) for hver 10 m filtrat eller ved opbevaring ved 2 til 4° C i indtil 24 timer

eller under - 18° C i en lzngere periode.

Indkeringstiden med tilsztning af teststoffet ber ikke vaere pa over seks uger, og vurderingsperioden ber ikke vare.
pa under tre uger, dvs. at der foreligger 14 til 20 bestemmelser til beregning af det endelige resultat.

Koblingsmetoden:

Enhede}ne kobles ved at ombytte 1,5 1 blandet vaske (inkl. slam) mellem de to enheders luftningskamre en gang
om dagen. Hvis der er tale om starkt adsorberende teststoffer, tages der kun 1,5 1 supernatant fra
sedimenteringstankene, som hzldes i den anden enheds aktivslamtank.

1.6.2.3. Analyse

Der kan foretages to former for analyse for at folge, hvad der sker med stoffet:

DOC og COD

Der foretages dobbeltbestemmelse af DOC-koncentrationerne med kulstofanalysatoren og/eller af COD-vzr-
dierne ifelge reference 2.

Specifik analyse:

Teststofkoncentrationerne bestemmes ved en egnet analysemetode. Nir det er muligt, foretages der en sarlig
bestemmelse af det stof, der er adsorberet p4 slammet.

2. ' DATA OG VURDERING

2.1. Koblingsmetoden
Nér koblingsmetoden anvendes, udregnes den daglige fjernelse, DR, ifalge 1.2.1.

De daglige verdier for fiernelse, DR, korrigeres for den materialeoverfarsel, der skyldes transinokuleringen, og
benzvnes DRc; der benyttes ligning [2] for en tre timers eller ligning [3] for en seks timers middelopholdstid.
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8 100
DRc = — DR - —— 2
c = D - (2]
: 4 100
= — DR - —— 3
DRc 3 3 [3]

Gennemsnittet af DRc-vardierne udregnes samt standardafvigelsen ifelge ligning [4].

L

(DRc - DRc;)?
! (4]

n-1

Spre = i

hvor:

DRc-vardiernes standardafvigelse

SpRe
DRc = gennemsnit af DRc-vrdierne

n antal bestemmelser.

Outliers i DRc-vaerdierne elimineres ved en egnet statistisk fremgangsmade, f.eks. Nalimov (reference 6), p4 95 %
sandsynlighedsniveauet, og gennemsnit og standardafvigelse for DRc-datasattet uden outliers udregnes igen.

Slutresultatet udregnes derefter med ligning [5] som:

—_— tn-l§a
DRe = DRe + ~-=—Sprc (5]

hvor:
t,_1;0 = tabelvardien af t for n veerdipar af E og E og ved en statistisk konfidens pA P (P = 1 —a), hvor P szttes
til 95 % (reference 1). -

Resultatet angives som gennemsnittet med tolerancer pd 95% sandsynlighedsniveauet, den tilsvarende
standardafvigelse og antallet af data i DRc-dataszttet uden outliers samt antallet af outliers, f.eks.:

DRc = 98,6 + 2,3% DOC-fjernelse
4,65 % DOC-fjernelse

I

S

n =18
b’ = antal outliers.
2.2. Metode uden kobling

Enhedernes ydeevne kan kontrolleres pi folgende made:

COD eller DOC i spildevand — COD eller DOC i aflgb 9

COD eller DOC i spildevand 100

procent fjernelse af COD eller DOC =
Den daglige fjernelse kan afbildes grafisk, siledes at det fremgdr, om der er nogen tendenser til f.eks.

tilveenning.

2.2.1. Benyttelse af COD/DOC-bestemmelser

Den daglige procent fjernelse, % DR, udregnes ifelge 1.2.1.

Gennemsnittet af DR-vardierne udregnes samt standardafvigelsen ifelge:

¥ (DR - DR}
Som - 2 (6]
n-1

hvor:

DR;-vardiernes standardafvigelse

w

o

bl
]

gennemsnit i DRj-vardierne

s O
=
it

antal bestemmelser,
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Outliers i DR-vardierne elimineres ved en egnet statistisk fremgangsmade, f.eks. Nalimov (reference 6), piosS %
sandsynlighedsniveauet, og gennemsnit og standardafvigelse for DR-dataszttet uden outliers udregnes igen.

Slutresultatet udregnes derefter med ligning [7] som:
=, W-13@
DR = DR £ TSDR (71
hvor:

t,_130 = tabelvardi af t for n verdipar af E og E og ved en statistisk konfidens p4 P (P = 1 - o), hvor P sattes til
95 % (reference 1).

Resultatet angives som gennemsnittet med tolerancer p4 95% sandsynlighedsniveauet, den tilsvarende
standardafvigelse og antallet af data i DR-dataszttet uden outliers samt antallet af outliers, f.eks.:

DR = (98,6 + 2,3)% DOC-fijernelse
s = 4,65% DOC-fjernelse
n =18
x = antal outliers.
2.2.2. Benyttelse af specifik-analyse

Den procentdel teststof, der elimineres fra den vandige fase (R,,), udregnes ifolge 1.2.2.

3. RAPPORTERING

3.1. Testrapport

Testrapporten skal om muligt indeholde folgende:

— det i tilleg III gengivne skema, der viser arbejdsbetingelserne for testen
— det valgte apparatur (OECD Confirmatory tester eller porous pof)

~— den valgte arbejdsmetode: koblingsmetode eller ej

— form for spildevand: syntetisk spildevand eller husholdningsspildevand. Hyvis der er tale om husholdnings-
spildevand anferes dato og sted for preveudtagning

— anvendt inokulum med dato og sted for pravens udtagning

— angivelse af analysemetoden, hvis der er foretaget specifikke analyser, og en beskrivelse af den
— afbildning af COD- eller DOC-fjernelse mod tiden, herunder indkerings- og vurderingsperiode
— analytisk genfinding af teststoffet som COD eller DOC i stamoplosningen

— afbildning af den procentvise fjernelse af teststof fra den vandige fase mod tiden (indkeringsperiode og
vurderingsperiode), hvis der er foretaget specifikke analyser

— den gennemsnitlige fjernelse af DOC, COD eller teststof samt standardafvigelse udregnes af resultaterne fra
vurderingsperioden, dvs. ndr der er en stabil fjernelse af teststof

— afbildning af aktivslamkoncentration mod tiden

— eventuelle bemarkninger vedrerende -det aktiverede slam (bortkastet overskydende slam, forekomst af
klumpdannelse FeCl; osv.)

— teststofkoncentration benyttet ved testen
- — eventuelle resultater af analyser af slammet
— alle oplysninger og forsegsresultater vedrarende teststoffet og referencestoffer, hvis sddanne er anvendt

— videnskabelige grunde til eventuelle zndringer af fremgangsmaden.
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3.2, Fortolkning af Resultaterne

Hvis den procent teststof, der fjernes fra den vandige fase, er lav, kan de skyldes, at teststoffet hammer
mikroorganismer. Ogsa lysis og tab af slam, som giver uklar supernatant, samt nedsat effektivitet med hensyn til
fiernelse af COD (eller DOC) kan afslore dette.

Undertiden kan fysisk-kemisk adsorption spille en rolle. Forskelle mellem biologisk virkning pd molekylet og
fysisk-kemisk adsorption kan afsleres ved analyse af slammet efter passende desorption.

Der kreves yderligere tests, hvis der skal skelnes mellem bionedbrydning (eller delvis bionedbrydning) og
adsorption. ‘

Det kan gores pa flere forskellige mader, men den mest overbevisende er brug af supernatanten som inokulumi en
basis-sat test (helst respirometrisk test)

Hvis det observeres, at den procentvise fiernelse af DOC eller COD er hegj, skyldes dette bionedbrydning,
hvorimod der ved lave fjernelsesprocenter ikke kan skelnes mellem bionedbrydning og eliminering. Som eksempel
kan nzvnes, at hvis: et opleseligt stof udviser en hej adsorptionskonstant pa 98 %, og der bortkastes 10 %
overskydende slam pr. dag, er en eliminering p3 op til 40 % mulig; hvis der bortkastes 30 % overskydende slam,
kan eliminering p& grund af adsorption p3 og fjernelse sammen med overskydende slam komme op pa 65 %
(reference 4).

Nir der benyttes specifik analyse, m3 man vare opmarksom pd forholdet mellem stoffets struktur og den
benyttede specifikke analyse. I dette tilf2lde kan det observerede fenomen ikke fortolkes som en mineralisering af
stoffet. '
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Tillzg 1

Figur 1

holdetank

A= E = slampumpe

B = doseringspumpe F = opsamlingstank

C = luftningstank (kapacitet 3 1) G = luftningsklods

D = sedimenteringstank H = flowmeter (valgfrit)
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Tilleg 2
Figur 1
Udstyr til bedemmelse af bionedbrydelighed

.
A

I

G
A B E
Iuft
A = holdetank E = opsamlingstank
B = doseringspumpe F = luftningsklods
C = pores luftningsbeholder G = rotameter (valgfrit)
D = ydre vandtzt beholder

Figur 2
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Apparatur

OECD Confirmatory
Porous Pot

Arbejdsmetode

enkelt enhed
koblede enheder
ikke-koblede enheder

Transinokulering

ingen
aktiveret slam
supernatant

Middelopholdstid

tre timer
seks timer

Basisnceringsstof

husholdningsspildevand
syntetisk spildevand

Inokulum

sekundert spildevand
blandet inokulum
aktiveret slam

Tilscetning af teststof

fra starten
trinvis foregelse
efter slamdannelse

Analyse

specifik
COD
DOC

Tilleg 3
Arbejdsbetingelser for simulationstest for aktiveret slam

Der szttes et kryds i hver gruppe
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BIOLOGISK NEDBRYDNING

AKTIVERET SLAM — RESPIRATIONSHAMNINGSTEST

1. METODE

1.1. Indledning

Den beskrevne metode vurderer virkningen af et teststof p4 mikroorganismer ved miling af respirationshastig-
heden under definerede betingelser ved forskellige koncentrationer af teststoffet.

Formdlet med metoden er at give en hurtig screening-metode til identifikation af stoffer, der kan pavirke et aecrobt
mikrobielt rensningsanlag uheldigt, og at indikere passende ikke-hemmende koncentrationer af teststoffer til
anvendelse i bionedbrydelighedstests.

Inden den endelige test kan der udferes en forprave. Den giver oplysninger om det koncentrationsinterval, som skal
anvendes i hovedtesten.

I testen indgar to kontroltests, én i begyndelsen og én i slutningen af testrekken. Desuden ber hvert parti aktiveret
slam ogsa kontrolleres ved brug af et referencestof.

Metoden kan lettest benyttes for stoffer, der p& grund af deres oplosehghed ivand og ringe flygtighed sandsynligvis
vil forblive i vandet.

Det kan for stoffer med begranset opleselighed i testmediet vise sig umuligt at bestemme ECj,.

Resultater, der er baseret pa oxygenoptagelse, kan fore til fe]lslutmnger hvis teststoffet har tendens til at afkoble -
oxidativ phosphorylermg

Det er nyttigt at have felgende oplysninger, nir testen skal foretages:
— vandopleselighed

— damptryk

— strukturformel

— teststoffets renhed.

Anbefaling:

Aktiveret slam kan indeholde potentielt patogene organismer og skal hindteres med forsigtighed.

1.2, Definitioner og enheder

Respirationshastigheden er oxygenforbruget hos mikroorganismer i aerobt spildevandsslam og udtrykkes
almindeligvis i mg O, pr. mg slam pr. time.

Til beregning af et teststofs hemmende virkning i en bestemt koncentration udtrykkes respirationshastigheden
som en procentdel af gennemsnittet af to kontrolrespirationshastigheder:

2R, .
(1 =~ —————) x 100 = % hamning
RC; + RC,
hvor:
R, = oxygenforbruget ved testkoncentrationen af teststoffet,

RC; = oxygenforbruget, kontrol 1,
RC, = oxygenforbruget, kontrol 2.

I forbindelse med denne metode er ECs, den koncentration af teststoffet, hvorved respirationen er 50 % af den,
som kontroltesten viser under de i denne metode beskrevne betingelser.
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1.3 Referencestoffer
Det anbefales at bruge 3,5-dichlorphenol, som vides at hzmme respiration, som referencestof og at teste det for
ECso for hvert parti aktiveret slam for at kontrollere, at slammets folsomhed ikke er unormal.

1.4. Testmetodens princip
Respirationshastigheden i aktiveret slam tilfort en standardmangde syntetisk spildevand miles efter en kontakttid
p4 30 minutter og/eller tre timer. Respirationshastigheden i det samme aktiverede slam ved forskellige
koncentrationer af teststoffet under i avrigt identiske betingelser males ogs4. Teststoffets hemmende virkning ved
en bestemt koncentration udtrykkes som en procentdel af middelrespirationshastigheden i to kontroltests. Der
beregnes en EC;o-vaerdi ud fra bestemmelser ved forskellige koncentrationer.

1.5. Kvalitetskriterier
Testresultaterne er gyldige, hvis:
— respirationshastigheden i de to kontroltests ligger inden for 15% af hinanden
— ECso (30 minutter og/eller tre timer) for 3,5-dichlorphenol ligger inden for det accepterede omrade pa § til

30 mg/1.

1.6. Beskrivelse af testmetoden

1.6.1. Reagenser

1.6.1.1. Oplesninger af teststoffet
Teststofoplesningerne frisklaves ved undersogelsens indledning ved brug af en stamoplesning. En stamoples-
ningskoncentration pi 0,5 g/ er egnet, hvis nedenstiende anbefalede fremgangsmide folges.

1.6.1.2. Oplesning af kontrolstoffet
Der fremstilles som eksempel en 3,5-dichlorphenoloplesning ved at oplese 0,5 g 3,5-dichlorphenol i 10 ml 1 M
NaOH og fortynde med destilleret vand til ca. 30 ml; derefter tilsxttes under omrering 0,5 M H,SO, til det punkt,
hvor udfzldning begynder — der krzves ca. 8 ml 0,5 M H,50, — og endelig fortyndes blandingen med destilleret
vand til 1 1. pH skulle derefter veere omkring 7 til 8.

1.6.1.3. Syntetisk spildevand
Der kan tillaves syntetisk spildevand ved oplesning af folgende mangder stof i 11 vand:
— 16 g pepton
— 11 g kedekstrakt
— 3 gurea
— 0,7 g NaCl
— 0,4 g CaCl,.2H,0
— 0,2 g MgSO,.7H,0
—_ 2,8 g KzHPO4. .
Note 1: Dette syntetiske spildevand er 100 gange s koncentreret som det, der er beskrevet i OECD Technical
Report »Proposed method for the determination of the biodegradability of surfactants used in synthetic
detergents« af 11. juni 1976 med tilsztning af dikaliumhydrogenphosphat.
Note 2: Hvis det fremstillede medium ikke anvendes straks, skal det opbevares i merke ved 0 til 4° C, dog ikke
lzengere end en uge og under forhold som ikke giver anledning til &ndring i sammensztningen.
Medium kan ogs4 steriliseres forud for oplagringen, eller der kan tilszttes pepton og kedekstrakt kort tid for testen
udferes. Umiddelbart for brug blandes omhyggeligt og pH justeres.

1.6.2. Apparatur

Maleapparatur: Det er ikke afgorende, hvordan apparaturet nzrmere er udformet. Der md imidlertid ikke vare
luftmellemrum mellem veske og prop, og sonden skal slutte tzt til kolbens hals.

Der kraves normalt laboratorieudstyr og iszr folgende:

— mdleapparatur

— beluftningsapparatur

— pH-elektrode og -mileudstyr

— Qj-elektrode.
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1.6.3. Forberedelse af inokulum

Som mikrobielt inokulum til testen anvendes aktiveret slam fra et rensningsanlag, der overvejende behandler
husholdningsspildevand.

P& laboratoriet kan grovere praktikler om nedvendigt fiernes ved kort henstand, f.eks. 15 minutter, efterfulgt af
dekantering af det overste lag med finere slampartikler. Alternativt kan slammet anvendes efter blanding i f4
sekunder i blender. Hertil kommer, at slammet ber vaskes med vand (fra hanen) eller en isotonisk oplesning, hvis
hemmende stoffer kan forudses at vare til stede. Efter centrifugering dekanteres supernatanten. fra, hvilket
gentages tre gange.

En mindre mzngde af slammet afvejes og terres. Herudfra kan beregnes den mangde af vadt slam, som skal
suspenderes i vand for at opn4 et aktivt slam med et indhold af faste bestanddele suspenderet i en blandet vaske p4
2til 4 g/1. Dette svarer til en koncentration pa 0,81l 1,6 g/l i testmediet, hvis den nedenfor anbefalede procedure
folges.

Hvis slammet ikke kan anvendes den dag, det er indsamlet, tilszttes der 50 ml syntetisk spildevand til hver liter -
aktiveret slam, der er fremstillet som ovenfor beskrevet; slammet beluftes derefter natten over ved 20 + 2° C. Det
holdes derefter beluftet, indtil det anvendes den folgende dag. Inden anvendelsen kontroleres pH, som om
nedvendigt bufferes til pH 6 til 8. De faste bestanddele, der er suspenderet i den blandede vaske, bestemmes som
beskrevet i foregiende afsnit.

Hvis der er behov for at anvende det samme parti slam de efterfolgende dage (hejst fire dage), tilszttes yderligere
50 ml syntetisk spildevand ved hver arbejdsdags slutning.

1.6.4. Fremgangsmdde
Varighed/kontakttid: 30 minutter 6g/ eller tre‘timer under beluftning
Vand: Drikkevand (om nedvendigt befriet for chlor)
Lufttilfersel: Ren, oliefri luft. Luftgennemstreming 0,5 til 1,0 1/min.
Maleapparatur: Fladbundet kolbe som f.eks. en BOD-kolbe (se figur 1)
Oxygenmiler: . Oxygenelektrode med tilhorende skriver
Nzringsoplesning: Syntetisk spildevand (se ovenfor)
Teststof: Testoplesningen laves frisk ved testens begyndelse
Referencestof: F.eks. 3,5-dichlorphenol (mindst tre koncentrationer)
Kontroltest: Inokuleret prove uden teststof
Temperatur: \ 20 + 2°C.

Nedenfor gives forslag til en eksperimentel procedure, der kan folges for bade testen og referencestoffet i tre-timers
kontaktperioden:

Der anvendes flere beholdere (f.eks. et-liters bagerglas).
Der benyttes mindst fem koncentrationer med et fast koncentrationsforhold pa helst ikke over 3,2.

P4 tidspunktet »O« fortyndes 16 ml af det syntetiske spildevand med vand til 300 ml. Der tilszttes 200 ml af det
mikrobielle inokulum, og hele blandingen (500 ml) hzldes i en forste beholder (forste kontrol C,).

Testbeholderen skal gennemluftes kontinuerligt for at sikre, at oplest ilt (O,) ikke falder under 2,5 mg/1, og at
iltkoncentrationen er i sterrelsesorden 6,5 mg/1 umiddelbart for malingen af respirationshastigheden.

P4 tidspunkt »15 minutter« (15 minutter er et vilkarlige, men bekvemt interval) gentages ovenstiende proces,
bortset fra at der tilszttes 100 ml teststofstamoplosning til de 16 ml syntetisk spildevand, for der tilszttes vand til
300 ml og mikrobielt inokulum til i alt S00 ml. Denne blanding hzldes dernzst i et andet bagerglas og beluftes som
ombhandlet ovenfor. Denne proces gentages med 15 minutters intervaller med forskellige mzngder teststof-
stamoplesning, siledes at der bliver en rzkke beholdere med forskellige koncentrationer af teststoffet. Til slut
fremstilles en anden kontrol (C,). : -
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Efter tre timers forlab males pH, og efter god blanding hzldes en del af den forste beholders indhold over i
maleapparaturet, og respirationshastigheden males over en periode p4 indtil ti minutter.

Denne bestemmelse gentages for hver beholders indhold med 15 minutters intervaller, siledes at kontakttiden for
hver beholder bliver tre timer. )

Referencestoffet testes med hver parti mikrobielt inokulum p4 same méade.

Et andet system (f.eks. mere end én oxygenmaler) vil vare nedvendigt, nar der skal foretages milinger efter
30 minutters kontakt.

Hyvis der kr@ves maling af det kemiske oxygenforbrug, ma der fremstilles andre beholdere, som indeholder
teststof, syntetisk spildevand ég vand, men ikke aktiveret slam.

Oxygenforbruget miles og registreres efter en beluftningstid pa 30 minutter og/eller tre timer (kontakttid).

2. DATA OG VURDERING

Respirationshastigheden beregnes ud fra skriverkurven som mg O;/1 x hmellemca. 6,5 mg O,/l 0g 2,5 mg O,/1,
eller over en ti minutters periode, hvis respirationshastigheden er lav. Den del af respirationskurven, som
respirationshastigheden madles over, skal vare linezr.

Hvis respirationshastighederne i de to kontroltests ikke ligger inden for 15% af hinanden, eller hvis
referencestoffets ECss (30 minutter og/eller tre timer) ikke ligger inden for det accepterede omrade (5 til 30 mg/1
for 3,5-dichlorphenol), er testen ugyldig og ma gentages.

Hazmningsprocenten beregnes ved hver testkoncentration (se 1.2). Hemningsprocenten aftegnes mod koncen-
tration p semilogaritmisk papir (eller probit), og der udledes en ECso-vaerdi. .

95 %-konfidensgrenserne for ECso-vardierne kan bestemmes ved hjxlp af standardprocedurer.

3. RAPPORTERING

3.1. Testrapport

Testrapporten skal om muligt indeholde folgende:
— teststof: data for kemisk identifikation
— testsystem: kilde, koncentration og eventuel forbehandling af det aktiverede slam

— testbetingelser:
— reaktionsblandingens pH fer respirationsmiling
— testtemperatur
— testens varighed
— referencestof og dets milte ECsp

— eventuel abiotisk oxygenoptagelse

— resultater:
— alle malte data
— hzmningskurve og metode til beregning af ECso
— ECjs, 0og om muligt 95 % konfidensgraenser, EC;, og ECso

— alle observationer og eventuelle afgivelser fra denne testmetode, som kan have haft indflydelse pd
resultatet.

3.2, Fortolkning af data

EC;, verdien m4 kun betragtes som vejledende for teststoffets sandsynlige toksicitet for enten spildevandsbe-
handling med aktiveret slam eller mikroorganismer i spildevand, da de komplekse vekselvirkninger, der
forekommer i miljoet, ikke kan simuleres nejagtigt i en laboratorietest. Hertil kommer at teststoffer, som har en
hzmmende effekt pA ammoniak oxidation ogs4 kan give anledning til atypiske hamningskurver. Sddanne kurver
m4 fortolkes med forsigtighed.



Nr. L 133/122 De Europziske Fzllesskabers Tidende 30. 5. 88

4. REFERENCER

(1) International Standard ISO/8192 — 1986.
(2) Broecker, B. and Zahn, R., Water Research 11, 165 (1977).
(3) Brown, D., Hitz, H. R. and Schaefer, L., Chemosphere 10, 245 (1981).

(4) ETAD (Ecological and Toxicological Association of Dyestuffs Manufacturing Industries), Recommended
Method No. 103, ogsi beskrevet af:

(5) B. Robra, Wasser/Abwasser 117, 80 (1976).
(6) W. Schefer, Textilveredlung 6, 247 (1977).
(7) - OECD,; Paris, 1981, Test Guideline 209. Decision of the Council C(81) 30 Final.



30. 5. 88 De Europziske Fzllesskabers Tidende Nr. L 133/123

BIOLOGISK NEDBRYDNING

MODIFICERET SCAS-TEST

1. METODE

1.1. INDLEDNING

Formalet med denne metode er at bedemme den potentielle fuldstzndige bionedbrydelighed af vandoplaselige,
ikke-flygtige organiske stoffer, nar disse udszttes for ret hoje koncentrationer af mikroorganismer over et lengere
tidsrum. I dette tidsrum holdes mikroorganismerne i live ved en daglig tilfersel af naring bestiende af bundfeldet
spildevand. (I forbindelse med weekenden kan spildevandet opbevares ved 49 C, eller det syntetiske spildevand til
OECD’s confirmatory test kan anvendes.)

Der kan finde fysisk-kemisk adsorption sted p4 de suspenderede faste stoffer, og der skal tages hensyn hertil ved
fortolkningen af resultaterne (jf. 3.2).

P4 grund af den flydende fases lange opholdstid (36 timer), og da der med mellemrum tilferes nzringsstoffer,
simulerer testen ikke de normale vilkir i et spildevandsanlaeg. De resultater, der er opndet med forskellige
teststoffer, viser, at denne metode har en hgj bionedbrydningsevne.

De betingelser, der skabes i denne metode, letter i hoj grad selektion og/eller adaptation af mikroorganismer, der
er i stand til at nedbryde teststoffet. (Denne fremgangsmide kan ligeledes anvendes til at at fremstille
akklimatiserede inocula til brug i andre tests.)

I denne test vurderes teststoffernes fuldstzndige bionedbrydelighed ved maling af koncentrationen af oplest
organisk kulstof (DOC). Det ber foretrakkes at bestemme koncentrationen af oplest organisk kulstof efter
oprensning af den sure oplesning snarere end som forskellen mellem total C og uorganisk C.

Ved samtidig brug af en specifik analysemetode kan teststoffets primzre nedbrydning (nedbrydning af en
oprindelige kemiske struktur) vurderes.

Denne metode kan kun anvendes pa organiske teststoffer, som ved den i analysen anvendte koncentration:
— er opleselige i vand (mindst 20 mg oplest organisk kulstof/1)

— har et ubetydeligt damptryk

— ikke er hammende overfor bakterier

— ikke adsorberes vasentligt i testsystemet

— ikke gir tabt ved, at testoplasningen skummer.
Teststoffets indhold af organisk kulstof skal vare bekendt.

Oplysninger om de relative mzngder af teststoffets hovedkomponenter vil vare nyttige for fortolkningen af de
opndede resultater, specielt i de tilfzlde, hvor resultaterne er lave eller marginale.

Oplysninger om stoffets toksicitet for mikroorganismer kan vre nyttige for fortolkningen for lidet signifikante
resultater og for valg af en egnet testkoncentration.

1.2. Definitioner og enheder

C; = koncentration af organisk kulstof i teststoffet, til stede i eller tilsat det bundfzldende spildevand ved
begyndelsen af beluftningsperioden (mg/1)

C

koncentrationen af oplest organisk kulstof i supernatanten ved afslutningen af beluftningsperioden
(mg/1)

C. = koncentrationen af oplest organisk kulstof i kontrollens supernatant ved afslutningen af beluftningspe-
rioden (mg/1). ,

Bionedbrydeligheden defineres i denne test som det organiske kulstofs forsvinden. Bionedbrydningen kan
udtrykkes som:
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1. Den procentvise forsvinden Dy, af den maengde af stoffet, der tilfores dagligt:

Cr-(C,-C
Dda._.__T__(ngloo (1)
T

hvor:

Dy, = nedbrydning/daglig tilforsel.

2. Den procentvise forsvinden Dy af den mangde stof, der er til stede ved hver dags begyndelse:

2Cr + G4 = C = 3C, 4 1) + 3C. i 4 1)
2Ct + C,; - Cs

D,y = x 100 [2(a)]

= w x 100 [2 (b)]
2Ct + (C,-C))

hvor:
D4 = nedbrydning/stof ved dagens begyndelse.

Indekserne i og (i + 1) henviser til testdagen; ligning [2(a)] bar anvendes, hvis spildevandets indhold af oplast
organisk kulstof svinger fra dag til dag, medens ligning [2(b)] kan anvendes, ndr mangden af oplast organisk
kulstof er forholdsvis konstant fra dag til dag.

1.3. Referencestoffer

Ivisse tilfelde kan referencestoffer vzere nyttige ved undersogelsen af et nyt stof. Der kan imidlertid ikke anbefales
noget bestemt referencestof.

Der angives oplysninger om flere forskellige stoffer, der er evalueret ringtests (jf. tilleg 1), forst og fremmest for at
testmetdden af og til kan kalibreres, men ogsa for at resultaterne kan sammenlignes, hvis der anvendes en anden
metode. :

1.4, Testmetodens princip

Aktiveret slam fra et biologisk rensningsanlaeg placeresien semi-kontinuerlig aktiveret slamenhed (semi-continous
activated sludge — SCAS). Teststoffet og bundfzldet husholdningsspildevand tilfores, og blandingen beluftes i 23
timer. Beluftningen indstilles derefter, slammet gives tid til at bundfelde sig, og supernatant vasken fjernes.

Det tilbageblevne slam i beluftningskammeret iblandes dernst en yderligere mangde af teststoffet op
spildevandet, hvorefter cyklusen begynder forfra. :

Bionedbrydning konstateres ved at bestemme indholdet af oplest organisk kulstof i supernatant vasken. Dette
resultat sammenlignes med resultatet af analysen af vasken fra en kontrolenhed, som kun er tilfert bundfzldet
spildevand.

Safremt der anvendes en specifik analysmetode, kan @ndringer i koncentrationen af det oprindelige stof som folge
af bionedbrydningen mailes (primar bionedbrydelighed). ’

1.5. Kvalitetskriterier

Denne metodes reporducerbarhed, baseret p4 fiernelse af oplost organisk kulstof, er endnu ikke fastsliet. (For s3
vidt angar primar bionedbrydning, er der opndet meget nojagtige data for let nedbrydelige stoffer).

Metodens folsomhed afhznger i vid udstrekning af variabiliteten i blindpreven og i mindre grad af den
nojagtighed, hvormed indholdet af oplost organisk kulstof kan bestemmes, eller af vaskens indhold af teststof ved
pabegyndelsen af hver enkelt cyklus.

1.6. Beskrivelse af testproceduren

1.6.1. Forberedelse

Et tilstraekkeligt antal rene beluftningsenheder (i stedet kan den oprindelige 1,5 I SCAS-praveenhed anvendes) og
lufttilfarselsslanger (figur 1) for hvert enkelt teststof og til kontrollen klargeres. Den komprimerede luft, der
tilfores testenhederne, renses med et vatfilter og ber vare fri for organisk kulstof og vare forudmattet med vand, s3
fordampningstab reduceres.

Fra et aktiveret slamanlag der primzrt behandler husholdningsspildevand, tages en prove af blandet vaske,
indeholdende 1 til 4 g suspenderet fast stof pr. liter.
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Til hver beluftningsenhed kraves ca. 150 ml af den blandede vzske.

Stamoplesninger af teststoffet tilberedes i destilleret vand. Den normalt krevede koncentration er 400 mg organisk
kulstof pr. liter hvilket giver en koncentration af teststoffer pd 20 mg/l ved pibegyndelsen af hver
beluftningscyklus, sifremt der ikke finder bionedbrydning sted.

Der kan anvendes hejere koncentrationer, hvis toksiciteten over for mikroorganismerne tillader det.

Slamoplesningernes indhold af organisk kulstof méles.

1.6.2. Testbetingelser
Testen ber foretages ved 20 til 25° C.

Der anvendes en hej koncentration af aerobe mikroorganismer (fra 1 til 4 g suspenderet fast stof pr. liter), og den
effektive opholdstid er 36 timer. Det kulstofholdige materiale i det tilferte spildevand iltes grundigt, sedvanligvis
inden otte timer efter pdbegyndelsen af hver beluftningscyklus. Derefter respirerer slammet endogent i resten af
beluftningsperioden, hvorunder det eneste tilgengelige substrat er teststoffet, medmindre ogsa dette metaboliseres
hurtigt. Disse forhold, kombineret med daglig genpodning af preven nir husholdningsspildevand anvendes som
medium, giver uhyre gunstige betingelser for sdvel akklimatisering som hej grad af bionedbrydning.

1.6.3. Gennemforelsen af testen

Der fremstilles en preve af blandet vaske fra en laboratorieenhed, der overvejende behandler husholdningsspil-
devand eller fra et egnet aktiveret slamanlzg, og praven opbevares under aerobe betingelser indtil anvendelsen i
laboratoriet. Hver beluftningsenhed samt kontrolenheden pafyldes 150 ml (hvis den oprindelige SCAS-test
anvendes, multipliceres de anferte volumener med 10) blandet vaske, og beluftningen pibegyndes. Efter 23 timers
forlgb indstilles beluftningen, og slammet bundfzldes i 45 minutter. Hanen p4 hver kolbe &bnes successivt, og der
udtages 100 ml af supernatant vasken. Der klargeres en prave bundfzldet husholdningsspildevand umiddelbart
for brug, og 100 ml heraf tilszttes det tilbageblevne slam i hver beluftningsenhed. Beluftningen pibegyndes p4 ny.
P2 dette stadium tilszttes intet teststof. Enhederne tilszttes dagligt husholdningsspildevand, men kun indtil det
tidspunkt, hvor bundfzldningen resulterer i en klar supernatant vaske. Dette tager sedvanligvis op til to uger,
hvorefter det oplaste organiske kulstof i supernatant vasken ved afslutningen af hver beluftningscyklus nermer sig
en konstant verdi.

Ved afslutningen af dette tidsrum blandes de forskellige bundfzldede slampraver, og 50 ml af denne blandede
slampreve tilszttes til hver enhed.

Der tilszttes 95 ml bundfzldet spildevand og 5 ml vand til kontrolenhederne, og 95 ml bundfzldet spildevand plus
5 ml af den pigzldende stamoplesning af teststoffet (400 mg/1) til testenhederne. Beluftningen pabegyndes atter og
fortsaettes i 23 timer. Slammet bundfzldes i 45 minutter, og supernatant vasken fjernes og analyseres for oplest
organisk kulstof.

Ovenstdende pafyldnings- og aftapgningsprocedure gentages dagligt under hele testens forlgb.

Inden bundfzldningen kan det vare nedvendigt at rense enhedernes vagge for at forhindre akkumulering af faste
stoffer over vaskens niveau. For at undgs krydskontaminering anvendes der en separat skraber eller berste for hver
enkelt enhed.

Ideelt set ber indholdet af oplest organisk kulstof i supernatant vaskerne bestemmes dagligt, selv om mindre
hyppige analyser kan tillades. Inden analysen filtreres vaskerne gennem vaskede membranfiltre med en
porestorrelse p2 0,45 pm, eller vaskerne centrifugeres. Membranfilter er egnede, hvis der er sikkerhed for, at de
hverken afgiver kulstof eller adsorberer stoffet under filtreringen. Prevens temperatur ma ikke overstige 40° C, s
lenge den er i centrifugen.

Testens varighed er ubestemt for stoffer, der udviser ringe eller ingen bionedbrydning. Erfaringerne viser dog, at
den generelt bor vare mindst tolv uger, men ikke l&ngere end 26 uger.

2. DATA OG EVALUERING

Veardierne for indholdet af oplest kulstof i supernatant vaskerne i testenhederne og i kontrolenhederne afbildes
mod tiden i et koordinatsystem.

Efterhdnden som nedbrydningen skrider frem, vil niveauet i testenheden narme sig niveauet i kontrolenheden. Nir
forskellen mellem de to niveauer er konstant i tre p4 hinanden felgende malinger, gennemfores der et tilstrakkeligt
antal yderligere mélinger til en statistisk behandling af dataene, og den procentvise bionedbrydning af teststoffet
beregnes (Dgy, eller Dy, jf. 1.2).
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3. RAPPORTERING

3.1. Testrapport

Testrapporten skal om muligt indeholde folgende:

— fuldstzndige oplysninger om spildevandets art, om hvilken type enhed der er anvendt samt om forsegsresul-
taterne vedrarende teststoffet, referencestoffet, hvis et sidan er anvendt, og blindpreven

— temperatur
— kurve for det organiske kulstofs forsvinden, med beskrivelse af beregningsmetode (jf. 1.2)

— dato og sted for praveudtagning af aktiveret slam og spildevand, status vedrerende adaptation, koncentration
osv.

— videnskabelige grunde til eventuelle 2ndringer i testproceduren

— underskrift og dato.

3.2. Fortolkning af resultaterne

Eftersom det stof, der kan testes med denne metode, ikke vil vre let bionedbrydeligt, vil enhver forsvinden af
oplest organisk kulstof, som udelukkende skyldes bionedbrydning, normalt forlebe gradvis over dage eller uger,
undtagen i sidanne tilfzlde, hvor akklimatiseringen er pludselig, hvilket fremgar af en abrupt forsvinden efter
nogle uger.

Fysisk-kemisk adsorption kan imidlertid nogle gange spille en betydelig rolle. Dette er tilfzldet, nir der ved
begyndelsen indtrzder en fuldstzndig eller delvis forsvinden af det tilsatte oploste organiske kulstof. Hvad der
derefter sker, afhznger af forskellige faktorer, sisom adsorptionsgraden og koncentrationen af suspenderet fast
stof i det bortkastede spildevand. Forskellen mellem koncentrationen af oplest organisk kulstof i kontrol- og
testenhedernes supernatant vasker oges szdvanligvis gradvis fra den forst indtrufne vaerdi, og denne forskel
forbliver dernast p4 den nye vardi under resten af forseget, medmindre der finder akklimatisering sted.

Nar der skal skelnes mellem bionedbrydning (eller delvis bionedbrydning) og adsorption, er yderligere analyser
pakravet. Dette kan gores p4 flere forskellige mider, men den mest palidelige metode er at anvende supernatant
vasken, eller slam, som podestof i en basisszt test (helst en respirometrisk test). :

Teststoffet, der resulterer i omfattende, ikke adsorptiv forsvinden af oplest organisk kulstof, ber i denne test
betragtes som potentielt bionedbrydelige. Delvis ikke adsorptiv forsvinden tyder p4, at stoffet i hvert fald er
bionedbrydeligt til en vis grad.

Ringe eller ingen forsvinden af oplest organisk kulstof kan skyldes teststoffets hemning af mikroorganismerne.
Dette kan ligeledes afsleres af lysis og tab af slam, hvilket giver uklare supernatant vasker. Testen ber i s4 fald
gentages med anvendelse af en lavere koncentration af teststoffet.

Anvendelsen af en specifik analysemetode eller C-14-mzrket teststof kan give starre folsomhed. Anvendes der et
C-14-teststof, vil genfinding af 1#CO; bekrafte, at der fundet bionedbrydning sted.

Safremt der ligeldes angives resultater for primzr bionedbrydning, bor der om muligt gives en forklaring p4 den
. forandring i den kemiske struktur, der medferer, at det oprindelige teststof ikke kan pavises.

Valideringen af analysemetoden skal anferes sammen med vardierne for blindprovemediet.
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Tilleg 1

SCAS-test: cksempel pa resultater

p Cr c—C b Pg:,cer:itn Tesl:enii
Sto! t < ionedbrydning varighe:
(mg/1) (mg/1) i (dage)
4-acetylaminobenzensulfonat 17,2 2,0 85 40
Tetrapropylenbenzensulfonat 17,3 8,4 51,4 40
4-nitrophenol 16,9 0,8 95,3 40
Diethylen glycol 16,5 0,2 98,8 40
Anilin 16,9 1,7 95,9 40
Cyclopentantetracarboxylat 17,9 3,2 81,1 120
Tilleg 2
Eksempel p3 apparatur
Figur 1
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