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Den Europaiske Unions Tidende L 152/1

(Retsakter, hvis offentliggprelse er obligatorisk)

KOMMISSIONENS DIREKTIV 2004/73/EF

af 29, april 2004

om 29. tilpasning til den tekniske udvikling af Radets direktiv 67/548/ EQF om

tilnsermelse af lovgivning om Kklassificering, emballering og etikettering af farlige stoffer

(EQS-relevant tekst)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPZAISKE FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Europiske Fellesskab,

under henvisning til Rédets direktiv 67/548/EQF af 27. juni 1967 om tilnermelse af
lovgivning om klassificering, emballering og etikettering af farlige stoffer', szrlig artikel 28,

0g

ud fra fglgende betragtninger:

(D

2)

Bilag 1 til direktiv 67/548/E@F indeholder en liste over farlige stoffer samt
retningslinjer for de enkelte stoffers klassificering og etikettering. Denne liste bgr
ajourfgres, sdledes at den ogsd omfatter anmeldte nye stoffer og yderligere
eksisterende stoffer, og de allerede opfgrte stoffer bgr tilpasses til den tekniske
udvikling, ved at der f.cks. fastsattes grensevardier for koncentrationen af visse
stoffer i miljoet. Det er ligeledes ngdvendigt at slette visse stoffer af listen og at
foretage en opdeling af nogle af grupperne, eftersom klassificeringen ikke lengere
gelder for alle stofferne i disse grupper. Etiketteringen af stoffer, der indeholder 1,3-
butadien bgr @ndres, eftersom stoffet vil blive klassificeret som mutagent i henhold til
dette direktiv.

Bilag V til direktiv 67/548/E@F indeholder metoderne til bestemmelse af stoffers og
praparaters fysisk-kemiske egenskaber, toksicitet og gkotoksicitet. Dette bilag bgr
tilpasses, sdledes at antallet af dyr, der anvendes til dyreforsgg, begrenses til et
minimum i overensstemmelse med Radets direktiv 86/609/EQF af 24. november 1986
om indbyrdes tilnermelse af medlemsstaternes love og administrative bestemmelser
om beskyttelse af dyr, der anvendes til forsgg og andre videnskabelige formal”.

"EFT 196 af 16.8.1967, s. 1. Senest @ndret ved Kommissionens direktiv 2001/59/EF (EFT L 225 af 6.8.2001, s. 1).
2 EFT L 358 af 18.12.1986, s. 1. Senest @ndret ved Europa-Parlamentets og Rédets direktiv 2003/65/EF (EUT L 230 af
16.9.2003, s. 32).
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Metoderne til undersggelse af subkronisk oral toksicitet i kapitel B.1, B.4, B.5, B.31
og B.35 bgr derfor @ndres. Endvidere bgr der i bilag V indsattes et kapitel B.42 med
henblik pé at fastsatte en precis metode for undersggelse af subkronisk oral toksicitet.
Endelig bgr der indsattes et kapitel A.21 om fysisk-kemiske egenskaber, et kapitel
B.43 om subkronisk oral toksicitet og kapitlerne C.21 - C.24 om miljgtoksicitet for at
tage hgjde for bestemmelse af egenskaber, der endnu ikke er tilstrakkeligt dekket af
metoderne i bilag V.

3 De i dette direktiv fastsatte foranstaltninger er i overensstemmelse med udtalelse fra
Udvalget for Tilpasning til den Tekniske Udvikling af Direktiverne om Fjernelse af
Tekniske Hindringer for Handelen med Farlige Stoffer og Praparater —

UDSTEDT FOLGENDE DIREKTIV:

Artikel 1
I direktiv 67/548/EQF foretages fplgende endringer:
1) I bilag I foretages folgende @ndringer:
a) note K i forordet affattes som angivet i bilag 1A

b)  stofferne i bilag 1B til dette direktiv erstatter de tilsvarende stoffer i bilg I til
direktiv 67/548/EQF

¢)  stofferne i bilag 1C til dette direktiv indfgjes 1 overensstemmelse med den
rekkefglge, hvori stofferne er opfort i bilag I til direktiv 67/548/EQF

d) stofferne med indeksnummer 604-050-00-X, 607-050-00-8, 607-171-00-6 og
613-130-00-3 udgar

e) stoffet med indeksnummer 048-002-00-0 erstattes af stofferne med
indeksnummer 048-002-00-0 og 048-011-00-X 1 bilag 1D til dette direktiv

) stoffet med indeksnummer 609-006-00-3 erstattes af stofferne med
indeksnummer 609-006-00-3 og 609-065-00-5 1 bilag 1D til dette direktiv

g) stoffet med indeksnummer 612-039-00-6 erstattes af stofferne med
indeksnummer 612-039-00-6 og 612-207-00-9 i bilag 1D.

2) I bilag V foretages fglgende @ndringer:
a)  bilag 2A til dette direktiv indsattes som kapitel A.21
b)  kapitel B.1a affattes som angivet i bilag 2B til dette direktiv
c)  kapitel B.1b affattes som angivet i bilag 2C til dette direktiv
d)  kapitel B.4 affattes som angivet i bilag 2D til dette direktiv
e)  kapitel B.5 affattes som angivet i bilag 2E til dette direktiv

f)  kapitel B.31 affattes som angivet i bilag 2F til dette direktiv
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g)  kapitel B.35 affattes som angivet i bilag 2G til dette direktiv
h)  bilag 2H til dette direktiv indszttes som kapitel B.42 og B.43

1)  bilag 21 til dette direktiv indsattes som kapitel C.21 - C.24.

Artikel 2

1. Medlemsstaterne satter de ngdvendige love og administrative bestemmelser i kraft for
at efterkomme dette direktiv senest den 31. oktober 2005. De tilsender straks Kommissionen
disse bestemmelser med en sammenligningstabel, som viser sammenh@ngen mellem de
pagaldende bestemmelser og dette direktiv. Bestemmelserne skal ved vedtagelsen indeholde
en henvisning til dette direktiv, eller de skal ved offentligggrelsen ledsages af en sédan
henvisning. De n&rmere regler for henvisningen fastsattes af medlemsstaterne.

2, Medlemsstaterne tilsender Kommissionen de vigtigste nationale lovbestemmelser,
som de udsteder pd det omride, der er omfattet af dette direktiv.

Artikel 3
Dette direktiv traeder i kraft pd tyvendedagen efter offentliggorelsen i Den Europeeiske Unions
Tidende.

Artikel 4
Dette direktiv er rettet til medlemsstaterne.

Udfardiget i Bruxelles, den 29. april 2004.

Pd Kommissionens vegne
Margot WALLSTROM
Medlem af Kommissionen
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BILAG 1A
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Note K:

Klassificeringen som kraftfremkaldende eller mutagent kan udelades, séfremt det kan
pdvises, at stoffet indeholder mindre end 0,1 vegtprocent buta-1,3-dien (Einecs-nr. 203-
450-8). Klassificeres stoffet ikke som kreftfremkaldende eller mutagent, skal der i det
mindste anvendes S-sztningerne (2-)9-16. Denne note gelder kun for bestemte
komplekse stoffer fremstillet pd grundlag af olie anfort i bilag L
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A.21. OXIDERENDE EGENSKABER (VASKER)

1. METODE

1.1 INDLEDNING

Formélet med denne metode er madling af veaskers potentiale for forggelse af brandbare stoffers
forbreendingshastighed eller —intensitet, eller deres potentiale for sammen med et brendbart stof at danne
en selvantendelig blanding, nir de to stoffer blandes grundigt. Metoden bygger pd FN's prgve for
oxiderende vasker (1) og er ®kvivalent med denne. Da narverende metode A.21 imidlertid primzrt er
bestemt til at opfylde kravene i direktiv 67/548, kraeves kun sammenligning med ét referencestof.
Forventes prgvningsresultaterne anvendt til andre formadl, kan sammenligning med flere referencestoffer
dog vere rwsdvendig.I

Denne prgve kreves ikke udfgrt, nir det af strukturformlen uden rimelig tvivl fremgdr, at stoffet er ude af
stand til at reagere eksotermt med et breendbart materiale.

Fgr proven udfgres, vil det vare nyttigt at rdde over forelgbige oplysninger om stoffets eventuelle
potentielle eksplosionsfarlighed.

Denne prgve finder ikke anvendelse pd faste stoffer, gasser, eksplosive eller letantendelige stoffer samt
organiske peroxider.

Denne prgve kreves ikke udfert, ndr prgvningsresultater for prgvestoffet foreligger fra FN-prgven for
oxiderende vasker (1).

1.2 DEFINITIONER OG ENHEDER

Den gennemsnitlige trykstigningstid er gennemsnitsvardien af de ved prgvningen foretagne mdlinger af
den tid, det tager proveblandingen at frembringe en trykstigning fra 690 kPa til 2070 kPa over
atmosferetrykket.

1.3 REFERENCESTOF

Som referencestof anvendes 65 % (w/w) salpetersyre (analytisk kvalitet).2
Hvis forsggslederen forventer, at prgveresultaterne senere kan taenkes anvendt til andre formdl,' kan ogsa
andre referencestoffer om gnsket afpr;zives.3

1.4 PROVNINGSMETODENS PRINCIP

Prgvevaesken blandes med fibercellulose i masseforholdet 1:1 og overfgres til en trykbeholder.
Forekommer der under blanding eller overfgring selvantendelse, er yderligere prgvning ungdvendig.

Hvis selvantzndelse ikke opstdr, gennemfgres hele prgven. Blandingen opvarmes i en trykbeholder, og
gennemsnitstiden for en trykstigning fra 690 kPa til 2070 kPa over atmosferetrykket beregnes. Resultatet
sammenholdes med den gennemsnitlige trykstigningstid for blandingen af referencestof og cellulose i
forholdet 1:1.

1.5 KVALITETSKRITERIER

I en serie bestiende af fem forsgg pd samme stof md ingen resultater afvige mere end 30% fra det
aritmetiske gennemsnit. Resultater, som afviger over 30% fra gennemsnittet, skal kasseres, blandings- og
péfyldningsproceduren forbedres, og prgvningen gentages.

! Som f.eks. i rammerne af FN's transportregulativer.
2 Syren skal inden prgven titreres for at bekraefte dens styrke.
*F.eks. anvendes i ref. 1 50 % (w/w) perchlorsyre og 40 % (w/w) natriumchlorat.
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1.6 BESKRIVELSE AF METODEN
1.6.1 Forberedelse
1.6.1.1 Braendbart stof

Tgrret fibercellulose med fiberlengde mellem 50 og 250 um og gennemsnitsdiameter 25 um anvendes som
breendbart stof.* Dette tgrres til konstant vaegt i et hgjst 25 mm tykt lag ved 105 °C i 4 timer og opbevares i
exsikkator med tgrremiddel, indtil det er afkglet og klart til brug. Vandindholdet i den tgrrede cellulose
skal veere under 0,5 % pd tgr massebasis”. Om ngdvendigt forlenges tgrretiden for at opnd dette. % Der skal
anvendes cellulose fra samme batch under hele prgven.

1.6.1.2 Apparatur
1.6.1.2.1 Trykbeholder

Prgvningen skal udfgres med en trykbeholder. Beholderen er en cylindrisk trykbeholder af stdl med lengde
89 mm og @ udv. 60 mm (se fig. 1). To modstiende flader af beholderen er bearbejdet (sledes at
beholderens tversnit er reduceret til 50 mm) for at lette fastholdelsen under montering af tendrgr og
udluftningsprop. Beholderen, hvis boring er @ 20 mm, er indvendigt falset i hver ende til en dybde af 19
mm og forsynet med gevind til isetning af 17 britisk standardrgr (BSP) eller tilsvarende metrisk stgrrelse.
Et trykudtag i form af et sidergr er skruet ind i beholderens hvaelvede overflade 35 mm fra den ene ende og
i en vinkel pd 90° med de de bearbejdede overflader. Til montering af sidergret er udfgrt en 12 mm dyb
boring med gevind til 1/2” BSP (eller tilsvarende metrisk stgrrelse) pd enden af sidergret. Om ngdvendigt
anvendes en pakning af inaktivt materiale for at sikre gastet samling. Grenrgret rager 55 mm uden for
trykbeholderens hus og har en boring pd 6 mm. Enden af sidergret er falset og forsynet med gevind for
tilslutning af tryktransducer af membrantypen. Enhver trykméleanordning kan anvendes, forudsat at den
ikke pavirkes af de varme gasser eller nedbrydningsprodukter og reagerer pd en trykstigning pd 690-2070
kPa inden for hgjst 5 ms.

Den ende af trykbeholderen, som er lengst fra sidergret, lukkes med et tendrgr, som er monteret med to
elektroder, hvoraf den ene er isoleret fra rgrets hus, og den anden er jordforbundet til huset. Den modsatte
ende af trykbeholderen lukkes med en sprengskive (sprangningstryk ca. 2200 kPa), som fastholdes af en
taseprop med boring @ 20 mm. Om ngdvendigt anvendes til tendrgret en pakning af inaktivt materiale for
at sikre gastet samling. Et stativ (fig. 2) holder enheden i korrekt stilling under brug. Stativet bestir
sedvanligvis af en fod af blgdt stdl med malene 235 mm x 184 mm x 6 mm og et 185 mm langt stykke
firkantet hulprofil 70 mm x 70 mm x 4 mm.

I den ene ende af hulprofilen bortskeres en del af hver af to modstéende sider, séledes at man opndr en
struktur, som har to ben med flade sider og opadtil fortsatter i et 86 mm langt stykke intakt kasseprofil.
Enderne af disse flade sider skeeres af i en vinkel pd 60° med det vandrette plan og svejses fast pa
fodpladen. [ den ene side af fodstykkets gverste ende foretages en 22 mm bred og 46 mm dyb udfresning,
som giver plads til sidergret, nir trykbeholderen med tendrgret fgrst senkes ned i kasseprofilstativet.
Forneden pé kasseprofilens indvendige overflade fastsvejses et stykke stil med bredde 30 mm og tykkelse
6 mm, der fungerer som afstandsstykke. Til fastholdelse af trykbeholderen anvendes to 7 mm fingerskruer,
som sidder i skruehuller i den modstiende flade. Nedefra stgttes trykbeholderen af to 12 mm brede bind af
6 mm tykt stdl, fastsvejst pa sidestykkerne, som ligger op ad kasseprofilens nederste ende.

4 f.eks. Whatman celtulosepulver til sgjlekromatografi CF 11, katalog nr. 4021 050
3 Bekreftet ved (f.eks.) Karl-Fisher titrering
% Alternativt kan dette vandindhold ogsd opnis (f.eks.) ved opvarmning til 105 °C under vakuum i 24 h
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1.6.1.2.2 Twndsystem

Tendsystemet bestdr af en 25 cm lang Ni/Cr ledning @ 0,6 mm med en modstand pd 3,85 ohm/m.
Ledningen er spiralviklet ved hjelp af en stang @ 5 mm og fastgjort til teendrgrets elektroder. Spiralen skal
veere udformet pd en af de i fig. 3 viste mider. Afstanden fra beholderens bund til tendspolens underside
skal vere 20 mm. Er elektroderne ikke justerbare, skal enderne af tandtrdden mellem spolen og
beholderens underside vere isoleret med en keramisk foring. Ledningen opvarmes af en konstant
strgmforsyning, som kan yde mindst 10 A.

1.6.2 Provens udfgrelse’

Apparatet, komplet med tryktransducer og opvarmningssystem, men uden sprengskive, anbringes
understgttet med tendrgret nedad. I et begerglas blandes 2,5 g af prgvevasken med 2,5 g tgrret cellulose
ved hjeelp af en glasspatelx. Men blandingen finder sted, skal der vaere anbragt sikkerhedsskerm mellem
operatgren og blandingen. Hvis der under blanding eller overfgring sker selvantandelse, er yderligere
provning ungdvendig. Blandingen péfyldes trykbeholderen i smd portioner ved at banke let, idet man
sgrger for at blandingen pakkes tet omkring tendspolen og har god kontakt til denne. Det er vigtigt at
spolen ikke forvrides under denne pakkeproces, da prgvningen ellers kan give forkerte resultater”.
Sprengskiven s@ttes pd plads, og laseproppen skrues forsvarligt fast. De fyldte beholder overfgres til
stgttefoden med sprengskiven opad; stgttefoden skal anbringes i et passende armeret stinkskab eller en
brandcelle. Strgmforsyningen tilsluttes tendrgrets udvendige klemmer, og der péfgres 10 A. Tiden fra
sammenblandingen pabegyndes til strammen sluttes md ikke overstige 10 minutter.

Tryktransducerens signal registreres pé& et passende system, hvormed den opndede trykprofil bdde kan
vurderes og optegnes permanent (f.eks. en transientoptager koblet til en punktskriver). Blandingen
opvarmes, indtil spraengskiven brydes, eller til der er géet mindst 60 s. Hvis spraengskiven ikke brydes,
lader man blandingen atkgle, for apparatet forsigtigt adskilles, efter at der er truffet forholdsregler over for
eventuelt overtryk.Der udfgres fem prgver med prgvestof og referencestof(fer). Den tid, det tager trykket at
stige fra 690 kPa til 2070 kPa over atmosferetrykket, noteres. Den gennemsnitlige trykstigningstid
beregnes.

[ visse tilfelde kan et stof frembringe en trykstigning (for hgj eller for lav), som skyldes kemiske
reaktioner, der ikke karakteriserer stoffets oxiderende egenskaber. I si fald kan det vaere ngdvendigt at
gentage prgven med et inaktivt stof, f.eks. diatoméjord (kiselgur), i stedet for cellulose for at klarlegge
reaktionens art.

! Blandingen af oxiderende stoffer og cellulose skal behandles som eksplosionsfarlig og hdndteres med tilbgrlig

forsigtighed.

81 praksis kan dette ggres ved at man fremstiller en 1:1 blanding af prgvevaske og cellulose i stgrre mangde end

ngdvendigt til prgven og overfgrer 5 £ 0,1 g til trykbeholderen. Blandingen skal veere frisk fremstillet til hver prgvning.
Navnlig md spolens naboviklinger ikke rgre hinanden.
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2 DATA
Trykstigningstider for bide prgvestof og referencestof(fer).
Trykstigningstider for eventuelle prgver udfert med inaktivt stof.
2.1 BEHANDLING AF RESULTATER

De gennemsnitlige trykstigningstider for prgvestof og referencestof(fer) beregnes.
Den gennemsnitlige trykstigningstid for eventuelle prgver udfgrt med inaktivt stof beregnes.

[ tabel 1 er givet nogle eksempler pd resultater

Tabel 1
Eksempler pé resultater @

Gennemsnitlig trykstigningstid

Inaktivt stof
Vand:cellulose

Stof © for en 1:1 blanding
med cellulose
(ms)
Ammoniumdichromat, mattet vandig oplgsning 20800
Calciumnitrat, mettet vandig oplgsning 6700
Ferrinitrat, mattet vandig oplgsning 4133
Lithiumperchlorat, mettet vandig oplgsning 1686
Magnesiumperchlorat, mattet vandig oplgsning 777
Nikkelnitrat, mattet vandig oplgsning 6250
Salpetersyre, 65 % 47679
Perchlorsyre, 50 % 1219
Perchlorsyre, 55 % 59
Kaliumnitrat, 30 % vandig oplgsning 26690
Sglvnitrat, meettet vandig oplgsning -
Natriumchlorat, 40 % vandig oplgsning 25559
Natriumnitrat, 45 % vandig oplgsning 4133

_b)

a)Gennemsnitsveerdi af sammenlignende laboratorieprgvninger

b)Det maksimale tryk 2070 kPa ikke ndet
c)Mettede oplgsninger skal fremstilles ved 20 °C

d)Vedrgrende FN-transportklassifikation henvises til ref. (1),
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3 RAPPORT

3.1 PROVNINGSRAPPORT
Prgvningsrapporten skal indeholde fglgende oplysninger:

— det afprgvede stofs identitet, sammensztning, renhed mv.;

— prgvestoffets koncentration;

— metode benyttet til tgrring af den anvendte cellulose

— vandindholdet 1 den anvendte cellulose

— madleresultaterne;

—resultater af eventuelle prgvninger med inaktivt stof;

— beregnede gennemsnitlige trykstigningstider;

—eventuelle afvigelser fra denne metode og begrundelsen derfor;

—alle supplerende oplysninger og bemarkninger, som er relevante for fortolkningen af resultaterne.

3.2 FORTOLKNING AF RESULTATERNE'"
Prgvningsresultaterne bedgmmes pé grundlag af:
a) om blandingen af prgvestof og cellulose selvant@nder, og

b) sammenholdelse af den gennemsnitlige tid, der géir til en trykstigning fra 690 kPa til 2070 kPa, med
den tilsvarende vaerdi for referencestoffet (-stofferne).

Et vaeskeformigt stof anses for oxiderende, nér:

a) en blanding af stoffet og cellulose 1 masseforholdet 1:1 selvantender, eller

b) den gennemsnitlige trykstigningstid af en blanding af prgvestoffet og cellulose i masseforholdet 1:1
hgjst er lig den gennemsnitlige trykstigningstid for en blanding af 65 % (w/w) vandig salpetersyre og

cellulose i masseforholdet 1:1.

For at undgd falske positive resultater md bedgmmelsen af resultaterne om ngdvendigt ogsd inddrage
resultaterne af prgvning af stoffet med inaktivt materiale.

4 HENVISNINGER

Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Manual of Tests and Criteria. 3. reviderede
udgave. FN publikation nr: ST/SG/AC.10/1 1/rev. 3, 1999, side 342. Test O.2: Test for oxidizing liquids.

10 Vedrgrende fortolkning af resultater med brug af flere referencestoffer i henhold til FN's transportregulativer henvises
til ref. 1.
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Fig. 3
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1.1

1.2

B.1 A. AKUT ORAL TOKSICITET - FASTDOSISMETODEN

METODE

Denne forsggsmetode svarer til OECD TG 420 (2001)

INDLEDNING

[ traditionelle metoder til bestemmelse af akut giftighed anvendes dyrenes dgd som effektparameter. 1 1984 foreslog British
Toxicology Society en ny metode til bestemmelse af akut giftitghed, baseret pd administration af stoffet i en reekke faste
dosisniveauer (1). Med denne metode undgik man at anvende dyrenes dgd som effektparameter, men stgttede sig i stedet til
observation for tydelige tegn pé toksicitet ved et af en raekke faste dosisniveauer. Efter in vivo validering, dels i1 Det
Forenede Kongerige (2), dels internationalt (3), blev metoden indfgrt som forsggsmetode i 1992. Efterfplgende er de
statistiske egenskaber af fastdosismetoden evalueret ved hjelp af matematiske modeller i en reekke undersggelser (4)(5)(6).
Tilsammen har in vivo underspgelser og modelforsgg vist, at metoden er reproducerbar, kraever ferre dyr og medfgrer ferre
lidelser end traditionelle metoder, og at den ggr det muligt at rangordne stofferne pa tilsvarende méde som andre metoder
til bestemmelse af akut giftighed.

Vejledning i valg af den mest hensigtsmassige forsggsmetode til et givet formdl kan findes i Guidance Document on Acute
Oral Toxicity Testing (7). Samme dokument indeholder desuden supplerende oplysninger om udfgrelse og fortolkning af
forsgg efter metode B.1A.

Undersggelsens princip indebarer, at der i hovedundersggelsen kun anvendes moderat toksiske doser, og at man undgér at
administrere doser, som forventes at vere dgdelige. Ligeledes undgér man at administrere doser, der vides at medfgre udtalt
smerte og lidelse pga. ®tsende eller stzrkt irriterende virkning. Dyr, som er moribunde, har tydelige smerter eller viser tegn
pd sveere og vedvarende lidelser, skal aflives humant og betragtes ved fortolkningen af forsggsresultaterne pd samme made
som dyr, der er dgde under forsgget. Kriterierne for aflivning at moribunde eller sterkt lidende dyr samt vejledning i at
fastsla forudsigelig eller forestiende dgd er genstand for en serskilt vejledning (8).

Metoden giver oplysninger om de farlige egenskaber og ggr det muligt at rangordne og klassificere stofferne efter det
globale harmoniserede system (GHS) til klassificering af kemiske stoffer med akut toksisk virkning (9).

Testlaboratoriet bgr inden forsggets udfgrelse gennemgd alle foreliggende oplysninger om teststoffet. Sddanne oplysninger
omfatter stoffets identitet og kemiske struktur, dets fysisk-kemiske egenskaber, resultaterne af andre in vitro eller in vivo
toksicitetsundersggelser af stoffet, toksikologiske data for strukturelt beslegtede stoffer, samt stoffets forventede
anvendelse(r). Disse oplysninger er ngdvendige for til alle parters tilfredshed at godtggre, at forsgget har betydning for
beskyttelsen af menneskers sundhed, og vil desuden vare nyttige ved valg af passende startdosis.

DEFINITIONER

Akut oral toksicitet, de sundhedsmassigt ugnskede virkninger, som optraeder efter oral indgift af en enkelt dosis af et
teststof eller efter flere doser indgivet i Igbet af 24 timer.

Forsinket dgd, det forhold, at dyret ikke inden for 48 timer dgr eller fremtraeder moribund, men dgr senere inden for den 14
dage lange observationsperiode.

Dosis, den mangde teststof, som indgives. Dosis angives som vegtmangde teststof pr. vegtenhed forsggsdyr (f.eks.
mg/kg).

Synlig toksicitet, et generelt udtryk, som angiver klare tegn pa toksicitet efter indgift af teststoffet (eksempler herpé findes i
(3)), saledes at der ved den nesthgjeste faste dosis enten kan forventes svere smerter og vedvarende tegn pd svere lidelser,
moribund status (kriterier herfor er beskrevet i Humane Endpoints Guidance Document (8), eller stgrstedelen af dyrene
forventes at dg.
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GHS, Globally Harmonised Classification System for Chemical Substances and Mixtures. Et falles projekt mellem OECD
(sundhed og miljg), FN's ekspertudvalg vedrgrende transport af farligt gods (fysisk-kemiske egenskaber) og ILO
(faremerkning og -angivelse), koordineret af Interorganisation Programme for the Sound Management of Chemicals
(IOMC).

Overhengende dgd, det forhold, at moribund tilstand eller dgd forventes at indtreffe inden naste planlagte
observationstidspunkt. Som tegn pa denne tilstand i gnavere kan naevnes kramper, sideleje, liggende stilling og tremor.

LDsy (middel letaldosis), den statistisk beregnede enkeltdosis af et teststof, som ved oral indgift kan forventes at medfgre
dgden hos 50 % af dyrene. LDs¢-vardien angives som vegtmangde teststof pr. vegtenhed kropsvaegt af forsggsdyret.

Graensedosis, en dosis, som danner gvre grense for testen (2000 eller 5000 mg/kg).

Moribund tilstand, en tilstand, hvor dyret er dgende eller ikke vil overleve, selv om det behandles (se nermere i Humane
Endpoint Guidance Document (8)).

Forudsigelig dgd, tilstedeverelse af kliniske tegn, som antyder, at dgden vil indtreffe pa et kendt tidspunkt fgr forspgets
planlagte afslutning, f.eks. at dyret er ude af stand til at bevaege sig hen til vand eller fgde (se nermere i Humane Endpoint
Guidance Document (8)).

1.3 PRINCIP FOR TESTMETODEN

Grupper af dyr af samme kgn modtager trinvis stigende faste doser pd 5, 50, 300 og and 2000 mg/kg (undtagelsesvis kan
anvendelse af en yderligere fast dosis pd 5000 mg/kg overvejes, se punkt 1.6.2). Pd grundlag af en forundersggelse vaelges
begyndelsesdosis som den dosis, der forventes at frembringe nogen tegn pa toksicitet uden at medfgre sver toksisk effekt
eller dgdelighed. De kliniske tegn og forhold, der er forbundet med smerte, lidelse og forestiende dgd, er detaljeret
beskrevet i en separat OECD-vejledning (8). Yderligere grupper af dyr kan behandles med hgjere eller lavere faste doser.
Denne procedure fortsattes, indtil man har fastlagt den dosis, som medfgrer synlig toksicitet eller hgjst €t dgdsfald, eller der
ikke ses nogen effekt af den hgjeste dosis, eller der optreeder dgdsfald ved den laveste dosis.

1.4 BESKRIVELSE AF TESTMETODEN
1.4.1 Valg af dyreart

Den foretrukne gnaverart er rotter, men en anden gnaverart kan anvendes. Sedvanligvis anvendes hundyr (7). Baggrunden
herfor er, at litteraturundersggelser at konventionelle LDso-forsgg viser, at de to kgn seedvanligvis ikke udviser stor forskel i
felsomhed, men hvis der er forskel, er hundyr sedvanligvis lidt mere fglsomme end handyr (10). Foreligger der imidlertid
for strukturelt besiegtede stoffer oplysninger om toksikologiske eller toksikokinetiske egenskaber, som tyder p4, at hanner
ma forventes at vaere mere fglsomme end hunner, bgr handyr anvendes. Udfgres forsgget i hanner, skal fyldestggrende
begrundelse herfor gives.

Der anvendes raske unge dyr af sedvanligt benyttede laboratoriestammer. Hundyrene md ikke have fgdt og mé ikke vere
dregtige. Hvert dyr skal ved doseringens begyndelse vere mellem 8 og 12 uger gammelt, og dets vaegt afvige hgjst + 20 %
fra gennemsnitsvaegten af eventuelle tidligere behandlede dyr.

1.4.2 Opstaldning og fodring

Temperaturen i fforsggsdyrsrummet skal veere 229C (+ 3°C). Den relative luftfugtighed skal vare mindst 30 % og bgr ikke
vaere over 70 % bortset fra under renggring af rummet, men 50-60 % bgr tilstrebes. Belysningen skal vere kunstig
bestdende af 12 timers lys og 12 timers mgrke. Som foder kan anvendes sadvanligt laboratoriefoder med fri adgang til
drikkevand. Dyrene i en given dosisgruppe kan vere anbragt i samme bur, men antallet af dyr i buret mé ikke bevirke, at det
er vanskeligt at observere de enkelte dyr.
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Dyrene udtages pd tilfeldig mide, markes, sd de enkelte dyr kan identificeres, og holdes i burene i mindst 5 dggn forud for
doseringen, s de kan akklimatisere sig til forsggsbetingelserne.

1.44 Tilberedning af doser

Sedvanligvis bgr teststoffet administreres i samme volumen pd alle de anvendte dosisniveauer, idet man varierer
koncentrationen i praeparatet. Nir det ferdige testpraeparat eller den feerdige testblanding er flydende, kan anvendelse af
ufortyndet teststof, dvs. med konstant koncentration, vere mest relevant for den efterfplgende risikovurdering af stoffet, og
nogle myndigheder stiller da ogsa krav herom. I begge tilfeelde mé det maksimale volumen for indgift ikke overskrides. Den
maksimale vaskemangde, som kan indgives ad gangen, athenger af forsggsdyret stgrrelse. Til gnavere md rumfanget
normalt ikke overskride 1 ml/100 g kropsvaegt, ved vandige oplgsninger kan det dog overvejes at anvende 2 ml/100 g
kropsvaegt. Ved formulering af doseringspreparatets anbefales det s& vidt muligt at benytte en vandig
oplgsning/suspension/emulsion, efterfulgt (i prioriteret raekkefglge) af en oplgsning/suspension/emulsion i olie (f.eks.
majsolie) og derefter eventuelt en oplgsning i andre vehikler. For andre vehikler end vand skal vehiklets toksiske
egenskaber vare kendt. Doserne skal tilberedes kort fgr indgift, medmindre praparatets holdbarhed inden for
anvendelsesperioden kendes og er godtgjort at veere tilfredsstillende.

1.5 FREMGANGSMADE
1.5.1 Administration of doserne

Teststoffet indgives som enkeltdosis med gastrisk sonde eller et passende intubationsrgr. Kan den pigeldende stofmangde
ikke indgives som enkeltdosis, kan den undtagelsesvis indgives opdelt i f& enkelte dele af den samlede dosis over en periode
pd hgjst 24 timer.

Dyrene skal veere fastende inden doseringen (f.eks. skal rotter natten over ikke have foder, men adgang til vand; mus skal i
3-4 timer ikke have foder, men adgang til vand). Efter fasteperioden vejes dyrene, og teststoffet indgives. Nar stoffet er
indgivet, kan dyrene unddrages fgde i yderligere 3-4 timer for rotter og 1-2 timer for mus. Nar en dosis indgives delt over et
vist tidsrum, kan det athengigt af dette tidsrum veere ngdvendigt at give dyrene foder og adgang til vand.

1.52 Forundersggelse

Forundersggelsen har til formél at bestemme en passende startdosis i hovedundersggelsen. Teststoffet indgives sekventielt
til de enkelte dyr som angivet i skemaerne i bilag 1. Forundersggelsen afsluttes, nir det kan afggres, hvilken startdosis der
skal anvendes i hovedundersggelsen (eller ndr der er et dgdsfald ved den laveste faste dosis).

Startdosis til forundersggelsen vaelges blandt de faste dosisniveauer 5, 50, 300 og 2000 mg/kg som den dosis, der forventes
at medfgre synlig toksicitet, om muligt baseret pd dokumentation i form af in vivo og in vitro data for samme kemiske stof
og for strukturelt beslegtede stoffer. [ mangel af sddanne oplysninger anvendes en startdosis pd 300 mg/kg.

Doseringerne af de enkelte dyr finder sted med et interval pd mindst 24 timer. Alle dyr observeres i mindst 14 dage.

Undtagelsesvis, og kun ndr det kan begrundes konkret ud fra myndighedsregler, kan det overvejes at anvende et
supplerende hgjeste fast dosisniveau pd 5000 mg/kg (se bilag 3). Af dyrevelfeerdsmessige grunde anbefales det at undgd
testning i omridet svarende til 2000-5000 mg/kg i GHS kategori 5, og dette bgr kun overvejes, nr det er overvejende
sandsynligt, at resultaterne af et sddant forsgg have direkte relevans for beskyttelsen af menneskers eller dyrs sundhed eller
miljget.
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Hvis et dyr dgr ved den laveste faste dosis (5 mg/kg) i forundersggelsen, er fremgangsmaden normalt at standse forspget og
indplacere stoffet i GHS kategori | (som vist i bilag 1). Hvis klassificeringen kraeves n®rmere bekreftet, kan man dog
frivilligt veelge folgende supplerende procedure: Endnu et dyr doseres med 5 mg/kg. Hvis dette dyr dgr, vil det bekrefte
GHS kategori 1, og undersggelsen standses straks. Hvis dyret overlever, kan yderligere hgjst tre dyr behandles med 5
mg/kg. P4 grund af den hgje dadsrisiko bgr disse dyr af dyrevelferdsmassige grunde doseres sekventielt. Tidsrummet
mellem doseringen af de enkelte dyr skal veere tilstraekkeligt til at fastsld, at det foregdende dyr mé forventes at overleve.
Indtreeffer der endnu et dgdsfald, skal doseringen straks indstilles, og ingen yderligere dyr doseres. Da optreeden af endnu et
dgdsfald (uanset det testede antal dyr p& ophgrstidspunktet) falder ind under udfald A (2 eller flere dgdsfald), fglger man
klassificeringsreglen i bilag 2 ved fast dosis 5 mg/kg (dvs. kategori 1, hvis der er 2 eller flere dgdsfald, og kategori 2 hvis
der er hgjst 1 dgdsfald). Derudover indeholder bilag 4 vejledning i, hvordan man foretager klassificeringen i EU's system,
indtil det nye GHS er indfgrt.

1.5.3 Hovedundersggelsen
1.5.3.1 Antal dyr og dosisniveauer

De enkelte trin, der skal fglges efter testning ved startdosis, er angivet i skemaerne i bilag 2. Der skal valges en af fglgende
tre muligheder: Enten afbrydelse af forsgget og tilordning af stoffet til den pageldende fareklasse, eller testning ved et
hgjere fast dosisniveau, eller testning ved et lavere fast dosisniveau. Af hensyn til dyrenes beskyttelse vil et dosisniveau, der
medfgrte dgd i forundersggelsen, ikke blive gentaget i hovedundersggelsen (se bilag 2). Erfaringen viser, at det mest
sandsynlige udfald ved startdosisniveauet er, at stoffet kan klassificeres, uden at yderligere testning er ngdvendig.

For hvert af de undersggte dosisniveauer vil der normalt blive anvendt i alt fem dyr af ét kgn. De fem dyr bestdr af det dyr
fra forundersggelsen, som blev doseret ved det valgte dosisniveau, samt yderligere fire dyr (undtagen ndr et af
hovedundersggelsens dosisniveauer undtagelsesvis ikke indgik i forundersggelsen).

Tidsintervallet mellem doseringerne pd hvert niveau bestemmes ud fra de toksiske symptomers inds@tten, varighed og
sveerhed. Behandlingen af dyrene ved naste dosering skal vente, indtil det kan antages, at de tidligere doserede dyr vil
overleve. Det anbefales, at man om ngdvendigt lader gi 3-4 dage mellem doseringerne pd hvert dosisniveau for at f& den
ngdvendige tid til at iagttage en eventuel forsinket toksisk virkning. Tidsintervallet kan korrigeres til en passende stgrrelse,
f.eks hvis den opnéede respons er inkonklusiv.

Overvejes det at anvende en fast hgjeste dosis pd 5000 mg/kg, fglger man proceduren i bilag 3 (se ogsd punkt 1.6.2).
1.53.2 Grensetest

Greensetesten anvendes fortrinsvis i situationer, hvor forsggslederen har oplysninger om, at teststoffet méa forventes at vere
atoksisk, dvs. kun er toksisk i doser over de gransedoser, der er fastsat i bestemmelserne. Oplysninger om teststoffets
giftighed kan fas ud fra viden om tilsvarende testede stoffer eller tilsvarende testede blandinger eller produkter, idet der
tages hensyn til art og procentuelt indhold af de stoffer, der vides at vaere af toksikologisk betydning. Nir der foreligger fa
eller slet ingen oplysninger om teststoffets toksicitet, eller nir stoffet forventes at vaere toksisk, skal hovedundersggelsen
udfgres.

Néar den normale fremgangsméde fglges, vil en startdosis ved forundersggelsen pd 2000 mg/kg (eller undtagelsesvis 5000
mg/kg) efterfulgt af en dosering af fire yderligere dyr tjene som graensetest med henblik pd denne guideline.

1.6 OBSERVATIONER

Efter doseringen iagttages dyrene enkeltvis mindst én gang i de fgrste 30 minutter, og periodisk de fgrste 24 timer, under
seerlig opmeaerksomhed de fgrste 4 timer, derefter dagligt, gennem i alt 14 dage, bortset fra tilfzelde, hvor dyrene mé tages ud
af undersggelsen og aflives humant af dyrevelferdsmassige grunde eller findes dgde. Imidlertid bgr observationsperioden
ikke fastsattes ufravigeligt. Den bgr fastlegges ud fra de toksiske reaktioners indsatten og restitutionsperiodens lengde og
kan sdledes forlenges, ndr det skgnnes ngdvendigt. Tidspunkterne for toksiske symptomers inds@tten og forsvinden er
vigtige, navnlig hvis der er tendens til forsinkede toksiske symptomer (11). Alle observationer registreres systematisk, og
der fgres individuel protokol for hvert dyr
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1.6.1

1.6.2

3.1

Viser dyrene fortsat tegn pd toksicitet, vil supplerende observationer vere ngdvendige, Observationerne skal omfatte
forandringer i hud, pels, gjne og slimhinder, respirationssystem, kredslgb, autonome nervesystem og centralnervesystem,
samt somatomotorisk aktivitet og adfeerdsmgnster. Man skal vare opmearksom pd, om der kan iagttages tremor, kramper,
spyttldd, diarré, slgvhed, sgvn og coma. De principper og kriterier, der er sammenfattet i Humane Endpoints Guidance
Document, skal ligeledes tages i betragtning (8). Dyr, som findes at veere moribunde, og dyr, som udviser svere smerter
eller vedvarende tegn pd svere lidelser, skal aflives humant. Nér dyr aflives af humane grunde eller findes dgde, skal
dgdstidspunktet registreres sd ngjagtigt som muligt

Kropsvaegt

Vegten af hvert enkelt dyr bestemmes kort f@r indgift af teststoffet og derefter mindst én gang om ugen. Vagtendringer
beregnes og registreres. Ved forsggets slutning vejes de overlevende dyr, som derefter aflives humant

Patologi

Alle forsggsdyr (herunder de, der dgr under forsgget eller tages ud af forsgget af dyrevelferdsmassige grunde) underkastes
makroskopisk undersggelse. Alle makroskopiske patologiske forandringer registreres for hvert dyr. For dyr, som overlever i
24 timer eller lengere efter den fgrste dosering, kan man endvidere overveje mikroskopisk undersggelse af organer, som
udviser makroskopiske patologiske forandringer, da dette kan give nyttige oplysninger

DATA

Der skal forefindes data for de enkelte dyr. Derudover opstilles i tabelform for hver forsggsgruppe oplysninger om antal dyr
ved forsggets begyndelse, antal dyr, som viser tegn pd toksisk virkning, antal dyr, som er fundet dgde under forsgget eller

aflivet af humanitere grunde, dgdstidspunkt for de enkelte dyr, beskrivelse af toksiske virkninger og disses tidsmeassige
forlgb og reversibilitet, samt obduktionsfund.

RAPPORTERING

Forsggsrapport

Forsggsrapporten skal indeholde fglgende oplysninger, nér de er relevante
Teststot:

— fysisk tilstand, renhed og, ndr det er relevant, fysisk-kemiske egenskaber (herunder isomeri);
— identifikationsdata, herunder CAS-nummer.

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

— den anvendte art/stamme;

— dyrenes mikrobiologiske status, hvis den kendes;

— dyrenes antal, alder og kgn (og, i givet fald, begrundelse for brug af handyr i stedet for hundyr);
— oprindelse, opstaldning, foder osv.;

Forsggsbetingelser:

— enkeltheder vedrgrende teststoffets formulering, herunder beskrivelse af den fysiske tilstand af det indgivne
materiale;

— oplysninger om administrationen af teststoffet, herunder doseringsvolumen og doseringstidspunkt;

— oplysninger om foderets og vandets kvalitet (herunder foderets art og oprindelse, vandets oprindelse);

— begrundelse for valg af startdosis.
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Resultater:

— opstilling i tabelform af effekter og dosisniveau for hvert dyr (dvs. dyr, som viser tegn pd toksicitet, herunder
mortalitet, og virkningernes art, sveerhed og varighed);

— opstilling i tabelform af kropsvagt og @ndringer i kropsvagt;

— de enkelte dyrs vegt pd doseringsdagen, derefter med én uges mellemrum, samt pd dgds- eller aflivningstidspunktet;

— dato og klokkeslat for dyrets dgd, hvis denne indtreeder fgr den planlagte aflivning.

— for hvert dyr, toksiske virkningers indsatten, tidsforlgb og hvorvidt de er reversible;

— for hvert dyr, obduktionsfund og, i givet fald, histopatologiske fund.

Diskussion og fortolkning af resultater.

Konklusioner.
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BILAG 3

KRITERIER FOR KLASSIFICERING AF TESTSTOFFER MED FORVENTET LDsy-VARDI OVER 2000
MG/KG UDEN AT TESTNING ER N@DVENDIG.

Kriterierne for farekategori 5 skal give mulighed for at udpege teststoffer, som udviser relativ risiko for akut gifitighed,
men som under visse omstendigheder kan udggre en fare for fglsomme populationer. For disse stoffer forventes en oral
eller dermal LDsp i omrddet 2000-5000 mg/kg, eller tilsvarende doser for andre administrationsveje. [ fglgende tilfeelde
kan et teststof klassificeres 1 farekategorien defineret ved: 2000 mg/kg < LDsy < S000 mg/kg (kategori 5 1 GHS):

a) hvis de kan tilordnes denne kategori i henhold til enhvert af skemaerne i bilag 2 pd grundlag af

dgdstrekvensen.

b) hvis foreliggende pélidelige oplysninger viser, at LD50 ligger i omrddet svarende til kategori 5, eller hvis
andre dyreundersggelser eller toksiske virkninger i1 mennesker viser, at der er grund til sterke
sundhedsmessige betenkeligheder.

c) ved ekstrapolation, skgnsmeassig beregning eller mdling af data, ndr der ikke er grundlag for at tilordne
stoffet til en farligere klasse. og

— foreliggende pélidelige oplysninger viser betydelig toksisk virkning p& mennesker, eller

— der iagttages dgdelighed ved testning op til veerdierne svarende til kategori 4 ved oral administration, eller

— ekspertvurderinger bekraefter, at der er vasentlige kliniske tegn pé toksicitet ved testning op til verdierne
svarende til kategori 4, bortset fra diarré, pilorektion eller uplejet udseende af pels, eller

— ekspertvurderinger bekrefter pdlidelige oplysninger om potentiale for vaesentlige akutte virkninger i de
andre dyreforsgg.

TESTNING VED DOSER OVER 2000 MG/KG

Et supplerende g¢vre fast dosisniveau pd 5000 mgkg kan undtagelsesvis overvejes, nfr konkrete
myndighedsbestemmelser ggr det ngdvendigt. Dyrevelferdsmassige grunde taler imod testning af dyr ved 5000 mg/kg,
og et sddant forsgg bgr kun overvejes, nir dets resultater med overvejende sandsynlighed vil fi direkte relevans for
beskyttelsen af dyrs eller menneskers sundhed (9).

Forundersggelse

Reglerne i bilag 1 for anvendelse af den sekventielle metode udvides til at omfatte dosisniveauet 5000 mg/kg. Nar
startdosis i forundersggelsen er 5000 mg/kg, vil udfald A (dgd) kraeve testning af endnu et dyr ved 2000 mg/kg; udfald B
og C (synlig toksicitet eller ingen toksicitet) vil titlade, at 5000 mg/kg velges som startdosis i hovedundersggelsen.
Tilsvarende gelder, at hvis der anvendes en anden startdosis end 5000 mg/kg, skal forsgget udvides tit 5000 mg/kg i
tilfeelde af udfald B eller C ved 2000 mg/kg; fis derefter udfald A ved 5000 mg/kg, skal startdosis i hovedundersggelsen
vare 2000 mg/kg, og fis udfald B og C, skal startdosis i hovedundersggelsen vere 5000 mg/kg

Hovedundersggelse

Reglerne i bilag 2 for anvendelse af den sekventielle metode udvides til at omfatte dosisniveauet 5000 mg/kg, Nar
startdosis i forundersggelsen er 5000 mg/kg, vil udfald A (= 2 dgdsfald) kraeve testning af endnu en gruppe ved 2000
mg/kg; udfald B (synlig toksicitet og/eller < 1 dgdsfald) eller C (ingen toksicitet) vil medfgre, at stoffet ikke skal
klassificeres i henhold til GHS. Tilsvarende galder, at hvis der anvendes en anden startdosis end 5000 mg/kg, vil forsgget
blive udvidet til 5000 mg/kg i tilfeelde af udfald C ved 2000 mg/kg: et efterfglgende udfald A ved 5000 mg/kg vil placere
stoffet i GHS kategori 5, mens udfald B eller C vil medfgre at stoffet ikke skal klassificieres.
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BILAG 2C
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B.1 b. AKUT ORAL TOKSICITET - AKUT TOKSICITETSKLASSE METODEN

1. METODE

Metoden svarer til OECD TG 423 (2001).

1.1 INDLEDNING

Akut toksicitetsklasse-metoden (1) er en trinvis metode, hvor der anvendes 3 dyr af samme kgn pd hvert trin.
Athengigt af dyrenes dgdelighed og/eller moribunde tilstand kreves i gennemsnit 2-4 trin til vurdering af den
akutte toksicitet af et teststof. Metoden er reproducerbar, kreever meget fi dyr og gor det muligt at vurdere
stofferne efter giftighed pd tilsvarende mide som andre metoder til bestemmelse af akut toksicitet. Akut
toksicitetsklasse-metoden bygger pd biometriske vurderinger (2)(3)(4)(5) med faste doser, der er spredt séledes,
at et stofs giftighed kan bestemmes med henblik pé klassificering og risikovurdering. Metoden blev indfgrt i
1996 og er blevet grundigt valideret in vivo over for LDsy-data fra litteraturen, bdde nationalt (6) og
internationalt (7).

Vejledning i valg af den mest hensigtsmassige forsggsmetode til et givet formdl kan findes i Guidance
Document on Acute Oral Toxicity Testing (8). Samme dokument indeholder desuden supplerende oplysninger
om udfgrelse og fortolkning af forsgg efter metode B.1 b.

Man behgver ikke indgive stofferne i doser, der vides at medfgre udtalt smerte og lidelse pd grund af @tsende
eller steerkt irriterende virkning. Dyr, som er moribunde, har tydelige smerter eller viser tegn pi svare og
vedvarende lidelser, skal aflives humant og betragtes ved fortolkningen af forsggsresultaterne pd samme made
som dyr, der er dgde under forsgget. Kriterierne for aflivning af moribunde eller steerkt lidende dyr samt
vejledning i at fastsld forudsigelig eller forestiende dgd er genstand for en swrskilt vejledning (9).

Metoden giver oplysninger om de farlige egenskaber og ggr det muligt at vurdere stofferne efter giftighed og
klassificere stofferne efter det globale harmoniserede system (GHS) til klassificering af kemiske stoffer med
akut toksisk virkning (10).

[ princippet er metoden ikke beregnet til bestemmelse af en ngjagtig LDso-verdi, men giver mulighed for at
fastlzegge nogle eksponeringsintervaller, indenfor hvilke der forventes dgdelighed, idet dgd af en del at dyrene
fortsat er testens vigtigste effektparameter. For at en LDsg-veerdi kan bestemmes med metoden, skal mindst to
dosisniveaer resultere i stgrre dgdelighed end 0 % og lavere end 100 %. Ved at benytte en rekke pé forhand
fastlagte doser, uathaengigt af teststoffet, og ved eksplicit at basere klassifikationen pa antal dyr, der observeres
1 forskellige tilstande, fir laboratoriet bedre mulighed for at opnd sammenhangende og repeterbare resultater.

Testlaboratoriet bgr inden forsggets udfgrelse gennemgd alle foreliggende oplysninger om teststoffet. Sidanne
oplysninger omfatter stoffets identitet og kemiske struktur, dets fysisk-kemiske egenskaber, resultaterne af
eventuelle andre in vivo og in vitro toksicitetsundersggelser af stoffet, toksikologiske data for strukturelt
beslegtede stoffer, samt stoftfets forventede anvendelse(r). Disse oplysninger er ngdvendige for at det til alle
parters tilfredshed kan godtggres, at forsgget har betydning for beskyttelsen af menneskers sundhed, og vil
desuden vere nyttige ved valg af den bedst egnede startdosis.
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1.2 DEFINITIONER

Akut oral toksicitet, de sundhedsmessigt ugnskede virkninger, som optrader efter oral indgift af en enkelt
dosis af et stof eller efter flere doser indgivet i lgbet af 24 timer.

Forsinket dgd, det forhold, at dyret ikke inden for 48 timer dgr eller fremtreeder moribund, men dgr senere
inden for den 14 dage lange observationsperiode.

Dosis, den mangde teststof, som indgives. Dosis angives som vaegtmangde teststof pr. vaegtenhed forsggsdyr
(f.eks. mg/kg).

GHS: Globally Harmonised Classification System for Chemical Substances and Mixtures. Et fielles projekt
mellem OECD (sundhed og miljg), FN's ekspertudvalg vedrgrende transport at farligt gods (fysisk-kemiske
egenskaber) og TLO (faremarkning og -angivelse) koordineret af Interorganisation Programme for the Sound
Management of Chemicals (IOMC).

Overhzengende dgd, det forhold, at moribund tilstand eller dgd forventes at indtrieffe inden nwste planlagte
observationstidspunkt. Som tegn pd denne tilstand i gnavere kan navnes kramper, sideleje, liggende stilling og
tremor (Se nermere i Humane Endpoint Guidance Document (9)).

LDsy (middel oral letaldosis), den statistisk beregnede enkeltdosis af et teststof, som ved oral indgift kan
forventes at medfgre dgden hos 50 % af dyrene. LDsg-verdien angives som vaegtmangde teststof pr. vaegtenhed
kropsvaegt af forsggsdyret (mg/kg).

Graensedosis, en dosis som danner gvre grense for testen (2000 eller 5000 mg/kg).

Moribund tilstand, en tilstand, hvor dyret er dgende eller ikke vil overleve, selv om det behandles (se nermere
i Humane Endpoint Guidance Document (9)).

Forudsigelig dad, tilstedeverelse at kliniske tegn, som antyder, at dgden vil indtreffe pd et kendt tidspunkt for
forsggets planlagte afslutning; f.eks. at dyret er ude af stand til at beviege sig hen til vand eller fgde. (Se
nermere 1 Humane Endpoint Guidance Document (9)).

1.3 PRINCIP FOR TESTMETODEN

Metoden bygger pi en trinvis fremgangsmade, hvor der pd hvert trin anvendes det mindst mulige antal dyr, og
man opndr tilstrekkelig information om teststoffets akutte giftighed til, at det kan klassificeres. Stoffet gives
oralt til en gruppe forsggsdyr ved en af de fastlagte doser. Stoffet testes ved en trinvis fremgangsmade, hvor der
pd hvert trin anvendes tre dyr af samme kgn (normalt hunner). Stofrelateret dgdelighed (eller tfraver heraf) af de
behandlede dyr pd det ene trin bestemmer naste trin, dvs.:

— ingen yderligere testning ngdvendig,
— dosering af yderligere tre dyr med samme dosis
— dosering af yderligere tre dyr pd naste hgjere eller lavere dosisniveau.

Detaljer vedrgrende testmetoden er beskrevet i bilag 1. Metoden giver mulighed for vurdering af stoffets
klassiticering i en af de toksicitetsklasser, der er bestemt ved fast afgreensede LDsg-veerdier.
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1.4 BESKRIVELSE AF TESTMETODEN
1.4.1 Valg af dyreart

Den foretrukne gnaverart er rotter, men andre gnaverarter kan anvendes. S@dvanligvis anvendes hundyr (9).
Baggrunden herfor er, at litteraturundersggelser af konventionelle LDsq-forsgg viser, at de to ken sedvanligvis
ikke udviser stor forskel i fglsomhed, men hvis der er forskel, er hundyr sedvanligvis lidt mere fglsomme end
handyr (11). Foreligger der imidlertid for strukturelt beslegtede stoffer toksikologiske eller toksikokinetiske
oplysninger, som tyder pd, at hanner mé forventes at vere mere fglsomme end hunner, bgr handyr anvendes.
Udfgres forsgget i hanner, skal fyldestggrende begrundelse herfor gives.

Der anvendes raske unge dyr af szedvanligt benyttede laboratoriestammer. Hundyrene ma ikke have fgdt og mé
ikke veere dreegtige. Hvert dyr skal ved doseringens begyndelse vere mellem 8 og 12 uger gammelt, og dets
vaegt afvige hgjst £ 20 % fra gennemsnitsvegten af eventuelle tidligere doserede dyr.

1.4.2 OPstaldning og fodring

Temperaturen i forsggsdyrrummet skal vaere 22°C (£ 3°C). Den relative luftfugtighed skal vaere mindst 30 % og
bgr ikke vere over 70 % bortset fra under renggring at rummet, men 50-60 % bgr tilstreebes. Belysningen skal
vere kunstig bestdende af 12 timers lys og 12 timers mgrke. Som foder kan anvendes sadvanligt
laboratoriefoder med fri adgang til drikkevand. Dyrene i en given dosisgruppe kan vaere anbragt i samme bur,
men antallet af dyr i buret md ikke vanskeligggre observation af de enkelte dyr.

143 Klarggring af dyrene

Dyrene udtages pé tilfeeldig mide, markes, sd de enkelte dyr kan identificeres, og holdes i burene i mindst 5
dggn forud for doseringen, sd de kan akklimatisere sig til forsggsbetingelserne.

1.4.4 Tilberedning af doser

Sadvanligvis anvendes samme volumen til indgift af teststoffet pd alle de anvendte dosisniveauer, idet man
varierer koncentrationen i det indgivne praeparat. Er det frerdige produkt eller den ferdige blanding flydende,
kan anvendelse af ufortyndet teststot, dvs. med konstant koncentration, vaere mest relevant for den efterfglgende
risikovurdering af stoffet, og af nogle myndigheder stilles da ogsd krav herom. I begge tilfielde ma det
maksimale volumen for indgiftikke overskrides. Den maksimale vaskemangde, som kan indgives ad gangen,
afhaenger af forsggsdyret stgrrelse. Til gnavere mé rumfanget normalt ikke overskride 1 ml/100 g kropsvegt,
ved vandige oplgsninger kan det dog overvejes at anvende 2 ml/100 g kropsvaegt. Ved formulering af
doseringspraeparatet anbefales det sd vidt muligt at benytte en vandig oplgsning/suspension/emulsion, efterfulgt
(i prioriteret rekkefglge) af en oplgsning/suspension/femulsion i olie (f.eks. majsolie) og derefter eventuelt en
oplgsning 1 andre vehikler. For andre vehikler end vand skal vehiklets toksiske egenskaber veere kendt. Doserne
skal tilberedes kort fgr indgift, medmindre praeparatets holdbarhed inden for anvendelsesperioden kendes og er
godtgjort at vere tilfredsstillende.

1.5 FREMGANGSMADE
1.5.1 Administration of doserne
Teststoffet indgives ved gavage som én enkelt dosis med gastrisk sonde eller et passende intubationsrgr. Er det

ikke muligt at indgive den pdgeldende stofmangde som en enkelt dosis, kan den undtagelsesvis undtagelsesvis
indgives opdelt i fi enkelte dele af den samlede dosis over en periode pé hgjst 24 timer.
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Dyrene skal vere fastende inden doseringen (f.eks. skal rotter natten over ikke have foder, men adgang til vand,
mus skal 1 3-4 timer ikke have foder, men adgang til vand). Efter fasteperioden vejes dyrene, og teststoffet
indgives. Ndr stoffet er indgivet, kan dyrene unddrages fgde i yderligere 3-4 timer for rotter og 1-2 timer for
mus. Nér en dosis indgives delt over et vist tidsrum, kan det alt efter dette tidsrum veare ngdvendigt at give
dyrene foder og adgang til vand.

1.52 Antal dyr og dosisniveauer

Der anvendes tre dyr til hvert trin. Som startdosis anvendes et af fire faste niveauer, 5, 50, 300 og 2000 mg/kg
kropsvaegt. Som startdosis skal anvendes den, der med stgrst sandsynlighed forventes at fremkalde dgdelighed i
nogle af de doserede dyr. | skemaerne i bilag | beskrives den procedure, der skal fglges for hver startdosis.
Derudover giver bilag 4 vejledning i, hvordan man foretager klassificeringen i EU's system, indtil det nye GHS
er indfort.

Nér de foreliggende oplysninger tyder pd, at der nappe kan forventes dgdelighed ved den hgjeste startdosis
(2000 mg/kg kropsvaegt), skal der udfgres en grensetest. Néir der ikke foreligger nogen oplysninger om
teststoffet, anbefales 300 mg/kg kropsvaegt som startdosis af dyrevelferdsmeassige grunde.

Tidsintervallet mellem doseringerne pd hvert niveau bestemmes ud fra de toksiske symptomers indsatten,
varighed og svaerhed. Behandlingen af dyrene ved nzste dosering skal vente, indtil det er sikkert, at de tidligere
doserede dyr vil overleve.

Undtagelsesvis, og kun nar det kan begrundes konkret ud fra myndighedsregler, kan det overvejes at anvende et
supplerende hgjeste fast dosisniveau pa 5000 mg/kg (se bilag 2). Af dyrevelferdsmzssige grunde anbefales det
at undgd testning 1 omridet svarende til GHS kategori 5 (2000-5000 mg/kg), som kun bgr overvejes, nér
resultaterne af et sddant forsgg med overvejende sandsynlighed ventes at fd direkte relevans for beskyttelsen af
dyrs eller menneskers sundhed eller miljget.

1.53 Graensetest

Graensetesten anvendes fortrinsvis i situationer, hvor forsggslederen har oplysninger om, at teststotfet ma
forventes at vere atoksisk, dvs. kun er toksisk i doser over de greensedoser, der er fastsat i bestemmelserne.
Oplysninger om teststoffets toksicitet kan fis ud fra viden om tilsvarende testede stoffer eller tilsvarende testede
blandinger eller produkter, idet der tages hensyn til art og procentuelt indhold af de stoffer, der vides at vere af
toksikologisk betydning. Nir der kun foreligger fa eller slet ingen oplysninger om teststoffets toksicitet, eller
nér stoffet forventes at vaere toksisk, bgr hovedundersggelsen udfgres.

Der kan udfgres en grensetest ved ét dosisniveau pd 2000 mg/kg kropsvagt med seks dyr (tre dyr pa hvert trin).
Undtagelsesvis kan der i grensetesten anvendes et dosisniveau pd 5000 mg/kg kropsvagt med tre dyr (se bilag
2). Hvis dette medfgrer teststofrelateret mortalitet, kan yderligere testning péd naste lavere dosisniveau veere
ngdvendig.

1.6 OBSERVATIONER

Efter doseringen iagttages dyrene enkeltvis mindst én gang i de fgrste 30 minutter, og periodisk de fgrste 24
timer, under serlig opmaerksomhed de fgrste 4 timer, derefter dagligt, gennem i alt 14 dage, bortset fra tilfelde,
hvor dyrene md tages ud af undersggelsen og aflives humant af dyrevelfierdsmassige grunde eller findes dgde.
Imidlertid bgr observationsperioden ikke fastsattes ufravigeligt. Den tastlegges ud tra de toksiske reaktioners
inds®tten og restitutionsperiodens lengde og kan siledes forlenges, nir det skgnnes ngdvendigt. Tidspunkterne
for toksiske symptomers indsztten og forsvinden er vigtige, navnlig hvis der er tendens til forsinkede toksiske
symptomer (12). Alle observationer registreres systematisk i og der fgres individuel protokol for hvert dyr.
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Viser dyrene fortsat tegn pa toksicitet, vil supplerende observationer vere ngdvendige, Observationerne skal
omfatte forandringer 1 hud, pels, gjne og slimhinder, respirationssystem, kredslgb, autonome nervesystem og
centralnervesystem, samt somatomotorisk aktivitet og adfierdsmgnster. Man skal veere opmarksom pé, om der
kan iagttages tremor, kramper, spytflad, diarré, slgvhed, sgvn og coma. Ligeledes skal der tages hensyn til
principperne og kriterierne i Humane Endpoints Guidance Document (9). Dyr, som findes at vere moribunde,
og dyr, som udviser sviere smerter eller vedvarende tegn pa svere lidelser, skal aflives humant. Nar dyr aflives
af humane grunde eller findes dgde, skal dgdstidspunktet registreres sé ngjagtigt som muligt.

1.6.1 Kropsvaegt
Vegten af hvert enkelt dyr bestemmes kort fgr indgift af teststoffet og derefter mindst én gang om ugen.
Vegtendringer beregnes og registreres. Ved forsggets slutning vejes de overlevende dyr, som derefter aflives
humant.

1.6.2 Patologi
Alle forsggsdyr (herunder de, der dgr under forsgget eller tages ud af forspget at dyrevelfierdsmassige grunde)
underkastes makroskopisk undersggelse. Alle makroskopiske patologiske forandringer registreres for hvert dyr.

Endvidere kan det overvejes at foretage mikroskopisk undersggelse af organer, som udviser makroskopiske
forandringer, da dette kan give nyttige oplysninger.

2. DATA
Der skal forefindes data for de enkelte dyr. Derudover opstilles i tabelform for hver forsggsgruppe antal dyr ved
forsggets begyndelse, antal dyr, som viser tegn pé toksisk virkning, antal dyr, som er fundet dgde under forsgget

eller aflivet af humanitere grunde, dgdstidspunkt for de enkelte dyr, beskrivelse af toksiske virkninger og disses
tidsmessige forlgb og reversibilitet, samt obduktionsfund.

3. RAPPORTERING
3.1 Forsggsrapport
Forsggsrapporten skal indeholde folgende oplysninger, nar de er relevante:
For teststoffet:

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

For eventuelt vehikel:

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

— den anvendte art/stamme;

— dyrenes mikrobiologiske status, hvis den kendes;

— dyrenes antal, alder og kgn (og, i givet fald, begrundelse for brug af handyr i stedet for hundyr);
— oprindelse, opstaldning, foder osv.;
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Forsggsbetingelser:

— enkeltheder vedrgrende teststoffets formulering, herunder beskrivelse af det indgivne materiales
fysiske tilstand;

— oplysninger om administrationen af teststotfet, herunder doseringsvolumen og doseringstidspunkt;

— oplysninger om foderets og vandets kvalitet (herunder foderes art og oprindelse, vandets oprindelse);

— begrundelse for valg af startdosis.

Resultater:

— opstilling 1 tabelform at etfekter og dosisniveau for hvert dyr (dvs. dyr, som viser tegn pa toksicitet,
herunder mortalitet; og virkningernes art, svaerhed og varighed);

— opstilling i tabelform af kropsvaegt og @ndringer i kropsveagt;

— de enkelte dyrs vegt pd doseringsdagen, derefter med én uges mellemrum, samt pd dgds- eller
aflivningstidspunktet

— dato og klokkeslat for dyrets dgd, hvis denne indtreeder f@r den planlagte aflivning;

— for hvert dyr, toksiske virkningers inds@tten, tidsforlgb og hvorvidt de er reversible;

— for hvert dyr, obduktionsfund og, 1 givet fald, histopatologiske fund.

Diskussion og fortolkning af resultater.
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BILAG 1

FREMGANGSMADE SOM SKAL FOLGES FOR HVER STARTDOSIS

GENERELLE BEMACRKNINGER

For hver startdosis er anvist korrekt tfremgangsméde i den pigeldende forsggsplan i dette bilag.

— Bilag | a: Startdosis er 5 mg/kg kropsvagt

— Bilag 1 b: Startdosis er 50 mg/kg kropsvegt
— Bilag 1 c¢: Startdosis er 300 mg/kg kropsveaegt
— Bilag 1 d: Startdosis er 2000 mg/kg kropsvegt

Ved forsggsgangen fglges pilene, athengigt af antallet af humant aflivede eller dgde dyr.
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KRITERIER FOR KLASSIFICERING AF TESTSTOFFER MED FORVENTET LDs, OVER 2000 MG/KG UDEN
AT TESTNING ER NJDVENDIG.

Kriterierne for farekategori 5 skal ggre det muligt at udpege teststofter, som udviser relativ lav risiko for akut giftighed, men
som under visse omstendigheder kan udggre en fare for fglsomme populationer. For disse stoffer forventes en oral eller
dermal LDso 1 omradet 2000-5000 mg/kg, eller tilsvarende doser for andre administrationsveje. | fglgende tilfelde skal et
teststof klassificeres i farekategorien defineret ved: 2000 mg/kg < LDsy < 5000 mg/kg (kategori 5 1 GHS):

a) Hvis de hgrer hjemme i denne kategori i henhold til enhver af testskemaerne i bilag la-1d péd grundlag af
dgdstrekvensen;

b) hvis foreliggende pélidelige oplysninger viser, at LDso ligger i omradet svarende til kategori 5, eller hvis
andre dyreundersggelser eller toksiske virkninger i mennesker viser, at der er grund til alvorlige
sundhedsmzessige betnkeligheder.

¢) ved ekstrapolation, skgnsmassig ans@ttelse eller méling af data, ndr der ikke er grundlag for at tilordne stoffet
til en farligere klasse, og

— foreliggende pélidelige oplysninger viser betydelig toksisk virkning pa mennesker, eller

— der iagttages dgdelighed ved testning op til verdierne svarende til kategori 4 ved oral indgift, eller

—  ekspertvurderinger bekrefter, at der ved testning op til verdierne svarende til kategori 4 findes
vasentlige kliniske tegn pd toksicitet, bortset fra diarré, pilorektion eller uplejet udseende af pels, eller

— ekspertvurderinger bekrafter palidelige oplysninger om potentiale for vasentlige akutte virkninger i de
andre dyreforsgg.

TESTNING VED DOSER OVER 2000 MG/KG

Dyrevelfierdsmassige hensyn taler imod testning i omridet 5000 mg/kg i kategori 5 (5000 mg/kg), og et sddant forsgg bgr kun
overvejes, nir dets resultater med overvejende sandsynlighed mé forventes at fi direkte relevans for beskyttelsen af dyrs eller
menneskers sundhed eller miljget (10). Der bgr ikke udfgres yderligere forsgg ved hgjere dosisniveauer.

Er testning ved 5000 mg/kg ngdvendig, kraeves kun ét trin (dvs. tre dyr). Hvis det forst doserede dyr dor, fortsettes testningen
ved 2000 mg/kg efter skemaerne i bilag I. Overlever det fgrste dyr, doseres to dyr mere. Hvis kun ét af de tre dyr dgr, er den
forventede LDso-veerdi over 5000 mg/kg. Hvis begge dyr dgr, fortstter doseringen ved 2000 mg/kg.
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BILAG 3
TESTMETODE B.1 b. Vejledning i klassificering efter EU-systemet i overgangsperioden indtil fuld
gennemfgrelse af det globale harmoniserede klassifikationssystem (GHS) (fra henvisning (8))
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 dyr P 3dyr > 3 dyr g 3 dyr
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3dvr 3dvr 3 dyr 3 dyr
B Q g
A\ 4 A \ 4 A
Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5 o0
GHS >0-5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
VJ_\
3 2 1 0
A A A A 4 A 4 A 4 + + A 4 + +
ﬁgg“f“*e‘ ved 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 oo}
mﬂ;ﬁﬁ ¢
A A A A 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 A 4
ElU/kemikalier 25 200 2000
Flydende pesticider o«
11 | | | | | | | | |
LU faste pesticider 5 500 o0
11 | | | | | | | | |
FN viesker
5 50 500 )
11 | | | | | | | | |
FN Taste stoffer 5 50 200 o)
11 | | | | | | | | |
Schweiz 5 50 500 2000 | 5000 | o
11 | | | | | | | | |
US FPA crk 25 .
11 | | | | | | | | |
Japan PDSCA 30 300 )
11 | | | | | | | | |
Canada/WITMIS/US OSTIA 50 500 o0
11 | | | | | | | | |
LS EPA pesticider 50 500 5000 o0
11 | | | | | | | | |
US CPSC 50 5000 o0
11 | | | | | | | | |
Canada pesticider 50 500 1000 2000 [}

- pd hvert trin anvendes 3 dyr af samme kon (normalt hunner)
-0, 1, 2, 3: Antal moribunde eller dade dyr pd i hvert trin

- o

Ingen klassificering

- GHS: Globally Harmonised Classification System (mg/kg b.w.)
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BILAG 3 (FORTSAT 1)
FORSOGSMETODE B.1 b: Vejledning i klassificering efter EU-systemet i overgangsperioden indtil fuld
gennemfgrelse af det globale harmoniserede klassifikationssystem (GHS) (fra henvisning (8))
5 mg/kg < 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 dyr P 3 dyr g 3 dyr » 3 dyr
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3dvr 3dvr 3 dyr 3 dyr
%#JD t» Q 0
A\ 4 A 4 A
Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5 o0
GHS >0-5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
[ | I
I |
3% (v. 50) andet
3 2 1 0
A A l l A 4 A 4 + + A 4 + +
ﬁgg“f‘“e‘ ved 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000
m}!;ﬁﬁ- ¢
A A A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 A 4
ElU/kemikalier 25 200 2000
Flydende pesticider
11 | | | | | | | | |
LU faste pesticider 5 500
11 | | | | | | | | |
T'N viesker 5 50 500
11 | | | | | | | | |
FN [faste stoffer 5 50 200
11 | | | | | | | | |
Schweiz 5 50 500 2000 | 5000 |
11 | | | | | | | | |
US FPA crk 25
11 | | | | | | | | |
Japan PDSCA 30 300
11 | | | | | | | | |
Canada/WITMIS/US OSTIA 50 500
11 | | | | | | | | |
LS EPA pesticider 50 500 5000
11 | | | | | | | | |
US CPSC 50 5000
11 | | | | | | | | |
Canada pesticider 50 500 1000 2000

- pd hvert trin anvendes 3 dyr af samme kon (normalt hunner)
-0, 1, 2, 3: Antal moribunde eller dpde dyr pd hvert trin

- o0 Ingen klassificering
- *: pd fgrste trin
- GIIS: Globally Harmonised Classification System (mg/ks)
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BILAG 3 (FORTSAT 2)
FORSOGSMETODE B.1 b: Vejledning i klassificering efter EU-systemet i overgangsperioden indtil fuld
gennemfgrelse af det globale harmoniserede klassifikationssystem (GHS) (fra henvisning (8))

>

5 mg/kg < 50 mg/kg < 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 dyr " 3 dyr < 3 dyr > 3 dyr
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3dvr 3 dyr 3 dyr 3dyr
%# © Q g
A\ 4 A
Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5 o0
GHS >0-5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
i
| | | |
| | [ |
3% (v. 50) andet 3% (v. 300) | | andet [ |
3 2 1 0
SR ST TR N e i SN S :
ﬁ[gg“f‘“e‘ ved 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 o0
mx;lga ¢
A A A 4 y A 4 A 4 A 4 A A 4 A 4
ElU/kemikalier 25 200 2000 o0
Flydende pesticider
1 | | | | | I I I I
U laste pesticider 5 500 [s 0}
I1 I I I I I | | | |
FN vaesker 5 50 500 [vel
1 | | | I I I I | |
FN [faste stoffer 5 50 200 0
I1 I I I | | | | | |
Schweiz 5 50 500 2000 | 5000 | ©
I1 | | | | | | | | |
US TiPA crk 25 ©
11 | | | | | | | | |
Japan PDSCA 30 300 [¢0]
I1 | | | | | I I I I
Canada/WEHMIS/US OSTIA 50 500 0
11 | | | | | | | | |
LS EPA pesticider 50 500 5000 o0
1 I I | | | | | | |
US CPSC 50 5000 o0
11 | | | | | | | | |
Canada pesticider 50 500 1000 2000 o0
- pd hvert trin anvendes 3 dyr af samme kon (normalt hunner) - o0 Ingen klassificering
-0, 1, 2, 3: Antal moribunde eller dpde dyr pd hvert trin - *:pd i fgrste trin
- GIIS: Globally Harmonised Classification System (mg/kg kropsvaegt.)
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BILAG 3 (FORTSAT 3)
FORSOGSMETODE B.1 b: Vejledning i klassificering efter EU-systemet i overgangsperioden indtil fuld
gennemfgrelse af det globale harmoniserede klassifikationssystem (GHS) (fra henvisning (8))
5 mg/kg < 50 mg/kg < 300 mg/kg < 2000 mg/kg
3dyr 3dyr 3 dyr 3 dyr
y < y € y s Y
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3dvr 3dvr 3 dyr 3 dyr
%#JD# % o
A\ 4
Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5 o0
GHS >0-5 >5-50 > 50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
| I [ | |
I | [ | [ [ |
3% andet 3% andet 3% 2% andet 1 0
(v.50) (v. 300) (v. 2000) | (v. 2000)
A A l l l A 4 A 4
ﬁgg“f“*e‘ ved 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 oo}
m}!;ﬁﬁ- ¢
A A A 4 y A 4 A 4 A 4 y A 4 A 4
ElU/kemikalier 25 200 2000 o0
Flydende pesticider
1 | | | | | | | | |
U laste pesticider 5 500 [s 0}
11 I I I I I | | | |
FN veesker 5 50 500 [vel
11 | | | | | | | | |
FN [faste stoffer 5 50 200 0
11 I I I | | | | | |
Schweiz 5 50 500 2000 | 5000 | ®
11 | | | | | | | | |
US FPA crk 25 ©
11 | | | | | | | | |
Japan PDSCA 30 300 [¢0]
11 | | | | | I | | I
Canada/WITMIS/US OSTIA 50 500 ©
11 | | | | | | | | |
US EPA pesticider 50 500 5000 Vo)
I1 | I | | | | | | I
US CPSC 50 5000 o0
11 | | | | | | | | |
Canada pesticider 50 500 1000 2000 o0

- pd hvert trin anvendes 3 dyr af samme kon (normalt hunner)
-0, 1, 2, 3: Antal moribunde eller dpde dyr pd hvert trin

- o0 Ingen klassificering
- *:pd i furste trin
- GIIS: Globally Harmonised Classification System (mg/kg kropsvaegt)
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BILAG 2D
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B. 4. AKUT TOKSICITET: HUDIRRITATION/ATSNING

METODE

Metoden er ®kvivalent med OECD TG 404 (2002).

INDLEDNING

Ved udarbejdelse at denne ajourfgrte metode er der lagt serlig vaegt pd mulige forbedringer, dels vedrgrende dyrevelfeerd, dels
vedrgrende hensyntagen til alle foreliggende oplysninger om teststotfet for at undgd ungdvendige forsgg med laboratoriedyr. 1
metoden indgdr en anbefaling om, at man fgr iverksattelse af den beskrevne in vivo test for etsning/irritation fremkaldt af stoffet
gennemfgrer en weight-of-the-evidence analyse af foreliggende relevante data. Er de foreliggende data utilstrekkelige, kan de
udbygges ved sekventiel testning (1). Den anbefalede testningsstrategi, som omfatter validerede og anerkendte in vitro tests, er
givet som bilag til denne metodebeskrivelse. Nir det er hensigtsmessigt, anbefales det desuden, at man i den indledende in vivo
test anbringer de tre testlapper successivt i stedet for samtidigt pa dyret.

Bide den videnskabelige kvalitet og dyrenes velfierd fremmes ved, at in vivo tests ikke udfgres, fgr alle relevante data om stoffets
potentielle hudetsende eller irriterende egenskaber er vurderet ved weight-of-the-evidence analyse. Sidanne data bestir af
dokumentation fra foreliggende undersggelser i mennesker og/eller laboratoriedyr, dokumentation for w@tsende/irriterende virkning
af et eller flere strukturelt beslegtede stoffer eller af blandinger af sddanne stoffer, data, som viser at stoffet er staerkt surt eller
alkalisk (2)(3), og resultater af validerede og anerkendte in vitro eller ex vivo tests (4)(5)(5a). En sddan analyse skulle mindske
behovet for in vive testning for hudztsendefirriterende virkning af stoffer, som allerede er tilstriekkelig undersggt i andre
undersggelser vedrgrende disse to endepunkter.

En foretrukken testningsstrategi, som indebzerer udfgrelse af validerede og anerkendt in vitro eller ex vivo tests for
@tsning/irritation, er medtaget som bilag til denne metodebeskrivelse. Strategien blev udviklet pd en OECD-workshop (6) og
enstemmigt anbefalet af deltagerne heri, og den er vedtaget som anbefalet testningsstrategi i det globalt harmoniserede system for
klassificering af kemiske stoffer (GHS) (7). Skgnt sekventiel testning ikke indgir som en del af testmetode B.4, anbetales det at
falge denne testningsstrategi for iverksmttelse af in vivo forsgg. For nye stoffer anbefales den trinvise testningsstrategi til at
indhente videnskabeligt forsvarlige oplysninger om stotfets @tsende/irriterende virkning. For eksisterende stoffer, som ikke er
tilstriekkelig undersggt for hud@tsning/irritation, bgr strategien anvendes til at supplere de mangelfulde data. Anvendes en anden
testningsstrategi eller -metode, eller beslutter man sig for ikke at fglge den trinvise testningsstrategi, bgr dette begrundes.

Hvis de @tsende eller irriterende egenskaber ikke kan bestemmes ved weight-of-the-evidence analyse i henhold til den sekventielle
testningsstrategi, bgr in vivo testning overvejes (jf. bilaget).

DEFINITIONER
Hudirritation: fremkaldelse af reversibel skade pd huden ved applikation af teststoffet i indtil 4 timer.

Hudzetsning: fremkaldelse af irreversibel skade pd huden, dvs. synlig nekrose gennem epidermis og ned i dermis efter applikation
af teststoffet i indtil fire timer. Typiske @®tsningsreaktioner er sér, blgdning, blodige skorper, efter 14 dages observation affarvning
som fglge af blegning at huden, hele omrader med alopeci samt ardannelse. Tvivlsomme lesioner bgr overvejes vurderet ved
histopatologisk undersggelse.
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1.3 METODENS PRINCIP
En enkelt dosis af teststoffet pifgres pd huden af et forspgsdyr; de ubehandlede hudomrider af dyret tjener som kontrol. Graden af
irritation/eetsning bestemmes og klassificeres med de foreskrevne intervaller og beskrives yderligere, siledes at virkningerne
evalueres komplet. Undersggelsen skal striekke sig over tilstrekkelig lang tid til at de iagttagne virkningers reversibilitet eller
irreversibilitet kan vurderes.
Dyr, som viser tegn pé sterk lidelse og/eller smerte i nogen del af forsgget, aflives humant, og teststoffet vurderes tilsvarende.
Kriterier for afggrelsen om human aflivning af dgende og steerkt lidende dyr kan findes i reference (8).

1.4 BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

1.4.1 Forberedelse til in vivo forsgget

1.4.1.1 Valg af dyreart
Det fortrukne forsggsdyr er albino kaninen, og der anvendes raske unge kgnsmodne dyr. Anvendes andre arter, skal der fremlegges
begrundelse herfor.

1.4.1.2 Forberedelse af dyrene
Ca. 24 timer fgr forsgget fjernes pelsen ved tet klipning af dyrenes ryg. Der drages omsorg for at undgd beskadigelse af huden, og
kun dyr med sund, intakt hud md anvendes.
Visse kaninstammer har pletter med tet hdrvaekst, som er mere eller mindre fremtraedende, athengigt af irstiden. Sidanne omrider
med tet hirvaekst ma ikke anvendes som testomrider.

1.4.1.3 sMiljpbetingelser og fodring
Dyrene holdes i hver sit bur. Temperaturen i forsggslokalet skal vaere 20°C (x 3°C) for kaniner. Den relative luftfugtighed skal
vere mindst 30 % og mi ikke vare over 70 %, hvilket dog ikke geelder under under renggring af lokalet, men 50-60 % bgr
tilstriebes. Belysningen skal vare kunstig bestdende af 12 timers lys og 12 timers mgrke. Som foder kan anvendes sedvanligt
laboratoriefoder og fri adgang til drikkevand.

1.4.2 Prgveprocedure

1.4.2.1 Applikation af teststoffet

Teststotfet pafgres pa et lille omride (ca. 6 ent®) af huden og dekkes med en garelap, som holdes pa plads med en ikke-
hudirriterende klebestrimmel. Hvis der anvendes flydende eller pastaagtige teststoffer, kan det vere ngdvendigt at péfgre
teststoffet pa gazelappen, og derefter placere lappen pa huden. I ekspositionsperioden bgr teststoffet holdes i lggs kontakt med huden
ved hjelp af en passende semi-okklusiv forbinding. Hvis teststoffet piferes pd gazelappen, skal denne fastggres til huden, siledes
at der er god kontakt og ensartet fordeling af stoffet pd huden. Dyret md ikke have adgang til gazelappen og skal vere forhindret i
at kunne indtage eller inhalere teststoffet.

Vaeskeformige teststoffer anvendes sedvanligvis ufortyndet. Ved testning af faste stoffer som - hvis det er hensigtsmessigt - kan
pulveriseres, skal teststoffet fugtes tilstreekkeligt med den mindst mulige mangde vand eller om ngdvendigt med et passende
vehikel for at sikre god kontakt med huden. Anvendes andre vehikler end vand, ma dette kun have minimal indflydelse pd
teststoffets hudirriterende virkning.

Ved slutningen af ekspositionsperioden, som normalt er 4 timer, fjernes tilbagesiddende teststof, sd vidt muligt ved hjelp at vand
eller et egnet oplgsningsmiddel, idet man skal undgd at pavirke det fremkomne respons eller beskadige epidermis.
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1.42.2

1.42.3

1.42.4

1.4.2.5

Dosisniveau
Testarealet pafgres 0,5 ml flydende eller 0,5 g fast eller halvflydende teststof.
Indledende test (in vivo hudirritations-lwtsningstest [ ét dyr)

Det anbefales kraftigt, at /n vivo testen indledende kun udfgres i ét dyr, navnlig nar stoffet mistenkes for at have potentiale for
®tsning. Dette er i overensstemmelse med den sekventielle testningsstrategi (jf. bilag 1).

Nir et stof er bedgmt som w@tsende pd grundlag at weight-of-the-evidence analyse, kraeves ikke yderligere dyreforsgg. For
stgrstedelen af de stoffer, som mistenkes for at vere ®tsende, er yderligere in vivo testning sedvanligvis ungdvendig. 1 tilfelde,
hvor der menes at vaere behov for supplering af mangelfulde data, kan en begrenset testning i dyr gennemfgres med fglgende
fremgangsmide: Der anbringes successivt indtil tre prgvelapper pd dyret. Den fgrste lap fjernes efter tre minutter. Ses ingen
alvorlig hudirritation, anbringes endnu en prgvelap, som fjernes efter en time. Viser iagttagelserne pa dette trin, at ekspositionen
humant kan udvides til fire timer, anbringes en tredje lap, som fjernes efter fire timer, hvorpd responset vurderes.

lagttages en wtsende virkning efter nogen af de tre sekventielle ekspositioner, afsluttes forsgget straks. lagttages ingen wmtsende
virkning efter at den sidste lap er fjernes, observeres dyret i 14 dage, medmindre der udvikler sig ®tsning pd et tidligere tidspunkt.

[ tilteelde, hvor teststoffet ikke forventes at frembringe @tsning, men kan vere irriterende, anbringes en enkelt lap pd ét dyr i fire
timer.

Verifikationstest (in vivo hudirritationstest i flere dyr)

Er der ikke iagttaget @tsende virkning i det indledende forsgg, skal den irriterende eller negative respons verificeres 1 indtil to
yderligere dyr, hver med én lap, ved en ekspositionsperiode pi fire timer. lagttages en irriterende virkning i det indledende forsgg,
kan verifikationsforsgget udfgres sekventielt eller ved eksposition af yderligere to dyr samtidigt. Er det indledende forsgg
undtagelsesvis ikke udfgrt, kan to-tre dyr behandles med en enkelt lap, som fjernes efter fire timer. Anvendes to dyr, som begge
udviser samme respons, er yderligere testning ungdvendig. I modsat fald udfgres forsgget ogsd pa det tredje dyr. Er responset
usikkert, kan det vere ngdvendigt at evaluere resultaterne ved brug af flere dyr.

Observationsperiode

Undersggelsen skal straekke sig over tilstreekkelig lang tid til, at de iagttagne virkningers reversibilitet eller irreversibilitet kan
vurderes. Forsgget skal imidlertid afsluttes nar som helst dyrene viser vedvarende tegn pd sterk smerte eller lidelser. For at
bestemme reversibiliteten af virkningerne skal dyrene iagttages indtil 14 dage efter fjernelse af lapperne. lagttages reversibilitet
inden 14 dage, afsluttes forsgget pd dette tidspunkt.
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1.4.2.6

2.1

22

Kliniske iagttagelser og klassificering af hudreaktioner

Alle dyr undersgges for tegn pé erythem og gdem, og responset tildeles score-verdi ved 60 minutter og derefter ved 24, 48 og 72
timer efter fjernelse af lappen. Til det indledende forsgg i ét dyr underspges testomridet desuden straks efter fjernelse af lappen.
Hudreaktioner klassificeres og registreres efter inddelingen 1 nedenstiende tabel. Er der hudskade, som ikke kan identificeres som
irritation eller @tsning ved 72 timer, kan det viere ngdvendigt at fortsette iagttagelsen indtil dag 14 for at fastsla reversibiliteten af
virkningerne. Foruden iagttagelsen for irritation skal alle lokale toksiske virkninger, siledes tab af hudens fedtstotindhold, og alle
systemiske bivirkninger (f.eks. kliniske symptomer pd toksicitet samt kropsvaegt), beskrives fuldstendigt og registreres. Til
atklaring af en usikker respons bgr histopatologisk undersggelse indgé i vurderingen..

Klassificering af hudrespons er ngdvendigvis subjektiv. For at give en mere ensartet klassificering af hudresponset og for at bistd
provningslaboratorierne og dem, som foretager og fortolker iagttagelserne, mi iagttagelserne foretages af personer, som er
tilstriekkelig fortrolige med det anvendte score-system (se nedenstdende tabel). Det kan vare nyttigt at anvende en illustreret
vejledning i klassificering af hudirritation og andre lesioner (9). Klassificeringen af hudrespons bedgmmes blindt.

DATA

PRASENTATION OF RESULTATER

Undersggelsens resultater, som sammenfattes i tabelform i den endelige testrapport, skal deekke alle punkter i afsnit 3.1.
VURDERING AF RESULTATER

Score-vaerdierne for hudirritation vurderes 1 tilknytning til lesionernes art, svarhedsgrad og reversibilitet eller manglende
reversibilitet. De enkelte score-verdier reprasenterer ikke en absolut standard for et stofs irritationsfremkaldende egenskaber, da
andre virkninger af teststoffet ligeledes vurderes. | stedet méa de enkelte score-vardier betragtes som vejledende vaerdier, som skal
evalueres sammen med alle undersggelsens gvrige fund.

Hudlesionernes reversibilitet skal tages 1 betragtning ved bedgmmelse af irritationsrespons. Hvis respons som alopeci (af et

begraenset omrdde) hyperkeratose, hyperplasi og skeldannelse persisterer indtil slutningen af den 14-dags observationsperiode,
anses teststoftet for irriterende.
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3. RAPPORTERING
3.1 FORS@GSRAPPORT
Forsggsrapporten skal indeholde fgglgende oplysninger:

Rationale for in vive testning: weight-of-evidence analyse af allerede foreliggende testdata, herunder resultater af den sekventielle
testningsstrategi:

— beskrivelse af relevante oplysninger fra foreliggende tidligere forsgg;

— oplysninger, som fremgér af de enkelte trin i testningsstrategien;

— beskrivelse af udfgrte in vitro tests med detaljeret beskrivelse af de anvendte metoder samt resultater opniet
med prgve- og referencestof;

— weight-of-the-evidence analyse med henblik pd udferelse at in vivo undersggelse.

Prgvestof:
— identifikationsoplysninger (f.eks. CAS-nummer, oprindelse, renhed, kendte urenheder, batch-nummer);
— fysisk tilstand og fysisk-kemiske egenskaber (f.eks. pH, flygtighed, oplgselighed, stabilitet);
— tor blandinger, sammensatning og relativ procentdel af bestanddelene.
Vehikel:
— identifikation, koncentration (i givet fald), anvendt volumen;
— begrundelse for valg af vehikel.
For forsggsdyrene:

— anvendt art/stamme, rationale for anvendelse af andre dyr end albino-kaniner;
— antal dyr af hvert kgn;

— de enkelte dyrs vaegt ved forsggets begyndelse og slutning;

— alder ved forsggets begyndelse;

— dyrenes oprindelse, forsggsbetingelser, kost osv.

Omstendigheder ved forsgget:

— teknik ved preparation at anbringelsesstedet for lapperne;
— enkeltheder vedrgrende anvendte lapmaterialer og teknik ved anbringelse af lappen;
— enkeltheder vedrgrende preparation og pafgring og fjernelse af teststotfet.

Resultater:

— opstilling i tabelform at score-verdier for irritation/etsning for hvert dyr ved alle méletidspunkter;

— beskrivelse af alle iagttagne lesioner;

— forklarende beskrivelse af art og grad af den iagttagne irritation eller ®tsning, samt eventuelle histopatologiske
fund;

— beskrivelse af andre skadelige lokale (f.eks. tab af hudens fedtindhold) og systemiske virkninger foruden
hudirritation eller @tsning.

Diskussion af resultater
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TABEL I:KLASSIFICERING AF HUDREAKTIONER

Erythem og escharadannelse

INEEE ETYEREIT «oetiieiieiee ettt ettt st et s s et e e e s e e s et e s e sre e sae e e s e e s re e smn e e s s e e sseesmaeesseesreesmneennees 0
Meget let erythem (Knapt diagnoSHCEIDATT) ..o iiiiieiieeee e e e e e e e e e e e e e e e ceeeee e et e eeees e e neeeeeeaseeaneeaneeaseeeneeeneeeneeanean 1
VeldefiNEret EIYLHEIMI ..cooiiiiiiiiiiee ettt ettt et s s et e e e s e e sa et e e e s e e san e e b e e sre e smn e e s e e smaesmneenneesnee 2
AT (T4 5 L Y I 0 <) 41 1 3o U 3
Svert erythem (oksekgdstarvet) til escharadannelse, som umuligggr klassificering af erythemet ......coocoeeveiiniiniieeccnncn. 4

Maksimumverdi : 4

(ddemdannelse

LT L= AT (3 1 5 0
Meget let erythem (NEPPE SYNIIEL) .oooviiiiiieeeeee ettt ettt et e e st e e s sae e e e s re e smn e esneesreesmneennees 1
Let gdem (tydeligt afgraenset hE®Vet OMIAAE) .o i e e e e et e e e e e e e s e e e e e ee e s e e neeeeeeseeeneeeneeeneeanneenen 2
Moderat gdem (h&evet Ca. 1 MIM) oo eree e srree s ereeeeerneee s 3
Svert gdem (havet mere end 1 mm og udstraekning ud over det eksponerede omrade) ....ooovioeeiieiiniieeeeee e 4

Maksimumverdi : 4

Til afklaring at usikre responser kan histopatologisk undersggelse foretages.
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BILAG

Sekventiel testningsstrategi for hudirritation og ztsning

GENERELLE OVERVEJELSER

Skgnt denne sekventielle testning ikke indgdr som en del af testmetode B.4, er det den anbefalede strategi til bestemmelse af
hudirritation/aetsning. Strategien reprasenterer bide bedste praksis og en etisk standard for in vivo testning af hudirritation/etsning. Metoden
giver vejledning i udfgrelse af in vivo forsgg og sammenfatter de faktorer, som man bgr tage i betragtning fgr et sddant forspg pabegyndes.
Strategien tilvejebringer en metode til evaluering af foreliggende oplysninger om teststoftets hudirriterende og ®tsende egenskaber og en trinvis
fremgangsmade til at generere relevante data om stoffer, som har behov for yderligere undersggelse eller ikke er blevet undersggt. Den giver
desuden anbefalinger for udfgrelse af validerede og anerkendte in vitro eller ex vivo tests for hudatsning/irritation under nzrmere bestemte
forhold.

Af hensyn til den videnskabelige kvalitet og dyrenes velferd er det vigtigt at undgd ungdvendig brug af dyr og at minimere alle forsgg, som kan
forventes at fremkalde svere reaktioner i dyr. Alle oplysninger om et stofs potentielle hudztsende og irriterende egenskaber skal vurderes, fgr in
vivo testning overvejes. Det kan tenkes, at der allerede foreligger tilstrekkelige vidnesbyrd til, at teststoffets hudatsende eller irriterende
potentiale kan klassificeres uden laboratorieforsgg i dyr. Ved hjelp af weight-of-the-evidence analyse og en sekventiel testningsstrategi kan
behovet for in vivo testning siledes nedsettes til et minimum, navnlig nér stoffet forventes at fremkalde svare reaktioner.

Det anbetales, at de foreliggende oplysninger om stoffers hudirriterende og @®tsende egenskaber vurderes ved weight-of-the-evidence analyse for
at afggre, om der bortset fra in vivo hudundersggelser bgr udfgres supplerende undersggelser til yderligere karakterisering at et sddant potentiale.
Nir yderligere undersggelser er ngdvendige, anbefales det at benytte den sekventielle testningsstrategi til udbygning af de relevante forspgsdata.
For ikke tidligere testede stoffer anvendes den sekventielle testningsstrategi til at udbygge det s@t data, som er ngdvendigt til vurdering af stoffets
potentiale for hudirritation/@tsning. Den i dette bilag beskrevne testningsstrategi er udviklet pd en OECD-workshop (1) og senere bekreftet og
udvidet i form af Harmonised Integrated Hazard Classification System for Human Health and Environmental Effects of Chemical Substances,
som vedtoges pd det 28. felles mpde mellem OECD's kemikalieudvalg og arbejdsgruppe vedrgrende kemikalier i november 1998 (2).

BESKRIVELSE AF STRATEGIEN FOR VURDERING OG TESTNING

Fgr man iverksatter tests som led i den sekventielle testningsstrategi (vist i figuren), skal alle foreliggende oplysninger vurderes for at fastlegge
ngdvendigheden af in vivo hudtests. Skgnt vurdering af enkeltparametre (f.eks ekstremt pH) i sig selv kan tenkes at give vasentlige oplysninger,
mi alle de foreliggende oplysninger betragtes under ét. Som grundlag for en afggrelse baseret pad weight-of-the-evidence ma alle relevante
oplysninger om virkningerne af det pigeldende stof og af analoge stoffer evalueres, og et rationale for afggrelsen fremlegges. Primart ma de
foreliggende data om stoffets virkning pa dyr og mennesker tillegges vaegt, efterfulgt af resultaterne af in vitro eller ex vivo testning. Nér det pa
nogen mide er muligt, bgr in vivo undersggelser af @tsende stoffer undgés. [ testningsstrategien bgr folgende faktorer tages 1 betragtning:

Vurdering af foreliggende data fra mennesker og dyr (trin 1).Foreliggende data fra mennesker, f.eks. kliniske undersggelser eller
arbejdsmiljpundersggelser, og case-undersggelser fra f.eks. toksicitetsundersggelser med enkelt eller gentagen hudeksposition bgr primert tages i
betragtning, da de giver oplysninger direkte om virkningerne pd huden. Stoffer med kendt irriterende eller ®tsende virkning og stoffer, for hvilke
der foreligger klare vidnesbyrd om fraver af ®tsende eller irriterende virkning, behgver ikke testes in vivo.
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Analyse af struktur/aktivitet (trin 2).Resultater fra eventuelle undersggelser af strukturelt beslegtede stoffer skal tages i betragtning. Nar der for
strukturelt beslegtede stoffer eller blandinger af sddanne stoffer foreligger tilstraekkelige data fra mennesker og/eller dyr til at bestemme deres
hudwtsende/irriterende potentiale, kan teststotfet antages at ville frembringe samme respons. [ sddanne tilfelde behgver teststotfet ikke testes.
Negative data fra undersggelser af strukturelt beslegtede stoffer eller blandinger at sddanne stoffer udggr ikke tilstrekkeligt bevis for fravaer af
etsende eller irriterende egenskaber af et stof i den sekventielle testningsstrategi. Potentialet for bide hudatsning og hudirritation bgr fastlegges
ved validerede og anerkendte metoder til struktur/aktivitet analyse.

Fysisk-kemiske egenskaber og kemisk reaktivitet (trin 3).Stoffer, som udviser ekstremt pH som <2,0 og >11,5 kan have sterke lokal virkninger.
Hvis et ekstremt pH er grundlaget for at udpege et stof som hud=tsende, kan ogsa dets syre/basereserve (eller bufferkapacitet) tages i betragtning
(3)(4). Hvis bufferkapaciteten tyder pd, at et stof muligvis ikke er hudatsende, udfgres videre testning til bekraeftelser heraf, fortrinsvis med brug
at en valideret og anerkendt in vitro eller ex vivo test (Jf. trin 5 og 6).

Hudtoksicitet (trin 4).Er et kemisk stof pavist meget toksisk ved optagelse gennem huden, kan in vivo undersggelse af dets hudirriterende/=®tsende
egenskaber muligvis ikke gennemfgres i praksis, fordi den maengde teststof, som normalt pafgres, kan overstige det sterkt toksiske niveau og
folgelig vil medfgre dgd eller svere lidelser for dyrene. Nér der i forvejen er udfgrt en hudtoksicitetsundersggelse i albino-kaniner med en
dosering op til greensen pa 2000 mg/kg kropsvaegt eller hgjere, uden at man herved har fundet hudirritation eller ®tsning, er yderligere testning for
hudirritation/eetsning muligvis overflgdig. Vurdering at akut hudtoksicitet pd grundlag af tidligere udfgrte undersggelser kraver en rakke
overvejelser. For eksempel kan de rapporterede oplysninger om hudlesioner vere ufuldstendige. Testning og observationer kan vere gjort i
andre arter end kaniner, og der kan vere store artsforskelle i fglsomheden af responset. Endvidere kan den form, hvori teststoffet er tilfgrt dyrene,
have veaere uegnet til vurdering af hudirritation/®tsning (f.eks stoffets fortynding ved undersggelse at hudtoksicitet (5)). T de tilfielde, hvor der
foreligger veldesignede og veludfgrte hudtoksicitetsundersggelser i kaniner, kan negative fund anses som tilstreekkelig dokumentation for, at
stoffet ikke er @tsende eller irriterende.

Resultater af in vitro eller ex vivo underspgelser (trin 5 og 6). Stoffer, som har udvist @tsende eller sterkt irriterende egenskaber i en valideret og
anerkendt in vitro eller ex vivo undersggelse (6)(7) hvis design er rettet mod vurdering af disse serlige virkninger, behgver ikke testes i dyr.
Sd&danne stoffer md antages at ville frembringe tilsvarende svaere virkninger in vivo.

In vivo test i kaniner (trin 7 og 8).Hvis weight-of the-evidence analyse giver grundlag for at udfgre in vivo forsgg, bgr disse begynde med en
indledende test i ét dyr. Viser denne test, at stoffet @tser huden, bgr der ikke udfgres yderligere tests. Er der ikke fundet @tsende virkning i det
indledende forsgg, skal det irriterende eller negative respons verificeres i indtil to yderligere dyr med en ekspositionsperiode pa fire timer. Hvis
der iagttages en irriterende virkning i det indledende forsgg, kan der udfgres et sekventielt verifikationsforsgg, eller yderligere to dyr kan
eksponeres samtidigt.
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FIGUR

EN STRATEGI FOR TESTNING OG VURDERING AF HUDIRRITATION/-ATSNING

Aktivitet

1 | Foreliggende data fra mennesker og/eller dyr
viser virkninger pa hud eller slimhinder

Der foreligger ingen oplysninger, eller de
foreliggende oplysninger er inkonklusive.

2 Udfgr struktur/aktivitet analyse vedrgrende
hudztsende/irriterende virkning

Der kan ikke angives nogen forventninger, eller
Jorventningerne er inkonklusive eller negative

1

3 | pH miles (bufferkapacitet tages i betragtning, hvis
det er relevant)

{
2<pH < 11,5, eller pH <20 eller 2115
(ringe eller ingen bufferkapacitet, hvis det er
relevant)

l
4 | Systemisk toksicitet ved dermal eksposition
vurderes
{
Oplysninger herom foreligger ikke eller er
inkonklusive.
!

5 Der udfgres valideret og anerkendt in vitro eller ex

vivo test for hudetsende virkning

l
Stoffet er ikke wtsende
l

6 Der udfgres validitet og anerkendt in vitro eller ex
vivo test for hudirriterende virkning

1

D kan tages 1 betragtning fgr trin 2 og 3.

Fund
Atsende

Irriterende

Ikke @tsende / ikke irriterende

Svare hudskader mé forventes

Irritation af huden m4 forventes

pH <2 eller > 11,5 (med hgj
bufferkapacitet, hvis det er
relevant)

Meget toksisk
Ikke @®tsende eller irriterende ved
testning med en grensedosis pa

2000 mg/kg kropsvaegt eller
hgjere i kaniner.

Atsningsrespons

Irritationsrespons

Konklusion
Slutpunkt; anses for @tsende. Ingen
testning ngdvendig.

Slutpunkt; anses for irriterende. Ingen
testning ngdvendig.

Slutpunkt; anses for ikke ®tsende eller
irriterende. Ingen testning ngdvendig.

Anses for ®tsende. Ingen testning
ngdvendig.

Anses for irriterende. Ingen testning
ngdvendig.

Ztsningsfare bgr antages. Ingen testning
ngdvendig.

Ingen yderligere testning ngdvendig.

Bor anses for ikke atsende eller irriterende.
Ingen yderligere testning ngdvendig.

Bgr antages for ®tsende in vivo. Ingen

yderligere testning ngdvendig.

Bgr antages for at veere irriterende in vivo.
Ingen yderligere testning ngdvendig.
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Validerede in vitro eller ex vivo testningsmetoder
Jor hudirritation foreligger endnu ikke, eller
stoffet er ikke irriterende

7 Der udfores en indledende in vivo kanintest i ét Svere hudskader
dyr
{
Ingen sveere skader
l
8 | Der udfgres en verifikationstest i yderligere ét Atsende eller irriterende

eller to dyr

Ikke tsende eller irriterende

Anses for ®tsende. Ingen yderligere
testning ngdvendig.

Anses for @tsende eller irriterende. Ingen
yderligere testning ngdvendig

Anses for ikke @tsende eller irriterende.
Ingen yderligere testning ngdvendig.
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B. 5. AKUT TOKSICITET, @JENIRRITATION

METODE

Metoden er kvivalent med OECD TG 405 (2002).

INDLEDNING

Ved udarbejdelse af denne ajourfgrte metode er der lagt s@rlig veegt pd de forbedringer, som kan opnés ved at vurdere alle
foreliggende oplysninger om teststoffet med henblik pé at undgd ungdvendige forsgg med laboratoriedyr og dermed komme
betenkeligheder omkring dyrenes velferd i mgde. 1 metoden indgdr en anbefaling om, at der for iverksattelse af den
beskrevne in vivo test for akut gjenirritation/etsning udfgres en weight-of-the-evidence analyse (1) af foreliggende relevante
data. Er de foreliggende data utilstreekkelige, anbefales det, at de suppleres ved sekventiel testning (2)(3). Den anbefalede
testningsstrategi, som omfatter validerede og anerkendte in vitro tests, er givet som bilag til denne metodebeskrivelse.
Derudover anbefales det at udfgre en in vivo test for hudirritation/@tsning med henblik pd at kunne forudsige @tsning af gjet,
for en in vivo gjentest overvejes gennemfort.

Bédde den videnskabelige kvalitet og dyrenes velferd fremmes ved, at in vivo tests ikke udfgres, for alle relevante data om
stoffets potentielle gjenztsende eller -irriterende egenskaber er vurderet ved weight-of-the-evidence analyse. Sddanne data
bestdr af dokumentation fra foreliggende undersggelser i mennesker ogfeller laboratoriedyr, dokumentation for
®tsende/irriterende virkning af et eller flere strukturelt beslegtede stoffer eller af blandinger af sddanne stoffer, data, som viser
at stoffet er sterkt surt eller alkalisk (4)(5), og resultater af validerede og anerkendte in vitro eller ex vivo tests for hudatsning
og -irritation (6)(6a). Undersggelserne kan enten have veret udfgrt inden en weight-of-the-evidence analysis eller
efterfplgende som resultat heraf.

For visse stoffer kan en sddan analyse vise, at der er behov for in vivo undersggelser af stoffets potentiale for atsning/irritation
af gjnene. | alle sddanne tilfeelde skal man, for en in vivo gjentest ptenkes, helst forst udfgre en undersggelse af stoffets
virkninger pd hud in vivo og vurdere denne i henhold til forsggsmetode B.4 (7). Anvendelse af weight-of-the-evidence
analyse og sekventiel testningsstrategi skulle mindske behovet for in vivo testning for @tsende/irriterende virkning pa gjet af
stoffer, som allerede er tilstreekkelig undersggt i andre undersggelser. Kan stoffets potentiale for @tsning eller irritation af gjet
ikke bestemmes ved den sekventielle testningsstrategi, selv efter udfgrelse af en in vivo undersggelse af hudztsning og
irritation, kan der udfgres en in vivo test for ®tsning/irritation af gjet.

En anbefalet testningsstrategi, som indebzrer udfgrelse af validerede og anerkendte in vitro eller ex vivo tests for
@tsning/irritation, er medtaget som bilag til denne metodebeskrivelse. Strategien blev udviklet pd en OECD-workshop (8) og
enstemmigt anbefalet af deltagerne heri, og den er vedtaget som anbefalet testningsstrategi i det globalt harmoniserede system
for klassificering af kemiske stoffer (GHS) (9). Skgnt sekventiel testning ikke indgar som en del af testmetode B.4, anbefales
det at fplge denne testningsstrategi, for in vivo forsgg iverksattes. For nye stoffer anbefales den trinvise testningsstrategi til at
indhente videnskabeligt forsvarlige oplysninger om stoffets etsende/irriterende virkning. For eksisterende stoffer, som ikke er
tilstreekkelig undersggt for gjen®tsning/irritation, bgr man fglge denne strategi for at supplere de mangelfulde data. Anvendes
en anden testningsstrategi eller -metode, eller beslutter man sig for ikke at fglge den trinvise testningsstrategi, bgr dette
begrundes.

DEFINITIONER

Qjenirritation er frembringelse af forandringer i gjet, som opstar efter pafgring af et teststof pd gjets anteriore overflade, og
som er fuldt reversible inden for 21 dage efter pafgring.
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Atsning af gjet er frembringelse af veevsbeskadigelse i gjet eller alvorlig fysisk synsnedsattelse, som opstdr efter pifgring af
et teststof pd gjets anteriore overflade, og som ikke er fuldt reversibel inden for 21 dage efter péfgring.

1.3 TESTMETODENS PRINCIP
En enkelt dosis af teststoffet pdferes dyrets ene gje; det ubehandlede gje tjener som kontrol. Graden af gjenirritation/etsning
vurderes ved tildeling af score-veerdier til lesionerne af conjunctiva, cornea og iris med bestemte intervaller. Andre virkninger
pé gjet og systemiske negative virkninger beskrives ligeledes, sdledes at man har en fuldsteendig bedgmmelse af virkningerne.
Undersggelsen skal streekke sig over tilstrazkkelig lang tid til, at virkningernes reversibilitet eller irreversibilitet kan vurderes.
Dyr, som viser tegn pd steerk lidelse og/eller smerte i nogen del af forspget, aflives humant, og teststoffet vurderes tilsvarende.
Kriterier for human aflivning af dgende og sterkt lidende dyr kan findes i reference (10).

1.4 BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

1.4.1 Forberedelse til in vivo forspgget

1.4.1.1 Valg af art
Det foretrukne forsggsdyr er albino kaninen, og der anvendes raske unge kgnsmodne dyr. Anvendes andre arter, skal der
fremlaegges begrundelse herfor.

1.4.1.2 Forberedelse af dyrene
P& hvert af de forelgbigt udvalgte dyr undersgges begge @jne hgjst 24 timer fgr testen begynder. Dyr, som udviser
gjenirritation eller gjendefekter, eller som i forvejen har beskadiget cornea, md ikke anvendes.

1.4.1.3 Miljpbetingelser og fodring
Dyrene holdes i hver sit bur. Temperaturen i forsggslokalet skal vaere 20°C (£ 3°C) for kaniner. Den relative luftfugtighed skal
vere mindst 30 % og helst ikke vere over 70 %, hvilket dog ikke galder under renggring af lokalet, men 50-60 % bgr
tilstreebes. Belysningen skal vaere kunstig bestdende af 12 timers tys og 12 timers mgrke. Som foder kan anvendes s@dvanligt
laboratoriefoder og fri adgang til drikkevand.

1.4.2 Prgveprocedure

1.4.2.1 Applikation af teststoffet
Teststoffet anbringes i conjunctivalsekken af det ene gje pd hvert dyr, idet det nederste gjenlig forsigtigt treekkes lidt ud fra
gjexblet. Derefter holdes gjenligene sammen i ca. et sekund for at forhindre at noget af stoffet Igber ud. Det ubehandlede gje
fungerer som kontrol.

1.42.2 Skylning

I mindst 24 timer efter instillation af teststoffet mi der ikke foretages skylning af forsggsdyrenes gjne, bortset fra faststof (jf.
punkt 1.4.2.3.2) eller i tilfeelde af gjeblikkeligt inds@ttende @tsende eller irriterende virkning. Ved 24 timer kan gjet skylles,
hvis det anses for hensigtsmaessigt.

Anvendelse af en satellitgruppe af dyr til undersggelse af virkningen af skylningen kan ikke anbefales medmindre det er
videnskabeligt begrundet. Er en satellitgruppe ngdvendig, skal den bestd af to kaniner. Skylningsomstendighederne skal ngje
dokumenteres, siledes skylningstidspunkt, skylleveskens sammensa&tning og temperatur samt skylningens varighed, anvendt
vaeskevolumen og -hastighed.
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1.42.3.1
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1.42.33
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1.42.5

1.42.6

Dosisniveau
Underspgelse af veesker

Ved undersggelse af flydende stoffer anvendes 0,1 ml. Der mé ikke anvendes pumpespray til direkte instillation af stoffet i
gjet. I stedet sprojtes vaske ud af sprayflasken og opsamles i et kar, fgr der instilleres 0,1 ml i gjet.

Underspgelse af faste stoffer

Ved undersggelse af faste stoffer, pastaer og fintfordelte faste stoffer anvendes et volumen pd 0,1 ml eller en vegtmangde pd
hgjst 100 mg. Prgvestoffet rives til finkornet stgv. Partiklernes volumen mdles efter let sammenpresning, f.eks. frembragt ved
smd slag pd mdlekarret. Er det faste teststof ikke forsvundet fra dyrets gje ad naturlig vej pa det fgrste observationstidspunkt 1
time efter behandlingen, kan gjet skylles med saltvand eller destilleret vand.

Underspgelse af aerosoler

Det anbefales at alle pumpesprayprodukter og aerosoler opsamles fgr instillation i gjet. Som eneste undtagelse gelder stoffer,
som er under tryk i aerosolbeholder og ikke kan opsamles pd grund af fordampning. I sddanne tilfeelde holdes gjet dbent, og
teststoffet administreres i gjet med et enkelt pust pd ca. ét sekund fra en afstand af 10 cm direkte foran gjet. Afstanden kan
variere afthengigt af trykket i aesrosolbeholderen og dens indhold. Der mé drages omsorg for at undgé skade pa gjet som fglge
af trykket i spraydésen. I visse tilfelde kan der vaere brug for at vurdere potentialet for “mekanisk”™ skade pa gjet forarsaget af
forstgvningens styrke.

Den afgivne dosis fra aerosolbeholderen kan vurderes ved at simulere prgven pd fglgende mdde: stoffet sprgjtes pé vejepapir
gennem en dbning af stgrrelse som et kaningje placeret umiddelbart foran papiret. Papirets vagtforggelse anvendes som
omtrentligt mél for den mengde, der tilfgres gjet ved forstgvning. For flygtige stoffer kan dosis vurderes ved vejning af den
modtagende beholder fgr og efter udtagning af teststof.

Indledende test (in vivo gjenirritations-/wtsningstest i ét dyr)
Som navnt i den sekventielle teststrategi (se bilag 1), anbefales det staerkt, at in vivo testen indledende udfgres i kun ét dyr.

Viser denne test, at stoffet virker ®tsende eller sterkt irriterende pd gjet ved brug af den beskrevne fremgangsmadde, bgr der
ikke udfgres yderligere tests for gjenirritation.

Lokalanestetika

Der kan anvendes lokalanzstetika efter stillingtagen i hvert enkelt tilfelde. Hvis weight-of-the-evidence analysen viser, at
stoffet har smertevoldende potentiale, eller hvis den indledende testning viser, at der vil komme en smertefuld reaktion, kan
der bruges et lokalanestetikum fgr institlation af teststoffet. Art, koncentration og dosering af lokalan@stetikum bgr vaelges
omhyggeligt med henblik pd at sikre, at dets anvendelse ikke medfgrer forskelle i reaktionen pa teststoffet. Kontrolgjet
lokalbedgves pa tilsvarende méde.

Verifikationstest (in vivo gjenirritationstest i yderligere dyr)

Har det indledende forsgg ikke vist etsende virkning, bgr det irriterende eller negative respons verificeres i indtil to yderligere
dyr. lagttages der i det indledende forsgg en sver irriterende virkning, som tyder pd, at der méske kan forventes en sterk
(irreversibel) virkning i verifikationsforsgget, anbefales det at udfgre dette sekventielt i ét dyr ad gangen fremfor at eksponere
yderligere to dyr samtidig. Udviser det andet dyr @tsning eller sveer irritation, standses forsgget. Til verifikation af en svag
eller moderat irritationsrespons kan det vere ngdvendigt at anvende yderligere dyr.
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1.42.7

1.42.7.1

2.2

Observationsperiode

lagttagelsesperioden skal veere tilstreekkelig lang til, at de iagttagne virkningers omfang og reversibilitet kan vurderes fuldt ud.
Forsgget skal dog afsluttes ndr som helst dyrene viser vedvarende tegn pd staerk smerte eller lidelser (9). For at bestemme
reversibiliteten af virkningerne skal dyrene sedvanligvis iagttages indtil 21 dage efter administration af teststoffet. lagttages
reversibilitet inden 21 dage, afsluttes forsgget pa dette tidspunkt.

Kliniske iagtragelser og klassificering af pjenreaktioner

Dinene underspges 1, 24, 48 og 72 timer efter pafring af teststoffet. Dyrene skal ikke forblive lengere i forsgget, end indtil
dette har har givet definitive oplysninger. Dyr, som viser tegn pd steerk lidelse og/eller smerte i nogen del af forsgget, skal
omgdende aflives humant, og teststoffet vurderes tilsvarende. Nir fglgende gjenlesioner optrader efter instillation af
teststoffet, skal dyret aflives humant: perforation af cornea eller n®evneverdig ulceration af cornea, herunder staphylom; blod i
forreste gjenkammer; uklarhed af cornea at grad 4, persisterende i 48 timer; manglende reaktion pd lys (irisrespons grad 2)
persisterende i 72 timer; ulceration af conjunctivaslimhinden:; nekrose af conjunctivae eller blinkhinde; rynker i cornea.
Begrundelsen herfor er, at sddanne lesioner sedvanligvis er irreversible

For dyr, som ikke udvikler gjenlesioner, kan forsgget afsluttes tidligst 3 dage efter instillation. Dyr med lette til moderate
lzesioner observeres, indtil lesionerne forsvinder, eller i 21 dage, pd hvilket tidspunkt forsgget afsluttes. P& dag 7, 14 og 21
foretages observation til bestemmelse af l@sionernes status og reversibilitet eller irreversibilitet.

Graden af gjenreaktion (conjunctivae, cornea and iris) registreres ved hver undersggelse (tabel I). Alle andre lesioner i gjet
(f.eks. pannus, farvning) og systemiske negative virkning skal ligeledes rapporteres.

Undersggelse af reaktionerne kan lettes ved brug af lup-briller, hdndspaltelampe, binokulert mikroskop eller andre
hensigtsmeessige hjelpemidler. Efter registrering af observationerne i 24 timer kan gjnene underspgges yderligere med
fluorescein.

Klassificeringen af gjenrespons er ngdvendigvis subjektiv. For at give en mere ensartet klassificering af gjenresponset og for
at bistd prgvningslaboratorierne og dem, som foretager og fortolker iagttagelserne, mé iagttagelserne foretages af personer,
som er tilstreekkeligt fortrolige med det anvendte score-system. Klassificeringen af gjenrespons foretages blindt.

DATA
VURDERING AF RESULTATER

Score-verdierne for gjenirritation vurderes i tilknytning til lasionernes art, svaerhedsgrad og reversibilitet eller manglende
reversibilitet. De enkelte score-vaerdier reprasenterer ikke en absolut standard for et stofs irritationsfremkaldende egenskaber,
da de ogsd omfatter andre virkninger af teststoffet. [ stedet ma de enkelte score-vaerdier betragtes som vejledende vardier, som
kun er meningsfulde, ndr de stgttes af en fuldstendig beskrivelse og evaluering af alle observationer.
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3. RAPPORTERING
3.1 FORS@GSRAPPORT
Forspgsrapporten skal indeholde fglgende oplysninger:
Rationale for in vivo testning: weight-of-the-evidence analyse af allerede foreliggende testdata, herunder resultater af den
sekventielle testningsstrategi
— beskrivelse af relevante oplysninger fra foreliggende tidligere forsgg;
— oplysninger afledt af de enkelte trin i testningsstrategien;
— beskrivelse af udfgrte in vitro tests med detaljeret beskrivelse af de anvendte metoder og resultater opndet
med prgve- og referencestof;
— beskrivelse af den udfgrte in vivo undersggelse af hudirritation/atsning med angivelse af opnede resultater;
— weight-of-the-evidence analyse med henblik p& udfgrelse af in vivo undersggelse
Prgvestof:
— identifikationsoplysninger (f.eks. CAS-nummer, oprindelse, renhed, kendte urenheder, batch-nummer);
— fysisk tilstand og fysisk-kemiske egenskaber (f.eks. pH, flygtighed, oplgselighed,
stabilitet, reaktion med vand);
— for blandinger, sammensatning og relativ procentdel af bestanddelene;
— hvis et lokalanastetikum benyttes, identifikation, renhed, art, dosis og potentiel interaktion med
teststoffet.
Vehikel:
— identifikation, koncentration (i givet fald), anvendt volumen;
— begrundelse for valg af vehikel.
For forsggsdyrene:
— anvendt art/stamme, rationale for anvendelse af andre dyr end albino-kaniner;
— hvert dyrs alder ved forsggets begyndelse;
— antal dyr af hvert kgn i testgruppe og kontrolgruppe (hvis ngdvendigt);
— de enkelte dyrs vaegt ved forsggets begyndelse og slutning;
— oprindelse, miljgbetingelser, kost osv.,
Resultater:
—  beskrivelse af den anvendte metode til fastleggelse af irritationsscore pd hvert observationstidspunkt (f.eks.
hdndspaltelampe, binokulart mikroskop, fluorescein);
— angivelse i tabelform af wrritations-/@tsningsresponsdata for hvert dyr pd hvert observationstidspunkt, indtil dyret
ophgrer med forsgget;
— forklarende beskrivelse af grad og art af den iagttagne irritation eller stsning;
— beskrivelse af alle andre iagttagne lesioner 1 gjet (f.eks. karindvekst, pannusdannelse, adhasion, farvning);
— beskrivelse af ikke-okulere lokale og systemiske negative virkninger og eventuelle histopatotogiske fund.
Diskussion af resultater.
32 FORTOLKNING AF RESULTATER

Resultaterne af gjenirritationsundersggelser i laboratoriedyr kan kun i begranset omfang overfgres til mennesker. I mange
tilfeelde er albino kaniner mere fglsomme end mennesker for gjenirriterende eller -®tsende stoffer.

Fortolkning af data skal ske med forbehold, s man undgér at medtage irritation forarsaget af sekunder infektion.
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TABEL I: KLASSIFICERING AF @JENSKADER

Cornea

Uklarhed: graden af uklarhed afleeses i det tztteste omrade*

Ingen ulceration eller UKIATREA ....o.cooiiiiiiieeeee ettt sttt st e e e s e e smne e 0

Spredte eller diffuse uklare omrdder (ikke bestiende i en let mattering af den normale glans); detaljer i iris klart synlige . 1

Let skelneligt halvgennemsigtigt omrdde; detaljerne i iris let SIBTEAE ..coccvviiriiiiiiiii e 2

Omréde med perlemorsglans; ingen detaljer i iris synlige; pupilstgrrelse kun knapt skelnes . 3

Cornea uklar; iris ikke skelnelig gennem UKIATheden .c...oooiiiiiiiiiii e 4
Maksimum: 4

* Omrédet med corneauklarhed skal angives

Iris

NOTIAL 1o e O

Markant fordybede rugae, kongestion, hevelse, moderat hyperemi omkring cornea;

eller injektion; iris reagerer pé lys (treeg lysreaktion anses for en virkning) 1

Blgdning, massiv gdeleggelse, eller ingen reaktion PA TYS ..ottt 2
Maksimum: 2

Conjunctivae

Rgdme (af conjunctiva palpebrae og conjunctiva bulbi; bortset fra cornea og iris) Normal. .....ccocooveiinininniniiene 0

Nogle blodkar hyper@miske (INJEKTION) .vevoeiiiiiiriieieee ettt sttt s s e sme e e sre e smneesnees 1

Diffus, blodrgd farve; de enkelte kar ikke let SKEINEIIZE «oueevvirmiiiiiiiii s 2

DTUS OKSE KBS ATV ittt ittt ettt ee e e e bbb ettt ee e e e et st s ib bbb b b e s e e ee s e e ettt e sb b bbb e s e e ee e e e ettt ab bbb b e e e e ee s e e et et s s sb b e s s aaaaeeeeesssssbbbaes 3
Maksimum: 3

Chemosis

Havelse (om gjenlig og/eller blinkhinder)

INOTITIAL ottt s R bbb e b e e bbb R e e bbb ene 0

NOZen UNOTMAl RBVEISE .o..oiiiiiiiee ettt sttt et eb e e s bt e e e s me et enes 1

Tydelig hevelse med delvis udkr@ngning af GJenIAZ .....cooei ittt ettt e et et e b esaee e 2

Havelse med gjenldg omtrent halvt lukket 3

Hevelse med gjenlg mere end halvt TUKKET ......ouiiiiii ettt ettt ettt et e e e st eb e e b e s e e eaneenean 4

Maksimum: 4
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BILAG

Sekventiel testningsstrategi for gjenirritation og stsning

GENERELLE OVERVEJELSER

Sével hensynet til den videnskabelige kvalitet som til dyrenes velferd taler for at undgd ungdvendig brug af dyr og at minimere alle forsgg,
som kan forventes at fremkalde svare reaktioner i dyr. Alle oplysninger om et stofs potentielle gjenatsende og irriterende egenskaber skal
vurderes, fgr in vivo testning overvejes. Der foreligger muligvis allerede tilstrekkelige vidnesbyrd til, at teststoffets potentiale for @tsning
eller irritation af gjnene kan klassificeres, uden at der behgves laboratorieforsgg udfgrt med dyr. Ved hjelp af weight-of-the-evidence
analyse og en sekventiel testningsstrategi kan behovet for in vivo testning sdledes nedsettes til et minimum, navnlig ndr stoffet forventes at
fremkalde svaere reaktioner.

Det anbefales, at de foreliggende oplysninger om stoffers gjenirriterende og @®tsende egenskaber vurderes ved weight-of-the-evidence
analyse for at afggre, om der ud over in vivo gjenunderspgelser bgr udfgres supplerende undersggelser til n@rmere karakterisering af et
sddant potentiale. Nar yderligere undersggelser er ngdvendige, anbefales det at benytte den sekventielle testningsstrategi til fastleggelse af de
relevante forsggsdata. For ikke tidligere testede stoffer anvendes den sekventielle testningsstrategi til at fastlegge det s@t data, som er
ngdvendigt til vurdering af stoffets potentiale for gjenirritation/etsning. Den i dette bilag beskrevne testningsstrategi er udviklet pd en
OECD-workshop (1). Den er senere blevet bekraftet og udvidet i form af Harmonised Integrated Hazard Classification System for Human
Health and Environmental Effects of Chemical Substances, som vedtoges pa det 28. felles mgde mellem OECD's kemikalieudvalg og
arbejdsgruppe vedrgrende kemikalier i november 1998 (2).

Skgnt denne sekventielle testning ikke indgér som en del af testmetode B.5, er det den anbefalede strategi til bestemmelse af
gjenirritation/etsning. Strategien representerer bdde bedste praksis og en etisk standard for in vivo testning af gjenirritation/@tsning.
Testmetoden giver vejledning i udfgrelse af in vivo forsgg og sammenfatter de faktorer, som bgr tages i betragtning for et sidant forsgg
pdbegyndes. Strategien tilvejebringer en metode til evaluering af foreliggende oplysninger om teststoffets gjenirriterende og ®tsende
egenskaber og en trinvis fremgangsmade til at generere relevante data om stoffer, som har behov for yderligere undersggelse eller ikke er
blevet undersggt. Strategien indebarer, at der fgrst udfgres validerede og anerkendte in vitro eller ex vivo tests, og derefter forsggsmetode
B.4, hudirritation/ztsning, alt efter omstendighederne (3)(4).

BESKRIVELSE AF DEN TRINVISE TESTNINGSSTRATEGI

Fgr man ivaerksatter tests som led i den sekventielle testningsstrategi (vist i figuren), skal alle foreliggende oplysninger vurderes for at afggre
ngdvendigheden af in vivo gjentests. Skgnt vurdering af enkeltparametre (f.eks ekstremt pH) i sig selv kan tankes at give vasentlige
oplysninger, md alle de foreliggende oplysninger betragtes under ét. Som grundlag for en afggrelse baseret pd weight-of-the-evidence m4 alle
relevante oplysninger om virkningerne af det pdgzldende stof og af analoge stoffer evalueres, og et rationale for afggrelsen fremlaegges.
Primert mé foreliggende oplysninger om stoffets virkning pd dyr og mennesker tillegges vegt, efterfulgt af resultaterne af in vitro eller ex
vivo testning. Nr det pd nogen made er muligt, bgr in vivo undersggelser af @tsende stoffer undgds. I testningsstrategien bgr fglgende
faktorer tages i betragtning:

Vurdering af foreliggende data fra mennesker og dyr (trin 1). Foreliggende data fra mennesker, f.eks. kliniske undersggelser eller
arbejdsmiljgundersggelser, case-undersggelser og/eller data fra dyreforsgg fra f.eks. gjenstudier skal primert tages i betragtning, da de giver
oplysninger direkte vedrgrende virkninger pd gjnene. Derefter vurderes foreliggende data fra undersggelser af hudetsning/irritation i
mennesker og/eller dyr. Stoffer med kendt ®tsende eller irriterende virkning pd gjet bgr ikke instilleres i gjenene pd dyr, hvilket ligeledes
geelder stoffer, som virker ®tsende eller irriterende pé huden, da disse ma anses for at virke @tsende og/eller irriterende ogsd pé gjnene.
Stoffer, for hvilke der foreligger tilstraekkelig dokumentation for manglende @tsende og irriterende virkning fra tidligere gjenstudier, bgr
heller ikke testes i in vivo gjenstudier.
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Analyse af strukturiaktivitet relationer (trin 2). Resultater fra eventuelle undersggelser af strukturelt beslegtede stoffer skal tages i
betragtning. Nér der for strukturelt beslegtede stoffer eller blandinger af sédanne stoffer foreligger tilstreekkelige data fra mennesker og/eller
dyr til at bestemme deres potentiale for ®tsning/irritation af gjnene, kan teststoffet antages at ville frembringe samme responser. | sddanne
tilfelde behgver teststoffet ikke ngdvendigvis testes. Negative data fra undersggelser af strukturelt beslegtede stoffer eller blandinger af
sddanne stoffer udggr ikke tilstreekkeligt bevis for fraveer af ®tsende eller irriterende egenskaber af et stof 1 den sekventielle testningsstrategi.
Potentialet for ®tsende og og irriterende virkning pd bdde hud og gje bgr fastlegges ved validerede og anerkendte metoder til analyse af
struktur/aktivitet relationer.

Fysisk-kemiske egenskaber og kemisk reaktivitet (trin 3). Stoffer, som udviser ekstremt pH som <2.0 eller 211,5, kan have sterke lokal
virkninger. Hvis et ekstremt pH er grundlaget for at udpege et stof som @tsende eller irriterende for gjnene, kan ogséd dets syre/basereserve
(eller bufferkapacitet) tages i betragtning (5)(6). Tyder stoffets bufferkapacitet pd, at det muligvis ikke virker @tsende pd gjnene, bgr dette
bekraeftes ved videre testning, fortrinsvis med brug af en valideret og anerkendt in vitro eller ex vivo test (Jf. trin 5 og 6).

Hensyntagen til andre foreliggende oplysninger (trin 4). Alle foreliggende oplysninger om systemisk toksicitet ved péfgring pd huden
vurderes pa dette trin. Teststoffets akutte toksicitet ved optagelse gennem huden skal ligeledes tages i betragtning. Er teststotfet pdvist at
veere meget toksisk ved optagelse gennem huden, behgver det ikke ngdvendigvis testes i gjenene. Skgnt der ikke ngdvendigvis er
sammenhaeng mellem akut toksicitet ved optagelse gennem huden og gjenirritation/@tsning, kan man gé ud fra, at nfr et agens er meget
toksisk ved optagelse gennem huden, vil det ligeledes vise sig meget toksisk ved instillation i gjet. Sddanne oplysninger kan ligeledes tages i
betragtning metlem trin 2 og 3.

Resultater af in vitro eller ex vivo underspgelser (trin 5 og 6). Stotfer, som har udvist tsende eller sterkt irriterende egenskaber i en in vitro
eller ex vivo undersggelse (7)(8), som er valideret og anerkendt specielt til vurdering af @tsende/irriterende virkning pd gjne eller hud,
behgver ikke testes i dyreforsgg. Sddanne stoffer md antages at ville frembringe tilsvarende sveare virkninger in vivo. Foreligger der ikke
validerede og anerkendte in vitro/ex vivo tests, springes trin 5 og 6 over og fortsettes direkte med trin 7.

Vurdering af stoffets hudirriterende eller wtsende virkning in vivo (trin 7). Nir ovennavnte undersggelser ikke udggr tilstrekkelig
dokumentation til at foretage en konklusiv weight-of-the-evidence analyse af et stofs potentielle irriterende/etsende virkning pd gjet,
bestemmer man fgrst dets potentiale for in vivo hudirritation/ztsning ved hjelp af forsggsmetode B.4 (4) og det tilhgrende bilag (9). Er
stoffet pdvist at forirsage ®tsning eller sver hudirritation, bgr det anses for gjen®tsende, medmindre andre oplysninger taler for en anden
konklusion. Der behgver sdledes ikke foretages nogen in vivo gjentest. Er stoffet ikke @tsende eller ikke sterkt hudirriterende, udfgres en in
vivo gjentest.

In vivo test i kaniner (trin 8 and 9): In vivo gjentestning bgr begynde med en indledende test i ét dyr. Viser stoffet sig i denne test @tsende

eller staerkt irriterende pd gjet, bgr yderligere test ikke udfgres. Viser testen ingen @tsende eller ingen starkt irriterende virkninger, udfgres
en verifikationstest i yderligere to dyr.
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FIGUR

EN STRATEGI FOR TESTNING OG VURDERING AF @JENIRRITATION/-ATSNING

Aktivitet Fund Konklusion
1 Foreliggende data fra mennesker og/eller dyr Svaere gjenskader Slutpunkt: bgr anses for at virke
viser virkning pé gjnene ®tsende pé gjnene. Ingen testning
ngdvendig.

@Djenirriterende Slutpunkt: bgr anses for at virke
irriterende pé gjnene. Ingen testning
ngdvendig.

Virker ikke @tsende/irriterende Slutpunkt: anses for ikke ®tsende og

pé gjnene ikke irriterende pa gjnene. Ingen

testning ngdvendig.

Foreliggende data fra mennesker og/eller dyr Hude=ztsende Bgr anses for at virke ®tsende pé
viser @tsende virkning pa huden gjnene. Ingen testning ngdvendig.
Foreliggende data fra mennesker og/eller dyr Svert hudirriterende Bgr anses for gjenirriterende. Ingen
viser svert irriterende virkning pd huden testning ngdvendig.

{

Oplysninger foreligger ikke eller er
inkonklusive
{
2 | Foretag analyse af struktur/aktivitet relationer Sveere gjenskader ma forventes Bgr anses for at virke atsende pd

for @tsende/irriterende virkning pa gjnene ginene. Ingen testning ngdvendig.

Irritation af gjnene mé forventes Bgr anses for gjenirriterende. Ingen
testning ngdvendig.

Foretag analyse af struktur/aktivitet relationer M4 forventes at vere Bgr anses for at virke @tsende pa

for hudirritation hudztsende ginene. Ingen testning ngdvendig.
{

Der kan ikke angives nogen forventninger, eller

Jforventningerne er inkonklusive eller negative

{

3 pH maéles (bufferkapacitet, hvis det er relevant) pH<2eller 2 11,5 (med hgj Bgr anses for at virke @tsende pa
bufferkapacitet, hvis det er gjnene. Ingen testning ngdvendig.
relevant)

{
2<pH < 115, eller pH<2,0 eller 21 1,5 med
ringe eller ingen bufferkapacitet, hvis det er
relevant
{
4 Systemisk toksicitet ved optagelse gennem Sterkt toksisk ved de Stoffet for toksisk til at kunne testes.
huden vurderes koncentrationer, som vil blive Ingen testning ngdvendig.
anvendt ved testning i gjet.
{

Oplysninger herom foreligger ikke, eller stoffet
er ikke ret toksisk.

{
5 | Der udfgres en valideret og anerkendt in vitro Ztsningsrespons Bgr anses for at virke atsende pa
eller ex vivo test for @tsende virkning pd gjnene gjnene. Ingen yderligere testning
ngdvendig.

!
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Stoffet er ikke wtsende, eller der foreligger
endnu ikke validerede in vitro eller ex vivo
testmetoder for wtsende virkning pd gjnene

Der udfgres en valideret og anerkendt in vitro
eller ex vivo test for gjenirritation

Stoffet er ikke wtsende, eller der foreligger
endnu ikke validerede in vitro eller ex vivo
testmetoder for irriterende virkning pa pjnene

Potentialet for in vivo hudirritation/ztsning
bestemmes eksperimentelt (se forsggsmetode
B.4 og tilhgrende bilag)

Stoffet virker ikke wtsende eller stwrkt
irriterende pd huden

!

Der udfgres en indledende in vivo kaningjentest
iétdyr

Ingen sveer skade, eller ingen respons

!

Der udfgres en verifikationstest i yderligere ét
eller to dyr

Irritationsrespons

Ztsnings- eller sveer
irritationsrespons

Sveere gjenskader

Atsende eller irriterende

Ikke ®tsende eller irriterende

Bgr anses for gjenirriterende. Ingen
yderligere testning ngdvendig.

Bgr anses for at virke ®tsende pd
ginene. Ingen yderligere testning
ngdvendig.

Bgr anses for at virke ®tsende pé
gjnene. Ingen yderligere testning
ngdvendig.

Bgr anses for ®tsende eller irriterende
for gjnene. Ingen yderligere testning
ngdvendig

Bgr anses for ikke irriterende og ikke
tsende for gjnene. Ingen yderligere
testning ngdvendig.
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BILAG 2F
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B.31. PRENATAL UDVIKLINGSTOKSICITETSUNDERSOGELSE

METODE
Metoden er gengivet efter OECD TG (2001).

INDLEDNING

Formdlet med denne metode til udviklingstoksicitetsundersggelse er at skaffe generel information om virkningerne af
preenatal eksponering pé det dregtige forsggsdyr og pd organismen, mens den udvikles in utero; heri kan ogsd indgd en
vurdering af maternel pdvirkning sdvel som dgd, strukturabnormiteter og @ndret vekst at fosteret. Skgnt funktionelle
mangler er en vigtig del af udviklingen, indgdr de ikke i denne forsggsmetode. Funktionelle mangler kan i stedet
undersgges i et serskilt forsgg eller ved at denne undersggelse suppleres med anvendelse af metoden til undersggelse af
udviklingsneurotoksicitet. Til undersggelse for funktionelle mangler og andre postnatale effekter kan anvendes metoderne
fra reproduktionstoksicitetsundersggelse i to generationer og udviklingsneurotoksicitetsundersggelse.

Denne metode kan kreve individuel tilpasning pd grundlag af konkret viden om f.eks. teststoffets fysisk-kemiske eller
toksikologiske egenskaber. En sddan tilpasning kan godtages, nir det pd overbevisende made videnskabeligt dokumenteres,
at tilpasningen vil ggre forsgget mere informativt. | sdanne tilfeelde skal denne videnskabelige dokumentation veere ngje
beskrevet i forsggsrapporten.

DEFINITIONER

Udviklingstoksikologi: Undersggelse at de ugunstige virkninger pd organismens udvikling, som kan fordrsages af
eksposition fgr konceptionen, under den pranatale udvikling og postnatalt 1 tiden indtil kegnsmodning.
Hovedmanifestationerne af toksisk virkning pd udviklingen er 1) organismens dgd, 2) strukturabnormiteter, 3) @ndret
vaekst og 4) funktionelle mangler. Udviklingstoksikologi er tidligere hovedsagelig blevet betegnet teratologi.

Negativ virkning: Enhver sidan behandlingsrelateret afvigelse fra grundlinjen, som forringer en organismes
overlevelsesevne, reproduktionsevne eller tilpasningsevne til omgivelserne. Udviklingstoksikologi omfatter 1 bredeste

forstand enhver virkning, som interfererer med den normale udvikling at conceptus bade fgr og efter fgdslen.

ndret vaekst: Andring i afkommets organ- eller kropsvaegt eller -stgrrelse.
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Forandringer (abnormiteter): Strukturelle forandringer i udviklingen, herunder bide misdannelser og afvigelser (28).

Misdannelse/vzesentlig abnormitet: Strukturforandring, som anses for skadelig for dyret (og kan vare dgdelig), og
som sedvanligvis er sjelden.

Afvigelse/mindre abnormitet: Strukturendring, som anses for at have ingen eller ringe skadelig skadelig virkning
for dyret; kan vere forbigdende og kan optrade forholdsvis hyppigt i kontrolpopulationen.

Conceptus: Det samlede produkt af et befrugtet g pé ethvert stadium af udviklingen fra befrugtning til fgdsel, herunder
ekstraembryonale membraner samt selve embryo eller fgtus.

Implantation (nidation): Fastheftning af blastocysten til det indvendige epitel 1 uterus, herunder penetration af
uterusepitelet og indlejring i endometriet.

Embryo: Organismens tidlige stadium eller udviklingsstadium, specielt det fremvoksende produkt af @ggets befrugtning
efter at lengdeaksen viser sig, og indtil alle hovedstrukturer er til stede.

Embryotoksisk: Skadelig for den normale struktur, udvikling, vaekst og eller levedygtighed af et embryo.

Fgtus: Det ufgdte afkom i den postembryonale periode.

Fgtotoksicitet: Skadevirkning pd den normale struktur, udvikling, viekst og eller levedygtighed af et fgtus.

Abort: Prematur udstgdelse fra uterus af konceptionsprodukter, dvs. af embryonet eller af et ikke levedygtigt fatus.

Resorption: Et conceptus, som efter at have viere implanteret i uterus er dgdt og er ved at blive resorberet eller er blevet
det.

Tidlig resorption: Tegn pd implantation uden genkendeligt embryo/fgtus
Sen resorption: Et dgdt embryo eller fgtus med ydre degenerative forandringer

NOAEL: forkortelse for’no-observed-adverse-effect level”, dvs. den hgjeste dosis eller det hgjeste eksponeringsniveau,
hvor der ikke observeres behandlingsrelaterede negative virkninger.
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1.3 REFERENCESTOF
Intet.

1.4 FORS@PGSMETODENS PRINCIP
Teststoffet administreres normalt til dregtige dyr, i det mindste fra implantationsdagen til én dag for planlagt aflivning,
som bgr tinde sted sd kort som muligt fgr det forventede fosdselstidspunkt, uden at der er risiko for tab af data som fplge af
for tidlig fgsdsel. Det er ikke hensigten, at metoden alene skal omhandle organogeneseperioden, (f.eks. dag 5-15 hos
gnavere og dag 6-18 hos kaniner) men, nir det er hensigtsmassigt, ogsd virkninger fra preimplantationsperioden gennem
hele drmgtighedsperioden indtil dagen fgr kejsersnit. Kort inden kejsersnittet aflives hundyrene, uterusindholdet
undersgges, og fgtus bedgmmes for synlige udvendige abnormiteter og blgddels- og skeletforandringer.

1.5 BESKRIVELSE AF FORSGGSMETODEN

1.5.1 Valg af dyreart
Det anbefales at forsgget udfgres i den mest relevante dyreart, og at de anvendte laboratoriedyr er af arter og stammer, som
sedvanligvis benyttes til teratogenicitetsforsgg. Den foretrukne art gnavere er rotter, og den foretrukne art ikke-gnavere er
kaniner. Anvendes andre dyrearter, bgr dette begrundes.

1.5.2 Omgivende miljg og fodring af dyrene

Temperaturen i forsggslokalet skal vaere 22 °C (+ 3°) for gnavere og 18°C (£ 3°) for kaniner.Den relative luftfugtighed skal
veere mindst og 30 % og helst ikke over 70 % undtagen under renggring af rummet, men 50-60 % bgr tilstrebes.
Belysningen skal vare kunstig bestiende at 12 timers lys og 12 timers mgrke. Som foder kan anvendes sadvanligt
laboratoriefoder med fri adgang til drikkevand.

Parring bgr finde sted i bure egnede til formdlet. Par bgr fortrinsvis holdes for sig, men gruppevis anbringelse af fi dyr kan
ogsd godtages.
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1.6.1

1.6.2

Forberedelse af dyrene

Der anvendes raske dyr, som er akklimatiseret til laboratoriemiljget i mindst 5 dggn og ikke tidligere er indgdet i forsgg.
Forsggsdyrene skal vaere karakteriseret med hensyn til art, stamme, oprindelse, kgn, vaegt og/eller alder. Dyrene i alle
forsggsgrupper skal sd vidt muligt vere af ensartet vaegt og alder. P4 hvert dosisniveau skal anvendes unge voksne hundyr,
som ikke tidligere har fadt. Hunnerne parres med hanner af samme art og stamme, idet parring af sgskendedyr undgis. For
gnavere er dregtighedsperiodens dag (0 den dag, hvor der observeres en vaginal prop og/eller semen; for kaniner er dag 0
sedvanligvis dagen for coitus eller for kunstig insemination hvis denne teknik anvendes. De parrede hunner fordeles uden
skaevhed mellem kontrol- og behandlingsgrupperne. Burene arrangeres siledes, at eventuelle virkninger af burenes
placering minimeres. Hvert dyr tilordnes et unikt identifikationsnummer. Parrede hunner fordeles uden skevhed mellem
kontrol- og behandlingsgrupperne, og hvis hunnerne parres holdvis, skal dyrene i hvert hold fordeles ligeligt mellem
grupperne. Tilsvarende skal hunner, som insemineres af samme han, fordeles jivnt mellem grupperne.

FREMGANGSMADE
Dyrenes antal og kgn

I hver behandlings- og kontrolgruppe skal der vere tilstreekkeligt med hunner til, at der ved obduktion fis ca. 20 hundyr
med implantationssteder. Hvis der ferre end 16 dyr med implantationssteder i en gruppe, kan det blive anset for
utilstreekkeligt. Mortalitet af moderdyrene ggr ikke ngdvendigvis undersggelsens resultater ugyldige, forudsat at den ikke
er over ca. 10 %.

Tilberedning af doser

Anvendes et vehikel eller andet tilsetningsstof, skal falgende egenskaber tages i betragtning: Indvirkningen pé teststoffets
absorption, fordeling, metabolisme og retention eller udskillelse; eventuel sddan indvirkning pd teststotfets kemiske
egenskaber, som kan @ndre dets toksiske egenskaber, samt indvirkningen pé dyrenes fgde- og vandindtagelse eller
erneringstilstand. Vehiklet ma hverken vare udviklingstoksisk eller pavirke reproduktionen.
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1.6.3

1.6.4

Dosering

Normalt administreres teststoffet dagligt fra implantationstidspunktet (f.eks. dag 5 efter parring) til dagen inden det
planlagte kejsersnit. Hvis eventuelle indledende undersggelser ikke tyder pd et stort potentiale for praeimplantationstab, kan
behandlingen udvides til at omfatte hele dregtighedsperioden fra parringen til dagen fgr den planlagte aflivning. Det er
velkendt, at uhensigtsmassig behandling eller stress i dregtighedsperioden kan medfgre pranatalt tab. For at sikre mod
preenatalt tab som fglge af ikke-behandlingsrelaterede faktorer skal man undgd ungdvendig hindtering af dregtige dyr samt
stress fordrsaget at ydre faktorer som stgj.

Der skal vere mindst tre dosisgrupper og en sidelgbende kontrolgruppe. Raske dyr skal fordeles uden skevhed mellem
kontrol- og behandlingsgrupperne. Dosisniveauerne bgr velges med sidanne intervaller, at der frembringes en gradueret
toksisk effekt. Medmindre doseringen md begrenses pga. teststoffets fysisk-kemiske eller biologiske egenskaber, velges
den hgjeste dosering sdledes, at den har en vis udviklingstoksisk effekt og/eller toksisk effekt pd moderdyret (kliniske
symptomer eller vaegttab), men uden at den forirsager dgd eller alvorlige lidelser. Der skal veere mindst ét mellemniveau,
som fremkalder det laveste observerbare niveau af toksisk effekt. Den laveste dosering ma hverken medfgre tegn pd
maternel toksicitet eller udviklingstoksicitet. Der valges en aftagende raekke dosisniveauer, som giver mulighed for at
pavise en eventuel dosisathengig respons samt det niveau, som ikke medfgrer tegn pé skadelig effekt (NOAEL). Ved
fastlzeggelse af den aftagende raekke dosisniveauer svarer de optimale intervaller ofte til en faktor to til fire, og i mange
tilfeelde mé tilfgjelse af en fjerde behandlingsgruppe foretrekkes frem for meget store intervaller (f.eks. stgrre end en
faktor 10) mellem dosisniveauerne. Skgnt mélet er at fastlegge en maternel NOAEL, kan undersggelser, hvor en sidan
dosis ikke fastlegges, ogsd vere acceptable (1).

Doseringen valges under hensyntagen til eventuelle foreliggende toksicitetsdata samt supplerende oplysninger om
metabolisme og toksikokinetik af teststof eller beslegtede stoffer. Sidanne oplysninger kan desuden vere med til at
godtggre det hensigtsmassige 1 den valgte dosering.

Der skal vere en sidelgbende kontrolgruppe. Kontrolgruppen skal vare ubehandlet eller behandles med vehikel, hvis et
sddant anvendes til administration af teststoffet. Alle grupper skal modtage samme volumen af enten teststof eller baerestot.
Dyrene i kontrolgruppen (-grupperne) skal hindteres pd samme méde som behandlingsgruppen. Kontrolgrupper pa vehikel
skal modtage dette i den stgrste mangde, det anvendes 1 (som til behandlingsgruppen pd laveste dosis).

Graenseprgve

Séfremt et oralt testdosisniveau pd mindst 1000 mg/kg kropsvegt/degn med de til dette forsgg beskrevne metoder ikke
frembringer observerbar toksisk virkning i de draegtige dyr eller deres afkom, og safremt foreliggende data (f.eks. fra
strukturelt og/eller metabolisk beslegtede forbindelser) ikke giver anledning til at forvente nogen virkning, skal et komplet
forspg med tre dosisniveauer ikke absolut anses for ngdvendigt. Den piregnede eksponering af mennesker kan tilsige, at
der anvendes et hgjere oralt dosisniveau end det, der er anvendt i graenseforsgget. For andre administrationsmdder - f.eks.
inhalation eller dermal applikation - kan teststoffets fysisk-kemiske egenskaber ofte viere bestemmende for og begrense
det maksimale opnéelige ekspositionsniveau (f.eks. md dermal applikation ikke foréirsage alvorlige lokale toksiske
virkninger).
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1.6.6

1.6.7

1.6.8

Administration af doser

Teststoffet administreres sedvanligvis oralt med sonde. Anvendes anden administrationsvej, skal forsggslederen begrunde
valget, og passende modifikationer kan vere ngdvendige (2)(3)(4). Teststoffet bgr administreres pd omtrent samme
tidspunkt hver dag.

Doseringen til det enkelte dyr bgr normalt baseres pd den seneste bestemmelse af dyrets vegt.l dregtighedsperiodens
sidste trimester md justering af doseringen dog ske med varsomhed. Doseringen bgr pd grundlag af foreliggende data
velges, sd man undgar kraftig maternel toksicitet. Konstateres der kraftig toksisk effekt i de behandlede moderdyr, skal
disse aflives af humane grunde. Viser flere draegtige dyr tegn pd sterk toksicitet, bgr man overvejs at indstille forsgget for
den pédgzldende dosisgruppe. Administreres stoffet med sonde, bgr dette fortrinsvis ske som enkeltdosis ved hjelp af
gastrisk sonde eller et passende intubationsrgr. Den maksimale veskemangde, som kan administreres ad gangen, athenger
af forsggsdyret stgrrelse. Dette volumen ma hgjst vaere 1 ml/100 g kropsvaegt, bortset fra vandige oplgsninger, af hvilke der
kan anvendes 2 ml/100 g kropsvaegt. Anvendes majsolie som vehikel, md volumenet ikke overstige 0,4 ml/100 g
kropsvaegt. Variationer i testvolumen skal ved justering af koncentrationerne minimeres, s der sikres et konstant volumen
for alle dosisgrupper.

lagttagelse af moderdyrene

Klinisk observation skal foretages og registreres mindst én gang dagligt, fortrinsvis pd samme tidspunkt(er) hver dag, idet
man retter sig efter tidspunktet for den forventede maksimale effekt af indgivelsen. Dyrenes tilstand registreres, herunder
dgdelighed, moribund tilstand, vaesentlige adferdsendringer og alle tegn pa dbenbar toksicitet.

Kropsvaegt og fedeindtagelse

Dyrene vejes pa draegtighedsperiodens dag O eller, for tidsparrede dyr leveret fra en ekstern opdretter, pd den fgrste dag i
doseringsperioden, og deretter mindst hver 3. dag i doseringsperioden samt pd dagen for den planlagte aflivning.

Fgdeindtagelsen registreres med tre dages mellemrum, hvilket skal falde sammen med kropsvaegtbestemmelsen.
Post-mortem undersggelse

Hunnerne aflives ét dggn for den forventede fdsel. Hunner, som inden den planlagte aflivning viser tegn pé abort eller for
tidlig fedsel, aflives og underkastes grundig makroskopisk undersggelse.

Ved forsggets slutning eller ved indtreden af dgd under forsgget undersgges moderdyret makroskopisk for eventuelle
strukturabnormiteter eller patologiske forandringer. Vurderingen af hundyrene under kejsersnittet og de efterfglgende
undersggelser af fgtus bgr fortrinsvis ske uden kendskab til behandlingsgruppen for at minimere skevhed.
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1.6.9 Undersggelse af uterusindholdet
Umiddelbart efter undersggelsens afslutning eller snarest muligt efter dgdens indtreeden udtages uterus, og dyrenes
dregtighedsstatus fastslds. Uteri, som fremtraeder ikke-gravide, undersgges nermere (f.eks. med ammoniumsulfidfarvning
til gnavere og Salewski-farvning som en velegnet alternativ metode til kaniner) med henblik pd bekraftelse af den ikke-
gravide status (5).
De gravide uteri inklusive cervix vejes. Vagten at den gravide uterus skal ikke bestemmes for dyr, som findes dgde i lgbet
at undersggelsen.
Antal corpora lutea hos draegtige dyr bestemmes.
Uterusindholdet undersgges for antal dgde embryoner eller fgtus samt levende fostre. Resorptionsgraden beskrives, for at
det relative dgdstidpunkt for conceptus skgnsvis kan fastsettes (se punkt 1.2).

1.6.10 Undersggelse af fatus

For hvert fgtus bestemmes kgn og kropsvagt.
Hvert fgtus undersgges for ydre forandringer (6).

Fotus undersgges for skelet- og blpddelsforandringer (f.eks. variationer, misdannelser og abnormiteter)
(NSO DHA)(I3)(AHASO)AT)AR(19)20)(21)(22)(23)(24). Det méa foretrekkes, at fytale forandringer
kategoriseres, men dette er ikke et krav. Har kategorisering fundet sted, skal det klart angives, efter hvilke kriterier hver
kategori er fastlagt. Serlig opmeaerksomhed skal udvises over for reproduktionssystemet, som skal undersgges for tegn pa
forandringer i udviklingen.

For gnavere skal ca. halvdelen af hvert kuld prapareres og undersgges for skeletforandringer. Den resterende del
preepareres og undersgges for blgddelsforandringer med anerkendte eller egnede metoder til seriesnit eller omhyggelig
makroskopisk dissektion.

For ikke-gnavere, f.eks. kaniner, skal alle fostre undersgges for bide blgddels- og skeletforandringer. Disse fostre vurderes
for blgddelsforandringer ved omhyggelig dissektion, herunder ogsd metoder til nzermere vurdering af hjertets indvendige
struktur (25).Hovedet pd halvdelen af de siledes undersggte fostre fjernes og prapareres til undersggelse af
blgddelstorandringer (herunder gjne, hjerne, nesesvielg og tunge), idet der anvendes sedvanlige seriesnitmetoder (26) eller
en metode med tilsvarende fglsomhed. Kroppen af disse fostre og de resterende intakte fostre behandles og undersgges for
skeletforandringer med anvendelse af de samme metoder som beskrevet for gnavere.
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2.1

2.2

DATA

BEHANDLING AF RESULTATER

Data rapporteres for hver enkelt moderdyr og dets afkom og sammentattes i tabelform med angivelse, for hver
forspgsgruppe, af antal dyr ved forsggets begyndelse, antal dyr, som er fundet dgde under forsgget eller aflivet af
humanitzere grunde, tidspunkt for eventuel dgd eller humanitzer aflivning, antal dregtige hundyr, antal dyr, som viser tegn
pé toksisk virkning, beskrivelse af iagttagne toksicitetstegn, herunder begyndelsestidspunkt, varighed og sverhed af alle
toksiske virkninger, arten at de fund, der er gjort pd embryo/fgtus, samt alle relevante data vedrgrende atkommet.

Talresultaterne evalueres med en passende statistisk metode, hvor kuldet benyttes som enhed for dataanalysen. Der
anvendes en almindelig anerkendt statistisk metode; valg af statistiske metoder skal indgd som en del af undersggelsens
design og skal begrundes. Data fra dyr, som ikke overlever indtil den planlagte aflivning, skal ligeledes rapporteres. Disse
data kan, ndr det er relevant, indgé i gruppegennemsnittet. Relevansen af data for sddanne dyr og dermed om de skal indga
i et gruppegennemsnit eller ikke, skal begrundes og vurderes pd individuel basis.

VURDERING AF RESULTATER

Fundene i den pranatale udviklingstoksikologiske undersggelse skal vurderes med hensyn til de iagttagne effekter. [
vurderingen skal indgd f¢glgende oplysninger:

— maternelle og embryonale/fgtale testresultater, herunder vurdering af sammenhzang, eller mangel herpé, mellem
dyrenes udsattelse tor teststoffet og forekomst og svaerhedsgrad af alle fund;

— de anvendte kriterier for inddeling af fgtale eksterne, blgddels- og skeletforandringer, sifremt inddeling er
foretaget;

— nar det er hensigtsmassigt, historiske kontroldata, som kan vere nyttige ved tolkning af
undersggelsesresultaterne;

— de tal, der ligger til grund for beregning at alle procenttal og indekser;

— nar det er hensigtsmassigt, fyldestggrende statistisk analyse af undersggelsesresultaterne, med tilstreekkelige
oplysninger om analysemetoden til, at en uathengig rapportgr/statistiker kan revurdere og efterggre analysen.

[ enhver undersggelse, som viser fravaer af toksiske virkninger, skal ngdvendigheden af supplerende undersggelser til
bestemmelse af teststoffets absorption og biotilgengelighed diskuteres.

FORTOLKNING AF RESULTATER

En prenatal udviklingstoksicitetsundersggelse giver oplysninger om virkningerne af gentagen eksponering for et stof pd
moderdyrene og pa den intrauterine udvikling af afkommet. Undersggelsens resultater skal fortolkes i sammenhzng med
fundene fra subkroniske, reproduktions-, toksikokinetiske og andre undersggelser. Da der ligges viegt bide pa almen
toksisk respons i form af maternel toksicitet og pé udviklingstoksikologiske endpoints, vil undersggelsens resultater i
nogen grad ggre det muligt at skelne mellem de udviklingsmassige effekter, som ikke er ledsaget af en almen toksisk
virkning, og dem, som kun pafgres pd niveauer, som ogsi er toksiske for moderdyret (27).



30.4.2004 Den Europaiske Unions Tidende L 152/221

3 RAPPORTERING
FORS@GSRAPPORT
Forsggsrapporten skal indeholde fglgende specifikke oplysninger:
For teststoftet:

— Fysisk form og, nar det er relevant, fysisk-kemiske egenskaber;
— identifikation, herunder CAS-nummer, hvis dette kendes/findes;
— renhed.

For eventuelt vehikel:
— Begrundelse for valg af vehikel, hvis dette ikke er vand.
For forsggsdyrene:

— Den anvendte art og stamme,

— antal dyr og deres alder,

— oprindelse, miljgbetingelser, kost osv.,

— de enkelte dyrs vaegt ved forsggets begyndelse.

For forsggsbetingelserne:

— Rationale for valg af dosisniveau,

— oplysninger om vedrgrende formuleringen af teststof/fodertilberedning, opnéet koncentration, tilberedningens
stabilitet og homogenitet,

— oplysninger om administration af teststoftet;

— i givet fald, omregning fra teststotkoncentration i foder/drikkevand (ppm) til faktisk dosis (mg/kg
kropsvagt/dggn),

— miljgbetingelser,

— oplysninger om foderets og vandets kvalitet.
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Resultater:

Data vedrgrende maternel toksisk respons for hver dosisgruppe, inklusive, men ikke begrenset til:

antal dyr som indgdr ved forsggets start, antal overlevende dyr, antal dragtige, antal aborterende, antal dyr
som fgder for tidligt;

dato for dgdens indtreeden under forsgget eller hvorvidt dyrene overlevede til slutningen;

data fra dyr, som ikke overlever indtil den planlagte aflivning, skal rapporteres, men skal ikke indgd i den
statistiske gruppesammenligning;

dag for iagttagelse af hvert abnormt klinisk symptom og dets efterfglgende forlgb;

kropsvaegt, kropsvegtendring og vaegten af den gravide uterus, herunder kropsvagtendring korrigeret for
vegten af den gravide uterus (ikke obligatorisk);

fadeindtagelse og (hvis den méles) vandindtagelse;

obduktionsfund, herunder veegt af uterus;

NOAEL-niveau for maternel og udviklingsmssig effekt skal rapporteres.

Udviklingsmzssige endpoints for kuld med implantater, herunder:

— antal corpora lutea;
— antal implantationer, antal og procentdel levende og dgde fostre og resorptioner;
— antal og procentdel prae- og postimplantationstab.

Udviklingsmzessige endpoints for kuld med levende fostre, herunder:

antal og procentdel levende afkom;

kgnsfordeling;

fgtal kropsveaegt, helst for hvert k¢gn og for begge kgn samlet;

udvendige, blgddels- og skeletmisdannelser og andre relevante forandringer;

eventuelle inddelingskriterier,

samlet antal og procentdel fostre og kuld med ydre, blgddels- eller skeletforandringer, samt type og incidens
af enkeltabnormiteter og andre relevante forandringer.

Diskussion af resultaterne.

Konklusioner.
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BILAG 2G
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B.35. REPRODUKTIONSTOKSICITETSUNDERSOGELSE 1 TO GENERATIONER

1. METODE

Metoden er gengivet efter OECD TG 416 (2001).

1.1 INDLEDNING

Formélet med denne metode til reproduktionsundersggelse i to generationer er at skaffe generelle oplysninger
om et teststofs effekter pd forplantningssystemets integritet og funktion hos han- og hundyr, herunder
gonadefunktion, brunstcyklus, parringsadferd, konception, dragtighed, fodsel, laktation og fravenning samt
afkommets vaekst og udvikling. Undersggelsen kan desuden give oplysninger om teststoffets effekter pd den
neonatale morbiditet og mortalitet samt forelgbige data om prz- og postnatal udviklingstoksicitet, foruden at
tiene som vejledning for efterfplgende forsgg. Ud over at undersgge Fl-generationens vaekst og udvikling har
metoden til formal at vurdere forplantningssystemets integritet og funktion hos han- og hundyr samt vaekst og
udvikling i F2-generationen. For at skaffe supplerende viden om udviklingstoksicitet og tfunktionelle mangler
kan man enten supplere denne protokol med forsggsafsnit, som alt efter behov er baseret pd metoder til
undersgigelse at udviklingstoksicitet og/eller udviklingsneurotoksicitet, eller ggre disse endpoints til genstand
for serskilte forsgg med egnede forsggsmetoder.

1.2 FORS@OGSMETODENS PRINCIP

Teststoffet administreres i graduerede doseringer til flere grupper hanner og hunner. Hannerne i P-generationen
modtager stoffet 1 vaekstperioden og 1 mindst én hel spermatogenesecyklus (ca. 56 dggn hos mus og 70 dggn
hos rotter) for at fremkalde eventuelle negative virkninger pd spermatogenesen. Effekterne pd sperma
bestemmes ved en raekke spermaparametre (f.eks. spermiemorfologi og -motilitet) og ved fremstilling af
veevspraeparater til detaljeret histopatologisk undersggelse. Hvis der foreligger data vedrgrende
spermatogenesen fra et tidligere forsgg med gentagen dosering af tilstrekkelig varighed, f.eks. et 90-dages
forsgg, behgver hannerne i P-generationen ikke indgd i vurderingen. Det anbefales dog at opbevare prgver eller
digitale optagelser af spermier fra P-generationen med henblik pi senere vurdering. Hunner i P-generationen
doseres 1 vekstperioden og gennem flere hele brunstcykluser for at bestemme eventuelle negative virkninger af
teststoffet pa den normale brunstcyklus. Teststoffet administreres til forzldredyrene (P) i parringsperioden,
gennem den resulterende draegtighedsperiode og gennem fravenningsperioden af afkommet F1. Fra
fraveenningstidspunktet administreres stoffet til Fl-atkommet under dettes opvakst og ind i voksenalderen,
parringsperioden og frembringelse af en F2-generation, indtil F2-generationen er fravaennet.

Alle dyr iagttages klinisk og undersgges patologisk for tegn pd toksicitet med serlig vaegt pd integritet og
funktion af forplantningssystemet hos han- og hundyr samt atkommets vaekst og udvikling.
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1.3 BESKRIVELSE AF FORS@GSMETODEN

1.3.1. Valg af dyreart

Rotten er den foretrukne art til forsgget. Anvendes andre arter, bgr dette begrundes, og passende modifikationer
vil vere ngdvendige. Der bgr ikke anvendes stammer med ringe frugtbarhed eller kendt hgj forekomst af
udviklingsdefekter. Ved forsggets begyndelse skal vaegtvariationen mellem de anvendte dyr vere mindst mulig
og tor hvert kgn ikke over 20 % af gennemsnitsvaegten.

1.3.2 Miljgbetingelser og fodring

Temperaturen i forsggsdyrrummet skal vaere 22°C (+ 3°). Den relative luftfugtighed skal veere mindst 30 % og
bgr ikke overstige 70 % bortset fra under renggring af rummet, men 50-60 % bgr tilstrebes. Belysningen skal
veere kunstig bestiende af 12 timers lys og 12 timers mgrke. Som foder kan anvendes sadvanligt
laboratoriefoder og fri adgang til drikkevand. Valget af foder kan athmnge af ngdvendigheden af at sikre
passende iblanding af teststoffet, nir denne administrationsmade anvendes.

Dyrene kan enten anbringes enkeltvis eller i bure med smé grupper af samme kgn. Parring bgr finde sted i bure
egnede til formdlet. Efter tegn pd kopulation anbringes de parrede hunner enkeltvis i fgdebure eller yngelbure.
De parrede rotter kan ogsd holdes i smi grupper og adskilles en eller to dage for fggdslen. Parrede dyr skal
forsynes med egnet og nrmere bestemt redemateriale, nir fgdselstidspunktet nzermer sig.

1.33 Forberedelse af dyrene

Der anvendes raske unge dyr, som er akklimatiseret til laboratoriemiljget i mindst 5 dggn og ikke tidligere er
indgdet i forsgg. Forsggsdyrene skal vere karakteriseret med hensyn til art, stamme, oprindelse, kgn, vegt
ogfeller alder. Eventuelle sgskenderelationer mellem dyrene skal vaere kendt, sd parring af sgskende undgis.
Dyrene fordeles randomiseret i forsggs- og kontrolgrupper (stratificering efter kropsvegt anbetales). Burene
skal arrangeres sdledes, at eventuelle virkninger af burenes placering er mindst mulig. Hvert dyr tilordnes et
unikt identifikationsnummer. For P-generationen skal dette ske inden doseringen begynder. For FI-
generationen skal dette ske ved fravenningen for dyr, som udvalges til parring. For alle udvalgte Fl-dyr
registreres, hvilket kuld de er fra. Nar det overvejes at benytte individuel vejning af unger eller foretage
funktionstests, anbefales, at ungerne identificeres individuelt snarest efter fodslen.

Foreldredyr (P) skal vere 5 til 9 uger gamle ndr doseringen pdbegyndes. Dyrene i alle forsggsgrupper skal sd
vidt muligt veere af ensartet veegt og alder.
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1.4 FREMGANGSMADE

1.4.1 Dyrenes antal og kgn

[ hver behandlings- og kontrolgruppe skal der vere tilstreekkeligt med dyr til, at gruppen ved eller ner
fadselstidspunktet bestir af helst mindst 20 dragtige hunner. For stoffer, som er drsag til ugnskede
behandlingsrelaterede virkninger (f.eks. sterilitet, staerk toksicitet 1 den hgje dosering), kan dette eventuelt vare
umuligt. Formalet er at producere tilstrekkeligt med afkom til at sikre en meningsfuld vurdering af teststoffets
potentiale for pdvirkning af fertilitet, dreegtighed og moderdyrenes adferd og diegivning, Fl-afkommets vaekst
og udvikling fra undfangelsen til fuld kgnsmodning, og udviklingen af dettes atkom (F2), frem til dyrene er
veennet fra. Hvis det ikke er lykkedes at frembringe det gnskede antal dregtige dyr (dvs. 20) er undersggelsen
ikke dermed ngdvendigvis ugyldig, og der bgr finde en konkret vurdering sted i det enkelte tilfeelde.

1.42 Tilberedning af doser

Det anbefales at teststoffet administreres oralt (i foderet, i drikkevandet eller med sonde), medmindre en anden
administrationsvej (f.eks. dermal applikation eller inhalation) anses for bedre velegnet.

Om ngdvendigt oplgses eller opslemmes teststoffet i et egnet vehikel. Det anbefales, at man som fgrste valg
vurderer muligheden af at benytte en vandig oplgsning/suspension, derefter en oplgsning/suspension i olie
(f.eks majsolie), og fagrst derefter eventuel oplgsning i andre vehikler. For andre vehikler end vand mé vehiklets
toksiske egenskaber vere kendt. Teststoffets stabilitet 1 vehiklet skal bestemmes.

1.43 Dosering

Der skal veaere mindst tre dosisgrupper og en sidelpbende kontrolgruppe. Medmindre der optreder
begrensninger som fplge at teststoffets tfysisk-kemiske natur eller biologiske egenskaber, skal den hgjeste
dosering velges sdledes, at den giver toksisk effekt, men ikke dgd eller alvorlige lidelser. I tilfelde af uventet
dgdelighed er forspg med en dgdelighed pd under ca. 10 % i foreldregenerationen (P) normalt stadig
acceptable. Der valges en aftagende rekke dosisniveauer, som giver mulighed for at pdvise en eventuel
dosisathangig respons samt det niveau, hvor ingen skadelig effekt iagttages (NOAEL). Ved fastleggelse af en
sddan aftagende raekke dosisniveauer vil det optimale interval ofte svare til en faktor to til fire, og i mange
tilfielde md det foretrekkes at tilfgje en fjerde behandlingsgruppe frem for at operere med meget store
intervaller (f.eks. stgrre end en faktor 10) mellem dosisniveauerne. | undersggelser med indgift i foderet bgr
dosisintervallet ikke vare stgrre end svarende til en faktor 3. Doseringen valges under hensyntagen til
eventuelle foreliggende toksicitetsdata, iszr resultaterne af forsgg med gentagen dosering. Eventuelle
foreliggende oplysninger om metabolisme og kinetik af teststoftet eller beslegtede stoffer skal ligeledes tages i
betragtning. Sddanne oplysninger kan desuden vaere med til at godtggre det hensigtsmessige i den valgte
dosering.

Kontrolgruppen skal viere ubehandlet eller behandles med vehikel, hvis et sddant anvendes til administration af
teststoffet. Bortset fra behandling med teststof skal dyrene 1 kontrolgruppen (-grupperne) hindteres pd samme
mide som behandlingsgruppen. Anvendes vehikel, skal dyrene i kontrolgruppen modtage vehiklet i det stgrste
anvendte volumen. Hvis et teststof administreret i foderet medfgrer reduceret fgdeindtagelse eller -udnyttelse,
kan parvis fodring sammen med kontrolgruppen vere ngdvendig. | stedet for parvis fodring sammen med
kontrolgruppen kan anvendes data fra kontrollerede undersggelser, som er udformet til vurdering af
virkningerne af nedsat fadeindtagelse pd reproduktionsparametrene.
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For vehiklet og andre tilsetningsstoffer skal felgende egenskaber tages i betragtning: Dets effekt pd teststotfets
absorption, fordeling, metabolisme og retention, dets eventuelle indvirkning pd teststoffets kemiske egenskaber
med deraf fglgende wmndring af dettes toksiske egenskaber, og dets indvirkning pd dyrenes fgde- og
vandindtagelse og ernaringstilstand.

1.44 Graensetest

Safremt et oralt enkeltdosisniveau pd mindst 1000 mg/kg kropsvaegt/dggn eller en @kvivalent procentdel tilsat
foderet eller drikkevandet med de til dette forsgg beskrevne metoder hverken frembringer observerbar toksisk
virkning i foreldredyrene eller deres afkom, og safremt foreliggende data fra strukturelt og/eller metabolisk
beslegtede forbindelser ikke giver anledning til at forvente nogen virkning, er et komplet forsgg med flere
dosisniveauer ikke ngdvendigvis pédkraevet. Gransetesten skal vere geldende, medmindre den péregnede
udsettelse af mennesker tilsiger, at der anvendes et hgjere oralt dosisniveau. For andre administrationsméder -
f.eks. inhalation eller dermal applikation - kan teststoffets fysisk-kemiske egenskaber, f.eks. oplgseligheden,
ofte veere bestemmende for og begraensende for det maksimale opnaelige ekspositionsniveau.

1.4.5 Administration af doser

Dyrene modtager teststoffet 7 dage om ugen. Oral administration (foder, drikkevand eller sonde) er at
foretrekke. Anvendes anden administrationsvej, bgr valget begrundes, og passende modifikationer kan vere
ngdvendige. Alle dyr skal modtage stoffet pd samme méde i den pigeldende forsggsperiode. Administreres
teststoffet med sonde, skal en gastrisk sonde anvendes. Der ma ikke pd én gang gives et vaeskevolumen over 1
ml/100 g kropsvagt (for majsolie ikke over 0,4 ml/100 g kropsveagt), bortset fra vandige oplgsninger, som kan
gives i mengder pd 2 ml/100 g kropsvaegt. Hvis der ikke er tale om lokalirriterende eller ®tsende stoffer, hvis
effekt siedvanligvis er vaerre ved hgjere koncentration, skal variabiliteten af testvolumenet minimeres gennem
justering af koncentrationen, séledes at der sikres et konstant volumen ved alle dosisniveauer. | forsgg med
indgift gennem sonde vil ungerne normalt kun fa teststoffet indirekte gennem malken, indtil den direkte
dosering begynder ved fravenning. [ forsgg med indgift gennem foder eller drikkevand vil ungerne desuden
modtage teststoffet direkte, nir de begynder selv at @ede i den sidste del af laktationsperioden.

For stoffer administreret i foderet eller drikkevandet er det vigtigt at sikre, at det pigeldende teststof i den
anvendte maengde ikke griber ind i den normale ernerings- eller vandbalance. Ved indgift af teststoffet i foderet
kan stoffet enten gives ved konstant koncentration i foderet (ppm) eller ved et konstant dosisniveau i forhold til
dyrets kropsvegt: det skal angives, hvilken mulighed der er valgt. Ved indgift med sonde skal dosis gives pd
tilsvarende tidspunkt hver dag og skal justeres mindst en gang om ugen, sa dosisniveauet holdes konstant i
forhold til kropsvaegten. Ved justering at doseringen via sonde pé grundlag af vaegten skal kendskabet til
fordelingsforholdene i placenta skal tages betragtning.
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1.4.6 Forsggsplaner

Den daglige indgift til hanner og hunner i foreldregenerationen (P) begynder, nir dyrene er 5 til 9 uger gamle.
Den daglige dosering af hanner og hunner i1 F1-generationen begynder ved fravenningen; man bgr have for gje,
at ved administration af teststoffet i foder eller drikkevand kan ungerne i F1 gruppen blive direkte eksponeret
for teststotfet allerede 1 laktationsperioden. For begge kgn (P og F1) skal doseringen fortsette i mindst 10 uger
fgr parringsperioden. Doseringen fortsztter hos begge kgn i den to uger lange parringsperiode. Nér der ikke
leengere er brug for handyrene til vurdering af reproduktionstoksiske virkninger, aflives de af humane grunde og
undersgiges. For hunner i foreldregenerationen (P) fortswetter doseringen gennem hele dragtighedsperioden og
indtil fravenning af afkommet i Fl-generationen. Andringer 1 doseringsplanen md overvejes ud fra de
foreliggende oplysninger om teststoffet, herunder foreliggende toksicitetsdata, induktion af metabolisering samt
bioakkumulering. Doseringen til det enkelte dyr bgr normalt baseres pd den seneste individuelle bestemmelse af
dyrets vaegt. | dregtighedsperiodens sidste trimester mé dog udvises forsigtighed med justering af doseringen.
Behandlingen af hanner i P- og F1-generationen skal fortsette til forsggets afslutning. Af human grunde aflives
alle voksne hanner og hunner i P- og Fl-generationen, nir der ikke l@ngere er brug for dem til vurdering af
reproduktionstoksiske virkninger. Af humane grunde aflives de dyr i F1 generationen, som ikke udvalges til
parring, og alle dyr i F2-generationen.

1.4.7 Parringsmetode

1.4.7.1 Parring af forwldregenerationen (P)

Til hver parring anbringes hver hun sammen med én han pi samme dosisniveau (1:1 parring), indtil kopulation
finder sted eller der er gdet 2 uger. Hunnerne undersgges hver dag for tilstedevaerelse af sperma eller
vaginalprop. Draegtighedsperiodens dag 0 er den dag, hvor der findes en vaginalprop eller sperma. Lykkes
parring ikke kan fornyet parring af hunnerne med afprgvede hanner fra samme gruppe overvejes. De parrede
dyr skal vere tydeligt identificeret i data. Parring af sgskende skal undgas.

1.4.7.2 Parring af Fi

Til parring af F1 afkommet velges mindst én han og én hun fra hvert kuld ved afvenningen til parring med
andre unger pd samme dosisniveau, men fra et andet kuld, med henblik péd frembringelse af F2-generationen.
Valg af unger fra hvert kuld skal ske tilfeeldigt, ndr der ikke iagttages vasentlige forskelle i kropsvegt eller
udseende mellem magerne fra kuldene. lagttages sddanne forskelle, vaelges den bedste reprasentant for hver
kuld. Det mest pragmatiske er at dette sker pa vegtbasis, men det kan vare mere hensigtsmessigt at lade det
ske pd basis af udseendet. F1-atkommet mé ikke parres, for de er fuldt kensmodne.

Par uden atkom vurderes med henblik pd bestemmelse af den tilsyneladende drsag til steriliteten. Dette kan
bestd i at give mulighed for en ekstra parring med afprggvede fedre eller mgidre, makroskopisk undersggelse af
kgnsorganerne og undersggelse af brunstcyklus eller spermatogenese.
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1.47.3 Anden parring

[ visse tilfelde, siledes ved behandlingsrelaterede @®ndringer i kuldstgrrelse eller tvivlisom effekt af forste
parring, anbetales det, at de voksne dyr i P- eller Fl-generationen parres igen, sd de fir endnu et kuld unger. Det
anbefales, at de hanner eller hunner, som ikke har frembragt afkom, parres igen med pavist yngledygtige dyr af
det modsatte kgn. Hvis det skgnnes ngdvendigt at producere et ekstra kuld i nogen at generationerne, skal
dyrene parres igen ca. en uge efter fravaenning af sidste kuld.

1.47.4 Kuldstprrelse

Dyrene skal yngle pd normal méde og pleje afkommet indtil fravenning. Standardisering at kuldstgrrelserne er
frivillig. Anvendes standardisering, skal metoden beskrives i detaljer.

1.5 OBSERVATIONER

1.5.1 Klinisk observation

Dyrene observeres dagligt klinisk, og ved sondeindgift foretages denne observation under hensyntagen til
tidspunktet for den forventede maksimale virkning efter administrationen. Adferdsendringer, tegn pd vanskelig
eller langstrakt fgdsel og alle tegn pa toksicitet registreres. En yderligere, mere detaljeret undersggelse af hvert
dyr foretages mindst en gang ugentligt, hvilket passende kan ske i forbindelse med vejning af dyret. Alle dyr
iagttages to gange dagligt for morbiditet og mortalitet, i weekenden én gang dagligt nér det er hensigtsmassigt.

1.52 Forzldredyrenes kropsvaegt og fode- og vandindtagelse.

Foreldredyrene (P og Fl) vejes den fgrste dag de modtager stoffet og derefter mindst en gang om ugen.
Hunnerne i foreldregenerationerne (P og Fl) vejes som minimum pd dag O, 7, 14, og 20 eller 21 i
dregtighedsperioden, i laktationsperioden pd de dage, hvor kuldene vejes, samt pé aflivningsdagen. Disse
lagttagelser rapporteres individuelt for hvert voksent dyr. [ tiden fgr parring og i dragtighedsperioden skal
fgdeindtagelsen males mindst en gang om ugen. Vandindtagelsen skal mdles mindst en gang om ugen, hvis
teststotfet gives i vandet.

1.5.3 Brunstcyklus

Hos hunnerne i P- og Fl-generationen vurderes brunstcyklusens lengde og normale forlgb med vaginalt smear
fgr parring samt ikke obligatorisk i parringsperioden, indtil der findes tegn pd parring. Udtagning at celleprgve
fra vagina/cervix skal ske forsigtigt for at undgd forstyrrelse af slimhinden med efterfglgende induktion af
pseudodragtighed (1).
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1.54 Spermaparametre

For alle hanner i P- og Fl generationen registreres vagten af testes og epididymides ved forsggets slutning, og
det ene af hvert organ udtages til histopatologisk undersggelse (se punkt 1.5.7, 1.5.8.1). Fra en delmangde
bestdende af mindst 10 hanner af hver gruppe hanner i P- og Fl-generationen anvendes de gvrige testes og
epididymides til telling af henholdsvis homogeniseringsresistente spermatider og spermiebeholdning i cauda
epididymidis. For samme delm@ngde af hanner opsamles sperma fra cauda epididymidis eller vas deferens til
undersggelse af spermiemotilitet og spermiemorfologi. Hvis der iagttages behandlingsrelaterede virkninger eller
der i andre undersggelser er fundet tegn pd en mulig pavirkning af spermatogenesen, skal spermaundersggelse
finde sted hos alle hanner i hver dosisgruppe; ellers kan optellingen indskraenkes til kontrolgruppen og
hannerne i hgjdosisgrupperne i P og F1.

Det samlede antal homogeniseringsresistente testikulere spermatider og spermier i cauda epididymidis opggres
(2)(3). Spermiebeholdningen i cauda kan beregnes af spermiekoncentration og -volumen i den suspension, der
benyttes til den kvalitative vurdering og antallet af spermier, som opsamles ved findeling og/eller
homogenisering af det gvrige caudavaev. Optellingen pd den valgte delmangde af hanner af alle dosisgrupper
foretages straks efter aflivning af dyrene, medmindre prgverne fryses og analyseres senere. I disse tilfielde kan
kontroldyrene og hgjdosisgruppen analyseres fgrst. Hvis der ikke optreeder behandlingsrelaterede virkninger (pd
f.eks. spermietal, -motilitet og -morfologi), behgver de andre dosisgrupper ikke analyseres. Findes der
behandlingsrelaterede virkninger i hgjdosisgruppen, skal grupperne pa lavere dosis ogsd analyseres.

Motiliteten af spermier i epididymis (eller ductus deferens) bedgmmes eller optages pa videobénd straks efter
atlivning. Udtagning af af spermier skal ske pd en méde, s& skaden er mindst muligt, og spermierne fortyndes
med henblik pd motilitetsanalyse med acceptable metoder (4). Procentdelen af fremadbevagelige (progressivt
motile) spermier bestemmes enten subjektivt eller objektivt. Foretages der computerassisteret motilitetsanalyse
(SHONTHBY9)(10) er beregningen af progressiv motilitet baseret pd brugerdefinerede terskelverdier for
gennemsnitsvejlengde, hastighed og retlinjethed (linezert indeks). Hvis der optages videobdnd af prgverne (11)
eller billederne pd anden mide registreres pd obduktionstidspunktet, kan den efterfglgende analyse af handyr i
P- og Fl-generationen indskreenkes til kontrol- og hgjdosisgrupppen, medmindre der konstateres
behandlingsrelaterede virkninger, 1 hvilket tilfelde ogsd grupperne pd de lavere doseringer skal bedgmmes. [
mangel af videooptagelse eller digitalt billede skal alle prgver fra alle behandlingsgrupper analyseres ved
obduktionen.

Der foretages en morfologisk bedgmmelse af en spermaprgve fra epididymis (eller vas deferens). Spermier
(mindst 200 i hver prgve) undersgges som fikserede, vide praparater (12) og klassificeres som enten normale
eller anormale. Som eksempel pd morfologiske spermieabnormiteter kan naevnes sammensmeltning, isoleret
hoved og misdannet hoved og/eller hale. Optllingen finder sted pad den udvalgte delmengde af hanner fra af
alle grupper enten straks efter aflivning af dyrene eller senere baseret pd videobdnd og digitale optagelser.
Smears kan, nér fgrst de er fikseret, underspges senere. I disse tilfielde kan kontroldyrene og hgjdosisgruppen
analyseres fgrst. Hvis der ikke optreder behandlingsrelaterede virkninger (f.eks. virkninger pé
spermiemorfologien), behgver de andre dosisgrupper ikke analyseres. Nar der konstateres behandlingsrelaterede
virkninger i hgjdosisgruppen, skal grupperne pa lavere dosering ogsd analyseres.

Hvis nogen af ovennavnte parametre for spermieevaluering allerede er undersggt som led i en systemisk
toksicitetsundersggelse af mindst 90 dages varighed, behgver de ikke ngdvendigvis gentages i to generationers
forsgget. Det anbetales dog, at prgver eller digitale optagelser af spermier fra P-generationen opbevares for at
give mulighed for senere vurdering, hvis dette viser sig ngdvendigt.
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1.5.5 Afkom

Hvert kuld undersgges hurtigst muligt efter fgdslen (dag 0 i laktationsperioden) til bestemmelse af ungernes
antal og kgn, dedfgdte, levendefgidte og tilstedeveerelse af alvorlige abnormiteter. Unger, som findes dgde pé
dag O bgr, hvis de ikke er oplgst, helst undersgges for eventuelle defekter og dgdsirsag og praserveres.
Levende unger telles og vejes enkeltvis ved fgdslen (dag O i laktationsperioden) eller pd dag 1, og derefter péd
de regelmassige vejningsdage, dvs. pa dag 4, 7, 14 og 21 i laktationsperioden. Fysiske eller adferdsmassige
abnormiteter iagttaget hos moderdyr eller atkom skal registreres.

Atkommets fysiske udvikling skal registreres, hovedsagelig som stigning i kropsvagt. Andre fysiske parametre
(f.eks dbning af grer og gjne, tandfrembrud, hirvaekst) kan give supplerende oplysninger, men evalueringen
deraf bgr fortrinsvis finde sted sammen med data vedrgrende kgnsmodning (f.eks. alder og kropsvaegt pa
tidspunktet for dbning af vagina eller for den balano-preputiale separation) (13). Det anbefales at udfgre
funktionelle undersggelser (f.eks udvikling i motorisk aktivitet, sansefunktioner, reflekser) pd F1-generationen
for ogfeller efter afvaenning, medmindre sidanne undersggelser indgdr i serskilte forsgg: iser gelder dette
undersggelser relateret til kgnsmodningen. For de fravennede unger i Fl-generationen, som er udvalgt til
parring, bestemmes alderen pa tidspunktet for dbning af vagina og separation af praputium. Pi ungerne i F2-
generationen méles den anogenitale afstand ved dag 0 efter fgdslen, nir dette tilsiges af forandringer i F1-
generationens kgnssammensatning eller tidspunktet for kgnsmodning.

Funktionsundersggelser kan udelades for grupper, som pd anden méde viser tydelige tegn pd negative
pavirkninger (f.eks. vaesentligt nedsat tilvaekst osv.). Foretages der funktionsundersggelser, skal disse ikke
omfatte de unger, der er udvalgt til parring.

1.5.6 Makroskopisk undersggelse ved obduktion

Ved forsggets slutning eller ved indtrieden af dgd under undersggelsen undersgges alle forzldredyr (P og F1),
alle unger med ydre abnormiteter eller kliniske symptomer samt en (et) tilfeeldigt udvalgt unge/kgn/kuld fra
bide F1- og F2-generationen makroskopisk for eventuelle strukturabnormiteter og patologiske forandringer.
Serligt kgnsorganerne skal undersgges. Unger, som aflives af humane grunde i moribund tilstand samt dgde
unger, nir de ikke er oplgst, undersgges for eventuelle defekter og/eller dgdsirsag og praserveres.

P4 alle forstegangsfgdende hunner undersgges uterus pd en madde, som ikke vanskeligggr histopatologisk
bedgmmelse, for tilstedeveerelse af og antal implantationssteder.
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1.57 Organvaegt

Ved forspgets afslutning bestemmes kropsvegt og vegten af fglgende organer pd alle foreldredyr 1 P-
generationen og F1-generationen (parrede organer vejes enkeltvis):

— Uterus, ovarier;

— Testes, epididymides (total og cauda);

— Prostata;

— Vesiculae seminales med prostata anterior (coagulating glands) og disses vaskeindhold samt prostata
(som én samlet enhed);

— Hjerne, lever, nyrer, milt, hypofysen, skjoldbruskkirtel og binyrer samt kendte mélorganer.

Kropsvaegten ved forsggets slutning bestemmes for unger i Fl- og F2-generationen, som udvalges til
obduktion, og f@lgende organer fra den (det) ene tilfieldigt udvalgte unge/kgn/kuld (se punkt 1.5.6) vejes:
Hjerne, milt og thymus.

Resultaterne af den makroskopiske obduktion og organvejningen sammenholdes, néir det er praktisk muligt,
med observationer fra andre forsgg med gentagen dosering.

1.5.8 Histopatologi

1.5.8.1 Foreldredyr

Fgplgende organer og veev fra foreldredyr (P og F1) eller repraesentative prgver deraf fikseres og opbevares i et
passende medium til histopatologisk undersggelse.

— Vagina, uterus med cervix, og ovarier (praserveret i hensigtsmassigt fiksativ);

— En testis (praserveret i Bouin’s fiksativ eller tilsvarende), én epididymis, vesiculae seminales,
prostata og prostata anterior (“coagulating gland”);

— Tidligere udpegede mélorgan(er) fra alle de dyr i P- og Fl-generationen, som er udvalgt til parring.

Af ovennzvnte praserverede organer og vav foretages fuldstzendig histopatologisk undersggelse for alle de dyr
1 hgjdosis- og kontrolgrupperne i P- og Fl-generationen, som er udvalgt til parring. Undersggelse af ovarierne
fra dyrene i P-generationen er ikke obligatorisk. De organer fra lav- og mellemdosisgrupperne, som udviser
behandlingsrelaterede forandringer, skal ligeledes undersgges som led i fastsettelsen at NOAEL. Derudover
skal den histopatologiske undersggelse omfatte kgnsorganerne fra de dyr i lav- og mellemdosisgruppen, som
mistzenkes for nedsat fertilitet, fordi de f.eks. ikke har veaeret i stand til at parre sig, undfange, besvangre eller
fode raskt afkom, eller hvis brunsteyklus, spermietal, -motilitet eller -morfologi var pdavirket. Alle
makroskopiske forandringer som atroti eller tumorer undersgges.
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Detaljeret histopatologisk undersggelse af testes (f.eks. med Bouin’s fiksativ, paraffinfiksering og tversnit af 4-
Su mm tykkelse) skal foretages til pdvisning af behandlingsrelaterede effekter som manglende frigivelse af
spermatider, manglende kimcellelag eller -typer, multinuklezere kempeceller eller vandring af spermatogene
celler ind i lumen (14). Undersggelse af den intakte epididymis skal omfatte caput, corpus og cauda, hvilket kan
ske ved vurdering af et lengdesnit. Epididymis skal gennemgds med henblik pé leukocytinfiltration, ®ndret
forekomst af celletyper, afvigende celletyper, og fagocytose af spermier. Til undersggelse af handyrenes
kgnsorganer kan anvendes PAS- og haematoxylinfarvning.

Ovariet i postlaktationsperioden skal indeholde primordial- og voksende follikler foruden de store corpora lutea
fra laktationsperioden. Den histopatologiske undersggelse skal kunne pivise en eventuel kvalitativ forringelse
at bestanden af primordialfollikler. For hundyr i Fl-generationen foretages en kvantitativ vurdering af
primordialfolliklerne; antal dyr, valg af ovariesnit og stgrrelsen af prgvesnit skal vere statistisk tilpasset den
anvendte vurderingsmetode. Undersggelsen skal omfatte en optelling af primordialfollikler, hvilket kan
kombineres med optelling af smd voksende follikler, med henblik pd sammenligning af ovarierne i
behandlingsgruppe og kontrolgruppe (15)(16)(17)(18)(19).

1.5.8.2 Fravennede unger

Makroskopisk abnormt veev og mélorganer fra alle unger med ydre abnormiteter eller kliniske symptomer samt
fra den/det ene tilfieldigt udvalgte unge/kgn/kuld fra bade F1- og F2-generationen, som ikke er udvalgt til
parring, fikseres og opbevares i et passende medium til histopatologisk undersggelse. Det praeserverede vaev
skal gennemgé fuld histopatologisk karakterisering med s@rlig vaegt pa kgnsorganerne.

2 DATA

2.1 BEHANDLING AF RESULTATER

Data rapporteres for hver forsggsgruppe og generation og sammenfattes i tabelform med angivelse, for hver
forsggsgruppe og hver generation, af antal dyr ved forsggets begyndelse, antal dyr, som er fundet dgde under
forsgget eller aflivet af humanitzere grunde, tidspunkt for eventuel dgd eller humaniteer aflivning, antal fertile
dyr, antal dragtige hundyr, antal dyr, som viser tegn pd toksisk virkning, beskrivelse af iagttagne
toksicitetstegn, herunder begyndelsestidspunkt, varighed og svaerhed af alle toksiske virkninger, arten af de
fund, der er gjort pd foreldredyr og atkom, arten af de histopatologiske forandringer, og alle relevante data om
kuldene.
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Til bedgmmelse af talmateriale anvendes en hensigtsmassig, almindelig anerkendt statistisk metode; valg af
statistiske metoder skal indgd som en del af undersggelsens design og skal begrundes. Statistiske modeller for
dosis-respons sammenh@ng kan vere nyttige til dataanalyse. Rapporten skal indeholde tilstrekkelige
oplysninger om analysemetoden til, at en uathengig rapportgr/statistiker kan revurdere og gentage analysen.

22 VURDERING AF RESULTATER

Fundene i denne reproduktionsundersggelse i to generationer vurderes med hensyn til de iagttagne effekter,
herunder obduktionsfund og mikroskopiske fund. Vurderingen skal omfatte sammenhzng, eller mangel herp,
mellem dyrenes udsw@ttelse for teststoffet og tilstedeveerelse eller fraver, incidens og sveerhedsgrad af
abnormiteter, herunder makroskopiske forandringer, identificerede maélorganer, pavirkning af fertiliteten,
unormale kliniske fund, pavirkning af reproduktions- og yngleprstationer, kropsvegtforandringer, indvirkning
pd mortaliteten og eventuelle toksiske effekter. Prgvestoffets fysisk-kemiske egenskaber og eventuelle
foreliggende toksikokinetiske data skal indgd i vurderingen af forsggets resultater.

En korrekt udfgrt reproduktionstoksicitetsundersggelse skal give et tilfredsstillende skgn over
nulvirkningsniveauet og indsigt i negative virkninger pd reproduktion, fgdsel, laktation og postnatal udvikling,
herunder vaekst og kgnsmodning.

2. FORTOLKNING AF RESULTATER

En reproduktionstoksicitetsundersggelse i to generationer giver oplysninger om virkningerne af gentagen
eksponering for et stof i alle faser af reproduktionscyklusen. Navnlig giver undersggelsen oplysninger om
reproduktionsparametre og om afkommets udvikling, vekst, kgnsmodning og overlevelse. Undersggelsens
resultater skal fortolkes i sammenh®ng med fundene i forsggene vedrgrende subkronisk toksicitet, pranatal
udviklingstoksicitet, toksikokinetik og andre foreliggende undersggelser. Undersggelsens resultater kan
anvendes til at vurdere behovet for yderligere undersggelse af et kemisk stof. Undersggelsens resultater kan i
begranset omtfang overfgres til mennesker. Resultaterne kan bedst anvendes til at give oplysninger om
nulvirkningsniveau og tilladelig eksponering at mennesker (20)(21)(22)(23).
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3 RAPPORTERING

FORS@OGSRAPPORT
Forsggsrapporten skal indeholde fglgende oplysninger:

For teststoffet:

— Fysisk form og, nér det er relevant, fysisk-kemiske egenskaber,
— identifikationsdata,
— renhed.

For eventuelt vehikel:
— Begrundelse for valg af vehikel, hvis dette ikke er vand.
For forsggsdyrene:

— Den anvendte art/stamme,

— dyrenes antal, alder og kgn,

— oprindelse, miljgbetingelser, kost, redematerialer osv.,
— de enkelte dyrs vaegt ved forsggets begyndelse.

For forsggsbetingelserne:

— Rationale for valg af dosisniveau;

— oplysninger om formuleringen af teststof/fodertilberedning, opnéet koncentration,

— tilberedningens stabilitet og homogenitet,

— oplysninger om administration af teststoffet;

— i givet fald, omregning fra teststofkoncentration i foder/drikkevand (ppm) til opnéet dosis (mg/kg
kropsvaegt/dogn),

— oplysninger om foderets og vandets kvalitet.
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For resultaterne:

— Fgdeindtagelse og vandforbrug, hvis disse foreligger, foderudnyttelse (kropsvegtforggelse pr. gram indtaget
foder), og forbrug af forsggsmateriale for P- og F1 dyrene, bortset fra perioden hvor dyrene har veret
sammen og for mindst den sidste tredjedel af laktationsperioden,

— absorptionsdata (hvis de foreligger),

— kropsvaegtdata for dyrene 1 P- og F1-generationen udvalgt til parring,

— vagtdata for kuld og unger;

— kropsvagt ved aflivning og absolut og relativ organvaegt for foreldredyrene;

— art, sverhedsgrad og varighed af kliniske symptomer (hvad enten disse er reversible eller ikke),

— tidspunktet for dgdens indtreden under forsgget eller hvorvidt dyrene overlevede til forsggets afslutning;

— toksisk respons fordelt pd kgn og dosering, med angivelse af indekstal for parring, fertilitet, dreegtighed,
fadsel, levedygtighed og laktation; rapporten skal angive de tal, der er benyttet til beregning af sidanne
indekser,

— toksisk effekt eller andre effekter p4 reproduktion, atkom, postnatal vakst osv.,

— obduktionsfund,

— detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund,

— antal hunner i P- og F1-generationen med normal brunstcyklus, og cyklusens lengde,

— totalt antal spermier i cauda epididymis, procentdel progressivt motile spermier, procentdel morfologisk
normale spermier, og procentdel spermier med hver af de fundne abnormiteter,

— tid indtil parring, inkl. antal dggn indtil parring finder sted,

— dragtighedsperiodens lengde,

— antal implantationer, corpora lutea, kuldstgrrelse,

— antal levendefgdte og postimplantationstab;

— antal unger med makroskopisk synlige abnormiteter, antal sma uudviklede unger skal angives, hvis de er
optalt;

— data vedrgrende fysiske kendetegn hos unger, og andre data vedrgrende den postnatale udvikling; det skal
begrundes, hvilke fysiske kendetegn der er evalueret,

— idet omfang det er relevant, data vedrgrende iagttagelser af funktioner hos unger og voksne,

— ndr det er hensigtsmassigt, statistisk behandling af resultaterne.

Diskussion af resultater.

Konklusioner, herunder NOAEL (hgjeste niveau uden tegn pa skadelig effekt) for moderdyr og afkom.
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BILAG 2H
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B.42. HUDSENSIBILISERING: ASSAY PA LOKALE LYMFEKNUDER
l. METODE
Denne forsggsmetode er eekvivalent med OECD TG 429 (2002)
1.1 INDLEDNING

Assay pé lokale lymfeknuder (LLNA) er tilstreekkeligt valideret og anerkendt til, at det berettiger, at den indfgres som ny metode
(1)(2)(3). Der er tale om endnu en metode til vurdering af kemiske stoffers potentiale for hudsensibilisering i dyr. [ den anden
metode (B.6) anvendes marsvin, specielt bgr nvnes Maksimeringstest pd marsvin (Guinea Pig Maximization Test — GPMT) og
Buehler testen (4).

LLNA er en alternativ metode til at udpege hudsensibiliserende kemiske stoffer og til at fastsld, om et kemisk stof er uden
nevnevaerdigt hudsensibiliserende potentiale. Dette indebarer ikke, at LLNA i alle tilfelde bgr benyttes i stedet for marsvinetesten,
men snarere, at dette assay er lige s nyttigt og kan anvendes som et alternativ, for hvilket det gwlder, at positive og negative
resultater sedvanligvis ikke kreever yderligere bekraeftelse.

LLNA har visse fordele, bide i videnskabelig henseende og hvad angér dyrs velfeerd. Metoden bestir i undersggelse af
induktionsfasen i hudsensibilisering og giver kvantitative data, som er velegnede til at vurdere dosis/respons forholdet. En
validering af LLNA og en oversigt over det tilknyttede arbejde findes i litteraturen (5)(6)(7)(8). Det skal endvidere bemarkes, at de
let til moderat sensibiliserende stoffer, der anbefales som velegnede positive kontrolstoffer ved marsvineforsgg, ogsi er egnede til
brug i forbindelse med LLNA (6)(8)(9).

LLNA en en in vive metode og eliminerer séiledes ikke brugen af dyr til vurdering af kontaktsensibiliserende aktivitet. Den giver
imidlertid mulighed for at mindske det ngdvendige antal dyr til dette formdl. Desuden representerer LLNA en vasentligt mere
sofistikeret méde at anvende dyr til kontaktsensibiliseringstests pd. LLNA er baseret pa immunologiske hzndelser, som udlgses af
kemiske stoffer i induktionsfasen af sensibiliseringen. I mods®tning til marsvinetests kriever LLNA ikke, at der fremkaldes
challenge-inducerede dermale hypersensivitetsreaktioner. Desuden krever LLLNA ikke anvendelse af et adjuvans, sdledes som det
er tilfieldet for Maksimeringstesten pd marsvin. LLNA mindsker sédledes dyrenes lidelser. Trods LLNA's fordele fremfor
traditionelle marsvinetests md man have for gje, at metoden har visse begrensninger, som kan ggre traditionelle marsvinetests
ngdvendige (sdledes forekommer falske negative fund i LLNA for visse metaller og falske positive fund for visse hudirriterende
stoffer) (10).

Der henvises desuden til indledningens del B.
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1.3.1.2

1.3.2.1

1.3.2.2

METODENS PRINCIP

Det tilgrundliggende princip for LLNA bestir i, at det sensibiliserende agens inducerer en primar lymfocytproliferation i den
lymteknude, som drener pifgringsstedet for det kemiske stof. Denne proliferation er proportional med den péfgrte dosis (og med
allergenets styrke) og ggr det let at fi et objektivt, kvantitativt mal for sensibiliseringen. I LLNA-testen vurderes denne
proliferation som en dosis-respons forhold, hvor proliferationen i forsggsgrupperne sammenholdes med proliferationen i en
kontrolgruppe, der er behandlet med vehiklet. Forholdet mellem proliferation i behandlingsgrupperne og proliferationen i
kontrolgruppen kaldes stimulationsindekset og skal vaere mindst tre, fgr et prggvestof kan vurderes n@rmere som et potentielt
hudsensibiliserende agens. De her beskrevne metoder bygger pd anvendelse af radioaktiv merkning til méling af
celleproliferationen. Andre endepunkter til bedgmmelse af proliferationen kan imidlertid anvendes, forudsat at dette begrundes og
dokumenteres videnskabeligt forsvarligt med fuldsteendige litteraturhenvisninger og beskrivelse af metoden.

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN
Forberedelser
Miljpbetingelser og fodring

Dyrene holdes i hver sit bur. Temperaturen i tforsggsdyrenes rum skal vere 22°C (£3°C). Den relative luftfugtighed skal vere
mindst 30 % og bgr ikke vaere over 70 % bortset fra under renggring af rummet, men 50-60 % bgr tilstrebes. Belysningen skal
vere kunstig bestdende af 12 timers lys og 12 timers mgrke. Som foder kan anvendes sedvanligt laboratoriefoder og fri adgang til
drikkevand.

Forberedelse af dyrene

Dyrene udtages pd tilfzeldig méde, markes, si hvert dyr kan identificeres (dog ikke ved nogen form for markning af gret) og
holdes i deres bure i mindst 5 dggn forud for doseringen for at de kan akklimatisere sig til forsggsbetingelserne. Fgr behandlingen
pébegyndes undersgges alle dyr tor at sikre, at de er uden observerbare hudlesioner.

Forsggsbetingelser
Forspgsdyr

Mus ma foretreekkes til denne test. Der anvendes unge voksne hunmus af stamme CBA/Ca eller CBA/J, som ikke har fgdt og ikke
er dregtige. Ved forsggets begyndelse skal dyrene vare 8-12 uger gamle, og vegtvariationen mellem de anvendte dyr vere mindst
mulig og mi ikke overstige 20 % af gennemsnitsvaegten. Andre stammer og handyr kan anvendes, ndr der er genereret
tilstriekkelige data til at dokumentere, at der ikke er vaesentlige stamme- og/eller kgnsspecifikke forskelle i LLNA-respons.

Palidelighedskontrol

[ forsgget anvendes positive kontroller til at godtggre, at assayets prastationer og laboratoriets kompetence er tilstrekkelige til at
assayet bliver vellykket. Den positive kontrol skal fremkalde en positiv LLNA-respons ved det eksponeringsniveau, som forventes
at give en stigning i stimulationsindekset (SI) som er mere end >3 stgrre end i den negative kontrolgruppe. Dosis til den positive
kontrol skal vielges siledes, at der er tydelig, men ikke overdreven induktion. De foretrukne stoffer hertil er hexylkanelaldehyd
(CAS nr. 101-86-0, EINECS nr. 202-983-3) og mercaptobenzothiazol (CAS nr. 149-30-4, EINECS nr. 205-736-8). Der kan
forekomme omstendigheder, hvor man kan anvende andre kontrolstoffer, som optylder ovenstidende kriterier, forudsat at dette er
velbegrundet. Sadvanligvis vil en positiv kontrolgruppe i hvert assay vere ngdvendig, men undertiden rdder
prgvningslaboratorierne over historiske positive kontroldata, som viser ensartet tilfredsstillende respons gennem en seks méneders
periode eller l&engere. Under sddanne omstendigheder kan mindre hyppig testning med positive kontroller vare pé sin plads med
intervaller pd hgjst 6 méneder. Skgnt det positive kontrolstot bgr afprgves 1 et vehikel, som vides at fremkalde ensartet respons
(f.eks. acetone: olivenolie), kan det i visse godkendelsessituationer desuden veere ngdvendigt med testning i andre vehikler end
standardvehiklet (med en klinisk-kemisk relevant formulering). | sddanne tilfelde bgr en mulig interaktion mellem et positivt
kontrolstot og det pdgeldende ukonventionelle vehikel undersgges.
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1.3.2.3

Antal dyr, dosisniveauer og valg af vehikel.

Der anvendes mindst fire dyr i hver dosisgruppe, mindst tre forskellige koncentrationer af prggvestoffet, en negativ kontrolgruppe,
som udelukkende behandles med det til prgvestoffet anvendte vehikel, samt, nir det er hensigtsmassigt, en positiv kontrolgruppe.
Nir data skal indsamles fra de enkelte dyr, anvendes mindst fem dyr i hver dosisgruppe. Bortset fra behandlingen med prgvestof
behandles dyrene i kontrolgrupperne pé samme mide som dyrene i behandlingsgrupperne.

Dosering og valg af vehikel baseres pd anbefalingerne i reference (1). Dosisniveauerne valges af koncentrationsserier pd 100 %, 50
%, 25 Y%, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 % osv. Foreliggende data vedrgrende akut toksicitet og hudirritation tages i betragtning,
siledes at der vaelges tre pd hinanden fglgende koncentrationer, hvoraf den hgjeste er den, der giver stgrst mulig eksponering uden
systemisk toksicitet eller for steerk hudirritation (2)(11).

Vehiklet velges sdledes, at testkoncentrationer og oplgselighed maksimeres, samtidig med at den fremstillede
oplgsning/suspension er egnet til pafgring af prgvestoffet. De anbefalede vehikler er i prioriteret rekkefglge acetone/olivenolie (4:1
v/v), dimethylformamid, methylethylketon, propylenglycol og dimethylsulphoxid (2)(10), men andre kan anvendes, hvis der
fremlegges et fyldestggrende videnskabeligt rationale derfor. [ visse situationer kan det som yderligere kontrol vere ngdvendigt
med et klinisk relevant oplgsningsmiddel eller den formulering, hvori prgvestoffet markedsfgres. Man ma specielt veere
opmearksom pé, at vehikelsystemet bgr indeholde hydrofile stoffer, som befugter huden og ikke straks lgber af. Vehikler kun
bestiende af vand bgr sdledes undgas.

Forsggets udfgrelse
Forspgsplan
Forsggsplanen for assayet er fglgende:

s  Dagl:
Hvert dyrs vagt bestemmes og registreres. Dorsum af hvert gre pafgres dbent 25 ul af den pdgeldende
provestofkoncentration, af vehiklet alene eller af det positive kontrolstof.

o Dag2og3:
Péfgringen fra dag | gentages.

o Dagdogs:
Ingen behandling.

o  Dagb6:
Hvert dyrs vegt registreres. 250 ul saltvand med phosphatbuffer indeholdende 20 uCi (7,4e + 8 Bq) 3H—methylthymidin
injiceres i alle testdyr og kontroldyr gennem halevenen. Alternativt injiceres 250 uL saltvand med phosphatbuffer
indeholdende 2 uCi (7,4e + 7 Bq) IZSl—ioddeoxyuridin og 10°M fluordeoxyuridin i alle dyr gennem halevenen.

Fem timer senere aflives dyrene. De drenende aurikulere lymtfeknuder fra hvert gre eksciseres og pooles i saltvand med
phosphatbuffer for hver forsggsgruppe (metode med poolet behandlingsgruppe): alternativt kan hvert par lymfeknuder fra
hvert enkelt dyr eksciseres og pooles i saltvand med phosphatbuffer for hvert dyr (enkeltdyrs metode). Detaljer og
diagrammer vedrgrende identifikation og dissektion af lymfeknuder findes i bilag I til reference 10.
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1.33.2 Fremstilling af cellesuspensioner
En enkeltcellesuspension af lymfeknudeceller (LNC) enten fra de poolede behandlingsgrupper eller bilateralt fra de enkelte dyr
fremstilles ved forsigtig mekanisk disaggregering gennem 200 um triddnet af rustfrit stil. Lymfeknudecellerne vaskes to gange med
overskud af saltvand med phosphatbutfer og feldes med 5 % trichloreddikesyre (TCA) ved 4 °C i 18 timer (1). De dannede pellets
genopslemmes enten i 1 ml TCA og overfgres til scintillationsglas indeholdende 10 ml scintillatorvaesken til 3H—tbelling, eller
overfgres direkte i gamma-telleglas til teelling af 1,

1.33.3 Bestemmelse af den celleproliferationen (optagne radioaktivitet)
Optagelsen af 3H—methylthym'idin mdles ved B-scintillationstelling som antal disintegrationer pr. minut (DPM). Optagelsen af e
ioddeoxyuridin méles ved 1% I-telling og angives ogsd som DPM. Athengigt af den valgte metode angives optagelsen som
DPM/behandlingsgruppe (poolet metode) eller DPM/dyr (individuel metode).

1.3.34 Bemewrkninger

1.3.3.4.1 Klinisk observation
Dyrene observeres en gang dagligt for alle kliniske tegn pd lokalirritation pd péfgringsstedet og systemisk toksicitet. Alle
observationer registreres systematisk i enkeltjournaler for hvert dyr.

1.3.3.42 Kropsvwgt
Som angivet i nr. 1.3.3.1 méles kropsveaegten at hvert dyr ved forsggets begyndelse og ved den planmassige aflivning af dyrene.

1.3.4 Beregning af resultater

Resultaterne angives som stimulationsindeks (SI). Ved den poolede metode fds SI ved division af den poolede optagelse af
radioaktivitet for hver behandlingsgruppe med den poolede optagelse for kontrolgruppen pd vehikel; resultatet er den
gennemsnitlige SI-verdi. Ved enkeltdyrsmetoden fis Sl-vardien ved at dividere den gennemsnitlige DPM/dyr fra hver stof test
gruppe og den positive kontrolgruppe med den gennemsnitlige DPM/dyr fra oplosningsmiddel/vehikel kontrolgruppen.
Gennemsnitsvaerdien for de vehikelbehandlede kontroldyr er siledes 1.

Ved at bruge enkeltdyrsmetoden til beregning af SI fir man mulighed for en statistisk analyse af data. Ved valg af statistisk
analysemetode bgr undersggeren vaere opmeaerksom pd mulige forskelle i varians eller andre tilknyttede problemer, som kan kreve
transformation af data eller anvendelse af ikke-parametrisk statistisk analyse. En hensigtsmassig metode til fortolkning af data er at
vurdere alle individuelle data for behandlede dyr og kontroldyr pa vehikel og pd grundlag heraf optegne den bedst tilpassede dosis-
responskurve, idet der tages hensyn til konfidensgrenserne (8)(12)(13). Undersggeren mid dog vere pd vagt over for mulige
“vildskud” i form af responsverdier for enkeltdyr, som falder uden for gruppen og kan ggre det ngdvendigt at benytte et alternativt
mdl for responsen (f.eks. medianvzaerdi i stedet for gennemsnit) eller frasortering af vildskuddet.

Afggrelsen vedrgrende en positiv respons omfatter et stimulationsindeks >3 foruden en gennemgang af dosis-respons og, nir det er
hensigtsmassigt, statistisk signifikans (3)(6)(8)(12)(14).

Hvis det er ngdvendigt at klarggre de opndede resultater, bgr forskellige egenskaber af prgvestoffet tages i betragtning, herunder
om det er strukturelt beslegtet med kendte hudsensibiliserende stoffer, om det medfgrer kraftig hudirritation og arten af den
iagttagne dosis-respons. Disse og andre overvejelser er der mere indgdende redegjort for andetsteds (7).
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2 DATA
Data sammenfattes i tabelform med angivelse af gennemsnitlige og individuelle DPM-verdier og stimulationsindeks for hver
dosisgruppe (herunder ogsa kontrolgruppen pa vehikel).

3 RAPPORTERING
FORS@GSRAPPORT

Forsggsrapporten skal indeholde fglgende oplysninger:
Provestof:

— identifikationsoplysninger (f.eks. CAS-nummer, hvis det findes, oprindelse, renhed, kendte urenheder, batch-nummer);
— fysisk tilstand og fysisk-kemiske egenskaber (f.eks. flygtighed, stabilitet, oplgselighed);
— for blandinger, sammens®tning og relativt indhold af bestanddelene.

Vehikel:

— identifikationsoplysninger [renhed, koncentration (i givet fald); anvendt volumen]|
— Begrundelse for valg at vehikel.

For forsggsdyrene:

— den anvendte musestamme;

— dyrenes mikrobiologiske status, hvis den kendes;
— dyrenes antal, alder og kgn,

— dyrenes oprindelse, miljgbetingelser, kost osv.,

Omstendigheder ved forsgget:

— enkeltheder vedrgrende preparation og pafgring af prgvestotfet;

— begrundelse af den valgte dosis, herunder resultaterne af dosistitreringsundersggelsen, hvis en sidan er udfgrt; anvendte
koncentrationer af vehikel og prgvestof, og samlet mangde péfgrt stof

— oplysninger om foderets og vandets kvalitet (herunder fadens art/oprindelse, vandets oprindelse).

Pélidelighedskontrol:

— sammenfatning af resultaterne af den seneste pdlidelighedskontrol, herunder oplysninger om stoffet og anvendt koncentration og
vehikel.
— sidelgbende og/eller historiske data for positive og negative kontroller fra prgvelaboratoriet

Resultater:

— de enkelte dyrs vaegt ved doseringens begyndelse og ved den planmassige aflivning.

— en tabel med gennemsnitlige (poolet metode) eller individuelle (enkeltdyrsmetode) DPM-veardier samt variationen af veerdier for
begge metoder og stimulationsindeks for hver dosisgruppe (herunder ogsd kontrolgruppen pé vehikel).

— statistisk analyse, nir det er hensigtsmaessigt

— tidspunkt for indtraeden af og tegnene pa toksicitet, herunder eventuel hudirritation pd administrationsstedet for hvert dyr.

Behandling af resultater:

— Kortfattet kommentar til resultaterne, dosis-responsanalyse og i givet fald statistisk analyse, med en konklusion mht. til om det
undersggte stof md anses for hudirriterende.
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B.43. NEUROTOKSICITETSUNDERS@GELSE I GNAVERE

i. METODE
Metoden svarer tit OECD TG 424 (1997).

Denne forsggsmetode har til formél at give den ngdvendige information for at kunne bekrzfte eller
nermere karakterisere af den potentielle neurotoksicitet af kemiske stoffer i voksne dyr. Den kan enten
kombineres med eksisterende metoder til toksicitetsundersggelse ved gentagen indgift eller kan udfgres
som en separat undersggelse. Det anbefales at konsultere OECD Guidance Document on Neurotoxicity
Testing Strategies and Methods (1) med henblik pd design af undersggelser baseret pd denne testmetode.
Navnlig er dette vigtigt, hvis man overvejer at @ndre pa de observationer og testprocedurer, som anbefales
til rutinemeassig brug af metoden. Det nevnte Guidance Document er udarbejdet med henblik pé at lette
valget af andre testprocedurer til brug under givne omstendigheder.

Vurdering af udviklingsneurotoksicitet er ikke omfatte af denne metode.

1.1 INDLEDNING

Ved vurdering af kemiske stoffers toksiske egenskaber er det vigtigt, at potentialet for neurotoksiske
virkninger tages i betragtning. I metoden til systemisk toksicitetsunderspgelse med gentagen indgift indgar
allerede screening for neurotoksisk potentiale. Metoden kan benyttes til at fastlegge design for en
undersggelse, der supplerer eller bekrafter de neurotoksiske virkninger, som er set i undersggelserne for
systemisk toksicitet ved gentagen indgift. Nir man betragter det neurotoksiske potentiale af visse
kategorier af kemiske stoffer, kan disse tenkes at ville blive vurderet mere korrekt, hvis denne metode
anvendes, uden at man pd forhdnd har fiet nogen indikation af stoffernes neurotoksiske potentiale fra
forsgg med systemisk toksicitet ved gentagen indgift. Sidanne betragtninger kan f.eks. bestd i:

. observation af neurologiske symptomer eller neuropatologiske forandringer i andre
toksicitetsundersggelser end forsgg med gentagen indgift, eller

. strukturelt slegtskab eller andre oplysninger, der kader stofferne sammen med kendte
neurotoksiske stoffer.

Derudover kan det i andre tilfelde vere hensigtsmaessig at benytte denne metode; for nermere enkeltheder
henvises til (1).

Denne metode er udviklet siledes, at den kan tilpasses med henblik pd at bekraefte givne histopatologiske
og adferdsmassige neurotoksiske egenskaber ved et kemisk stof foruden at karakterisere og kvantificere
den neurotoksiske respons.

Tidligere blev neurotoksicitet anset for at vaere ensbetydende med neuropati ledsaget af neuropatologiske
forandringer eller af neurologisk dysfunktion, som f.eks. kramper, lammelse eller tremor. Skgnt neuropati
er en vigtig manifestation af neurotoksicitet, er det nu klart, at der er mange symptomer pé toksisk effekt
pd nervesystemet (f.eks. nedsat motorisk koordination, nedsat sansefunktion, indlerings- og
hukommelsesdysfunktion), som ikke ngdvendigvis afspejler sig i neuropati eller i andre typer forsgg.

Denne neurotoksicitets-forsggsmetode er udformet med henblik pd at finde vasentlige
neuroadferdsmassige og neuropatologiske virkninger i voksne gnavere. Skgnt adferdspavirkninger, ogs
uden morfologiske forandringer, kan afspejle en negativ pavirkning af organismen, er det ikke alle
adferdsendringer, der er specifikke for nervesystemet. Derfor bgr eventuelle observerede forandringer
vurderes i sammenhang med sidelgbende histopatologiske, haematologiske og biokemiske data foruden
data vedrgrende andre former for systemisk toksicitet. 1 de tests, der anvendes i denne metode til
karakterisering og kvantificering af neurotoksisk respons, indgdr specifikke histopatologiske og
adferdsmessige metoder, som yderligere kan understgttes gennem elektrofysiologiske og/eller biokemiske
undersggelser (1)(2)(3)(4).
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Neurotoksiske stoffer kan virke pd en rekke steder i nervesystemet og ved forskellige mekanismer. Da der
ikke findes nogen enkelt rekke tests, der giver mulighed for tilbundsgdende vurdering af det neurotoksiske
potentiale af alle stoffer, kan det vare ngdvendigt at anvende andre in vivo eller in vitro tests, som er
specifikt rettet mod den observerede eller forventede form for neurotoksisk virkning.

Denne testmetode kan desuden, i forbindelse med den vejledning, der gives i OECD's Guidance Document
on Neurotoxicity Testing Strategies and Methods (1), anvendes til neermere karakterisering eller forbedring
af fglsomheden af kvantificeringen af dosis-responsforholdet med henblik pd at kunne opstille et bedre
skgn over No Observed Adverse Effect Level (NOAL), eller pd at underbygge kendte eller formodede
farer ved det kemiske stof. For eksempel kan der udformes undersggelser til fastleggelse og vurdering af
neurotoksiske mekanismer eller supplering af de oplysninger, der allerede kan fis ved hjzlp af
grundleggende neuro-adferdsmassige og neuropatologiske observationsmetoder. Sddanne undersggelser
behgver ikke dublere de data, der fis ved brug af de i denne metode anbefalede standardmetoder, nar
sddanne data allerede foreligger og ikke anses for ngdvendige til fortolkning af undersggelsens resultater.

Denne neurotoksikologiske undersggelse, anvendt alene eller i kombination, giver optysninger, som kan:
* fastsld, om nervesystemet pdvirkes permanent eller reversibelt af det testede kemiske stof;

* bidrage til karakterisering af de nervesystemforandringer, der er forbundet med udsattelse for det
kemiske stof, og til forstaelsen af den underliggende mekanisme.

* fastlegge dosis- og tids-respons forholdet med henblik pd bestemmelse af et skgnnet niveau, der er
uden observerede sundhedsmassigt ugnskede effekter, (og som kan danne grundlag for fastszttelse
af sikkerhedsniveau for det kemiske stof).

I metoden administreres teststoffet oralt. Andre administrationsveje (f.eks. ved dermal applikation eller
inhalation) kan vere mere velegnede og kan krave tilpasning af den anbefalede fremgangsmdde.
Overvejelser vedrgrende valg af administrationsvej bygger pa stoffets profil med hensyn til eksponering af
mennesker og pé foreliggende toksikologiske og kinetiske oplysninger.

1.2 DEFINITIONER

Sundhedsmassigt ugnsket virkning, enhver sidan behandlingsrelateret afvigelse fra den normale
variation, som forringer en organismes overlevelsesevne, reproduktionsevne eller tilpasningsevne til
omgivelserne.

Dosis, den mangde teststof, som indgives. Dosis angives som vegtmengde (g, mg) teststof pr. vaegtenhed
forsggsdyr (f.eks. mg/kg), eller som fast koncentration i fgden (ppm).

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

Neurotoksicitet, en negativ endring i nervesystemets struktur eller funktion som fglge af udsattelse for et
kemisk, biologisk eller fysisk agens.

Neurotoksisk agens, ethvert kemisk, biologisk eller fysisk agens med potentiale til at fremkalde
neurotoksicitet.

NOAEL forkortelse for “no-observed-adverse-effect level”, dvs. det hgjeste dosisniveau, hvor der ikke
observeres behandlingsrelaterede ugnskede virkninger.

1.3 PRINCIP FOR TESTMETODEN

Teststoffet administreres oralt ved forskellige doser til forskellige grupper af gnavere. Normalt kreves
gentagen dosering, og dosisregimet kan vere 28 dages indgift, subkronisk (90 dage) eller kronisk (1 &r
eller lengere). Procedurerne i denne testmetode kan ligeledes anvendes til et forsgg for akut
neurotoksicitet. Dyrene testes, siledes at man kan pdvise og karakterisere anomalier af adferdsmeassig
eller neurologisk art. I hver observationsperiode vurderes adfeerden pa en rekke punkter, som kan tenkes
pévirket af neurotoksiske stoffer. Ved testens slutning bliver en undergruppe af dyr af hvert kgn fra hver
gruppe perfunderet in situ, og af hjerne, rygmarv og perifere nerver fremstilles snit, som undersgges.
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Nér undersggelsen fungerer som enkeltstiende undersggelse til screening for neurotoksicitet eller til
karakterisering af neurotoksiske virkninger, kan de dyr i hver gruppe, som ikke er anvendt til perfusion og
efterfplgende histopatologisk undersggelse (se tabel 1), anvendes til specifikke neuroadferdsmassige,
neuropatologiske, neurokemiske eller elektrofysiologiske procedurer, som kan supplere de data, man har
fiet ved hjelp af standardundersggelserne i denne metode (1). Sidanne supplerende procedurer kan vere
serlig nyttige, ndr empiriske observationer eller forventede virkninger peger pd neurotoksicitet af specifik
art eller med et specifikt mdl. Alternativt kan de tilbageverende dyr anvendes til vurderinger som f.eks.
dem, der foreskrives i metoder til toksicitetsundersggelser med gentagen indgift i gnavere.

Nér procedurerne i denne forsggsmetode kombineres med procedurerne i andre forsggsmetoder, skal
antallet af dyr veere tilstreekkeligt til at optylde kravene om observationer i begge undersggelser.

1.4 BESKRIVELSE AF FORS®OGSMETODEN
1.4.1 Valg af dyreart

Den foretrukne gnaverart er rotter, men en anden gnaverart kan anvendes, ndr begrundelse herfor gives.
Der anvendes unge raske dyr af sedvanligt benyttede laboratoriestammer. Hundyrene mé ikke have fgdt og
mi ikke vare dragtige. Doseringen skal normalt begynde snarest muligt efter fravaenning, fortrinsvis
senest ved seks ugers alderen, og under alle omstendigheder fgr ni ugers alderen. Nir denne undersggelse
kombineres med andre undersggelser, kan det dog vare ngdvendigt at tilpasse dette alderskrav. Ved
forsggets begyndelse md vegtvariationen mellem de anvendte dyr ikke vare over 20 % af
gennemsnitsvaegten for hvert kgn. Nar en kortvarig toksicitetsundersggelse med gentagen dosering udfgres
som indledning til en langvarig undersggelse, skal de anvendte dyr i de to undersggelser vaere af samme
stamme og oprindelse .

1.42 Opstaldning og fodring

Temperaturen i forsggsdyrrummet skal vere 22°C (+ 3°C). Den relative luftfugtighed skal vere mindst 30
% og ikke over 70 % bortset fra under renggring af rummet, men 50-60 % bgr tilstreebes. Belysningen skal
vere kunstig bestdende af 12 timers lys og 12 timers mgrke. Hgj intermitterende stgj skal holdes pi et
minimum. Som foder kan anvendes sedvanligt laboratoriefoder med fri adgang til drikkevand. Ved valg af
foder kan der tages hensyn til ngdvendigheden af at sikre passende iblanding af teststoffet, ndr denne
administrationsméade anvendes. Dyrene kan enten anbringes enkeltvis eller i bure med smé grupper af
samme kgn.,

1.4.3 Klargoring af dyrene

Unge raske dyr tilordnes behandlings- og kontrolgrupper pé tilfeldig mide. Burene arrangeres, si at
eventuelle virkninger af burenes placering minimeres. Dyrene markes entydigt, sd de enkelte dyr kan
identificeres, og holdes i burene i mindst 5 dggn forud for doseringen, s de kan akklimatisere sig til
forsggsbetingelserne.

1.4.4 Indgiftsvej og fremstilling af doserne

Metoden vedrgrer specifikt oral indgift af teststoffet. Oral indgift kan ske ved gavage, tilsetning til foder
eller drikkevand, eller gennem kapsler. Der kan anvendes andre administrationsveje (f.eks. dermal
applikation eller inhalation), men i sd fald kan det blive ngdvendigt at tilpasse den anbefalede
fremgangsmadde. [ overvejelser vedrgrende valg af administrationsvej indgdr stoffets profit med hensyn tit
eksponering af mennesker og foreliggende toksikologiske og kinetiske oplysninger. Den valgte
administrationsvej og deraf fglgende @ndringer af procedurerne i denne forsggsmetode skal begrundes.

Om ngdvendigt oplgses eller opslemmes teststoffet i et egnet vehikel. Det anbefales, at man som fgrste
valg vurderer muligheden af at benytte en vandig oplgsning/suspension, efterfulgt af en
oplgsning/suspension i olie (f.eks majsolie), og derefter eventuel oplgsning i andre vehikler. Vehiklets
toksiske egenskaber skal vaere kendt. Derudover skal fglgende egenskaber ved vehiklet tages i betragtning:
Dets effekt pa teststoffets absorption, fordeling, metabolisme og retention med deraf fglgende eventuel
endring af dettes toksiske egenskaber, og dets indvirkning pd dyrenes fgde- og vandindtagelse og
erneringstilstand.
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1.5 PROCEDURER
1.5.1 Dyrenes antal og kgn

Nér undersggelsen udfgres som enkeltstiende undersggelse, skal der anvendes mindst 20 dyr (10 hunner
og 10 hanner) i hver dosis- og kontrolgruppe til detaljeret klinisk og funktionsmessig observation. Af disse
10 hanner og 10 hunner udvelges mindst fem hanner og fem hunner, som perfunderes in situ og
gennemgdr detaljeret neurohistopatologisk undersggelse ved forsggets afslutning. Nar kun et begrenset
antal dyr i en given dosisgruppe observeres for tegn pé neurotoksiske virkninger, skal det overvejes at lade
de pigezldende dyr indgd blandt dem, der udvelges til perfusion. Nar undersggelsen udfgres i kombination
med en toksicitetsundersggelse med gentagen dosering, skal antallet af dyr veere tilstreekkeligt til at opfylde
madlene 1 begge undersggelser. Det minimale antal dyr i hver gruppe ved forskellige kombinationer af
undersggelser er givet i tabel 1. Hvis der planlegges interims aflivninger eller restitutionsgrupper til
observation for toksiske virkningers reversibilitet, persistens eller forsinkede indtreeden efter behandling,
eller hvis supplerende observationer overvejes, skal antal dyr gges, sd der er tilstrekkeligt med dyr til
ridighed for observation og histopatologisk undersggelse.

1.5.2 Behandlings- og kontrolgruppe

Sedvanligvis skal der vare mindst tre dosisgrupper og en kontrolgruppe, men hvis andre data ikke giver
anledning til at forvente virkning af en gentagen dosis pd 1000 mg/kg kropsvegt/dag, kan en greensetest
udfgres. Foreligger der ikke egnede data, kan der udfgres et dosistitreringsforsgg for at lette fastleggelsen
af de doser, der skal anvendes. Bortset fra behandling med teststof skal dyrene i kontrolgruppen héndteres
pd samme made som dyrene i behandlingsgruppen. Anvendes vehikel til administration af teststoffet, skal
dyrene i kontrolgruppen modtage vehiklet i det stgrste anvendte volumen.

153 Kvalitetskontrol

Det laboratorium, som udfgrer undersggelsen, skal fremlegge data, som godtggr laboratoriets egnethed til
at udfgre undersggelsen og fglsomheden af de anvendte metoder. Sddanne data skal dokumentere evnen til
at pdvise og, ndr det er hensigtsmeassigt, kvantificere @ndringer i de forskellige effrktparametre, som
anbefales observeret, sdledes autonome symptomer, sensorisk reaktionsforméen, gribestyrke af lemmerne
og motorisk aktivitet. Oplysninger om kemiske stoffer, som fremkalder forskellige former for neurotoksisk
respons og kan anvendes som positive kontrolstoffer, findes i reference 2 til 9. Historiske data kan
anvendes, hvis den eksperimentelle metode i alt vaesentligt er den samme. Jevnlig ajourfgring af historiske
data anbefales. Nar forsggslaboratoriet pd vasentlige punkter @ndrer udfgrelsen af forsgget eller
procedurerne, skal der forelegges nye data, som godtggr metodernes fortsatte fglsomhed.

1.54 Valg af dosis

Dosisniveauet vaelges under hensyntagen til eventuelle foreliggende toksicitets- og kinetikdata for
teststoffet og beslegtede stoffer. Det hgjeste dosisniveau valges med henblik pa at fremkalde neurotoksisk
effekt eller tydelig systemisk toksisk effekt. Derefter vaelges en aftagende rakke dosisniveauer, som giver
mulighed for at pdvise en eventuel dosisafhengig respons, og som laveste dosisniveau et niveau, hvor
ingen skadelig effekt iagttages (NOAEL). I princippet skal dosisniveauerne fastsettes sdledes, at de
primare toksiske virkninger pd nervesystemet kan skelnes fra virkninger knyttet til den systemiske
toksicitet. I mange tilfeelde vil to til tre intervaller vaere optimalt, og ofte mé det foretreekkes at tilfgje en
fjerde behandlingsgruppe frem for at operere med meget store intervaller (f.eks. stgrre end en faktor 10)
mellem dosisniveauerne. Nér der foreligger et rimeligt skgn over den humane eksponering, mé ogsd dette
tages i betragtning.

1.5.5 Graensetest

Nér et dosisniveau pd mindst 1000 mg/kg kropsvaegt/dggn med de beskrevne metoder ikke fremkalder
observerbar neurotoksisk virkning, og ndr heller ikke foreliggende data fra strukturelt og/eller metabolisk
beslegtede forbindelser giver anledning til at forvente nogen virkning, er et komplet forsgg med tre
dosisniveauer ikke ngdvendigvis pdkraevet. Den forventede eksponering af mennesker kan betyde, at der
anvendes et hgjere oralt dosisniveau i grenseforsgget. For andre indgiftsmader - f.eks. inhalation eller
dermal applikation - kan teststoffets fysisk-kemiske egenskaber ofte vaere bestemmende for det maksimale
opndelige eksponeringsniveau. Til brug for en oral akut undersggelse bgr dosis ved gransetesten veare
mindst 2000 mg/kg.
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156 Administration af doserne

Dyrene doseres med teststoffet dagligt syv dage om ugen i en periode af mindst 28 dage; bruges fem-dages
dosisregime eller kortere eksponeringstid, skal dette begrundes. Administreres teststoffet ved gavage, skal
det ske som enkeltdosis med gastrisk sonde eller et passende intubationsrgr. Den maksimale
veskemeangde, som kan indgives ad gangen, athenger af forsggsdyret stgrrelse. Dette volumen md hgjst
vere 1 ml/100 g kropsvegt. Ved vandige oplgsninger kan det dog overvejes at anvende indtil 2 ml/100 g
kropsvagt. Bortset fra lokalirriterende eller ®tsende stoffer, hvis effekt seedvanligvis forsterkes ved hgjere
koncentration, skal variation af testvolumenet minimeres ved at justere koncentrationen, sd volumenet er
konstant ved alle dosisniveauer.

For teststoffer, som administreres i foderet eller drikkevandet, er det vigtigt at sikre, at det pigzldende stof
i den anvendte mangde ikke griber ind i den normale ernerings- eller vandbalance. Ved indgift af
teststoffet i foderet kan stoffet enten gives ved konstant koncentration i foderet (ppm) eller ved et konstant
dosisniveau i forhold til dyrets kropsvagt; den anvendte mulighed skal specificeres. Ved indgift med sonde
skal dosis gives pé tilsvarende tidspunkt hver dag og efter behov justeres, s& dosisniveauet holdes konstant
i forhold til kropsvegten. Nir der som indledning til en langtidsundersggelse udfgres et korttids-
toksicitetsforsgg med gentagen dosering, skal der i de to undersggelser anvendes ensartet foder. Nér det i et
akut toksicitetsforsgg ikke er muligt at indgive den pégeldende stofm@ngde som en enkelt dosis, kan den
undtagelsesvis administreres delt inden for en periode af hgjst 24 timer.

1.6 OBSERVATION
1.6.1 Hyppighed af observationer og tests

[ forsgg med gentagen dosering skal observationsperioden omfatte doseringsperioden. [ akutte
undersggelser skal iagttages en 14 dages efterbehandlingsperiode. For dyr i satellitgrupper, som holdes
uden eksponering i en efterbehandlingsperiode, skal observationerne ligeledes omfatte denne periode.

Observationerne skal finde sted tilstrekkelig hyppigt til at maksimere sandsynligheden for at pdvise
eventuelle adferdsmessige og/eller neurologiske anomalier. Observationerne skal fortrinsvis finde sted pa
samme tidspunkt hver dag, idet man retter sig efter tidspunktet for den forventede maksimale effekt af
indgiften. I tabel 2 vises hyppigheden af de kliniske observationer og funktionsprgver. Hvis kinetiske eller
andre data fra tidligere undersggelser viser, at der bgr benyttes andre tidspunkter til observationer, tests
eller post-observationsperioder, skal der benyttes en alternativ plan med henblik pé at skaffe flest mulige
oplysninger. Eventuelle endringer af planen skal begrundes.

1.6.1.1 Observationer af almindelig sundhedstilstand og mortalitet/morbiditet

Alle dyr observeres ngje mindst en gang dagligt med hensyn til dets almindelige helbredstilstand og to
gange dagligt for mobiditet og mortalitet.

1.6.1.2 Detaljerede kliniske observationer

Der foretages detaljerede kliniske observationer af alle dyr, som er udvalgt til dette formal (se tabel 1) én
gang inden fgrste eksponering (for at sammenligne gentagne observationer af samme individ) og derefter
med forskellige intervaller, alt efter undersggelsens varighed (se tabel 2). Ved restitutionsperiodens
slutning foretages detaljerede kliniske observationer af satellit-restitutionsgrupperne. Detaljerede kliniske
observationer finder sted uden for opholdsburet pa en “open field”. Observationerne registreres ngje med
brug af bedgmmelsessystemer, der omfatter kriterier eller bedgmmelsesskalaer for hver af de til
observationerne hgrende maélinger. De anvendte kriterier eller skalaer skal vere tydeligt fastlagt af
testlaboratoriet. Der skal drages omsorg for at sikre, at variationerne i forsggsbetingelserne er mindst
mulige (ikke systematisk behandlingsrelaterede) og at observationerne foretages af faguddannede
observatgrer, som er uden viden om den pigeldende behandling.
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Det anbefales, at observationerne udfgres pa struktureret méade, siledes at veldefinerede kriterier (herunder
definition af “normalomrddet”) systematisk finder anvendelse pd hvert dyr pa hvert observationstidspunkt.
“"Normalomridet” skal vere veldokumenteret. Alle observerede tegn skal registreres. Ogsd
stgrrelsesordenen af de observerede tegn registreres, mir det er muligt. De kliniske observationer skal
omfatte, men er ikke begrenset til, ®ndringer i hud, skin, gjne, slimhinder, optreden af sekretion og
ekskretion samt autonom aktivitet (f.eks. tdrefldd, pilorektion, pupilstgrrelse, usedvanligt
respirationsmgnster og/eller mundrespiration, eventuelle symptomer vedrgrende vandladning eller
defekation, samt farveforandringer af urinen).

Eventuel usedvanlig respons med hensyn til kropsstilling, aktivitetsniveau (f.eks nedsat eller pget
udforskning af "open field”) og koordinering af bevaegelser registreres ligeledes. Zndringer i gangen (f.eks
vralten, ataksi), stilling (f.eks. pukkelrygged) og reaktion pd hdndtering samt optraeeden af kloniske eller
toniske bevagelser, kramper eller tremor, stereotypier (f.eks. overdreven pleje af pels, usadvanlige
bevaegelser af hovedet, gentagne cirkelbevaegelser) eller bizar adferd (bidning eller overdreven slikning,
selvmutilering, baglaens gang, vokalisation) eller aggression protokolleres.

1.6.1.3 Funktionsprever

[ lighed med de detaljerede kliniske observationer skal funktionsprgver udfgres én gang fgr eksponering og
derefter hyppigt for alle dyr, der er udvalgt til dette formal (se tabel 1). Hyppigheden af funktionsprgverne
fastsettes ligeledes 1 henhold til undersggelsens varighed (se tabel 2). Ud over de i tabel 2 angivne
observationsperioder foretages observation at satellit-restitutionsgrupper sa taet som muligt pa tidspunktet
for den afsluttende aflivning. Funktionsprgverne skal omfatte sensorisk reaktionsformden pé forskellige
stimuli [f.eks auditive, visuelle og proprioceptive (5)(6)(7)], bedgmmelse af lemmernes gribestyrke (§)
samt bedgmmelse af motorisk aktivitet (9). Den motoriske aktivitet males med en automatiseret anordning,
som kan registrere bide fald og stigning i aktivitet. Anvendes et andet system, skal dette vere kvantitativt,
og dets fglsomhed og pélidelighed skal vere godtgjort. Hver anordning skal afprgves for at sikre varig
pdlidelighed af og overensstemmelse mellem anordningerne. Nermere detaljer om de fremgangsmaéder, der
kan benyttes, er givet i de pdgzldende litteraturhenvisninger. Hvis der ikke er data, som peger pd
potentielle neurotoksiske virkninger (f.eks. vedrgrende struktur-aktivitet, epidemiologiske data, andre
toksikologiundersggelser), md man overveje mere specialiserede tests af sensoriske og motoriske
funktioner eller indlering og hukommelse for at undersgge disse mulige virkninger i naermere detaljer.
Nermere oplysninger om specialiserede tests og deres anvendelse er givet i (1).

Undtagelsesvis kan man i den pageldende test udelade dyr, som viser tegn pd toksicitet af et omfang, som
vil forstyrre funktionstesten vasentligt. Elimination af dyr fra en funktionstest skal begrundes.

1.6.2 Kropsvagt og foder-/vandindtagelse

[ undersggelser af indtil 90 dages varighed skal alle dyr vejes mindst en gang om ugen, og ligeledes mindst
én gang om ugen mdles foderindtagelsen (vandindtagelsen, ndr teststoffet administreres i vandet). I
langtidsundersggelser vejes alle dyr mindst én gang om ugen i de fgrste 13 uger, derefter mindst én gang
hver 4. uge. Foderindtagelsen (vandindtagelsen, ndr teststoffet indgives i vandet) mdles mindst én gang om
ugen de fgrste 13 uger, derefter ca. hver 3. méned, medmindre dyrenes sundhedstilstand eller endringer 1
kropsvaegt tilsiger noget andet.

1.6.3 Oftalmologi

I undersggelser af lengere varighed end 28 dage foretages oftalmologisk undersggelse med oftalmoskop
eller tilsvarende egnet instrument inden indgift af teststoffet og ved undersggelsens slutning, helst pd alle
dyr, men i det mindste pa dyr i hgjdosis- og kontrolgrupperne. Hvis der findes gjenforandringer eller de
kliniske symptomer viser, at der er behov derfor, skal alle dyr undersgges. I langtidsundersggelser skal der
endvidere foretages en oftalmologisk undersggelse ved 13 uger. Oftalmologisk undersggelse behgver ikke
udfgres, ndr sfdanne data allerede foreligger fra andre undersggelser med tilsvarende varighed og
dosisniveau.
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1.6.4 Hzaematologiske og klinisk-biokemiske prgver

Nér neurotoksicitetsundersggelsen udfgres i kombination med en systemisk toksicitetsundersggelse med
gentagen dosering, foretages hamatologisk undersggelse og klinisk-biokemiske bestemmelser som
angivet i1 den pigeldende metode til systemiske toksicitetsforsgg. Prgvetagning skal ske sdledes, at en
eventuel pdvirkning af neuroadfeerd bliver mindst mulig.

1.65 Histopatologi

Den neuropatologiske undersggelse skal veere udformet, sd den supplerer og udvider de observationer, der
er gjort i undersggelsens in vivo fase. Vaev fra mindst 5 dyr/kgn/gruppe (se tabel 1 og neste paragraf)
fikseres in situ med almindeligt anerkendte perfusions- og fiksationsteknikker (se henvisning 3, kapitel 5,
og henvisning 4, kapitel 50). Alle makroskopiske forandringer protokolleres. Nir undersggelsen udfgres
som enkeltstdende screening for neurotoksicitet eller til karakterisering af neurotoksiske virkninger, kan
de resterende dyr enten bruges til specifikke neuro-adfeerdsmassige (10)(11), neuropatologiske
(1O)(1 1)(12)(13), neurokemiske (10)(11)(14)(15) eller elektrofysiologiske (10)(11)(16)(17) procedurer,
som kan supplere de her beskrevne procedurer og undersggelser, eller til at gge det antal dyr, som
undersgges histopatologisk. S&danne supplerende procedurer kan veere serligt nyttige, nir empiriske
observationer eller forventede virkninger peger pd neurotoksicitet af specifik art eller med specifikt
mélorgan (2)(3). Alternativt kan de resterende dyr ogsd bruges til rutinemassig patologisk bedgmmelse
som beskrevet i metoden til undersggelser med gentagen dosering.

Alle paraffinindstgbte vevsprgver farves med en all-round farvemetode som hematoxylin-eosin og
undersgges mikroskopisk. Hvis der observeres eller formodes at vere tegn pd perifer neuropati, skal
plastindstgbte prgver af perifert nervevev undersgges. Kliniske symptomer kan ogsd give anledning til, at
der veelges supplerende prgvetagningssteder eller benyttes specialfarvning. Vejledning om supplerende
provetagningssteder kan findes i (3)(4). Passende specialfarvning til pdvisning af bestemte typer
patologiske forandringer kan ligeledes vaere nyttig (18).

Reprasentative snit af centralnervesystem og det perifere nervesystem undersgges histologisk (se
henvisning 3, kapitel 5 og henvisning 4, kapitel 50). De underspgte omrdder skal normalt omfatte
forhjerne, den centrale del af cerebrum, herunder et snit gennem hippocampus, midterhjernen, cerebellum,
pons, medulla oblongata, gjet med nervus opticus og retina, rygmarven med intumescentia cervicalis og
lumbalis, de dorsale rodganglier, fibre fra de dorsale og ventrale rgdder, den proksimale del af nervus
sciaticus, den proksimale del af nervus tibialis (ved kn®ene) og legmuskelgrenene af nervus tibialis. Der
skal vere bdde tvarsnit og lengdesnit af rygmarv og perifere nerver. Man skal vaere opmarksom pd
nervesystemets kar. En prgve af skeletmuskel, helst legmusklen, skal ligeledes undersgges. Iser skal man
veere opmaerksom pd celle- og fiberstruktur i de dele af centralnervesystem og det perifere nervesystem,
der serligt pavirkes af neurotoksiske stoffer.

Vejledning i de neuropatologiske forandringer, der typisk resulterer af toksisk pdvirkning, findes i
henvisning (3)(4). Trinvis undersggelse af vavsprgverne anbefales, siledes at snittene fra
hgjdosisgrupperne fgrst sammenlignes med dem fra kontrolgrupperne. Ses ingen neuropatologiske
forandringer i prgverne fra disse grupper, er efterfglgende analyse ungdvendig. Er der neuropatologiske
forandringer i hgjdosisgruppen, skal prgver fra hvert af de potentielt bergrte vaev fra mellem- og
lavdosisgrupperne kodes og undersgges sekventielt.

Findes der ved den kvalitative undersggelse tegn pd neuropatologiske forandringer, udfgres endnu en
undersggelse af alle de dele af nervesystemet, som udviser sddanne forandringer. Snit fra alle dosisgrupper
fra hver af de potentielt bergrte regioner kodes og undersgges vilkarligt uden kendskab til koden. For hver
forandring registreres dens frekvens og sverhed. Néar alle regioner fra alle dosisgrupper er blevet bedgmt,
kan koden brydes og statistisk analyse foretages til bedgmmelse af dosis-respons forholdet. For hver
forandring skal der gives eksempler pd beskrivelse af forskellige sverhedsgrader.

De neuropatologiske fund bedgmmes i sammenh@ng med de adferdsmassige observationer og méilinger
samt gvrige data fra forudgdende og sidelgbende toksicitetsundersggelser af teststoffet.
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2 DATA
2.1 BEHANDLING AF RESULTATER

Der skal forefindes data for de enkelte dyr. Derudover sammenfattes alle data i tabelform med angivelse,
for hver forsggs- og kontrolgruppe, af antal dyr ved forsggets begyndelse, antal dyr, som er fundet dgde
under forsgget eller aflivet af humanitere grunde, tidspunkt for eventuel dgd eller humaniter aflivning,
antal dyr, som viser tegn pa toksisk virkning, beskrivelse af de observerede toksicitetstegn, herunder
begyndelsestidspunkt, varighed, art og sverhed af alle toksiske virkninger, antal dyr, som udviser
forandringer, herunder forandringernes art og svaerhed.

2.2 EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Undersggelsens fund bedgmmes med hensyn til forekomst, sverhed og korrelation mellem neuro-
adferdsmessige og neuropatologiske virkninger (foruden neurokemiske og elektrofysiologiske
virkninger, ndr supplerende undersggelser indgdr) samt eventuelle andre observerede negative virkninger.
Nér det er muligt, bedgmmes resultaterne ved en egnet og almindeligt anerkendt statistisk metode. Valg
af statistisk metode skal finde sted i forbindelse med fastleeggelsen af undersggelsens design.

3 RAPPORTERING
FORS@GSRAPPORT
Forsggsrapporten skal indeholde falgende oplysninger:
For teststoffet:

- fysisk beskaffenhed (herunder isomeri, renhed og fysisk-kemisk egenskaber);
- identifikationsdata

For eventuelt vehikel:
- begrundelse for valg af vehikel.
For forsggsdyrene:

- den anvendte art/stamme,

- dyrenes antal, alder og kgn,

- oprindelse, opstaldning, foder, osv.,

- de enkelte dyrs vaegt ved forsggets begyndelse.

For forsggsbetingelserne:

- oplysninger om formuleringen af teststof/fodertilberedning, opnéet koncentration, tilberedningens
stabilitet og homogenitet,

- specifikation af de indgivne doser, herunder enkeltheder vedrgrende vehiklet, volumen og fysisk
tilstand af det indgivne materiale,

- oplysninger om administration af teststoffet,

- begrundelse for de valgte dosisniveauer,

- begrundelse for administrationsvej og eksponeringens varighed,

- i givet fald, omregning fra teststofkoncentration i foder/drikkevand (ppm) til opnéet dosis (mg/kg
kropsvaegt/dggn),

- enkeltheder vedrgrende foderets og vandets kvalitet.
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For observationer og testprocedurer:

- enkeltheder vedrgrende tilordningen af dyrene i hver gruppe til perfusions-undergrupper,

- enkeltheder vedrgrende bedgmmelsessystemet, herunder kriterier og bedgmmelsesskalaer for hver i
de til de detaljerede kliniske observationer hgrende maélinger,

- detaljeret beskrivelse af funktionstests af sensorisk reaktionsformden pd forskellige stimuli (f.eks
auditive, visuelle og proprioceptive), til bedgmmelse af lemmernes gribestyrke, til vurdering af
motorisk aktivitet (herunder enkeltheder vedrgrende automatiserede anordninger til detektion af
aktivitet), samt eventuelle andre procedurer, som anvendes,

- detaljeret beskrivelse af oftalmologiske undersggelser og, i givet fald, hematologiske og klinisk-
biokemiske undersggelser med relevante normalvardier,

- detaljeret beskrivelse af de enkelte neuro-adferdsmessige, neuropatologiske, neurokemiske og
elektrofysiologiske procedurer.

Resultater:

- kropsvagt/kropsvegtendringer, herunder kropsvegt ved aflivning,

- fedeindtagelse og vandindtagelse, nir det er relevant,

- data vedrgrende toksisk respons for hvert kgn og dosisniveau, herunder toksicitetstegn og
dgdelighed,

- art, sverhedsgrad og varighed (inds®tten og efterfglgende forlgb) af detaljerede kliniske
observationer (hvad enten disse er reversible eller ikke);

- detaljeret beskrivelse af resultaterne af alle funktionstests;

- obduktionsfund,

- detaljeret beskrivelse af resultaterne af alle neuro-adferdsmessige, neuropatologiske og
neurokemiske eller elektrofysiologiske fund, hvis de foreligger,

- data vedrgrende absorption og metabolisme, hvis de foreligger,

- nfr det er hensigtsmassigt, statistisk behandling af resultaterne.

Diskussion af resultaterne:

- oplysninger vedrgrende dosis-respons forhold,

- eventuelle andre toksiske virkningers sammenh@ng med en konklusion vedrgrende teststoffets
neurotoksiske potentiale,

- Angivelse af NOAEL.

Konklusioner:

- det anbefales, at der afgives en konkret erkleering om den samlede neurotoksicitet af teststoffet.
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C.21. JORDMIKROORGANISMER: KVALSTOFOMDANNELSESTEST
1. METODE
Metoden er gengivet efter OECD TG 216 (2000).
1.1 INDLEDNING

Den beskrevne metode er en laboratoriemetode til undersggelse af langtidsvirkningerne pd jordmikroorganismers
kvalstofomdannende aktivitet af enkeltstiende eksponering for kemiske stoffer. Metoden er hovedsagelig baseret pa anbefalinger
fra Plantebeskyttelsesorganisationen for Europa og Middelhavsomréiderne (1). Der er endvidere taget hensyn til guidelines fra den
tyske Biologische Bundesanstalt (2), den amerikanske miljgstyrelse (3), SETAC (4) og Den Internationale
Standardiseringsorganisation (5). P4 en OECD-workshop om valg af jord-/sedimenttype, som blev holdt i Belgirate, Italien, i 1995
(6), enedes man om antal og art af de jordtyper, som skal anvendes i denne test. Anbefalingerne for indsamling, hindtering og
opbevaring at jordprgver er baseret pd en ISO-vejledning (7) og pé anbefalingerne fra workshoppen i Belgirate. Ved vurdering af
provestoffers toksiske egenskaber kan det vaere ngdvendigt at bestemme virkningerne pd den mikrobielle aktivitet 1 jord, f.eks. nir
der kreves oplysninger om plantebeskyttelsesmidlers potentielle bivirkninger pd mikrofloraen i jorden, eller nér
jordmikroorganismer forventes udsat for andre kemiske stoffer end plantebeskyttelsesmidler. Kvealstofomdannelsesprgven udferes
for at bestemme virkningerne af sddanne kemiske stoffer pd mikrofloraen i jorden. Ved test af landbrugskemikalier (f.eks.
plantebeskyttelsesmidler, kunstggdning og skovbrugskemikalier) udfgres bade kvalstofomdannelses- og kulstofomdannelsestest.
For andre kemiske stoffer end landbrugskemikalier er kvalstofomdannelsestesten tilstreekkelig. Viser sidanne kemiske stoffer sig
imidlertid i kvalstofomdannelsestesten at have en ECsy-veerdi i samme omrdde som geengse nitrifikationsinhibitorer (f.eks.
nitrapyrin), kan en kulstofomdannelsestest udfgres for at skaffe yderligere oplysninger.

Jord bestdr af levende og ikke levende komponenter, som er til stede i komplekse og heterogene blandinger. Mikroorganismer
spiller en vigtig rolle i nedbrydning og omdannelse af det organiske stof i frugtbar jord, og mange arter bidrager til flere forskellige
aspekter af jordens frugtbarhed. Hvis der gennem lengere tid gribes ind i disse biokemiske processer, kan det gribe ind i
neringsstofcyklusen, séledes at jordens frugtbarhed @ndrer sig. Kulstof- og kvalstofomdannelse finder sted i al frugtbar jord.
Skgnt det alt efter jordtypen er forskellige mikrobielle samfund, som er ansvarlige for disse processer, fglger omdannelsen i det
vaesentlige altid samme vej.

Den her beskrevne forsggsmetode anvendes til  bestemmelse af  stoffers langsigtede  skadevirkning pé
kvalstofomdannelsesprocessen i jordens aerobe dweklag. Metoden giver desuden mulighed for at bedgmme stoffernes indvirkning
pd den mikrobielle kulstofomdannelse i jorden. Efter nedbrydning af bindingerne mellem kulstof og kvalstof dannes nitrat. Finder
man lige stor nitratproduktion i den behandlede jord og i kontroljord, er de vigtigste kulstofnedbrydningsveje derfor hgjst
sandsynligt intakte og funktionsdygtige. Det ved testen anvendte substrat (finmalet lucernemel) har et gunstigt kulstot-
/kveelstofforhold (saedvanligvis mellem 12/1 og 16/1). Dette mindsker kulstofmanglen under testen, og hvis de mikrobielle samfund
beskadiges af et kemikalie, kan de muligvis komme pa fode inden for 100 dage.

De tests, som metoden oprindeligt er baseret pd, er hovedsagelig udviklet til stoffer, for hvilke den til jorden tilfgrte mengde er
kendt pd forhdnd. Det er feks. tilfeldet for plantebeskyttelsesmidler, hvor spredemangden i marken kendes. For
landbrugskemikalier er det tilstreekkeligt at teste to doser, som er relevante for den forventede eller forudsete spredemangde.
Landbrugskemikalier kan enten testes som aktivt indholdsstof eller som ferdigformuleret produkt. Testen er dog ikke begrenset til
landbrugskemikalier. Ved at endre dels den tilfgrte mangde teststof til jorden, dels metoden til vurdering af data kan man desuden
anvende testen pa kemiske stoffer, hvor man ikke kender den mangde, som vil na jorden. For andre kemiske stoffer end
landbrugskemikalier bestemmes virkningen af en raekke koncentrationer pd kvalstofomdannelsen. Data fra disse forsgg anvendes
til at opstille en dosis-responskurve og beregne veerdier af EC,, hvor x er den definerede virkning 1 %.
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1.2 DEFINITIONER
Kvalstofomdannelse: den fuldstiendige mikrobielle nedbrydning af kveelstotholdigt organisk stof via ammonifikations- og
nitrifikationprocesser til det pigaldende uorganiske nitrat som slutprodukt.
EC, (effektiv koncentration): den koncentration af prgvestoffet i jord, som medfgrer en hamning pad x procent af
kvalstofomdannelsen til nitrat.
ECs (effektiv mediankoncentration): den koncentration af prgvestoffet i jord, som medfgrer en 50 % hemning af kvealstoffets
omdannelse til nitrat.

1.3 REFERENCESTOFFER
Ingen.

1.4 FORS@GSMETODENS PRINCIP
Siet jord forbedres med finmalet plantemel og behandles enten med prgvestoffet eller lades ubehandlet (kontrol). Til test af
landbrugskemikalier anbefales mindst to prgvekoncentrationer, som valges i henhold til den hgjeste forventede koncentration i
marken. Efter 0, 7, 14 og 28 dggns inkubation ekstraheres prgver af behandlet jord og kontroljord med et passende
oplgsningsmiddel, og nitratmzngden i ekstrakterne bestemmes. Nitratomdannelsen i de behandlede prgver sammenholdes med
omdannelsen 1 kontrolprgverne, og den procentuelle afvigelse af de behandlede prgver fra kontrolprgverne beregnes. Alle forsgg
Igber over mindst 28 dggn. Er forskellen mellem behandlet og ubehandlet jord 25 % eller derover pd dag 28, fortsettes milingerne
indtil hgjst 100 dage. Ved test af andre stoffer end landbrugskemikalier tilswettes en raekke koncentrationer af prgvestoftet til
jordprgverne, og den dannede mengde kvalstot i behandlede prgver og kontrolprover méiles efter 28 dggns inkubation.
Resultaterne af forsgg med flere koncentrationer analyseres efter en regressionsmodel, og EC,-vierdierne beregnes (dvs. ECsg, ECas
ogfeller ECyg). Jf. definitionerne.

1.5 FORSOGETS VALIDITET
Vurdering af forsggsresultater med landbrugskemikalier bygger pd nogle forholdsvis sma forskelle (gennemsnitligt + 25 %) mellem
nitratkoncentrationen 1 kontrolprgver og i behandlet jord, hvorfor store variationer i kontrolprgverne kan give forkerte resultater.
Afvigelsen mellem gentagne kontrolprgver skal derfor viere mindre end + 15 %.

1.6 BESKRIVELSE AF FORSGGSMETODEN

1.6.1 APPARATUR

Prgvebeholderne skal vaere udfgrt i kemisk inaktivt materiale. De skal have passende kapacitet svarende til den metode, der
anvendes til inkubation af jordprgverne, dvs. inkubation af den samlede mangde eller som en rekke individuelle jordprgver (jf.
punkt 1.7.1.2). Der skal vaere draget omsorg béde for at vandtabet minimeres og at gasser kan udveksles under prgven (f.eks. kan
prgvebeholderne tildeekkes med perforeret polyethylenfolie). Ved test af tlygtige stoffer skal anvendes forseglede og gastette
beholdere. Beholderne skal have en stgrrelse, sé deres rumtang er ca. en fjerdedel udfyldt af jordprgven.

Der anvendes standardlaboratorieudstyr, herunder tfglgende:

— til omrystning: mekanisk rystebord eller tilsvarende;
— centrituge (3 000 g) eller filtreringsanordning (med nitratfrit filterpapir);

— instrument til nitratanalyse med tilstrekkelig fglsomhed og reproducerbarhed.
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1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

1.6.3.2

Jordtyper og antal heraf
Der anvendes én enkelt jordtype. Fglgende jordkarakteristika anbefales:

— sandindhold: mindst 50 % og ikke over 75 %;
— pH:5,5-7.5;
— organisk kulstofindhold: 0,5 - 1,5 %;

— den mikrobielle biomasse skal miles (8)(9), og dens kulstofindhold skal udggre mindst 1 % af jordens samlede organiske
kulstofindhold.

[ de fleste tilfelde vil en jord med sddanne egenskaber representere den verst tzenkelige situation, da prgvestotfets adsorption er
minimal og dets tilgengelighed for mikrofloraen maksimal. Sedvanligvis behgver man derfor ikke udfgre forsgg med andre
jordtyper. Under visse omst@ndigheder, f.eks. ndr prgvestoffet hovedsagelig forventes anvendt i bestemte jordtyper som sur
skovbundsjord eller nir der er tale om elektrostatisk ladede kemiske stoffer, kan det vere ngdvendigt at anvende en yderligere
Jjordtype.

Indsamling og opbevaring af jordpregver
Indsamling

Der skal foreligge detaljerede historiske oplysninger om det markareal, hvortra prgvejorden er indsamlet. Disse oplysninger skal
omfatte ngjagtig beliggenhed, plantedzkke, dato for behandlinger med plantebeskyttelsesmidler, behandlinger med organisk
godning og kunstggdning, tilfgrsler af biologisk materiale og uheldsbetingede forureningsepisoder. Til indsamling af jord skal
veelges et areal, som kan anvendes gennem lengere tid. Egnede er arealer med vedvarende graes, marker med 4rlig kornhgst
(bortset fra majs) eller tet tilsdet gronggdskning. De valgte prgvetagningsarealer ma ikke have varet behandlet med
plantebeskyttelsesmidler i mindst ét dr forud for prgvetagningen. Endvidere méa der ikke have veret anvendt organisk ggdning
inden for de sidste seks mineder. Anvendelse af mineralsk gg@dning er kun acceptabel, nir det sker i overensstemmelse med
atgrgdens behov, og nar jordprgverne tidligst udtages tre mineder efter udbringning af ggdningen. Jord, som har vaeret behandlet
med kunstggdning med kendt biocid virkning (f.eks calciumcyanamid) bgr ikke anvendes.

Prgvetagning bgr undgds under eller umiddelbart efter lange perioder (mere end 30 dage) med tgrke eller oversvgmmelse. Af plgjet
jord tages prgver fra en dybde af 0 ned til 20 cm. For graesningsarealer eller andre jordtyper, hvor der ikke plgjes i lengere perioder
(mindst én vekstsason), kan den maksimale provetagningsdybde veere en smule mere end 20 cm (f.eks. ned til 25 cm).

Jordprgverne skal transporteres i sddanne beholdere og under sddanne temperaturtorhold, at jordens oprindelige egenskaber med
sikkerhed ikke @ndrer sig nevneverdigt.

Opbevaring

Der bgr fortrinsvis anvendes jord, som er frisk optaget fra marken. Er opbevaring i laboratoriet ikke til at undgd, kan jorden
opbevares i mgrke ved 4 £ 2°C i indtil tre maneder. Under opbevaringen skal aerobe forhold vere sikret. Er jorden indsamlet fra
omréder, hvor den er frossen mindst tre méineder drligt, kan opbevaring 1 seks méineder ved minus 18°C til minus 22°C overvejes.
Den mikrobielle biomasse af de opbevarede jordprgver males fgr hvert forsgg, og biomassens kulstofindhold skal udggre mindst 1
% af jordens samlede organiske kulstofindhold (se punkt 1.6.2).
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1.6.4 Hindtering og klarggring af jordprgver til forsgget

1.6.4.1 Preeinkubering
Har jorden varet opbevaret (jf. punkt 1.6.3.2), anbefales prainkubering i et tidsrum pd mellem 2 og 28 dggn. Under
preeinkuberingen skal jordens temperatur- og fugtindhold svare til forspgsbetingelserne (se punkt 1.6.4.2 og 1.7.1.3).

1.6.4.2 Fysisk-kemiske egenskaber
Jorden befries manuelt for store genstande (f.eks. sten, plantedele osv.) og sies derefter vid uden for megen udtgrring til en
partikelstgrrelse pa hgjst 2 mm. Jordprgvens fugtindhold justeres ved hjelp af destilleret eller demineraliseret vand til en verdi
mellem 40 % og 60 % af den maksimale vandholdende evne.

1.64.3 Forbedring med organisk substrat
Jorden skal forbedres med et passende organisk substrat, f.eks. finmalet lucernegraes-grgnmel (hovedkomponent: Medicago sativa)
med etC/N-forhold mellem 12/1 og 16/1. Det anbefalede lucerne-jord forhold er 5 g lucerne pr. kilogram jord (ter vegt).

1.6.5 Klarggring af prgvestoffet til tilfgring til jorden
Prgvestoftet tilfgres normalt ved hjelp af et baerestof. Barestoffet kan vaere vand (til vandoplgselige stoffer) eller et inaktivt fast
stof som finkornet kvartssand (partikelstgrrelse: 0,1-0,5 mm). Man bgr undgé andre flydende barestoffer end vand (f.eks organiske
oplgsningsmidler som acetone eller chloroform), da de kan skade mikrofloraen. Anvendes sand som barestof, kan det coates med
prgvestof, som er oplgst eller opslemmet i et passende oplgsningsmiddel. | sé fald skal oplgsningsmidlet fjernes ved fordampning
fgr opblanding med jorden. For at fa den bedst mulige fordeling af prgvestoffet i jorden anbefales et forhold pd 10 g sand pr.
kilogram jord (tgr vaegt). Kontrolprgver behandles kun med den tilsvarende mangde vand og/eller kvartssand.
Ved test af flygtige kemiske stoffer mé tab under behandlingen sd vidt muligt undgds, og det ma tilstraebes at sikre ensartet
fordeling i jorden (f.eks. bgr prgvestotfet sprgjtes i jorden i flere punkter).

1.6.6 Prgvekoncentrationer

Af landbrugskemikalier skal anvendes mindst to koncentrationer. Den lave koncentration skal afspejle mindst den maksimale
meangde, som under praktiske forhold forventes at nd jorden, og den hgje koncentration skal vere et multiplum af den lave
koncentration. Ved beregning af den tilsatte prgvestotkoncentration til jorden forudsattes homogen tilsetning til en dybde af 5 cm
og en bulkdensitet af jorden pa 1,5. For landbrugskemikalier, som tilfgres jorden direkte, og for kemiske stoffer, for hvilke det kan

forudsiges, i hvilken mangde, de ndr jorden, anbefales som prgvekoncentrationer den maksimale forventede
eksponeringskoncentration (Predicted Environmental Concentration, PEC) samt fem gange denne koncentration. Stoffer, som
forventes tilfgrt jorden flere gange i Igbet af én swmson, skal testes ved koncentrationer, som fis ved at gange

eksponeringskoncentrationen med det maksimale forventede antal tilfgrsler. De hgjeste testede koncentration mé dog ikke svare til
mere end ti gange den maksimale m®engde ved én tilfgrsel. Afprgves andre stoffer end landbrugskemikalier, skal der anvendes
mindst fem koncentrationer, som danner en kvotientrekke. De afprgvede koncentrationer skal dekke det omréde, der er ngdvendigt
for at fastlegge EC,-vaerdierne.
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1.7.1

1.7.1.1

1.7.1.2

1.7.1.3

1.7.2

1.7.2.1

UDFORELSE AF FORSOGET
Eksponeringsbetingelser
Behandlingsprover og kontrolprever

Ved test af landbrugskemikalier deles jorden i tre portioner med samme veaegt. To portioner blandes med barestof indeholdende
produktet, den tredje med bzrestof uden produkt (kontrol). Det anbefales at benytte mindst tre gentagelser for biade behandlet og
ubehandlet jord. Ved test af andre stotfer end landbrugskemikalier deles jorden i seks portioner med samme veaegt. Fem af prgverne
blandes med barestof indeholdende prgvestof, og den sjette blandes med barestof uden prgvestof. Der anbetales tre gentagelser for
bide behandlings- og kontrolgruppe. Der drages omsorg for at sikre ensartet fordeling af prgvestoffet i de behandlede jordprgver.
Under blandingen bgr komprimering og kugledannelse at jorden undgés.

Inkubering af jordprover

Inkubering af jordprgver kan ske pd to mader: som bulkprgve af behandlet og ubehandlet jord eller som en raekke lige store
delprgver af hver behandlet og ubehandlet jord. Ved test at flygtige provestoffer mé forsgget dog kun udfgres med en raekke
serskilte delprgver. Nér jorden inkuberes som bulkprgve, tilberedes store mangder af hver behandlet og ubehandlet jord, og under
forsgget udtages efter behov delprgver til analyse. Hvor stor en mangde, som fra begyndelsen skal klarggres til hver behandlings-
og kontrolprgve, afhznger af antal delprgver, antal gentagelser af analyserne og det forventede maksimale antal
provetagningstidspunkter. Nér jorden inkuberes som bulkprgve, skal den blandes grundigt fgr udtagning af delprgver. Nér jorden
inkuberes som en rakke serskilte jordprgver, skal hver behandlet og ubehandlet bulkjord deles i det ngdvendige antal delprgver, og
disse anvendes efter behov. Forventes flere end to prgvetagningstidspunkter i forsgget, tilberedes sd mange delprgver, at de rekker
til alle gentagelser og alle prgvetagningstidspunkter. Der inkuberes mindst tredobbelte prgver af provejorden under aerobe
betingelser (se punkt 1.7.1.1). Til alle forsgg skal anvendes passende beholdere med tilstreekkeligt headspace til at undga opstéen af
anaerobe betingelser. Ved test af flygtige provestoffer udfgres forsgget kun med en reekke s@rskilte delprgver.

Provningsbetingelser og forspgsvarighed

Forsgget udfgres i mgrke ved en rumtemperatur pd 20+2°C. Under forsgget holdes prgvens fugtindhold pd en vaerdi svarende til
mellem 40 % og 60 % af jordens maksimale vandholdende evne (se punkt 1.6.4.2) med en variation pd £ 5 %. Efter behov kan
tilseettes destilleret, demineraliseret vand.

Forsggenes mindste varighed er 28 dggn. Ved test af landbrugskemikalier sammenholdes nitratdannelsen i behandlede prgver og
kontrolprgver. Hvis forskellen mellem dem pa dag 28 er over 25 %, fortswettes forsgget, indtil forskellen mellem dem er 25 % eller
derunder, dog hgjst i 100 dage. For andre stoffer end landbrugskemikalier ophgrer forsgget efter 28 dage. P4 dag 28 bestemmes
nitratmangden i behandlede prgver og kontrolprgver, og EC,-verdierne beregnes.

Prgvetagning og analyse af jord

Provetagningsplan for jordprever

Ved test af landbrugskemikalier analyseres jordpreverne for nitrat pd dag 0, 7, 14 og 28. Er det ngdvendigt at forlenge forsgget,
fortszettes mélingerne efter dag 28 med 14 dages mellemrum.
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1.7.2.2

2.1

22

Testes andre stoffer end landbrugskemikalier, skal der anvendes mindst fem koncentrationer, og jordprgverne analyseres for nitrat
ved eksponeringsperiodens start (dag 0) og slutning (dag 28). En mellemliggende mdling, f.eks. dag 7, kan foretages hvis det anses
for ngdvendigt. Data registreret pa dag 28 anvendes til bestemmelse af stoffets EC,-verdi. Om gnsket kan verdierne for
kontrolprgverne pd dag () anvendes som jordens startindhold af nitrat.

Analyse af jordprover

Nitratmazngden i hver gentagelse for behandlede prgver og kontrolprgver bestemmes ved hvert prgvetagningstidspunkt.
Nitratindholdet 1 jorden ekstraheres ved udrystning med en passende ekstraktionsveaske, f.eks. en 0,1 M kaliumchloridoplgsning.
Det tilrides at anvende en maengde KCl-oplgsning pd 5 ml pr. gram tgr jord. For at optimere ekstraktionen bgr beholderne med jord
og ekstraktionsvaeske ikke vaere mere end halvt fyldte. Blandingerne omrystes ved 150 o./min. i 60 minutter. Blandingerne
centrifugeres eller filtreres, og vaeskefaserene analyseres for nitrat. Partikelfri vaeskeformige ekstrakter kan opbevares ved 20£5°C 1
indtil seks mfneder.

DATA
BEHANDLING AF RESULTATER

Ved test af landbrugskemikalier skal den dannede nitratmangde i hver gentagelse af jordprgven registreres, og gennemsnitsvaerdien
for alle gentagelser angives 1 tabelform. Kvalstofomdannelsen bedgmmes ved egnede og almindeligt anerkendte statistiske
metoder (f.eks F-test, 5 % signifikansniveau). Den dannede mangde nitrat angives som mg nitrat/kg tgr jord/dggn. Nitratdannelsen
ved hver behandling sammenholdes med kontrolprgvens, og den procentuelle atvigelse fra kontrolprgven beregnes.

Ved test af andre stoffer end landbrugskemikalier bestemmes den dannede mangde nitrat for hver gentagelse, og der opstilles en
dosis-responskurve til bestemmelse af EC,-vardierne. Den nitratmangde (dvs. mg nitrat/kg tgr jord), som er fundet i de behandlede
prgver efter 28 dggn, sammenholdes med den, der er bestemt i kontrolprgverne. Af disse data beregnes for hver
prgvestofkoncentration hemningen i procent. Disse procentverdier afsettes mod koncentrationen, og EC,-verdierne beregnes.
Desuden bestemmes konfidensgrenser (p = 0,95) for de beregnede EC,-verdier ved hjelp af standardmetoder (10)(11)(12).

Prgvestoffer med hgjt kvaelstofindhold kan bidrage til den mangde nitrat, som dannes under forsgget. Hvis disse stoffer testes i hgj
koncentration (f.eks. stoffer som forventes anvendt til gentagen pifgrsel), skal passende kontrolprgver indgé 1 forsgget (dvs. jord
med prgvestof, men uden plantemel). Data fra disse kontrolprgver skal indgd i beregningerne af EC,.

FORTOLKNING AF RESULTATER

Nér man ved test af landbrugskemikalier finder, at forskellen mellem kvzlstofdannelsen i prggver, som er behandlet med den laveste
mengde (dvs. den forventede maksimale koncentration), og 1 kontrolprgven ikke er over 25 % pd noget provetagningstidspunkt
efter dag 28, kan produktet anses for at vaere uden langtidsvirkning péd kvalstofomdannelsen i jord. Ved vurdering af forsgg med
andre stoffer end landbrugskemikalier anvendes ECsq, ECas ogfeller ECyg-vardier.



30.4.2004 Den Europaiske Unions Tidende L 152/267

3 RAPPORTERING
Forsggsrapporten skal indeholde fglgende oplysninger:
fuldstendig identifikation af den anvendte jord, med angivelse af:

— stedsbestemmelse for lokaliteten (geografisk bredde og lengde);

— historiske oplysninger om arealet (dvs. plantedekke, behandling med plantebeskyttelsesmidler, behandling med
kunstggdning, uheldsbetinget forurening osv.);

— anvendelsesmgnster (f.eks. landbrugsjord, skov osv.);

— prgvetagningsdybde (cm);

— indhold af sand/silt/ler (tgr vaegt %);

— pH (i vand);

— organisk kulstofindhold (tgr vaegt %);

— kvalstofindhold (tgr veegt %);

— startkoncentration af nitrat (mg nitrat/kg ter vegt);

— kationbytningskapacitet (mmol/kg):

— mikrobiel biomasse, angivet som procent af samlet maengde organisk kulstot;
— henvisninger, som angiver de metoder, der er anvendt til bestemmelse af hver parameter;
— udtgmmende oplysninger om indsamling og opbevaring af jordprgver;

— narmere oplysning om eventuel preinkubering af jorden.
Provestof:

— fysisk form og, nér det er relevant, fysisk-kemiske egenskaber;

— nér det er relevant, data til kemisk identifikation, herunder strukturformel, renhed (dvs., for plantebeskyttelsesprodukter,
procentdel aktivt indholdsstof), kvelstofindhold.

Substrat:

— substratets oprindelse;
— sammens@tning (dvs. lucernemel, lucernegraes-grgnmel);
— kulstofindhold, kvaelstofindhold (tgr vegt %);

— kornstgrrelse (mm).
Forsggsbetingelser:

— enkeltheder vedrgrende forbedring af jorden med organisk substrat;

— det anvendte antal koncentrationer af prgvestoffet og, niir det er hensigtsmassigt, begrundelse for de valgte
koncentrationer;

— enkeltheder vedrgrende tilstning af prgvestoffet til jorden;

— inkubationstemperatur;

— jordens vandindhold ved forsggets start og under forsgget;

— metode anvendt ved inkubation af jorden (dvs. som bulk eller som en reekke s@rskilte delprgver);
— antal gentagelser;

— prgvetagningstidspunkter;

— metode anvendt til ekstraktion af nitrat af jorden;
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Resultater:

— anvendt analysemetode og udstyr til nitratanalyse;

— data i tabelform, bestiende af enkeltverdier og gennemsnit for nitratmélingerne;
— variation mellem gentagelserne for behandlede prgver og kontrolprgver:;

— forklaring af eventuelle korrektioner foretaget i beregningerne;

— den procentuelle variation i kvaelstofdannelsen ved hvert prgvetagningstidspunkt eller, hvis det er hensigtsmzssigt, ECsq-
verdi med 95 % konfidensgriense, anden EC-veerdi (dvs. ECss eller ECjg) med konfidensintervaller, og grafisk
fremstilling af dosis-responskurve;

— statistisk behandling af resultaterne;

— alle oplysninger og bemarkninger, som kan vere til hjelp ved fortolkning af resultaterne.
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C.22. JORDMIKROORGANISMER: KULSTOFOMDANNELSESTEST
1. METODE
Metoden er gengivet efter OECD TG 217 (2000).
1.1 INDLEDNING

Den beskrevne metode er en laboratoriemetode til undersggelse af langtidsvirkningerne pd jordmikroorganismers
kulstofomdannende aktivitet af enkeltstiende eksponering for plantebeskyttelsesmidler og eventuelt ogsd andre kemiske stoffer.
Metoden er hovedsagelig baseret pd anbefalinger fra Plantebeskyttelsesorganisationen for Europa og Middelhavsomriderne (1).
Der er endvidere taget hensyn til guidelines fra den tyske Biologische Bundesanstalt (2), den amerikanske miljpstyrelse (3), og
SETAC (4). PA en OECD-workshop om valg af jord-/sedimenttype, som blev holdt i Belgirate, Italien, i 1995 (5), enedes man om
antal og art af de jordtyper, som skal anvendes i denne test. Anbefalingerne for indsamling, hindtering og opbevaring af jordprgver
er baseret pd en ISO-vejledning (6) og pa anbefalingerne fra workshoppen i Belgirate.

Ved vurdering af prgvestoffers toksiske egenskaber kan det vere ngdvendigt at bestemme virkningerne pa den mikrobielle aktivitet
i jord, f.eks. nér der kreves oplysninger om plantebeskyttelsesmidlers potentielle bivirkninger pa mikrofloraen i jorden, eller nér
jordmikroorganismer forventes udsat for andre kemiske stoffer end plantebeskyttelsesmidler. Kulstofomdannelsestesten udfgres for
at bestemme virkningerne af sidanne kemiske stoffer pd mikrofloraen i jorden. Ved test af landbrugskemikalier (f.eks.
plantebeskyttelsesmidler, kunstggdning og skovbrugskemikalier) udfgres bide kulstofomdannelses- og kvalstofomdannelsestest.
For andre kemiske stoffer end landbrugskemikalier er kvelstofomdannelsestesten tilstraekkelig. Viser sddanne kemiske stoffer sig
imidlertid i kvelstofomdannelsestesten at have en ECso-vaerdi 1 samme omride som gengse nitrifikationsinhibitorer (f.eks.
nitrapyrin), kan en kulstofomdannelsestest udfgres for at skaffe yderligere oplysninger.

Jord bestdr af’ levende og ikke levende komponenter, som er til stede i komplekse og heterogene blandinger. Mikroorganismer
spiller en vigtig rolle i nedbrydning og omdannelse af det organiske stof i frugtbar jord, og mange arter bidrager til flere forskellige
aspekter af jordens frugtbarhed. Hvis der gennem lengere tid gribes ind i disse biokemiske processer, kan det gribe ind 1
neringsstofcyklusen, siledes at jordens frugtbarhed ndrer sig. Kulstof- og kvalstofomdannelse finder sted i al frugtbar jord.
Skent det alt efter jordtypen er forskellige mikrobielle samfund, som er ansvarlige for disse processer, felger omdannelsen i det
vaesentlige altid samme vej.

Den her beskrevne forsggsmetode anvendes til bestemmelse af stoffers langsigtede skadevirkning péd kulstofomdannelsesprocessen
i jordens aerobe deklag. Metoden er fglsom for @ndringer i stgrrelse og aktivitet af de mikrobielle samfund, som er ansvarlige for
kulstofomdannelsen, da den udsatter disse samfund for bade kemisk stress og kulstofmangel. Der anvendes en sandet jord med lavt
indhold af organisk stof. Jorden behandles med prgvestoffet og inkuberes under betingelser, som giver mulighed for et hurtigt
mikrobielt stofskifte. Under disse betingelser udtgmmes kilderne til umiddelbart tilgeengeligt kulstof i jorden hurtigt. Derved opstir
der kulstofmangel, som bade forirsager celledpd og inducerer dvaletilstand og/eller sporedannelse. Hvis forsgget lgber over mere
end 28 dage, kan man i kontrolprgver (med ubehandlet jord) f@lge disse reaktioner som et gradvist tab i metabolisk aktiv mikrobiel
biomasse (7). Hvis biomassen i jord, som er udsat for kulstofmangel, under prgvebetingelserne pdvirkes af tilstedevarelse af et
kemisk stof, vil den ikke ngdvendigvis vende tilbage til samme niveau som kontrolprgvens. Forstyrrelser, som pa et vilkérligt
tidspunkt under prgven er fremkaldt at prgvestoffet, vil siledes ofte vare ved indtil forsggets slutning.
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De tests, som metoden oprindeligt er baseret pd, er hovedsagelig udviklet til stoffer, for hvilke den til jorden tilfgrte meengde er
kendt pé forhind. Det er f.eks. tilfeldet for plantebeskyttelsesmidler, hvor spredemangden 1 marken kendes. For
landbrugskemikalier er det tilstreekkeligt at teste to doser, som er relevante for den forventede eller forudsete spredemangde.
Landbrugskemikalier kan enten testes som aktivt indholdsstof eller som ferdigformuleret produkt. Testen er dog ikke begrenset til
kemiske stoffer med forudsigelig miljgkoncentration. Ved at @ndre dels den tilfgrte mengde prgvestot til jorden, dels metoden til
vurdering af data kan man desuden anvende testen pa kemiske stoffer, hvor man ikke kender den mzngde, som vil nd jorden. For
andre kemiske stoffer end landbrugskemikalier bestemmes virkningen af en reekke koncentrationer pd kulstofomdannelsen. Data fra
disse forsgg anvendes til at opstille en dosis-responskurve og beregne vaerdier af EC,, hvor x er den definerede virkning i %.

DEFINITIONER
Kulstofomdannelse, mikrobiel nedbrydning af organisk stof til kuldioxid som uorganisk slutprodukt.

EC, (effektiv koncentration), den koncentration af prgvestotfet i jord, som medfgrer en x % hamning af kulstoffets omdannelse
til kuldioxid.

EC; (effektiv mediankoncentration), den koncentration af prgvestoffet i jord, som medfgrer en 50 % h@mning af kulstoffets
omdannelse til kuldioxid.

REFERENCESTOFFER

Ingen.

FORS@GSMETODENS PRINCIP

Siet jord behandles enten med prgvestoffet eller lades ubehandlet (kontrol). Til test af landbrugskemikalier anbefales mindst to
prgvekoncentrationer, som vealges i henhold til den hgjeste forventede koncentration i marken. Efter inkubation i 0, 7, 14 og 28
dggn blandes prgver af behandlet jord og kontroljord med glucose, og den glucoseinducerede respiration méles gennem 12 timer
uden afbrydelse. Respirationshastigheden angives enten som kuldioxidproduktionshastighed (mg kuldioxid/kg ter jord/h) eller som
iltforbrugshastighed (mg ilt/kg jord/h). Den gennemsnitlige respirationshastighed i de behandlede jordprgver sammenholdes med
kontrolprgvernes, og den procentuelle afvigelse af de behandlede prgver fra kontrolpréverne beregnes. Alle forsgg lgber over
mindst 28 dggn. Hvis der péd dag 28 er mere end 25 % forskel mellem behandlet og ubehandlet jord, forts@ttes milingerne med 14
dages intervaller indtil hgjst 100 dage. Ved test af andre stoffer end landbrugskemikalier tilsettes prgvestoffet i en rwekke
koncentrationer til jordprgverne, og den glucoseinducerede respirationshastighed (dvs. den gennemsnitlig kuldioxiddannelse eller
det gennemsnitlige iltforbrug) mdles efter 28 dggn. Resultaterne at forsgg med flere koncentrationer analyseres efter en
regressionsmodel, og ECy-vardierne beregnes (dvs. ECsg, ECos ogfeller ECg). Jf. definitionerne.

FORS@GETS VALIDITET

Vurdering af forsggsresultater med landbrugskemikalier bygger pé nogle forholdsvis smé forskelle (gennemsnitligt £ 25 %) mellem
kuldioxidafgivelse eller iltforbrug i kontrolprgver og i behandlede jordprgver, hvorfor store variationer i kontrolprggverne kan give
forkerte resultater. Afvigelsen mellem gentagne kontrolprgver skal derfor vere mindre end £ 15 %.
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1.6 BESKRIVELSE AF FORS@GSMETODEN
1.6.1 Apparatur
Prgvebeholderne skal veere udfgrt i kemisk inaktivt materiale. De skal have passende kapacitet svarende til den metode, der
anvendes til inkubation af jordprgverne, dvs. inkubation af den samlede mangde eller som en rekke srskilte jordprgver (jf. punkt
1.7.1.2). Der skal veere draget omsorg bdde for minimering af vandtabet og udveksling af gasser under forsgget (f.eks. kan
prgvebeholderne tildekkes med perforeret polyethylenfolie). Ved test af flygtige stoffer skal anvendes forseglede og gastwette
beholdere. Beholderne skal have en stgrrelse, sd jordpreven udtylder ca. en fjerdedel af deres rumfang.
Til bestemmelse af glucoseinduceret respiration skal anvendes inkubationssystemer og apparatur til miling at kuldioxidproduktion
eller iltforbrug. Eksempler pd siddanne systemer og apparatur findes i litteraturen (8) (9) (10) (11).
1.6.2 Jordtyper og antal heraf
Der anvendes én enkelt jordtype. Fglgende jordkarakteristika anbefales:
— sandindhold: mindst 50 % og ikke over 75 %:
— pH:5,5-7.,5;
— organisk kulstotindhold: 0,5 - 1,5 %:;
— den mikrobielle biomasse skal mdles (12)(13), og dens kulstofindhold skal udggre mindst 1 % af jordens samlede
organiske kulstofindhold.
I de fleste tilfielde vil en jord med sddanne egenskaber representere den verst tzenkelige situation, da prgvestotfets adsorption er
minimeret og dets tilgengelighed for mikrotloraen maksimal. Sedvanligvis behgver man derfor ikke udfere forsgg med andre
jordtyper. Under visse omstendigheder, f.eks. ndr prgvestoffet hovedsagelig forventes anvendt i bestemte jordtyper som sur
skovbundsjord eller nér der er tale om elektrostatisk ladede kemiske stoffer, kan det vaere ngdvendigt at anvende en yderligere
jordtype.
1.6.3 Indsamling og opbevaring af jordpregver
1.6.3.1 Indsamling

Der skal foreligge detaljerede historiske oplysninger om det markareal, hvorfra prgvejorden er indsamlet. Disse oplysninger skal
omfatte ngjagtig beliggenhed, plantedekke, dato for behandlinger med plantebeskyttelsesmidler, behandlinger med organisk
ggdning og kunstggdning, tilfgrsler af biologisk materiale og uheldsbetingede forureningsepisoder. Til indsamling af jord skal
velges et areal, som kan anvendes gennem lengere tid. Egnede er arealer med vedvarende gras, marker med drlig kornhgst (bortset
fra majs) eller tet tilsdet grgnggdskning. De valgte prgvetagningsarealer ma ikke have vearet behandlet med
plantebeskyttelsesmidler 1 mindst ét dr forud for prgvetagningen. Endvidere mi der ikke have varet anvendt organisk ggdning
inden for de sidste seks mineder. Anvendelse af mineralsk ggdning er kun acceptabel, nir det sker i overensstemmelse med
afgrgdens behov, og nér jordprgverne tidligst udtages tre maneder efter udbringning af ggdningen. Jord, som har veeret behandlet
med kunstggdning med kendt biocid virkning (f.eks calciumcyanamid) bgr ikke anvendes.

Prgvetagning bgr undgds under eller umiddelbart efter lange perioder (mere end 30 dage) med tgrke eller oversvgmmelse. Af plgjet
jord tages prgver fra en dybde af 0 ned til 20 cm. For graesningsarealer eller andre jordtyper, hvor der ikke plgjes i lengere perioder
(mindst én vaekstseson), kan den maksimale prgvetagningsdybde vere en smule mere end 20 cm (f.eks. ned til 25 cm).
Jordprgverne skal transporteres i sddanne beholdere og under siddanne temperaturforhold, at jordens oprindelige egenskaber med
sikkerhed ikke @ndrer sig nevneverdigt.
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1.6.3.2

1.6.4

1.6.4.1

1.6.4.2

1.6.6

Opbevaring

Der bgr fortrinsvis anvendes jord, som er frisk optaget fra marken. Er opbevaring i laboratoriet ikke til at undgd, kan jorden
opbevares i mgrke ved 4 £ 2°C i indtil tre maneder. Under opbevaringen skal aerobe forhold vere sikret. Er jorden indsamlet fra
omréider, hvor den er frossen mindst tre mineder arligt, kan opbevaring i seks mineder ved minus 18°C overvejes. Den mikrobielle
biomasse af de opbevarede jordprgver miles fgr hvert forsgg, og biomassens kulstofindhold skal udggre mindst 1 % af jordens
samlede organiske kulstotindhold (se punkt 1.6.2).

Hindtering og klarggring af jordprever til forspget
Preinkubering

Har jorden vearet opbevaret (jt. punkt 1.6.4.2 og 1.7.1.3), anbefales prainkubering i et tidsrum pd mellem 2 og 28 dggn. Under
preeinkuberingen skal jordens temperatur- og fugtindhold svare til forsggsbetingelserne (se punkt 1.6.4.2 og 1.7.1.3).

Fysisk-kemiske egenskaber

Jorden befries manuelt for store genstande (f.eks. sten, plantedele osv.) og sies derefter vad uden for megen udtgrring til en
partikelstgrrelse pd hgjst 2 mm. Jordprgvens fugtindhold justeres ved hjelp af destilleret eller demineraliseret vand til en veerdi
mellem 40 % og 60 % af den maksimale vandholdende evne.

Klarggring af prgvestoffet til tilfgring til jorden

Prgvestoftet tilfgres normalt ved hjelp af et baerestof. Barestoffet kan vaere vand (til vandoplgselige stoffer) eller et inaktivt fast
stof’ som finkornet kvartssand (partikelstgrrelse: 0,1-0,5 mm). Man bgr undga andre flydende barestoffer end vand (f.eks organiske
oplgsningsmidler som acetone eller chloroform), da de kan skade mikrotloraen. Anvendes sand som bearestof, kan det coates med
prgvestof, som er oplgst eller opslemmet i et passende oplgsningsmiddel. I si fald skal oplgsningsmidlet fjernes ved fordampning
for opblanding med jorden. For at f4 den bedst mulige fordeling af prgvestoffet i jorden anbefales et forhold pd 10 g sand pr.
kilogram jord (tgr veegt). Kontrolprgver behandles kun med den tilsvarende mangde vand og/eller kvartssand.

Ved test af flygtige kemiske stoffer md tab under behandlingen undgds, og det ma4 tilstreebes at sikre ensartet fordeling i jorden
(f.eks. bgr provestoffet sprgjtes i jorden i flere punkter).

Prgvekoncentrationer

Af landbrugskemikalier og andre kemiske stoffer med forudsigelig eksponeringskoncentration testes mindst to koncentrationer.
Den lave koncentration skal afspejle mindst den maksimale maengde, som under praktiske forhold forventes at néd jorden, og den
hgje koncentration skal vaere et multiplum af den lave koncentration. Ved beregning af den tilsatte prgvestofkoncentration til jorden
forudszettes homogen tilsetning til en dybde af 5 cm og en bulkdensitet af jorden pa 1,5. For landbrugskemikalier, som tilfgres
jorden direkte, og for kemiske stoffer, for hvilke det kan forudsiges, i hvilken mangde, de vil nd jorden, anbefales som
prgvekoncentrationer den forventede eksponeringskoncentration (Predicted Environmental Concentration, PEC) samt fem gange
denne koncentration. Stoffer, som forventes tilfgrt jorden flere gange i lgbet af én sason, skal testes ved koncentrationer, som fis
ved at gange eksponeringskoncentrationen med det maksimale forventede antal tilfgrsler. De hgjeste testede koncentration mé dog
ikke svare til mere end ti gange den maksimale mzngde ved én tilfgrsel.

Afprgves andre stotfer end landbrugskemikalier, skal der anvendes mindst fem koncentrationer, som danner en kvotientraekke. De
atprgvede koncentrationer skal dekke det omride, der er ngdvendigt for at fastlegge EC,-vaerdierne.
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1.7.1

1.7.1.1

1.7.1.2

1.7.1.3

1.7.2

1.7.2.1

UDF@RELSE AF FORS@GET
Eksponeringsbetingelser
Behandlingsprover og kontrolprover

Ved test af landbrugskemikalier deles jorden i tre portioner med samme veegt. To portioner blandes med bzrestot indeholdende
produktet, den tredje med bzrestof uden produkt (kontrol). Det anbefales at benytte mindst tre gentagelser for biade behandlet og
ubehandlet jord. Ved test af andre stoffer end landbrugskemikalier deles jorden i seks portioner med samme vagt. Fem af prgverne
blandes med bwrestof indeholdende prgvestof, den sjette med bearestof uden prgvestof. Der anbefales tre gentagelser for bide
behandlings- og kontrolgruppe. Der drages omsorg for at sikre ensartet fordeling af prgvestottet i de behandlede jordprgver. Under
blandingen bgr komprimering og kugledannelse af jorden undgis.

Inkubering af jordprover

Inkubering af jordpréver kan ske pd to mdider: som bulkprgve af behandlet og ubehandlet jord eller som en rekke lige store
delprgver af hver behandlet og ubehandlet jord. Ved test af flygtige prgvestotfer ma forsgget dog kun udfgres med en rekke
serskilte delprgver. Nér jorden inkuberes som bulkprgve, tilberedes store mangder af hver behandlet og ubehandlet jord, og under
forsgget udtages efter behov delprgver til analyse. Hvor stor en mangde, som fra begyndelsen skal klarggres til hver behandlings-
og kontrolprgve, athenger af antal delprgver, antal gentagelser af analyserne og det forventede maksimale antal
provetagningstidspunkter. Nér jorden inkuberes som bulkprgve, skal den blandes grundigt fgr udtagning af delprgver. Nér jorden
inkuberes som en rekke s@rskilte jordprgver, skal hver behandlet og ubehandlet bulkjord deles i det ngdvendige antal delprgver, og
disse anvendes efter behov. Forventes flere end to prevetagningstidspunkter i forsgget, tilberedes sd mange delprgver, at de reekker
til alle gentagelser og alle prgvetagningstidspunkter. Der inkuberes mindst tredobbelte prgver af prgvejorden under aerobe
betingelser (se punkt 1.7.1.1). Til alle forsgg skal anvendes passende beholdere med tilstreekkeligt headspace til at undgd opstien af
anaerobe betingelser. Ved test af flygtige provestoffer udfgres forsgget kun med en raekke s@rskilte delprgver.

Provningsbetingelser og forspgsvarighed

Forsgget udfgres i mgrke ved en rumtemperatur pd 20+£2°C. Under forsgget holdes prgvens fugtindhold pd en verdi svarende til
mellem 40 % og 60 % af jordens maksimale vandholdende evne (se punkt 1.6.4.2) med en variation pd +5 %. Efter behov kan
tilseettes destilleret, demineraliseret vand,

Forsggenes mindste varighed er 28 dggn. Ved test af landbrugskemikalier sammenholdes kuldioxidafgivelse eller iltforbrug i
behandlede prgver og kontrolprgver. Hvis forskellen mellem dem pd dag 28 er over 25 %, fortsettes forsgget, indtil forskellen
mellem dem er 25 % eller derunder, dog hgjst i i 100 dage. For andre stoffer end landbrugskemikalier ophgrer forsgget efter 28
dage. Pd dag 28 bestemmes kuldioxidafgivelse eller iltforbrug i behandlede prgver og kontrolprgver, og EC,-verdierne beregnes.

Prgvetagning og analyse af jord
Provetagningsplan for jordprover

Ved test af landbrugskemikalier analyseres jordprgverne for glucoseinduceret respirationshastighed péa dag 0, 7, 14 og 28. Er det
ngdvendigt at forlenge forsgget, fortszettes milingerne efter dag 28 med 14 dages mellemrum.

Testes andre stoffer end landbrugskemikalier, skal der anvendes mindst fem koncentrationer, og jordprgverne analyseres for
glucoseinduceret respirationshastighed ved eksponeringsperiodens start (dag 0) og slutning (dag 28). En mellemliggende méling,
f.eks. pa dag 7, kan foretages hvis det anses for ngdvendigt. Data registreret pd dag 28 anvendes til bestemmelse af stoffets EC,-
verdi. Om gnsket kan dag O0-verdierne for kontrolpreverne anvendes som startverdier for mangden af metabolisk aktiv biomasse 1
jorden (12).
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1.7.2.2

2.1

2.2

Maling af glucoseinduceret respirationshastighed

Den glucoseinducerede respirationshastighed i hver gentagelse for behandlede prgver og kontrolprgver bestemmes ved hvert
prgvetagningstidspunkt. Jordprgverne blandes med en tilstriekkelig m@ngde glucose til at udlgse gjeblikkelig maksimal
respiratorisk respons. De ngdvendige mangde glucose til fremkaldelse af maksimal respiratorisk respons fra en given jord kan
bestemmes i en indledende test, hvor der bruges en raekke glucosekoncentrationer (14). For sandjord med 0,5-1,5 % organisk
kulstof er 2000 mg til 4000 mg glucose pr. kg tgr jord dog sedvanligvis tilstrekkeligt. Glucosen kan finmales med rent kvartssand
(10 g sand/kg tgr jord) og iblandes homogent i jorden.

De glucoseforbedrede jordprgver inkuberes i et passende apparat med henblik pd mdling af respirationshastighed enten
kontinuerligt, hver time eller hver anden time (se punkt 1.6.1) ved 20 % 2°C. Den afgivne kuldioxid eller den forbrugte ilt méles i
12 timer uden afbrydelse, og méilingen begynder snarest muligt, dvs. inden for 1 til to timer efter glucosetilsetningen. Den samlede
kuldioxidproduktion eller det samlede iltforbrug i lgbet af de 12 timer males, og den gennemsnitlige respirationshastighed
bestemmes.

DATA

BEHANDLING AF RESULTATER

Ved test af landbrugskemikalier registreres kuldioxidafgivelse eller iltforbrug 1 hver gentagelse af jordprgven, og
gennemsnitsverdien for alle gentagelser angives i tabelform. Resultaterne bedgmmes ved egnede og almindeligt anerkendte
statistiske metoder (f.eks F-test, 5 % signifikansniveau). Den glucoseinducerede respirationshastighed angives i mg kuldioxid/kg
tgr jord/h eller mig ilt/kg tgr jord/h. Den gennemsnitlige kuldioxidproduktionshastighed eller iltforbrugshastighed for hver
behandling sammenholdes med kontrolprgvens, og den procentuelle atvigelse fra kontrolprgven beregnes.

Ved test af andre stoffer end landbrugskemikalier bestemmes kuldioxidproduktion eller iltforbrug for hver gentagelse, og der
opstilles en dosis-responskurve til bestemmelse af EC,-vaerdierne. Den glucoseinducerede respirationshastighed (dvs. mg
kuldioxid/kg tgr jord/h eller mg ilt/kg tor jord/h), som findes i de behandlede prgver efter 28 dage, sammenholdes med
kontrolprgvernes. Af disse data beregnes h@&mningen i procent for hver prgvestotkoncentration. Disse procentverdier afsettes mod
koncentrationen, og EC,-vaerdierne beregnes ved hjelp af statistiske metoder. Desuden bestemmes konfidensgranser (p = 0,95) for
de beregnede ECy-veaerdier ved hjeelp af standardmetoder (15)(16)(17).

FORTOLKNING AF RESULTATER

Nér man ved test af landbrugskemikalier finder, at forskellen mellem respirationshastigheden i prgver behandlet med den laveste
mzngde (dvs. den forventede maksimale koncentration) og i kontrolprgve ikke er over 25 % pé noget prgvetagningstidspunkt efter
dag 28, kan produktet anses for at veere uden langtidsvirkning pd kulstofomdannelsen 1 jord. Ved vurdering af forsgg med andre
stoffer end landbrugskemikalier anvendes ECs,, ECas og/eller ECjy-veerdier.
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3 RAPPORTERING
FORS@AGSRAPPORT

Forsggsrapporten skal indeholde fgglgende oplysninger:

fuldstendig identifikation af den anvendte jord, med angivelse af:

stedsbestemmelse for lokaliteten (geografisk bredde og lengde);

historiske oplysninger om arealet (dvs. plantediekke, behandlinger med plantebeskyttelsesmidler, behandlinger med
kunstggdning, uheldsbetinget forurening osv.)

anvendelsesmgnster (f.eks. landbrugsjord, skov osv.).)

provetagningsdybde (cm);

indhold at sand/silt/ler (tgr vaegt %);

pH (i vand);

organisk kulstofindhold (tgr vegt %):;

kvelstofindhold (ter veegt %);

kationbytningskapacitet (mmol/kg);

mikrobiel biomasse, angivet som procent af samlet mzengde organisk kulstof;
henvisninger, som angiver de metoder, der er anvendt til bestemmelse at hver parameter;
udtgmmende oplysninger om indsamling og opbevaring af jordprgver:;

nermere oplysning om eventuel preinkubering af jorden.

Prgvestof:

fysisk form og, nir det er relevant, fysisk-kemiske egenskaber;

ndr det er relevant, data til kemisk identitikation, herunder strukturformel, renhed (dvs., for plantebeskyttelsesprodukter,
procentdel aktivt indholdsstof), kvelstofindhold.

Forsggsbetingelser:

enkeltheder vedrgrende forbedring at jorden med organisk substrat;

det anvendte antal koncentrationer af prgvestoffet og, nir det er hensigtsmassigt, begrundelse for de valgte
koncentrationer;

enkeltheder vedrgrende tilszetning af prgvestotfet til jorden;

inkubationstemperatur;

jordens vandindhold ved forsggets start og under forsgget;

metode anvendt ved inkubation af jorden (dvs. som bulk eller som en rekke s@rskilte delprgver);
antal gentagelser;

prgpvetagningstidspunkter.
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Resultater:

metode og udstyr anvendt til méling af respirationshastighed;

data opstillet som tabeller over enkeltvaerdier og gennemsnit af kuldioxid- eller oxygenmzangden;
variation mellem gentagelserne for behandlede prgver og kontrolprgver:;

forklaring af eventuelle korrektioner foretaget i beregningerne;

den procentuelle variation i den glucoseinducerede respirationshastighed ved hvert praevetagningstidspunkt eller, i givet
fald, ECsp-veerdi med 95 % konfidensgreense, anden ECy-verdi (dvs. ECsseller ECjg) med konfidensintervaller, og
grafisk fremstilling af dosis-responskurve;

ndr det er hensigtsmaessigt, statistisk behandling af resultaterne;

alle oplysninger og bemarkninger, som kan vere til hjelp ved fortolkning af resultaterne.
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C.23. AEROB OG ANAEROB OMDANNELSE I JORD

METODE

Metoden er gengivet efter OECD TG 307 (2002)

INDLEDNING

Denne forsggsmetode er baseret pd eksisterende guidelines (1)(2)(3)(4)(S)6)(7)(8)(Y). Den her beskrevne metode er til brug ved
undersggelse af kemiske stoffers aerobe og anaerobe omdannelse i jord. Ved forspgene bestemmes (i) prgvestoffets
omdannelseshastighed og (ii) art, dannelseshastighed og nedbrydningshastighed af de omdannelsesprodukter, som planter og
jordorganismer kan blive udsat for. Sidanne undersggelser er ngdvendige for kemiske stoffer, som tilfgres jorden direkte eller mé
forventes at nd frem til jordmiljget. Resultaterne af sadanne laboratorieforsgg kan desuden anvendes til at opstille protokoller for
provetagning og analyse 1 tilknyttede markundersggelser.

Til vurdering at omdannelsesveje er aerobe og anaerobe forsgg med én jordtype sadvanligvis tilstrekkelige (8)(10)(11).
Omdannelseshastigheden skal bestemmes i mindst tre yderligere jordtyper (8)(10).

P& en OECD-workshop om valg af jord-/sedimenttype i Belgirate, Italien, i 1995 (10) enedes man specielt om antal og art af de
jordtyper, som skal anvendes i dette forsgg. De testede jordtyper skal veere repraesentative for de miljgforhold, hvor stoffet skal
anvendes eller vil blive udledt. For eksempel skal kemiske stoffer, som kan blive udledt i subtropisk til tropisk klima, testes med
Ferrasoler eller Nitosoler (FAO-systemet). Workshoppen resulterede desuden i anbefalinger for indsamling, héindtering og
opbevaring af jordprgver, baseret pd [SO-vejledningen (15). Anvendelse af overrislet jord (til risdyrkning) er ligeledes tilgodeset 1
metoden.

DEFINITIONER
Pragvestof: et vilkirligt stof, som enten er moderstot eller et relevant omdannelsesprodukt.

Omdannelsesprodukter: alle stoffer, som dannes ved biotisk eller abiotisk omdannelse af prgvestoffet, herunder CO, og stotfer,
som er til stede i bundne rester.

Bundne rester: "Bundne rester” repraesenterer de stoffer i1 jord, planter eller dyr, som efter ekstraktion bliver tilbage i den
pageldende matrix, enten som moderstof eller som metabolitter/omdannelsesprodukter. Ekstraktionsmetoden ma ikke bevirke
vesentlige @ndringer af selve stofferne eller af matrixens struktur. Bindingens art kan delvis klarlegges gennem
matrixomdannende ekstraktionsmetoder og avancerede analyseteknikker. Indtil nu har man pd denne mide identificeret kovalente
bindinger, ionbindinger og sorptionsbindinger foruden indlejring. Sedvanligvis vil dannelse af bundne rester indebare vasentligt
nedsat fysiologisk oplgselighed (bioaccessibility) og biotilgengelighed (bioavailability) (12) [endret efter [UPAC 1984 (13)].

Aerob omdannelse: reaktioner, som finder sted i tilstedevaerelse af molekylaert oxygen (14).
Anaerob omdannelse: reaktioner, som finder sted i fravaer at molekyl@ert oxygen (14).

Jord: en blanding af mineralske og organisk-kemiske bestanddele, hvoraf sidstnzvnte indeholder hgjmolekylere forbindelser med
stort kulstof- og kvaelstofindhold og bebos af sma organismer (hovedsagelig mikroskopiske). Jord kan héndteres i to tilstande:

(a) uforstyrret, som den har udviklet sig med tiden, i karakteristiske lag af forskellige jordtyper:
(b) forstyrret, siledes som den sedvanligvis findes 1 agerjord eller nir der opgraves prgver til anvendelse i denne forsggsmetode
(14).
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Mineralisering: fuldstendig nedbrydning af en organisk forbindelse til CO, og H,O under aerobe betingelser, og til CHa, CO, og
H»O under anaerobe betingelser. Nir der i denne forsggsmetode anvendes "C-merkede forbindelser, forstds ved mineralisering en
omfattende nedbrydning, hvorunder et market kulstofatom oxideres under frigivelse at den pigzldende mengde "o, (14).
Halveringstid: t s er den tid, der forlgber, til et prgvestof er 50 % omdannet, nir omdannelsen kan beskrives ved 1. ordens kinetik;
den er koncentrationsuathaengig.
DTsy (Disappearance Time 50): den tid, der forlgber, til koncentrationen af prgvestoffet er aftaget med 50 %; fpslger omdannelsen
ikke 1. ordens kinetik, er DTsy forskellig fra halveringstiden tg 5.
DT7s (Disappearance Time 75): den tid, der forlgber, til koncentrationen af prgvestoffet er aftaget med 75 %.
DTyy (Disappearance Time 90): den tid, der forlgber, til koncentrationen af prgvestoffet er aftaget med 90 %.

1.3 REFERENCESTOFFER
Der skal anvendes referencestoffer til karakterisering og/eller identifikation af omdannelsesprodukter med spektroskopiske og/eller
kromatografiske metoder.

1.4 FORS@GSMETODENS ANVENDELIGHED
Forsggsmetoden kan anvendes pd alle kemiske stoffer (umerkede eller radioaktivt mearkede), for hvilke man rider over en
tilstrekkelig ngjagtig og f@lsom analysemetode. Metoden er anvendelig pa tungflygtige, ikke-flygtige, vandoplgselige og
vanduoplgselige forbindelser. Metoden bgr ikke anvendes pd kemikalier, som er letflygtige fra jord (f.eks. rygningsmidler eller
organiske oplgsningsmidler) og séledes ikke vil forblive i jorden under de her beskrevne forsggsbetingelser.

1.5 OPLYSNINGER OM PR@OVESTOFFET

Til méling af omdannelseshastigheden kan anvendes mearket eller umerket provestof. Til undersggelse af omdannelsesveje og
opstilling af massebalance skal anvendes market stof. 14C—ma:rkning anbetales, men andre isotoper, f.eks. B¢, N, *H og P kan
ogsd anvendes. Market skal sd vidt muligt placeres i molekylets mest stabile del(e)". Prgvestoffets renhed skal veere mindst 95 %.

Fgr man foretager forsgg med aerob og anaerob omdannelse i jord, skal der foreligge fglgende oplysninger om prgvestoffet:

(a) vandoplgselighed (metode A.6);

(b) oplgselighed i organiske oplgsningsmidler;

(c) damptryk (metode A.4) og Henry's konstant;

(d) n-oktanol/vand fordelingskoefficient (metode A.8);

(e) kemisk stabilitet i mgrke (hydrolyse) (metode C.7);

(f) pK,, hvis molekylet er tilbgjeligt til at protoneres eller deprotoneres [OECD Guideline 112] (16).

Af andre nyttige oplysninger kan n@vnes data vedrgrende prgvestotfet toksicitet over for jordmikroorganismer |prévemetode C.21
og C.22] (16).

Der skal foreligge analysemetoder (herunder metoder til ekstraktion og oprensning) til kvantificering og identitikation af
provestoffet og dets omdannelsesprodukter.

Indeholder prgvestoffet f.eks. én ring, skal denne ring vere mearket; indeholder prgvestotfet to eller flere ringe, kan separate forsgg vere

pikrevet for at undersgge, hvad der sker med de enkelte m:rkede ringe, og for at skaffe anvendelige oplysninger om dannelse af
omdannelsesprodukter.
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1.6 METODENS PRINCIP
Jordprgverne behandles med prgvestotfet og inkuberes i mgrke i biometer-kolber eller i gennemstrgmningssystemer under
kontrollerede laboratoriebetingelser (ved konstant temperatur og jordfugtighed). Efter passende tidsintervaller ekstraheres
jordprgverne og analyseres for moderstof og omdannelsesprodukter. Flygtige produkter indsamles ligeledes til analyse ved hjelp af
passende adsorptionsanordninger. Ved at benytte “C-mierket stof kan de forskellige mineraliseringshastigheder af prgvestoffet
méles gennem opsamling af den udviklede “Co, og opstilling af en massebalance indbefattende dannelse at jordbundne rester.

1.7 KVALITETSKRITERIER

1.7.1 senfindingsgrad
Ved ekstraktion og analyse af i det mindste dobbelte jordprever umiddelbart efter tilseetning af prgvestoffet fis et forste fingerpeg
om analysemetodens repeterbarhed og om, hvor homogent prgvestoffet er blevet tilfgrt. Genfindingsgraden for senere
forsggsstadier tis af de respektive massebalancer. Genfindingsgraden skal vaere mellem 90 % og 110 % for merkede kemiske
stoffer (8) og mellem 70 % og 110 % for umarkede stoffer (3).

1.7.2 Analysemetodens repeterbarhed og folsomhed
Repeterbarheden af analysemetoden (heri ikke medregnet udvindingsgraden ved den indledende ekstraktion) til kvantitativ
bestemmelse af prgvestof og omdannelsesprodukter kan kontrolleres ved dobbelt analyse pd den samme ekstrakt at jord, som er
inkuberet tilstrekkelig lenge til at dannelse af omdannelsesprodukter har fundet sted.
Analysemetodens detektionsgrense for provestoffet og for omdannelsesprodukterne mé ikke veare over 0,01 mg-kg'I jord (som
provestof), og ikke over 1 % af den tilsatte meengde. Graensen for kvantitativ bestemmelse skal ligeledes angives.

1.7.3 Ngjagtighed af omdannelsesdata
Gennem regressionsanalyse pd bestemmelserne af prgvestotfets koncentration som tunktion af tiden tis de ngdvendige oplysninger
om omdannelseskurvens pélidelighed og mulighed for at bestemme konfidensgraenser for halveringstiderne (for pseudo 1. ordens
kinetik) eller DTso-veerdier og, i givet fald, DT;s- og DTgp-verdier.

1.8 BESKRIVELSE AF PRGVEMETODEN

1.8.1 Udstyr og kemiske reagenser

Som inkuberingssystem anvendes statiske lukkede systemer eller egnede gennemstrgmningssystemer (7)(17). Eksempler pd egnede
gennemstrgmningsapparater til jordinkubering og biometerkolber er vist i hhv. fig. 1 og 2. Hver type inkuberingssystem har sine
fordele og begraensninger (7)(17).

Der kraeves standardlaboratorieudstyr, specielt fplgende:

— Apparater til GLC, HPLC og TLC med passende detektionssystemer til analyse af radioaktivt markede eller umarkede
stoffer eller til omvendt isotopfortyndingsmetode;

— Instrumenter til identifikation (f.eks. MS, GC-MS, HPLC-MS, NMR osv.);

— Vaskescintillationsteeller;

— Ovn til forbrending af radioaktivt materiale;

— Centrifuge;

— Ekstraktionsapparat (fieks. centrifugeglas til kold ekstraktion og Soxhlet-apparat til kontinuerlig ekstraktion med

recirkulation);
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— Udstyr til koncentrering af oplgsninger og ekstrakter (f.eks. rotationsfordamper);
— Vandbad;
— Mekanisk blandemaskine (f.eks. @ltemaskine, rotationsmixer).
Anvendte kemiske reagenser kan f.eks. omfatte:
— NaOH, analytisk kvalitet, 2 mol - dm'3, eller anden egnet base (f.eks. KOH, ethanolamin);
— H,S80,, analytisk kvalitet, 0,05 mol - dm'3;
— Ethylenglycol, analytisk kvalitet;
— Faste absorbenter som natronkalk og polyurethancylindre;
— Organiske oplgsningsmidler af analytisk kvalitet, f.eks. acetone, methanol osv.;
— Scintillationsvaske.
1.8.2 Tilszetning af prgvestof
Med henblik pa tilsetning til jorden og fordeling heri kan prgvestoffet oplgses i vand (demineraliseret eller destilleret) eller, ndr det
er ngdvendigt, 1 mindst mulige mangder acetone eller andre organiske oplgsningsmidler (6), hvori prgvestoffet er tilstreekkelig
oplgseligt og stabilt, Det valgte oplgsningsmiddel ma imidlertid i den anvendte maengde ikke have vasentlig indflydelse pd den
mikrobielle aktivitet i jorden (jf. afsnit 1.5 og 1.9.2-1.9.3). Man bgr undga oplgsningsmidler som virker h&mmende pd den
mikrobiologiske aktivitet, siledes chloroform, dichlormethan og andre halogenerede oplgsningsmidler.
Prgvestoftet kan ogsd tilsettes i fast form, f.eks. blandet i kvartssand (6) eller i en lille delprgve af prgvejorden, som er lufttgrret og
steriliseret. Tils@ettes prgvestoffet ved hjelp af et oplgsningsmiddel, skal man lade oplgsningsmidlet fordampe fgr tils@etning af den
spikede delprgve til den oprindelige usterile jordprgve.
For swdvanlige kemikalier, hvis hovedtilfgrselsvej til jord er gennem kloakslam/landbrug, tilsetter man fgrst prgvestoffet til
slammet, som derefter tilsattes til jordprgven. (jt. punkt 1.9.2 og 1.9.3)
Det kan ikke anbefales at bruge formulerede produkter rutinemessigt. For prgvestoffer med ringe oplgselighed kan anvendelse af
det formulerede stof dog vaere et hensigtsmaessigt alternativ.
1.8.3 Jordtyper
1.8.3.1 Valg af jordtype

Til fastleggelse af omdannelsesvejen kan anvendes en reprasentativ jordtype; en sandblandet lerjord (sandy loam), siltblandet
lerjord (silty loam), lerjord (loam) eller en lerblandet sandjord (loamy sand) |i henhold til FAO's og USDA's klassifikation (18)]
med pH 5,5-8,0, organisk kulstofindhold 0,5-2,5 % og en mikrobiel biomasse pd mindst | % af det totale organiske kulstofindhold
anbefales (10).

Til undersggelser af omdannelseshastigheden skal anvendes mindst tre yderligere jordtyper, som reprasenterer et udsnit af
relevante jordtyper. Jordtyperne skal vere forskellige hvad angdr organisk kulstofindhold, pH, lerindhold og mikrobiel biomasse

(10).

Alle jordtyper skal i det mindste veere karakteriseret med hensyn til tekstur (% sand, % silt, % ler) [i henhold til FAO's og USDA's
klassifikation (18)], pH, kationbytterkapacitet, organisk kulstofindhold, bulkdensitet og vamdretentionsegenskaber2 og mikrobiel
biomasse (kun ved aerobe undersggelser). Til fortolkning af resultaterne kan nermere oplysninger om jordens egenskaber vere
nyttige. Til bestemmelse af jordegenskaber kan anvendes de metoder, som anbefales i ref. (19)(20)(21)(22)(23). Til bestemmelse af
mikrobiel biomasse anvendes SIR-metoden (substratinduceret respiration) (25)(26) eller alternative metoder (20).

En jordtypes vandretentionsegenskaber kan méles som markkapacitet, vandkapacitet eller vandets sugetension (pF-veerdi). Forklaringer findes
i bilag 1. I prgverapporten angives, om jordtypernes vandretentionsegenskaber og bulkdensitet er bestemt i uforstyrrede markprgver eller i
forstyrrede (behandlede) prgver.
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1.9.1

1.9.1.1

Indsamling, handtering og opbevaring af jord

Der skal foreligge detaljerede historiske oplysninger om det markareal, hvorfra prgvejorden er indsamlet. Disse oplysninger skal
omfatte ngjagtig beliggenhed, plantedekke, behandling med kemiske stoffer, behandling med organisk ggdning og kunstggdning,
tilfgrsel af biologisk materiale og anden forurening. Har jorden inden for de foregdende fire dr vaeret behandlet med prgvestoffet
eller stoffer strukturelt beslegtet hermed, mé den ikke anvendes til omdannelsesundersggelserne (10)(15).

Jorden skal vaere frisk indsamlet fra marken (fra A-horisonten eller det gverste 20 cm lag) med et indhold af jordvand, som letter
sigtning. For andre jordtyper end jord fra overrislede marker bgr man undgd prevetagning under eller umiddelbart efter lange
perioder (> 30 dage) med tgrke, frysning eller oversvgmmelse (14). Prgverne skal transporteres pd en mdéde, som bevirker mindst
mulig @ndring i vandindholdet og skal opbevares mgrkt med sd fri adgang for luften som muligt. Hertil er en Igst sngret
polyethylenpose sedvanligvis velegnet.

Jorden skal behandles snarest muligt efter prgveindsamlingen. Vegetation, stgrre jordfaunadele og sten fjernes, fgir jorden sigtes
gennem en 2 mm si, som fjerner smdsten, fauna- og planterester. Omfattende tgrring og formaling af jorden fgr sigtning bgr undgds

(15).

Nér prgvetagning i marken er vanskelig (jorden frossen eller snedekket), kan prgven tages tra jord, som opbevares i1 drivhus under
plantedeekke (f.eks. graes eller graes/klgver). Undersggelser med frisk indsamlet jord fra marken ma steerkt foretrekkes, men skal
den indsamlede og behandlede jord opbevares fgr forsgget pibegyndes, md det ske under passende betingelser og i begranset
tidsrum (4 £ 2°C i hgjst 3 médneder) for at bevare den mikrobielle aktivitet®, Detaljerede anvisninger for indsamling, hindtering og
opbevaring af jord til anvendelse i bioomdannelsesforsgg kan findes i (8)(10)(15)(26)(27).

Fgr den behandlede jord anvendes til dette forsgg, skal den prieinkuberes for at kimene kan bringes til spiring og fjernes, og for at
ligevaegten 1 den mikrobielle metabolisme kan genetableres efter skiftet fra prgvetagnings- eller opbevaringsbetingelser til
inkubationsbetingelser. Szdvanligvis vil en preinkubationseriode pad mellem 2 og 28 dggn under tiln®rmelsesvis samme
temperatur- og fugtighedsbetingelser som wunder det faktiske forsgg veere tilstrekkelig (15). Opbevarings- og
prainkubationsperioden mé tilsammen ikke vere over tre mineder.

UDF@RELSE AF FORSOGET
Forsggsbetingelser
Forspgstemperatur

I hele forsggsperioden skal jordprgverne inkuberes i mgrke ved en Kkonstant temperatur, som er reprasentativ for de
klimabetingelser, hvorunder benyttelse eller udledning vil finde sted. En temperatur pd 20 + 2°C anbefales for alle prgvestoffer,
som kan tilfgres jorden i tempereret klima. Temperaturen skal kontrolleres.

For kemikalier, som tilfgres eller udledes under koldere klimaforhold (f.eks. i nordlige lande og i efterirs- og vinterperioden) bgr
yderligere jordprgver desuden inkuberes ved lavere temperatur (f.eks. 10 £2°C).

Nyere forskningsresultater viser, at jord fra tempererede zoner ligeledes kan opbevares ved —20°C i over tre mineder (28)(29) uden
navnevardigt tab i mikrobiel aktivitet.
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1.9.1.2

1.9.1.3

1.9.1.4

1.9.1.5

1.9.1.6

Fugtindhold

Ved omdannelsesforsgg under aerobe forhold skal jordens 1“ugtindh01d4 justeres til og holdes pd en pF-verdi mellem 2,0 og 2,5 (3).
Jordens fugtindhold angives som masseenheder vand pr. masseenhed tgr jord og bgr regelmzssigt kontrolleres (f.eks. med 2 ugers
mellemrum) ved vejning af inkubationskolberne, og vandtabet kompenseres ved tilsetning af vand (helst sterilfiltreret
ledningsvand). Ved tilsetning af vand bgr vises omhu, s& man undgdr eller minimerer tab af prgvestof ogfeller
omdannelsesprodukter ved fordampning og/eller eventuel fotodegradering.

Til omdannelsesforsgg under anaerobe forhold og under betingelser svarende til overrislet mark skal jorden vandmettes ved
overrisling.

Aerobe inkubationsbetingelser

[ gennemstrgmningssystemer opretholdes aerobe betingelser ved periodisk skylning eller ved kontinuerlig ventilation med befugtet
luft. I biometerkolber opretholdes luftskiftet ved ditfusion.

Sterile aerobe betingelser

For at skaffe viden om eventuel abiotisk omdannelse af prgvestoffet kan jordprgverne steriliseres (vedr. sterilisationsmetoder
henvises til ref, 16 og 29), behandles med sterilt prggvestof (f.eks. med en oplgsning tilsat gennem et sterilfilter) og beluftes med
befugtet steril luft som beskrevet 1 punkt 1.9.1.3. For jord fra overrislet mark skal jord og vand steriliseres, og inkubation skal finde
sted som beskrevet i punkt 1.9.1.6.

Anaerobe inkubationsbetingelser

For at etablere og opretholde anaerobe betingelser skal jorden - efter behandling med prgvestoffet og inkubation under aerobe
betingelser i 30 dggn, dog hgjst én halveringstid eller DTsy - vandmeettes (et vandlag pa 1-3 cm), og inkubationssystemet skylles
med en inaktiv gas (f.eks. kvalstof eller argon).s. Forsggsopstillingen skal ggre det muligt at méile f.eks. pH, oxygenkoncentration
og redoxpotentiale og skal omfatte anordninger til indsamling af flygtige produkter. Systemer af biometertypen skal vere lukkede
for at undgd luftindtreengen ved diffusion.

Inkubationsbetingelser svarende til overrislet mark

For at undersgge omdannelsen i overrislede rismarker oversvgmmes jorden med et vandlag pd 1-5 cm, og prgvestotfet tilsettes
vandfasen (9). En jorddybde pd mindst 5 cm anbefales. Systemet ventileres med luft under aerobe betingelser. Den vandige fases
pH, oxygenkoncentration og redoxpotentiale overviges og registreres. Der kraeves en pre-inkubationsperiode pd mindst to uger, for
omdannelsesundersggelserne pibegyndes (se punkt 1.8.3.2).

Jorden m4 hverken vare for vad eller for tgr til at opretholde tilstreekkelig luft- og neringsstoftilfgrsel til jordens mikroflora. Til optimal

mikrobiel vaekst anbefales et fugtindhold pd mellem 40 og 60 % vandholdende evne (WHC) eller fra 0,1 til 0,33 bar (6). Sidstnzevnte omride
svarer til et pF-omréde pd 2,0 — 2,5. Det typiske fugtindhold i forskellige jordtyper er angivet i bilag 2.

Aerobe betingelser er fremherskende i overjord og endda i den underliggende jord, som pavist i et EU-finansieret forskningsprojekt [K.

Takagi et al. (1992). Microbial diversity and activity in subsoils: Methods, field site, seasonal variation in subsoil temperatures and oxygen
contents. Proc. Internat. Symp. Environm. Aspects Pesticides Microbiol., 270-277, 17-21 August 1992, Sigtuna, Sverige|. Anaerobe
betingelser kan lejlighedsvis optraede, nir jorden er oversvgmmet efter kraftig nedbgr eller nir rismarker overrisles.
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1.9.1.7 Forspgets varighed
Undersggelserne af omdannelseshastighed og -vej bgr normalt ikke streekke sig over mere end 120 dage(’ (3)(6)(8), da der herefter
mi forventes at indtreffe et fald i den mikrobiologiske aktivitet med tiden i et kunstigt laboratoriesystem, som er afskdret fra
naturlig fornyelse. Forspggene kan fortswette i lengere perioder (f.eks. 6 eller 12 maneder), nir det er ngdvendigt for at beskrive
nedbrydning af prgvestot og dannelse og nedbrydning af hovedomdannelsesprodukter (8). Eventuelle leengere inkubationsperioder
skal begrundes i forsggsrapporten og skal vere ledsaget af malinger af biomasse under og ved slutningen af sddanne perioder.

1.9.2 Forsggets udfgrelse

50 til 200 g jord (pa tgr vagtbasis) anbringes i hver inkubationskolbe (se. fig. 1 og 2 i bilag 3), og jorden behandles med
propvestoffet efter en af de i punkt 1.8.2. beskrevne metoder. Néar der anvendes organiske oplgsningsmidler til pafgring af
provestoffet, fjernes disse fra jorden ved fordampning. Jorden blandes derefter grundigt med spatel og/eller ved omrystning af
kolben. Finder forspget sted under betingelser svarende til overrislet mark, skal jord og vand blandes grundigt efter tils®etning af
provestoffet. Smé alikvoter (f.eks. 1 g) af den behandlede jord analyseres for prgvestoffet til kontrol af, at fordelingen er ensartet.
En alternativ metode er beskrevet nedenfor.

Behandlingsmeangden skal svare til den hgjeste i brugsanvisningen anbefalede spredemeangde af et planteskyttelsesmiddel, idet
dette iblandes homogent til en passende dybde i marken (f.eks. de gverste 10 em’ jord). For kemiske stoffer, der tilfgres ved
bladgadskning eller pifgres jorden uden iblanding, vil den mest passende dybde til beregning af den mangde kemisk stof, der skal
tilseettes hver kolbe, vere 2,5 cm. For kemiske stoffer, som iblandes jorden, er den mest passende dybde den iblandingsdybde, som
foreskrives i brugsanvisningen. Generelt glder, at den den mangde, der skal tilfgres af et kemisk stof, bestemmes pé grundlag af
den mest relevante tilferselsvej; er den vigtigste tilfgrselsvej siledes gennem kloakslam, skal stoffet tilseettes slammet i en
koncentration, som afspejler den forventede koncentration i slammet, og den til jorden tilsatte mangde slam skal afspejle den
normale maengde slam, som landbrugsjord belastes med. Er denne koncentration ikke hgj nok til, at hovedomdannelsesprodukterne
kan identificeres, kan inkubation af separate jordprgver med en stgrre tilsetningsm:ngde vare nyttig, men man bgr undgé
mengder sé store, at de pdvirker jordens mikrobielle funktioner (jf. punkt 1.5 og 1.8.2).

Alternativt kan en stgrre portion (dvs. 1 til 2 kg) jord behandles med provestoftet, blandes grundigt i en passende blandemaskine og
derefter overfgres til inkubationskolberne i smé portioner pd 50 til 200 g (f.eks. ved hjzlp af prgvedelere). Sma alikvoter (f.eks. |
g) af den behandlede jordportion analyseres for prgvestoftet til kontrol af, at fordelingen er ensartet. Denne fremgangsméde mé
foretraekkes, da den giver en mere ensartet tordeling af prgvestoftet i jorden.

Desuden skal der inkuberes ubehandlede jordprgver ved samme betingelser (aerobe) som prgver behandlet med pravestof. Disse
prover anvendes til méling af biomasse under og efter atslutning af forsggene.

6

Aerobe undersggelser kan afsluttes leenge inden 120 dggn, forudsat at omdannelse og mineralisering er lgbet fuldstendig til ende pé det

pagzldende tidspunkt. Afslutning af forsgget er mulig efter 120 dage eller nar mindst 90 % af prgvestoffet er omdannet, men kun hvis der er
dannet mindst 5 % CO-.

Cyoillmg/Kggoi | =

Begyndelseskoncentrationen pé arealbasis beregnes af fglgende udtryk:

Alkg/hal- l()(’[mg/kg]
Im]- 10*[m? /ha]- dlkg,g; /m’ |

Cion= Begyndelseskoncentrationen i jord [mg-kg'll

A = Spredemzngde [kg-hu'l]; | = tykkelse af markjordlaget [m]; d = tgr bulkdensitet at jorden [kg-m'3].

Som tommelfingerregel resulterer en spredemwengde pa 1 kg-hu'l i en jordkoncentration pd ca. 1 mg-kgl iet 10 cm tykt lag (idet
bulkdensiteten er sattil 1 g - em”)
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1.9.3

1.9.4

2.1

Nir prgvestoffet tilfgres jorden oplgst i et eller flere organiske oplgsningsmidler, skal jordprgverne inkuberes med samme mangde
oplgsningsmiddel (-midler) og ved samme betingelser (aerobe) som prgver behandlet med prgvestof. Disse prgver anvendes til
méiling af biomasse fgr, under og efter afslutning af forsggene for at kontrollere, om oplgsningsmidlerne har indvirkning pé den
mikrobielle biomasse.

Kolberne med behandlet jord tilsluttes enten det i fig. | beskrevne gennemstrgmningssystem eller lukkes med den i fig. 2 viste
absorptionskolonne (se bilag 3).

Prgvetagning og maling

Ved de respektive tidsintervaller udtages et par inkubationskolber, og jordpréverne ekstraheres med passende oplgsningsmidler af
forskellig polaritet og analyseres for prgvestof og/eller omdannelsesprodukter. [ en veltilrettelagt undersggelse er der tilstrekkeligt
med kolber til, at der kan bruges to kolber ved hver pravetagning. Endvidere udtages absorptionsoplgsninger eller faste absorbenter
med forskellige tidsintervaller (i den fgrste mined med 7-dggns intervaller, efter én méned med 17-dggns intervaller) under og
etter inkubationen af hver jordprgve og analyseres for flygtige produkter. Derudover skal der indgd jordprgver udtaget direkte efter
tilseetning (0-dages preve) i mindst 5 forskellige prgvetagningspunkter. Tidsintervallerne veaelges sddan, at mgnsteret for
nedbrydning af prgvestoffet og for omdannelsesprodukternes dannelse og nedbrydning kan fastlegges (f.eks. ved 0, 1, 3, 7 dage; 2,
3 uger; 1, 2, 3 méneder osv.).

Nér der bruges "“C-merket provestof, bliver den ikke-ekstraherbare radioaktivitet kvantificeret ved forbreending, og der opstilles en
massebalance for hvert prgvetagningsinterval.

Ved inkubation under anaerobe forhold og med overrisling at jorden kan jord- og vandfasen enten sammen analyseres for prgvestof
og omdannelsesprodukter, eller faserne kan adskilles ved filtrering eller centrifugering fgr ekstraktion og analyse.

Frivillige prgver

Det kan vere nyttigt at foretage yderligere forsgg under aerobe, ikke-sterile betingelser ved andre temperaturer og jordfugtigheder
for at belyse temperaturens og jordfugtighedens indflydelse pd omdannelseshastigheden af et prgvestof ogfeller dets
omdannelsesprodukter i jord.

Yderligere karakterisering at ikke-ekstraherbar radioaktivitet kan sgges foretaget f.eks. med superkritisk veskeekstraktion.

DATA
BEHANDLING AF RESULTATER

Mengden af prgvestof, omdannelsesprodukter, flygtige stoffer (kun i %) og ikke ekstraherbart stof angives i % af den tilfgrte
begyndelseskoncentration og, i givet fald, i mg-kgl jord (pd tgr veegtbasis) for hvert prgvetagningsinterval. For hvert
prgvetagningsinterval opstilles en massebalance i procent af den tilfgrte begyndelseskoncentration. En grafisk fremstilling af
provestoffets koncentration mod tiden giver mulighed for bestemmelse af dets omdannelseshalveringstid eller DTso De vigtigste
omdannelsesprodukter skal identificeres og deres koncentration ligeledes afbildes grafisk mod tiden for at vise deres dannelses- og
nedbrydningshastighed. Ved “vigtigste omdannelsesprodukter” forstds dem, der pd noget tidspunkt i Igbet af undersggelsen
representerer > 10 % af den tilfgrte mengde.

De opsamlede flygtige produkter giver et vist fingerpeg om prgvestoffets og omdannelsesprodukterne potentielle flygtighed fra
jord.
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Der foretages en mere pracis bestemmelse af halveringstider eller DTso-vaerdier og, 1 givet fald, DT;s- og DTy-veerdier, ved
beregning med passende kinetiske modeller. I rapporten angives verdierne af halveringstider og DTsy sammen med beskrivelsen af
den anvendte model, reaktionsordenen og determinationskoefficienten (r). Forste ordens kinetik antages at vere galdende,
medmindre * < 0.7. Nér det er hensigtsmeessigt, anvendes beregningerne ogsd pd hovedomdannelsesprodukterne. Eksempler pi
passende modeller er beskrevet i ref. 31 til 35.

For kinetikforsgg ved forskellige temperaturer beskrives omdannelseshastighederne som funktion af temperaturen inden for det
eksperimentelle temperaturomride med brug af Arrhenius' ligning i formen:
. B
k=A-e T orInk=InA-—,
T
hvor In A og B er regressionskonstanter givet ved henholdsvis skaringspunkt og haeldning af den bedst tilnermede linje dannet ved
linezer regression af In k mod 1/T, idet k er hastighedskonstanten og T temperaturen i Kelvin. Man mé vere opmarksom pd, at
Arrchenius-ligningen kun er gyldig inden for et begraenset temperaturomride, nidr omdannelsen sker ved mikrobicl aktivitet.

22 EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER
Skgnt forsggene finder sted i et kunstigt laboratoriesystem, kan man ved hjelp af resultaterne bestemme bade prgvestoffets
omdannelseshastighed og den hastighed, hvormed omdannelsesprodukterne dannes og nedbrydes under feltbetingelser (36)(37).
Ved at undersgge omdannelsesvejen for et prgvestof fir man oplysninger om, hvordan det tilfgrte stof undergar strukturendringer i
jorden gennem kemiske og mikrobiclle reaktioner.

3 RAPPORTERING
FORS@GSRAPPORT

Forsggsrapporten skal indeholde fglgende:
Prgvestof:

— generisk navn, kemisk navn, CAS-nummer, strukturformel (med angivelse af placeringen af det markede atom, ndr
radioaktivt merket stof anvendes) og relevante fysisk-kemiske egenskaber (se punkt 1.5);

— renhed (urenheder) al prgvestoflet,

— det markede kemiske stofs radiokemiske renhed og, ndr det er hensigtsmaessigt, specilikke aktivitet;

Reflerencestoffer:

— kemisk navn og strukwr for de referencestoffer, som cr anvendt til karakterisering og/eller identifikation af
omdannclsesprodukter;

Prgvejordtyper;

— cenkeltheder vedrgrende indsamlingsstedet;

— dato og fremgangsmade for udtagelse at jordpreven;

— Jordtypernes egenskaber, sdledes pH, organisk kulstofindhold, tekstur, (% sand, % silt, % ler), kationbytterkapacitet,
bulkdensitet, vandretentionscgenskaber og mikrobicl biomasse;

— opbevaringsvarighed og -betingelser (hvis jorden har veret opbevaret);
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Omstaendigheder ved forsgget

— dato for forsggenes udfgrelsc;

— mangde prgvestol tilfgrt;

— anvendte oplgsningsmidler og metoden, med hvilken prgvestoffet er tilfgrt;

— vagtmangde jord, som indledende er behandlet og hvoraf der er udtaget prgver til analyse med de fastlagte intervaller;
— beskrivelse af det anvendte inkubationssystem;

— luftgennemstrgmningshastigheder (kun for gennemstrgmningssystemer);

— temperatur af forsggsopstillingen;

— jordens fugtindhold under inkuberingen;

— mikrobiel biomasse [gr, under og efter acrobe forsgg;

— pH, oxygenkoncentration og redoxpotentiale f@r, under og efter forsgg under anaerobe forhold og med overrislet jord;
—  ckstraktionsmetode(r);

— metoder til kvantificering og identifikation af prgvestotfet og dets hovedomdannelsesprodukter i jord og absorbenter;
— antal gentagelser og antal kontroller.

Resultater

— resultat af bestemmelse af mikrobiel aktivitet;

— repelerbarhed og [plsomhed al de anvendte analysemetoder;

— genfindingsgrad (% veardier for en gyldig undersggelse er angivet i punkt 1.7.1);

— tabeller over resultater, angivet som % af den tilfgric begyndelsesdosis, og, i givet fald, som mg- kg™ jord (pa tgr vacgtbasis);

— masscbalance [gr, under og clter forsggenc;

— beskrivelse af ikke-ekstraherbar (bunden) radioaktivitet eller rester i jord;

— kvantificering af udledt CO, og andre flygtige forbindelser;

— kurver over koncentrationen i jord som funktion af tiden, dels for prgvestoffet, dels, i givet fald, for de vigtigste
omdannclsesprodukter;

— halveringstid cller DTsg, DTys 0og DTy, dels lor prgvestoflet, dels, 1 givet fald, for de vigtigste omdannelsesprodukter, med
angivelse af konfidensgranser;

— bestemmelsc af den abiotiske nedbrydningshastighed under sterile betingelser;

— en vurdering af omdannelseskinetikken for prgvestoffet og, i givet fald, hovedomdannelsesprodukterne;

— formodede omdannclsesveje, ndr det er relevant,

— diskussion og fortolkning af resultaterne;

— ridata (dvs. cksempler pd kromatogrammer, cksempler pd beregning af omdannelseshastigheder, og anvendte metoder il
identifikation al omdannelsesprodukter).
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BILAG 1

VANDTENSION, MARKKAPACITET OG VANDHOLDENDE EVNE (1)

Hgjde al vandsgjle

[cm] pF® bar® Bemarkninger
107 7 10" Tor jord

1,6 - 10° 42 16 Visnegransc
10* 4 10

10° 3 1

6-10° 2,8 0,6

3,3-10° 2.5 0,33

107 2 0,1 Omrade for

19 1,8 0,06 Markkapacitet
33 1.5 0,033

10 1 0,01 Vandholdende evne (tilnermet)
1 0 0,001 Vandm:ettet jord

(a) pF = logaritmisk angivelse af cm vandsgjle.

(b) 1 bar = 10° Pa.

(c) Svarende til et omtrentligt vandindhold pa 10 % i sand, 35 % i lerjord og 45 % i ler.

(d) Markkapaciteten cr ikke konstant, men varierer alt efter jordtypen mellem pF 1,5 0og 2.5.

Vandpotentialet méles 1 cm vandsgjle eller 1 bar. P4 grund af sugetensionens store variationsomrdde angives denne simpelthen som pF-vardien,
som svarer Lil logaritmen til vierdien i em vandsgjle.

Markkapaciteten cr den maengde vand, som cn naturlig jord kan tilbageholde mod tyngdekraften 2 dggn cfter leengerevarende regn cller efter
tilstrekkelig kunstvanding. Den bestemmes i uforstyrret jord in situ i marken. Mdlingen er sdledes ikke anvendelig p& laboratorieprgver aft
forstyrret jord. Markkapaciteten bestemt i forstyrret jord kan udvise store systematiske afvigelser,

Den vandholdende evne (WHC) bestemmes 1 laboratoriet med uforstyrret og forstyrret jord ved at mette en jordsgjle med vand ved
kapillartransport. Den er speciclt nyttig til forstyrret jord og kan veare indtil 30 % stgrre end markkapaciteten (1). Den er endvidere lettere at
bestemme eksperimentelt end pélidelige verdier af markkapaciteten.

(1) Miickenhausen, E. (1975). Dic Bodenkunde und ihre geologischen, gcomorphologischen, mineralogischen und petrologischen Grundlagen.
DLG-Verlag, Frankturt, Main.
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BILAG 2

FUGTINDHOLD I JORD (g vand pr. 100 g tor jord) FOR FORSKELLIGE JORDTYPER FRA FORSKELLIGE LANDE

Fugtindhold i jord ved
Jordtype Land
Vandholdende evne (WHC)I pF=1% pF=25

Sand Tyskland 28,7 8,8 3,9
Lerblandet sand Tyskland 50,4 17,9 12,1
Lerblandet sand Schweiz 44,0 35,3 9,2
Siltler Schweiz, 72,8 56,6 28,4
Lerjord Brasilien 69,7 38,4 27,3
Lerjord Japan 74,4 57,8 31,4
Sandblandet lerjord Japan 82,4 59,2 36,0
Siltler USA 47,2 33,2 18,8
Sandblandet lerjord USA 40,4 25,2 13,3

" Vandholdende evne
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BILAG 3
Figur 1

Eksempel pa gennemstrgmningsapparat til undersggelser af omdannelsen af kemikalier i jord (1)(2)

1:  néleventil 4: kolbe til undersggelse af jordens 7,8: udskiller med natriumhydroxid til
metabolisme  (kun  vandfyldt under CO; & andre flygtige sure stoffer
anaerobe forhold og i overrislet jord;)

2: gasvaskeflaske indeholdende vand 5:  udskiller med ethylenglycol til flygtige 9: flowmeter.

organiske lorbindelser
3: ultramembran (kun sterile betingelser), 6: udskiller med svovlsyre til flygtige
porestgrrelse 0,2 um alkaliske forbindelser

ol lo
<l jo
!I;}:mnc [T
& 7 8 v
Figur 2

eksempel pa kolbe af biometertypen til undersggelse af omdannelsen af kemiske stoffer i jord (3)

£7i34 - - - ———————— Natronkalk til absorption af CO-

Oliebehandlet glasuld eller polyurethanskum til
absorption af flygtige organiske forbindelser

Jord + prgvestof

(1) Guth, J.A. (1980). The study of transformations. In Interactions between Herbicides and the Soil (R.J. Hance, Ed.), Academic Press, 123-157.

(2) Guth, J.A. (1981). Experimental approaches to studying the fate of pesticides in soil. In Progress in Pesticide Biochemistry. D.H. Hutson, T.R.
Roberts, Eds. J. Wiley & Sons. Vol 1, 85-114.

(3) Anderson, J.P.E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte auf Verdamptung, Abbau und Festlegung von Diallat im Boden. Z. PflKrankh
Pflschutz, Sonderheft VII, 141-146.
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C.24. AEROB OG ANAEROB OMDANNELSE I AKVATISKE SEDIMENTSYSTEMER

1. METODE

Metoden er gengivet efter OECD TG 308 (2002).

1.1 INDLEDNIN

Kemiske stoffer kan blive tilfgrt lave eller dybe overfladevande gennem direkte tilledning, spredning af
aerosoler, afstrgmning, aflgb, affaldsbortskaffelse, spildevand fra industri, husholdning eller landbrug samt
atmosfeerisk deposition. Den her beskrevne laboratoriemetode er bestemt til vurdering af aerob og anaerob
omdannelse af organisk-kemiske stoffer i akvatiske sedimentsystemer. Den er baseret pd eksisterende
Guidelines (1)(2)(3)(4)(5)(6). Pd en OECD-workshop om valg af jord-/sedimenttype i Belgirate, Italien, i
1995 (7) enedes man specielt om antal og art af de sedimenter, som skal anvendes i dette forsgg.
Workshoppen udsendte desuden anbefalinger for indsamling, hdndtering og opbevaring af sedimentprgver,
baseret pd ISO-vejledningen (8). Sidanne undersggelser er ngdvendige for kemiske stoffer, som anvendes
direkte i vandmiljget eller som md pédregnes at nd frem til vandmiljget ad ovennavnte veje.

I naturlige akvatiske sedimentsystemer hersker der ofte aerobe forhold i den gvre vandfase. Det
overfladiske sedimentlag kan enten vare aerobt eller anaerobt, mens den dybere del af sedimentet
sedvanligvis er anaerob. For at tage alle disse muligheder i betragtning beskrives i dette dokument bade
aerobe og anaerobe forsgg. Det aerobe forsgg simulerer en aerob vandsgjle over et aerobt sedimentlag, som
befinder sig over en anaerob gradient. Det anaerobe forsgg simulerer et fuldstendig anaerobt vand-
sediment system. Hvis omstendighederne ggr det ngdvendigt at afvige vasentligt fra disse anbefalinger,
f.eks. ved at bruge intakte sedimentkerner eller sedimenter, som kan have veret udsat for prgvestotfet,
foreligger der andre metoder til dette formdl (9).

1.2 DEFINITIONER
Der skal i alle tilfelde anvendes SI-enheder.
Pravestof: et vilkarligt stof, hvad enten det er moderstof eller et relevant omdannelsesprodukt.

Omdannelsesprodukter: alle stoffer, som dannes ved biotisk eller abiotisk omdannelse af prgvestoftet,
herunder CO, og bundne rester.

Bundne rester: "Bundne rester” reprasenterer de stoffer i jord, planter eller dyr, som efter ekstraktion
persisterer i den pdgeldende matrix, enten som moderstof eller som metabolitter/omdannelsesprodukter.
Ekstraktionsmetoden mé ikke bevirke vesentlige ®ndringer af selve stofferne eller af matrixens struktur.
Bindingens art kan delvis klarlegges gennem matrixomdannende ekstraktionsmetoder og avancerede
analyseteknikker. Indtil nu er der pd denne made identificeret kovalente bindinger, ionbindinger og
sorptionsbindinger foruden indlejring. Sadvanligvis vil dannelse af bundne rester medfgre vasentligt
nedsat fysiologisk oplgselighed (bioaccessibility) og biotilgengelighed (bioavailability) (10) [endret efter
TUPAC 1984 (11)].

Aerob omdannelse: (oxiderende): reaktioner, som finder sted i tilstedevarelse af molekylert oxygen (12).
Anaerob omdannelse: reaktioner, som finder sted i fraver af molekylaert oxygen (12).

Naturligt vand: overfladevande udtaget fra damme, floder, vandlgb osv.

Sediment: en blanding af mineralske og organisk-kemiske bestanddele, hvoraf sidstnzvnte indeholder

hgjmolekylaere forbindelser med stort kulstof- og kvalstofindhold. Det afsattes af naturligt vand og danner
grenseflade til dette vand.
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Mineralisering: fuldstendig nedbrydning af en organisk forbindelse til CO, og H,O under aerobe
betingelser, og til CHs, CO, og H,O under anaerobe betingelser. Ndr der i forbindelse med denne
forsggsmetode anvendes radioaktivt merkede forbindelser, forstds ved mineralisering en vidtgdende
nedbrydning af molekylet, hvorunder et market kulstofatom oxideres eller reduceres under frigivelse af
den pigzldende mengde at henholdsvis Hco, og “CH..

Halveringstid: tys er den tid, der forlgber, til et prgvestof er 50 % omdannet, nir omdannelsen kan
beskrives ved 1. ordens kinetik; den er uatheengig af begyndelseskoncentrationen.

DTsy (Disappearance Time 50): den tid, der forlgber, til koncentrationen af prgvestoffet er aftaget med 50
%.

DT7s (Disappearance Time 75): den tid, der forlgber, til koncentrationen af prgvestoffet er aftaget med 75
%.

DTy (Disappearance Time 90): den tid, der forlgber, til koncentrationen af prgvestoffet er aftaget med 90
%.

1.3 REFERENCESTOFFER

Til identifikation og kvantitativ bestemmelse af omdannelsesprodukter med spektroskopiske og
kromatografiske metoder skal anvendes referencestoffer.

1.4 OPLYSNINGER OM PROVESTOFFET

Til maéling af omdannelseshastigheden kan anvendes umearket eller isotopmerket prgvestof, men
radioaktivt market stof md foretrekkes. Til undersggelse af omdannelsesveje og opstilling af
massebalance skal anvendes mearket stof. 14C—maerkning anbefales, men andre isotoper, f.eks. 13C, 15N, *H
og *p, kan ogsd anvendes. Market skal sd vidt muligt placeres i molekylets mest stabile del(e)".
Prgvestoffets kemiske og/elier radiokemiske renhed skal vaere mindst 95 %.

For man udfgrer et forsgg, skal der foreligge fgigende oplysninger om prgvestoffet:

(a) vandoplgselighed (metode A.6);
(b) oplgselighed i organiske oplgsningsmidler;
(c) damptryk (metode A.4) og Henry's konstant;
(d) n-oktanol/vand fordelingskoefficient (metode A.8);
(e) adsorptionskoefficient (Kg, Kseller, i givet fald, K. (metode C.18),
(f) hydrolyse (metode C.7);
(g) syredissociationskonstant (pK,) [OECD Guideline 112] (13);
(h) prgvestoffets kemiske struktur og placeringen af eventuel isotopmarkning.
Bemerkning: Den temperatur, ved hvilken disse méalinger har fundet sted, skal angives.
Af andre nyttige oplysninger kan naevnes data vedrgrende prgvestoffet toksicitet over for mikroorganismer,

data vedrgrende umiddelbar og/eller naturlig bionedbrydelighed og data vedrgrende aerob og anaerob
omdannelse i jord.

! Indeholder prgvestoffet f.eks. én ring, skal denne ring vaere market; indeholder provestoffet to eller flere ringe, kan
separate forsgg vere ngdvendige for at undersgge de enkelte markede ringes skabne og for at fa anvendelige oplysninger
om dannelse af omdannelsesprodukter
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Der skal foreligge analysemetoder (herunder metoder til ekstraktion og oprensning) til identifikation og
kvantitativ bestemmelse af prgvestoffet og dets omdannelsesprodukter i vand og i sediment (se punkt
1.7.2).

1.5 FORS@GSMETODENS PRINCIP

I den her beskrevne forsggsmetode anvendes et aerobt og et anaerobt akvatisk sedimentsystem (se bilag 1),

som giver mulighed for:

(i) maling af prgvestotfets omdannelseshastighed i et vand-sediment system,

(i1) madling af prgvestoffets omdannelseshastighed i sedimentet,

(iiiy maling af mineraliseringshastigheden for prgvestoffet ogfeller dets omdannelsesprodukter (ndr der
anvendes “*C-mearket pravestot),

(iv) identifikation og kvantitativ bestemmelse af omdannelsesprodukter i vand- og sedimentfaser,
herunder massebalance (ndr der anvendes market prgvestof),

(v) miling af fordelingen af prgvestoffet og dets omdannelsesprodukter mellem de to faser under
inkubation i mgrke (for at undgé f.eks. algevaekst) ved konstant temperatur. Halveringstid, DTsg, DT7s
og DTyy bestemmes, ndr data berettiger det, men bgr ikke ekstrapoleres ud over forsggsperioden (se
punkt 1.2).

Til bdde aerobe og anaerobe forsgg kraeves mindst to sedimenter og de tilhgrende vande (7). I visse
tilfelde kan det dog vere ngdvendigt at anvende flere end to akvatiske sedimenter, f.eks. ndr det kemiske
stof kan optrede i ferskvands- og/eller marint miljg.

1.6 FORS@GSMETODENS ANVENDELIGHED

Forsggsmetoden kan anvendes pd alle kemiske stoffer (umarkede eller markede), til hvilke man rdder over
en tilstrekkelig ngjagtig og fglsom analysemetode. Metoden kan anvendes pd tungflygtige, ikke-flygtige,
vandoplgselige og tungtoplgselige forbindelser. Metoden bgr ikke anvendes pd kemiske stoffer, som er
letflygtige fra vand (f.eks. rygningsmidler eller organiske oplgsningsmidler) og sdledes ikke vil forblive i
vand og/eller sediment under de her beskrevne forsggsbetingelser.

Metoden er hidtil anvendt til undersggelse af omdannelsen af kemiske stoffer i ferske vande og sedimenter,
men kan i princippet ogsd anvendes pd flodmundingssystemer/marine systemer. Den er ikke egnet til
simulering af betingelserne i stremmende vand (f.eks floder) eller i det dbne hav.

1.7 KVALITETSKRITERIER

1.7.1 Genfindingsgrad

Ved ekstraktion og analyse af i det mindste dobbelte vand- og sedimentprgver umiddelbart efter tilsetning
af prgvestoffet fis et fgrste fingerpeg om analysemetodens repeterbarhed og om, hvor homogent
prgvestoffet er blevet tilfgrt. Genfindingsgraden for senere forsggsstadier fis af de respektive
massebalancer (nir der bruges merket stof). Genfindingsgraden skal vaere mellem 90 % og 110 % for
merkede kemiske stoffer (6) og mellem 70 % og 110 % for umarkede stoffer.

1.7.2 Analysemetodens repeterbarhed og fglsomhed

Repeterbarheden af analysemetoden (heri ikke medregnet udvindingsgraden ved den indledende
ekstraktion) til kvantitativ bestemmelse af prgvestof og omdannelsesprodukter kan kontrolleres ved
dobbelt analyse pd den samme ekstrakt af vand- eller sedimentprgverne, efter at disse er inkuberet
tilstreekkelig leenge til at dannelse af omdannelsesprodukter har fundet sted.
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Analysemetodens detektionsgranse for prgvestoffet og for omdannelsesprodukterne md ikke vare over
0,01 mg<kg'1 i vand eller sediment (som prgvestof), og ikke over 1 % af den startmengde, der er tilsat
provesystemet. Grensen for kvantitativ bestemmelse skal ligeledes angives.

1.7.3 Ngjagtighed af omdannelsesdata

Gennem regressionsanalyse pd bestemmelserne af prgvestoffets koncentration som funktion af tiden fis
relevante oplysninger om omdannelseskurvens ngjagtighed samt mulighed for at fastlegge
konfidensgranser for halveringstiderne (ndr der gelder pseudo 1. ordens kinetik) eller DTso-vaerdier og, i
givet fald, DT7s- og DTyp-veerdier.

1.8 BESKRIVELSE AF METODEN
1.8.1 Prgvesystem og apparatur

Til forspget skal anvendes glasbeholdere (f.eks flasker, centrifugeglas), medmindre de indledende data
(sdledes n-oktanol-vand fordelingskoefficient, sorptionsdata osv.) viser, at prgvestoffet kan adherere til
glas, i hvilket tilfzelde det kan blive ngdvendigt at benytte et alternativt materiale (som Teflon). Nar
prgvestotfet vides at adharere til glas, kan problemet athjelpes ved hjelp af en eller flere af fglgende
metoder:

— bestemmelse af den masse prgvestof og omdannelsesprodukter, som sorberes pa glas;
— vask af alt glasapparatur med oplgsningsmiddel ved forsggets afslutning;
— anvendelse af formulerede produkter (se ogsd punkt 1.9.2);

— brug af gget mangde co-solvent ved tilsetning af prgvestof til systemet; anvendes co-solvent, mé
det ikke bevirke solvolyse af prgvestotfet.

Eksempler pé typiske prgveopstillinger, dvs. gennemstrgmningssystemer og biometersystemer, er vist i
hhv. bilag 2 og 3 (14). Andre anvendelige inkubationssystemer er beskrevet i ref. 15. Forsggsopstillingen
skal give mulighed for udskiftning af luft eller kvalstof og indsamling af flygtige produkter.
Forsggsopstillingen skal vere dimensioneret sdledes, at den opfylder de krav, der stilles af forsgget (jf.
punkt 1.9.1). Udluftning kan enten ske ved let gennembobling eller ved at der ledes luft eller kvalstof hen
over vandoverfladen. I sidstnevnte tilfelde kan forsigtig omrgring ovenfra vere ngdvendig for at opnd
bedre fordeling af ilt eller kvalstof i vandet. Der md ikke anvendes CO»-fri luft, da det kan medfgre
stigning i vandets pH. I begge tilfelde bgr forstyrrelse af sedimentet sd vidt muligt undgds. Tungflygtige
kemiske stoffer skal testes i et biometer-system med forsigtig omrgring af vandoverfladen. Lukkede kar
med headspace af enten atmosferisk luft eller kvalstof og indvendige glas til opsamling af flygtige
produkter kan ligeledes anvendes (16). Ved den aerobe prgve kreves regelmessig udskiftning af
headspace-gassen for at kompensere for biomassens iltforbrug.

Egnede udskillere til flygtige opsamlingsprodukter kan vere, men er ikke begrenset til-en 1M oplgsning af
kaliumhydroxid eller natriumhydroxid til udskillelse af kuldioxid® og ethylenglycol, ethanolamin eller 2 %
paraffin i xylen til organiske forbindelser. Flygtige stoffer, som dannes under anaerobe forhold, siledes
methan, kan f.eks. opsamles med molekylsi. Sddanne flygtige stoffer kan f.eks. forbrendes til CO, ved at
gassen ledes gennem et kvartsrgr fyldt med CuO ved en temperatur pd 900°C, og den dannede CO»
opsamles i en absorber med alkali (17).

Da sddanne alkaliske absorptionsvaesker ogsd optager kuldioxiden i ventilationsluften og den, der er dannet ved
respiration i aerobe forsgg, mé de udskiftes regelmassigt for at de ikke skal blive mattet og tabe absorptionsevnen.
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Der kraves laboratorieudstyr til kemisk analyse af prgvestoffet og omdannelsesprodukter (f.eks. ved gas-
vaeskekromatografi (GLC), high performance veskekromatografi (HPLC), tyndtlagskromatografi (TLC),
massespektroskopi  (MS),  gaskromatografi-massespektroskopi  (GC-MS),  veaeskekromatografi-
massespektroskopi (LC-MS), kernemagnetisk resonans (NMR) mv.), herunder detektionssystemer for
radioaktivt meaerkede eller umarkede kemiske stoffer. Néir radioaktivt maerket stof anvendes, skal der
desuden bruges en vaskescintillationstzller og en forbreendingsovn (til forbrending af sedimentprgve fgr
analyse af radioaktivitet).

Herudover skal der efter behov bruges gvrigt standardlaboratorieudstyr til fysisk-kemisk og biologisk
bestemmelse (se tabel 1, punkt 1.8.2.2), glasapparatur, kemikalier og reagenser.

1.8.2 Type og antal akvatiske sedimenter

Prgvetagningsstedet skal velges 1 henhold til formélet med det pigmldende forsgg. Ved valg af
provetagningssted ma der tages hensyn til oplysninger om eventuel tidligere tilfgrsel fra landbrug, industri
etler husholdninger til vandene opstrgms for prgvearealet. Har sedimenterne inden for de foregdende fire ar
veret forurenet med prgvestoftet eller stoffer strukturelt beslegtet hermed, bgr de ikke anvendes.

1.8.2.1 Valg af sediment

Til aerobe forsgg anvendes normalt to sedimenter (7). De to valgte sedimenter skal vere forskellige med
hensyn til organisk kulstofindhold og tekstur. Det ene sediment skal have hgjt organisk kulstofindhold
(2,5-7,5 %) og fin tekstur, det andet skal have lavt organisk kulstofindhold (0,5-2,5 %) og grov tekstur.
Forskellen 1 organisk kulstofindhold skal normalt veere mindst 2 %. Ved “fin tekstur” forstds, at indholdet
af [ler + silt]3 > 50 %, og ved “grov tekstur” forstds, at indholdet af [ler + silt] < 50 %. Forskellen i
indholdet af [ler + silt] i de to sedimenter bgr normalt veere mindst 20 %. I tilfaelde, hvor et kemisk stof
ogsd kan blive fgrt til marine vande, skal mindst det ene vand-sedimentsystem vere at marin oprindelse.

Til det rent anaerobe forsgg tages to sedimentprgver (sammen med de tilhgrende vande) fra det anaerobe
omréde af overfladevandomraderne (7). Der drages omsorg for, at ilten ikke fir adgang til sediment- eller
vandfasen under hindtering og transport.

Ogsé andre parametre kan vere vigtige ved valg af sedimenter og mé tages i betragtning i de enkelte
tilfeelde. For eksempel vil sedimenternes pH-omride veere vigtig ved testning af stoffer, hvis omdannelse
og/eller sorption kan vere pH-athengig. pH-athangig sorption kan afspejle sig i prgvestoffets pK,-verdi.

1.8.2.2 Karakterisering af vand-sediment prover
I nedenstdende tabel er angivet de nggleparametre, der skal mdles og rapporteres (med henvisning til den
anvendte metode) for bdde vand og sediment, samt pd hvilket trin i forsgget disse parametre skal
bestemmes. Til orientering er metoder til bestemmelse af de péigzldende parametre givet i ref.
(18)(19)(20)(21).

Derudover kan der i det enkelte tilfelde vere behov for mdling og af andre parametre (f.eks. for ferskvand:
partikler, alkalinitet, hardhed, ledningsevne, NOs/PO4 (forhold og enkeltverdier); for sedimenter:
kationbytterkapacitet, vandholdende evne, karbonat, total kvealstof og fosfor; og for marine systemer:
salinitet). Analyse af sedimenter og vand for nitrat, sulfat, biotilgengeligt jern og eventuelle andre
elektronacceptorer kan desuden vere nyttig til vurdering af redoxforholdene, specielt i forbindelse med
anaerob omdannelse.

*  [Ler + silt] er den mineralfraktion af sedimentet, hvis partikelstgrrelse er < 50 um
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Miling af parametre til karakterisering af vand-sediment prgver(7)(22)(23)
Parameter Forsggsfase
mark efter start pa start under forsggets
provetagning | hdndteri | akklimatise a forsgg slutning

Oprindelse/kilde

ng

ring

Temperatur

pH

totalt kulstof

(TOCO)

organisk

O,-koncentration®

Redoxpotentiale*
Sediment

Oprindelse/kilde

Lagdybde X
pH X X X X X
Partikelstgrrelsesfordeling X
totalt  organisk  kulstof X X X X
(TOC)
Mikrobiel biomasse** X
Redoxpotentiale * Observation X X
(farve/lugt)

Bl

1.8.3

1.8.3.1

Nyere forskning har vist, at mélinger af vandets iltindhold og redoxpotentiale hverken har mekanistisk eller
pradiktiv veerdi med hensyn til mikrobielle populationers vakst og udvikling i overfladevande (24)(25).
Bestemmelse af biokemisk iltforbrug (BOD, ved prgvetagning i marken, ved forsggets start og slutning) og
koncentrationen af mikro- og makroneringsstofferne Ca, Mg og Mn (ved forsggets start og slutning) i
vand samt mdling af totalt kvalstof og totalt fosfor i sedimenter (ved prgvetagning i marken, ved forsggets
start og slutning) kan vaere mere velegnede som verktgjer til forstielse og vurdering aerobe
biomdannelseshastigheder og -veje.

Metoder baseret pd mikrobiel respirationshastighed (26), rygning (27) eller kolonitelling (f.eks. bakterier,
aktinomyceter, svampe og totalkolonier) til aerobe forsgg; methandannelseshastigheden ved anaerobe
forsgg.

Indsamling, hdndtering og opbevaring
Indsamling

Udtagning af prgver af sediment skal ske i overensstemmelse med udkastet til ISO-vejledningen for
prgvetagning af bundsediment (8). Sedimentprgver skal tages fra hele den gverste 5 til 10 cm dybe del af
sedimentlaget. Det tilhgrende vand skal indsamles fra samme areal eller lokalitet og pd samme tidspunkt
som sedimentet. Til det anaerobe forsgg skal prgven af sedimentet og det tilhgrende vand udtages og
transporteres uden adgang af ilt (28) (jf. punkt 1.8.2.1). 1 litteraturen beskrives nogle
prgvetagningsanordninger (8)(23).
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1.8.32 Handtering

Sedimentet adskilles fra vandet ved filtrering og vidsigtes gennem en 2 mm sigte med overskud af vand fra
indsamlingsstedet, og det overskydende vand herfra kasseres. Derefter blandes kendte mengder sedimenter
og vand 1 det ¢gnskede forhold (jf. punkt 1.9.1) i inkubationsflasker og forberedes til
akklimatiseringsperioden (jf. punkt 1.8.4). Til det anaerobe forsgg skal al hdndtering ske under udelukkelse
af ilt 29(30)(31)(32)(33).

1.83.3 Opbevaring

Brug af frisk udtagede prgver af sediment og vand ma steerkt anbefales, men er opbevaring ngdvendig, skal
sediment og vand sigtes som beskrevet ovenfor og opbevares sammen under vand (et 6-10 cm vandlag), i
morke ved 4 +2°C* | hgjst 4 uger (7)(8)(23). Prgver, som skal anvendes til aerobe forsgg, skal opbevares
med fri luftadgang (f.eks i dbne beholdere), hvorimod prgver til anaerobe forsgg opbevares under
udelukkelse af ilt. Under transport og opbevaring mé ikke forekomme frysning af sediment og vand eller
udtgrring af sedimentet.

1.8.4 Klarggring af prgverne af sediment/vand til forsgget

For prgvestoffet tilsettes, skal der hengd en akklimatiseringsperiode, hvor hver sediment/vandprgve er
anbragt i den inkubationsbeholder, som skal bruges i hovedforsgget, og akklimatiseringen skal finde sted
under ngjagtig samme betingelser som ved inkubationen under forsgget (se punkt 1.9.1).
Akklimatiseringsperioden skal svare til den tid, systemet er om at nd en rimelig stabilitet, sdledes som det
ses af pH, oxygenkoncentrationen i vandet, redoxpotentiale af sediment og vand, og den makroskopiske
adskillelse af faserne. Akklimatiseringen skal normalt vare mellem en og to uger og bgr ikke overstige fire
uger. Resultaterne af de besternmelser, der er foretaget i denne periode, skal angives i rapporten.

1.9 UDFORELSE AF FORSOGET
1.9.1 Forsggsbetingelser

Forsgget udfgres i inkubationsapparat (se punkt 1.8.1) med et vand : sediment volumenforhold mellem 3:1
og 4:1 og et sedimentslag 2,5 cm (£ 0,5 em).! Det anbefales at bruge mindst 50 g sediment (pd
tprvogtsbasis) per inkubationsbeholder.

Forspget udfgres i morke ved konstant temperatur mellem 10 og 30°C. En temperatur pd (20 = 2)°C er
passende. Nir det er hensigtsmaessigt, kan man i de enkelte tilfzlde overveje en yderligere lav temperatur
(f.eks. 10°C), alt efter hvilke oplysninger forsgget skal give. Inkubationstemperaturen skal overviges og
rapporteres,

4 Nyere undersggelser har vist, at der ved opbevaring ved 4°C kan indtrede et fald i sedimentets organiske
kulstofindhold, muligvis med nedsat mikrobiel aktivitet til fglge (34)..



30.4.2004 Den Europaiske Unions Tidende L 152/301

1.9.2 Behandling og tilszetning af prgvestoffet

Der anvendes én prgvekoncentration af det kemiske stof’. For plantebeskyttelsesmidler, som tilfgres
vandomridderne direkte, anvendes som maksimal spredemangde den pd markaten angivne
maksimumdosering, beregnet pd grundlag af overfladearealet af vandet i prgvekarret. I alle andre tilfelde
beregnes den anvendte koncentration pd grundlag af prognoser baseret pd de udledte mengder. Der skal
drages omsorg for at sikre, at den tilfgrte mengde provestof er tilstreekkelig til at give mulighed for at
karakterisere dets omdannelsesvej og omdannelsesprodukternes dannelse og nedbrydning. Det kan vere
ngdvendigt at tilsette hgjere doser (f.eks 10 gange) i tilfzlde, hvor stoffets koncentrationer ved forsggets
begyndelse er ner detektionsgrensen og/eller hvis de vigtigste omdannelsesprodukter ikke let kan
detekteres, nir de optrader i en mangde pd 10 % af den af prgvestoffet tilfgrte mengde. Anvendes hgjere
testkoncentrationer, ma disse dog ikke have na&vnevardig ugunstig virkning pd den mikrobielle aktivitet af
vand-sediment systemet. For at opnd konstant prgvestofkoncentration i prgvekar af forskellige dimensioner
vil det eventuelt blive fundet hensigtsmassigt at korrigere den tilfgrte stofmangde pd grundlag af dybden
af vandsgjlen i karret i forhold til vanddybden i marken (som settes tit 100 cm, men andre dybder kan
anvendes). Et eksempel pd beregningsméden er givet i bilag 4.

Ideelt skal prgvestoffet tils@ttes prgvesystemets vandfase som vandig oplgsning. Nir det er uomgangelig
ngdvendigt, kan der bruges smd mengder vandblandbare oplgsningsmidler (som f.eks. acetone eller
ethanol) til at tilfgre og fordele prgvestoffet, men den tilsatte maengde md ikke udggre over 1 % v/v eller
have ugunstig virkning pd den mikrobielle aktivitet af prgvesystemet. Den vandige oplgsning af
prgvestotfet skal fremstilles med omhu - det kan vaere hensigtsmassigt at anvende en generatorsgijle og
forblanding for at sikre fuldstendig homogenitet. Efter tilsetning af den vandige oplgsning til
provesystemet anbefales at vandfasen blandes forsigtigt, s& sedimentet forstyrres mindst muligt.

Det kan normalt ikke anbefales at anvende det fardigformulerede produkt, da indholdsstofferne i
formuleringen kan pdvirke prgvestoffets og/eller omdannelsesprodukternes fordeling mellem vand- og
sedimentfase. For prgvestoffer med ringe oplgselighed i vand kan anvendelse af det formulerede stof dog
vere et hensigtsmassigt alternativ.

Antallet af inkubationsbeholdere afhenger af antal prgvetagningstidspunkter (se punkt 1.9.3). Der skal
indgé tilstrekkeligt mange prgvesystemer til, at der kan ofres to systemer for hvert prgvetagningstidspunkt.
Anvendes der kontrolenheder med hvert akvatisk sedimentsystem, skal disse ikke behandles med
prgvestof. Kontrolenhederne kan benyttes til at bestemme sedimentets mikrobielle biomasse og det totale
organiske kulstofindhold i vand og sediment ved forsggets slutning. To af kontrolenhederne (dvs. én
kontrolenhed af hvert akvatisk sediment) kan anvendes til at overvige de gnskede parametre i sediment og
vand i akklimatiseringsperioden (se tabellen i punkt 1.8.2.2). Nar prgvestoffet tilfgres ved hjelp af et
oplgsningsmiddel, skal der indgd to ekstra kontrolenheder til bestemmemlse af ugunstig pavirkning af den
mikrobielle aktivitet i prgvesystemet.

193 Forsggsvarighed og prgvetagning

Forsgget bgr normalt ikke straekke sig over mere 100 dage (6) og skal lgbe, indtil nedbrydningsvej og
vand/sediment fordelingsmgnster er klarlagt, eller indtil 90 % af prgvestoffet er spredt ved omdannelse
og/eller fordampning. Antal prgvetagningstidspunkter skal vere mindst seks (inklusive tidspunktet nul),
idet en hensigtsmassig prgvetagningsplan og forsggets varighed fastlegges i en frivillig indledende
undersggelse (se punkt 1.9.4), medmindre der fra tidligere undersggelser foreligger tilstreekkelige data om
prgvestoffet. For hydrofobe prgvestoffer kan ekstra prgvetagningspunkter vere ngdvendige i den
indledende del af forsggsperioden for at bestemme fordelingsforholdet mellem vand- og sedimentfase.

Prgvning med endnu en koncentration kan vare nyttig for stoffer, som tilfgres overfladevandene ad forskellige veje
med deraf fglgende forskelle i koncentration, nér blot den laveste koncentration kan analyseres med tilstrekkelig
ngjagtighed.
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Pi passende prgvetagningstidspunkter udtages komplette (ens) inkubationsbeholdere til analyse.
Sedimentet og det overliggende vand analyseres hver for sig(’. Overfladevandet fjernes forsigtigt med
mindst mulig forstyrrelse af sedimentet. Til ekstraktion og karakterisering af provestof og
omdannelsesprodukter skal anvendes egnede analysemetoder. Der drages omsorg for at fjerne materiale,
som kan veare adsorberet til inkubationsbeholderen eller til de forbindelsesslanger, der anvendes til
opsamling af flygtige stoffer.

1.94 Frivillig forundersggelse

Kan forsggsvarighed og prgvetagningstrekvens ikke skgnsmassigt fastlegges ud fra andre relevante
undersggelser af prgvestoffet, vil en frivillig forundersggelse eventuelt blive fundet hensigtsmassig og skal
1 sd fald udfgres under de forsggsbetingelser, som patenkes for den endelige undersggelse. Hvis en sddan
forunderspgelse gennemfgres, skal relevante forsggsomstendigheder og resultater for denne kortfattet
rapporteres.

1.9.5 Malinger og analyse

For hvert prgvetagningstidspunkt madles og rapporteres koncentrationen af prgvestof og
omdannelsesprodukter i vand og sediment (som koncentration og som procent af tilfgrt mengde). Normalt
skal omdannelsesprodukter, som pd noget prgvetagningstidspunkt er detekteret som 210 % af den mangde
radioaktivitet, der er tilfgrt det samlede vand-sediment system, identificeres, medmindre undladelse heraf
med rimelighed kan begrundes. Ogsd for omdannelsesprodukter med konstant stigende koncentration hen
gennem forsgget md identifikation overvejes selv om deres koncentrationen ikke er over de nzvnte
grenser, da dette tyder pd, at de er persistente. Der md ske en konkret vurdering heraf i det enkelte tilflde,
og begrundelser gives i rapporten.

Resultater fra opsamlingen af gasser/flygtige stoffer (CO, og andet, dvs. flygtige organiske forbindelser),
rapporteres for hvert prgvetagningstidspunkt. Mineraliseringshastigheder skal ligeledes rapporteres. Ikke-
ekstraherbare (bundne) rester i sediment rapporteres for hvert prgvetagningspunkt.

2 DATA
2.1 BEHANDLING AF RESULTATER

For hvert prgvetagningstidspunkt beregnes en total massebalance eller genfindingsgrad (se punkt 1.7.1)
for den tilsatte radioaktivitet. Resultaterne angives i procent af tilsat mangde radioaktivitet. For hvert
prgvetagningstidspunkt skal fordelingen af radioaktivitet mellem vand og sediment angives som
koncentration og som procentdel.

Halveringstiden, DTso og, i givet fald, DTys og DTy for prgvestoffet beregnes med tilhgrende
konfidensgrenser (jf. punkt 1.7.3). Oplysninger om prgvestoffets spredning i vand og sediment kan opnés
ved hjelp af passende evalueringsverktgjer. Disse kan rekke fra anvendelse af pseudo 1. ordens kinetik
og empirisk kurvetilpasning med grafisk eller numerisk lgsning til mere komplekse analyser, f.eks.
baseret pd en- eller flerkompartmentmodeller. Naermere detaljer kan hentes i litteraturen (35)(36)(37).

Hvis anaerobe omdannelsesprodukter let kan blive reoxideret, skal der opretholdes anaerobe betingelser under
prgvetagning og analyse
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Alle metoderne har sterke og svage sider og er meget forskellige i kompleksitet. Antagelse af 1. ordens
kinetik kan vere en oversimplificering af nedbrydnings- og fordelingsprocesserne, men ndr den er er
mulig, resulterer den i et letforstieligt begreb (hastighedskonstanten eller halveringstiden), som er
veerdifuldt i simuleringsmodeller og beregninger af forventede koncentrationer i miljget. Empiriske
metoder eller linear transformation kan give bedre tilpasning af kurver til data og dermed mulighed for
bedre skgn over halveringstider, DTso- og, i givet fald, DTys- og DTgy-verdier. De afledte konstanter har
imidlertid begrenset anvendelse. Af kompartment-modeller kan uddrages en rekke nyttige konstanter,
som har verdi ved risikovurderinger og beskriver nedbrydningshastigheden i forskellige kompartments
og det kemiske stofs fordeling. Desuden bgr de anvendes ved bestemmelse af hastighedskonstanter for
dannelse og nedbrydning af hovedomdannelsesprodukterne. 1 alle tilfelde skal valget af den anvendte
metode begrundes, og eksperimentatoren skal grafisk og/eller statistisk pivise tilpasningsgraden.

3 RAPPORTERING
3.1 FORS@GSRAPPORT

Rapporten skal indeholde fglgende oplysninger:

Provestof:

— generisk navn, kemisk navn, CAS-nummer, strukturformel (med angivelse af placeringen af det
mearkede atom, ndr radioaktivt market stof anvendes) og relevante fysisk-kemiske egenskaber;

— renhed (urenheder) af prgvestoffet;

— igivet fald, det merkede kemiske stofs radiokemiske renhed og molere aktivitet.

Referencestoffer:

— kemisk navn og struktur for de referencestoffer, som er anvendt til karakterisering ogfeller
identifikation af omdannelsesprodukter;

Testsedimenter og -vande:

— beliggenhed og beskrivelse af det eller de steder, hvor der er udtaget prgver af akvatisk sediment,
herunder s& vidt muligt oplysninger om tidligere forurening;

— udtgmmende oplysninger om indsamling, eventuel opbevaring og akklimatisering af vand-sediment
systemer;

— vand-sediment prgvernes karakteristika som angivet i tabellen i punkt 1.8.2.2.

Forsggsbetingelser:

— det anvendte forsggssystem (f.eks. gennemstrgmning, biometer, ventilationsméde, omrgringsméde,
vandvolumen, sedimentmasse, tykkelsen af bdde sediment- og vandlag, prgvekarrenes dimension
0sv.);

— tilfgrsel af prgvestoffet til systemet: anvendt testkoncentration, antal gentagelser og kontrolprgver,
méden, hvorpé prgvestoffet tilfgres (f.eks. brug af eventuelt oplgsningsmiddel) osv.;

— inkubationstemperatur;
— prgvetagningstidspunkter;
— ekstraktionsmetoder og -udbytte samt analysemetoder og detektionsgranser;

— metoder til karakterisering/identifikation af omdannelsesprodukter;
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— atvigelser fra forsggsprotokollen eller forsggsbetingelserne under forsgget.
Resultater:

— rédata (talveerdier) for reprasentative analyser (samtlige rddata skal opbevares i GLP-arkivet);
— repeterbarhed og falsomhed af de anvendte analysemetoder;
— genfindingsgrad (%-vardier for en gyldig undersggelse er angivet i punkt 1.7.1);

— tabeller med resultater, angivet i % af den tilfprte begyndelsesdosis og i mg-kg i vand, sediment og
det samlede system (kun som %) for prgvestoffet og, 1 givet fald, for omdannelsesprodukter og ikke-
ekstraherbar radioaktivitet;

— massebalance fgr, under og efter forsggene;

— grafisk fremstilling af omdannelsen i vand- og sedimentfraktionen og det samlede system (inklusive
mineralisering);

— mineraliseringshastigheder;

— halveringstid, DTsy og, i givet fald, DTy and DTy, for prgvestoffet og for eventuelle
hovedomdannelsesprodukter i vand, sediment og det samlede system;

— en vurdering af  omdannelseskinetikken af  prgvestoffet og, 1  givet fald,
hovedomdannelsesprodukterne;

— formodet omdannelsesvej, nir det er relevant;

— diskussion af resultater,

4 HENVISNINGER

(1) BBA-Guidelines for the examination of plant protectors in the registration process. (1990). Part IV,
Section 5-1: Degradability and fate of plant protectors in the water/sediment system. Germany.

(2) Commission for registration of pesticides: Application for registration of a pesticide. (1991). Part G.
Behaviour of the product and its metabolites in soil, water and air, Section G.2.1 (a). The
Netherlands.

(3) MAFF Pesticides Safety Directorate. (1992). Preliminary guideline for the conduct of
biodegradability tests on pesticides in natural sediment/water systems. Ref No SC 9046. United-
Kingdom.

(4) Agriculture Canada: Environmental chemistry and fate. (1987). Guidelines for registration of
pesticides in Canada. Aquatic (Laboratory) - Anaerobic and aerobic. Canada. pp 35-37.

(5) US-EPA: Pesticide assessment guidelines, Subdivision N. Chemistry: Environmental fate (1982).
Section 162-3, Anaerobic aquatic metabolism.

(6) SETAC-Europe publication. (1995). Procedures for assessing the environmental fate and ecotoxicity
of pesticides. Ed. Dr Mark R. Lynch. SETAC-Europe, Brussels.

(7) OECD Test Guidelines Programme. (1995). Final Report of the OECD Workshop on Selection of
Soils/sediments, Belgirate, [taly, 18-20 January 1995.

(8) [ISO/DIS 5667-12. (1994). Water quality - Sampling - Part 12: Guidance on sampling of bottom
sediments.

(9) US-EPA (1998a). Sediment/water microcosm biodegradation test. Harmonised Test Guidelines
(OPPTS 835.3180). EPA 712-C-98-080.

(10) DFG: Pesticide Bound Residues in Soil. Wiley-VCH (1998).

(11) T.R. Roberts: Non-extractable pesticide residues in soils and plants. Pure Appl. Chem. 56, 945-956
(IUPAC 1984).



30.4.2004 Den Europaiske Unions Tidende L 152/305

(12) OECD Test Guideline 304A: Inherent Biodegradability in Soil (adopted 12 May 1981).

(13) OECD (1993): Guidelines for Testing of Chemicals. Paris. OECD (1994-2000): Addenda 6-11 to
Guidelines for the Testing of Chemicals.

(14) Scholz, K., Fritz R., Anderson C. and Spiteller M. (1988) Degradation of pesticides in an aquatic
model ecosystem. BCPC - Pests and Diseases, 3B-4, 149-158.

(15) Guth, J.A. (1981). Experimental approaches to studying the fate of pesticides in soil. In Progress in
Pesticide Biochemistry (D.H. Hutson, T.R. Roberts, Eds.), Vol. 1, 85-114. J. Wiley & Sons.

(16) Madsen, T., Kristensen, P. (1997). Effects of bacterial inoculation and non-ionic surfactants on
degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons in soil. Environ. Toxicol. Chem. 16, 631-637.

(17) Steber, J., Wierich, P. (1987). The anaerobic degradation of detergent range fatty alcohol
ethoxylates. Studies with “C_tabelled model surfactants. Water Research 21, 661-667.

(18) Black, C.A. (1965). Methods of Soil Analysis. Agronomy Monograph No. 9. American Society of
Agronomy, Madison.

(19) APHA (1989). Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (17th edition).
American Public Health Association, American Water Works Association and Water Pollution
Control Federation, Washington D.C.

(20) Rowell, D.L. (1994). Soil Science Methods and Applications. Longman.

(21) Light, T.S. (1972). Standard solution for redox potential measurements. Anal. Chemistry 44, 1038-
1039.

(22) SETAC-Europe publication (1991). Guidance document on testing procedures for pesticides in
freshwater mesocosms. From the Workshop “A Meeting of Experts on Guidelines for Static Field
Mesocosms Tests”, 3-4 July 1991.

(23) SETAC-Europe publication. (1993). Guidance document on sediment toxicity tests and bioassays
for freshwater and marine environments. From the Workshop On Sediment Toxicity Assessment
(WOSTA), 8-10 November 1993, Eds.: I.R. Hill, P. Matthiessen and F. Heimbach.

(24) Vink, J.P.M., van der Zee, S.E. A T.M. (1997). Pesticide biotransformation in surface waters:
multivariate analyses of environmental factors at field sites. Water Research 31, 2858-2868.

(25) Vink, J.P.M., Schraa, G., van der Zee, S.EAT.M. (1999). Nutrient effects on microbial
transformation of pesticides in nitrifying waters. Environ. Toxicol, 329-338.

(26) Anderson, T.H., Domsch, K.H. (1985). Maintenance carbon requirements of actively-metabolising
microbial populations under in-situ conditions. Soil Biol. Biochem. 17, 197-203.

(27) 1SO-14240-2. (1997). Soil quality - Determination of soil microbial biomass - Part 2: Fumigation-
extraction method.

(28) Beelen, P. Van and F. Van Keulen. (1990), The Kinetics of the Degradation of Chloroform and
Benzene in Anaerobic Sediment from the River Rhine. Hydrobiol. Bull. 24 (1), 13-21.

(29) Shelton, D.R. and Tiedje, J.M. (1984). General method for determining anaerobic biodegradation
potential. App. Environ. Microbiol. 47, 850-857.

(30) Birch, R.R., Biver, C., Campagna, R., Gledhill, W.E., Pagga, U., Steber, J., Reust, H. and Bontinck,
W.J. (1989). Screening of chemicals for anaerobic biodegradation. Chemosphere 19, 1527-1550.

(31) Pagga, U. and Beimborn, D.B. (1993). Anaerobic biodegradation tests for organic compounds.
Chemoshpere 27, 1499-1509.

(32) Nuck, B.A. and Federle, T.W. (1986). A batch test for assessing the mineralisation of -
radiolabelled compounds under realistic anaerobic conditions. Environ. Sci. Technol. 30, 3597-
3603.

(33) US-EPA (1998b). Anaerobic biodegradability of organic chemicals. Harmonised Test Guidelines
(OPPTS 835.3400). EPA 712-C-98-090.



30.4.2004 Den Europaiske Unions Tidende L 152/306

(34) Sijm, Haller and Schrap (1997). Influence of storage on sediment characteristics and drying
sediment on sorption coefficients of organic contaminants. Bulletin Environ. Contam. Toxicol. 58,
961-968.

(35) Timme, G., Frehse H. and Laska V. (1986) Statistical interpretation and graphic representation of
the degradational behaviour of pesticide residues II. Pflanzenschutz - Nachrichten Bayer, 39, 187 -
203.

(36) Timme, G., Frehse, H. (1980) Statistical interpretation and graphic representation of the
degradational behaviour of pesticide residues 1. Pflanzenschutz - Nachrichten Bayer, 33, 47 - 60.

(37) Carlton, R.R. and Allen, R. (1994). The use of a compartment model for evaluating the fate of
pesticides in sediment/water systems. Brighton Crop Protection Conference - Pest and Diseases, pp
1349-1354.



30.4.2004 Den Europaiske Unions Tidende L 152/307

BILAG 1

VEJLEDNING I AEROBE OG ANAEROBE TESTSYSTEMER

Aerobt testsystem

Det her beskrevne aerobe testsystem bestir af et aerobt vandlag (typisk iltkoncentration fra 7 til 10 mg1") og et
sedimentlag, som er aerobt ved overfladen og anaerobt under overfladen (typisk gennemsnitligt redoxpotentiale (Ey) i
sedimentlagets anaerobe zone: -80 til —190 mV). Der ledes befugtet luft hen over vandoverfladen i hver
inkubationsenhed for at opretholde tilstreekkelig iltkoncentration i head space.

Anaerobt testsystem
Forsggsmetoden med det anaerobe testsystem er i hovedsagen den samme som for det aerobe system, bortset fra at der
ledes befugtet kveelstof over vandoverfladen for at opretholde et nitrogenfyldt headspace. Sediment og vand anses for

anaerobt, ndr redoxpotentialet (E;,) er under —100 mV.

I det anaerobe forsgg omfatter bestemmelsen af mineraliseringen méling af den udviklede kuldioxid og methan.
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BILAG 2
EKSEMPEL PA GENNEMSTRGMNINGSAPPARAT
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akavatisk sediment

Air or nitrogen = Luft eller kvaelstof
Inlet traps = Udskillere pd indgang
Inlet manifold = Indgangsgrenrgr
Sediment = Sediment

Trap | = Udskiller 1

forbindelser

Aquatic sediment degradation rig design = Prgveopstilling til bestemmelse af nedbrydning i

Deionized water = Deioniseret vand
Safety trap = Sikkerhedsudskille r
Surface water = Overfladevand
Incubation unit = Inkubationsenhed

Volatile traps = Udskiller for flygtige

Aquarium valves outlet manifold = Udgangsgrenrgr f. akvarieventiler

Vacuum line = Vakuumtilslutning

Outlet traps = Udskillere pd afgang
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BILAG 3

EKSEMPEL PA APPARAT AF BIOMETERTYPEN
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System for absorption of CO2 and for adsorption of organic volatile compounds ((CO,-permeable) =
System til absorption af CO, og adsorption af flygtige organiske forbindelser (CO,-permeabelt)
Device for CO,-extraction = Anordning til ekstraktion af CO,

Opening for oxygen determination in H,O = Abning til bestemmelse af iltindhold i H,O

Opening for gas determination (with septum closed) = Abning til gasbestemmelse (memebranen lukket)
Stirrer = Omrgrer

Water =Vand

Sediment = Sediment

Magnetic stirrer = Magnetomrgrer
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BILAG 4

EKSEMPEL PA BEREGNING AF MANGDE TILSAT PROVEBEHOLDERNE

Flaskens indvendige diameter: =8cm
Dybde af vandsgjle, eksklusive sediment: =12cm
Overfladeareal: 3,142 x 4* = 50,3 cm’®

Spredemangde: 500 g provestof/ha svarer til 5 pg/em’

Total ng: 5 x 50,3 =251,5pg
Mengden korrigeres til en dybde pd 100 cm:

12 x 251,5: 100 =30,18 ng

Vandsgjlens rumfang: 50,3 x 12 =603 ml

Koncentrationen i vand: 30,18 : 603 = 0,050 pg/ml eller 50 pg/l
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