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30.4.2004 EUROOPA LIIDU TEATAJA L 152/1

KOMISJONI DIREKTIIV 2004/73[EU,
29. aprill 2004,
millega kohandatakse kahekiimne itheksandat korda tehnika arenguga néukogu direktiivi 67/548/EMU
ohtlike ainete liigitamist, pakendamist ja mirgistamist kisitlevate digusnormide iihtlustamise kohta

(EMPs kohaldatav tekst)

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON, konealust lisa, et vihendada katsetes kasutatavate loomade
arvu miinimumini. Peatiikkides B.1, B.4, B.5, B.31 ja B.35

) toodud subkroonilise suukaudse mirgisuse meetodid

vottes arvesse Euroopa Uhenduse asutamislepingut, tuleks uuesti iile vaadata. Lisaks sellele tuleks lisada V lisasse
peatitkk B.42, et teha kittesaadavaks subkroonilist suu-

kaudset miirgisust kasitlev tdiustatud meetod. Lopuks lisa-

vottes arvesse ndukogu 27. juuni 1967. aasta direktiivi takse fitiisikalis-keemilisi omadusi kasitlev peatiikk A.21,
67/548/EMU ohtlike ainete liigitamist, pakendamist ja margista- subkroonilist suukaudset miirgisust késitlev peatiikk B.43
mist kisitlevate digusnormide iihtlustamise kohta, (1) eriti selle ning keskkonnamiirgisust kisitlevad peatitkid C.21-C.24,
artiklit 28, et vdimaldada kindlaks maiirata omadused, mida ei ole

juba piisavalt kasitletud V lisa meetodites.

ning arvestades jargmist:

(3)  Kdiesolevas direktiivis sitestatud meetmed on kooskdlas
ohtlike ainete ja valmististe tehniliste kaubandustdkete kor-
valdamist kasitlevaid direktiive tehnika arenguga kohan-
dava komitee arvamusega,

(1)  Direktiivi 67/548/EMU I lisa sisaldab ohtlike ainete nime-
kirja koos iga aine liigitamise ja mirgistamise tiksikasjade-
ga. Seda nimekirja on vaja ajakohastada, et see sisaldaks
teatatud uusi aineid ja muid olemasolevaid aineid, ning
kohandada olemasolevaid kirjeid tehnika arenguga, naiteks
kehtestades teatavatele ainetele kontsentratsioonipiirid
keskkonnas. Sellest tulenevalt on samuti vaja kustutada ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA DIREKTIIVI:
teatavaid aineid kasitlevad kirjed ja jagada osadeks moned
kirjed, kuna klassifikatsiooni ei kohaldata enam kaikide
nendes kirjetes olevate ainete suhtes. Tuleks muuta 1,3- Artikkel 1
butadieeni sisaldavate ainete margistamist, votmaks arvesse
seda, et nimetatud aine klassifitseeritakse kiesoleva direk-
tiivi kohaselt mutageenina. Direktiivi 67/548/EMU muudetakse jirgmiselt:

. L . . 1. Ilisa muudetakse jargmiselt:
(2)  Direktiivi 67/548/EMU V lisas on sitestatud ainete ja val-

mististe fuiisikalis-keemiliste omaduste, miirgisuse ning
okotoksilisuse madramise meetodid. Vastavalt ndukogu a) eessdna mérkus K asendatakse lisa 1A tekstiga;
24. novembri 1986. aasta direktiivile 86/609/EMU (katse-
teks ja muudel teaduslikel eesmarkidel kasutatavate loo-
made kaitsega seotud litkmesriikide digus- ja haldusnor-
mide dhtlustamise  kohta) () on vaja muuta

b) kiesoleva direktiivi lisa 1B kirjetele vastavad kirjed asenda-
takse nimetatud lisa tekstiga;

- ¢) kiesoleva direktiivi lisa 1C kirjed lisatakse vastavalt direk-
(") EUT 196, 16.8.1967, Ik 1. Direktiivi on viimati muudetud méaru- tiivi 67/548/EMU 1 lisa kirjete jirjestusele;
sega (EU) nr 807/2003 (ELT L 122, 16.5.2003, Ik 36).
(3 EUT L 358, 18.12.1986, lk 1. Direktiivi on viimati muudetud
Euroopa Parlamendi ja ndukogu direktiiviga 2003/65/EU (ELT L 230, d) jdetakse vilja kirjed, mille indeksi numbrid on 604-050-
16.9.2003, 1k 32). 00-X, 607-050-00-8, 607-171-00-6 ja 613-130-00-3;
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e) asendatakse kirje, mille indeksi number on 048-002-00-0,
kdesoleva direktiivi lisa 1D kirjetega, mille indeksi numb-
rid 048-002-00-0 ja 048-011-00-X;

f) asendatakse kirje, mille indeksi number on 609-006-00-3,
kiesoleva direktiivi lisa 1D kirjetega, mille indeksi numb-
rid 609-006-00-3 ja 609-065-00-5;

g) asendatakse kirje, mille indeksi number on 612-039-00-6,
lisa 1D kirjetega, mille indeksi numbrid 612-039-00-6 ja
612-207-00-9.

2. V lisa muudetakse jargmiselt:
a) lisatakse kdesoleva direktiivi lisa 2A tekst peatitkina A.21;

b) peatitkk B.1 bis asendatakse kdesoleva direktiivi lisa 2B
tekstiga;

c) peatiikk B.1 tris asendatakse kdesoleva direktiivi lisa 2C
tekstiga;

d) peatitkk B.4 asendatakse kiesoleva direktiivi lisa 2D teks-
tiga;

e) peatiikk B.5 asendatakse kdesoleva direktiivi lisa 2E
tekstiga;

f) peatitkk B.31 asendatakse kiesoleva direktiivi lisa 2F teks-
tiga;

g) peatiikk B.35 asendatakse kdesoleva direktiivi lisa 2G teks-
tiga;

h) lisatakse kdesoleva direktiivi lisa 2H tekst peatiikkidena
B.42 ja B.43;

i) lisatakse kaesoleva direktiivi lisa 2I tekst peatitkkidena
C.21ja C.24.

Artikkel 2

1. Litkmesriigid joustavad kiesoleva direktiivi jargimiseks vajali-
kud digusnormid hiljemalt 31. oktoobriks 2005. Nad edastavad
konealuste sitete teksti ning kdnealuste sitete ja kdesoleva direk-
tiivi vahelise vastavustabeli viivitamata komisjonile. Kui liikmes-
riigid need normid vastu vdtavad, lisavad nad nendesse voi nende
ametliku avaldamise korral nende juurde viite kiesolevale direk-
tiivile. Sellise viitamise viisi ndevad ette litkmesriigid.

2. Liikmesriigid edastavad komisjonile kdesoleva direktiiviga

reguleeritavas valdkonnas vastuvoetavate siseriiklike pdhiliste
digusnormide teksti.

Artikkel 3

Kéesolev direktiiv joustub kahekiimnendal pdeval pirast selle
avaldamist Euroopa Liidu Teatajas.

Artikkel 4

Kiesolev direktiiv on adresseeritud litkmesriikidele.

Briissel, 29. aprill 2004
Komisjoni nimel
komisjoni liige
Margot WALLSTROM
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“Markus K:

Ainet ei pea liigitama kantserogeenseks ega mutageenseks, kui saab tdendada, et aine sisaldab alla 0,1 massiprotsendi
1,3-butadieeni (EINECSi nr 203-450-8). Kui ainet ei liigitata kantserogeenseks ega mutageenseks, kohaldatakse selle
suhtes vihemalt S-lauseid (2-)9-16. Kdesolev mirkus kehtib ainult teatavate I lisas esitatud komplekssete naftast
saadud ainete puhul.”
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

A.21. OKSUDEERIMISVOIME (VEDELIKUD)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Kdesolev katsemeetod on vilja totatud selleks, et modta vedeliku vdimet suurendada pdleva materjali
polemiskiirust voi pdlemisintensiivsust v6i moodustada segu tuleohtliku ainega, mis siittib iseeneslikult
juhul, kui need kaks ainet segatakse omavahel p&hjalikult. See pohineb oksiideerivate vedelike (1) URO
katsel ja on sellega samavidrne. Kuna kiesolev meetod A.21 on algselt ette nihtud vastama direktiivi
67/548 nduetele, on vaja labi viia vrdlus iiksnes ithe vordlusainega. Katsete tegemine ja vordlemine
tdiendava vordlusainega voib olla vajalik juhul, kui ecldatakse, et katse tulemusi kasutatakse muudel
eesmarkidel. (1)

Kéesolevat katset ei ole vaja l4bi viia juhul, kui struktuurivalemi uurimine teeb kahtlusteta kindlaks, et aine
ei reageeri tuleohtliku materjaliga eksotermiliselt.

On kasulik teada enne katsetamist, kas aine voib plahvatada.

Kiesolev katse ei ole kasutatav tahkete ainete, gaaside, plahvatusohtlike voi kergestisiittivate ainete ega
orgaaniliste peroksiidide puhul.

Kiesolevat katset ei ole vaja teha juhul, kui oksiideerivaid vedelikke (1) kisitlevas URO katses on tulemused
uuritava katseaine kohta juba olemas.

MOISTED JA UHIKUD

Keskmine réhutdusuaeg — katse kiigus manomeeterrdhu suurenemiseks 690 kPa-lt 2 070 kPa-le
kulunud aegade keskmine.

VORDLUSAINE
Vordlusainena kasutatakse 65 %-list (massiprotsent) limmastikhappe vesilahust (analiiiitiliselt puhas). (2)

Kui katse labiviija ndeb ette, et katse tulemusi voib 16puks kasutada muudel eesmarkidel, (*) voib soovi
korral samuti osutuda vajalikuks katse ldbiviimine tdiendavate vordlusainetega. (%)

KATSEMEETODI POHIMOTE

Uuritav vedelik segatakse kiudtselluloosiga massisuhtes 1:1 ja pannakse surveanumasse. Kui segamisel voi
anuma tditmisel ilmneb isesiittimine, ei ole vaja katsete tegemist jatkata.

Kui isesiittimist ei toimu, viiakse ldbi kogu katse. Segu kuumutatakse surveanumas ja méératakse kindlaks
keskmine aeg, mis kulub manomeeterrdhu suurenemiseks 690 kPa-It 2 070 kPa-le. Seda vorreldakse
sellise keskmise ajaga, mis kulub vordlusaine(te) ja tselluloosi 1:1-segu korral rdhu suurenemiseks.

KVALITEEDINOUDED

Uhe ainega tehtud viiest katsest koosnevas seerias ei tohi iikski tulemus erineda aritmeetilisest keskmisest
rohkem kui 30 %. Tulemused, mis erinevad keskmisest rohkem kui 30 %, jactakse korvale, tdiustatakse
segamis- ja tdiitmismenetlust ning korratakse katset.

(1) Naiteks, URO transpordieeskirjade raames.

() Hapet tuleks kontsentratsiooni kindlaksmaaramiseks enne katse ldbiviimist tiitrida.
(®) Nt 50 % (massiprotsent) perkloorhapet ja 40 % (massiprotsent) naatriumkloraati kasutatakse viites 1.
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1.6

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.1.2.1

MEETODI KIRJELDUS

Ettevalmistus
Polev aine

Poleva ainena kasutatakse kuivatatud kiudtselluloosi, mille kiu pikkus on 50-250 pm ja keskmine
1abimdot on 25 pm. (') Seda kuivatakse konstantse kaaluni kuni 25 mm paksuses kihis 105 °C juures neli
tundi ja hoitakse eksikaatoris koos desikandiga kuni jahtumise ja kasutamiseni. Kuivatatud tselluloosi
niiskusesisaldus peaks olema alla 0,5 % kuivmassist. () Vajadusel peaks selle tagamiseks kuivatamisaega
pikendama. (3) Tselluloosi sama partiid kasutatakse kogu uuringu valtel.

Seadmed

Surveanum

Vaja liheb surveanumat. Anumaks on silindriline terasest anum, mille pikkus on 89 mm ja vilislabimost
on 60 mm (vt joonis 1). Vastaskiilgedel paikneb kaks tasapinnalist siivendit (millega on anuma sisemist
vaba ruumi vihendatud 50 mm-ni) siiiitekiiiinla ja viljalaskeava korgi paigaldamise holbustamiseks.
Anumas oleva 20 mm siselibimddduga kanali mdlemas otsas on 19 mm astmetaoline laiend, mis on
keermestatud vastavalt Briti standardsele 1 “torukeermele (British Standard Pipe (BSP)) vdi samavédrsele
meeterkeermele. Surveanuma kumerasse kiilgpinda on iihest otsast 35 mm kaugusele kruvitud kiilgharu,
mis paikneb tasapinnaliste siivenditega 90° nurga all ning mis on ette nahtud tihendamiseks rohuanduriga.
Kiilgharu pesa moodustab 12 mm siigavune puuritud ava, mis on keermestatud vastavalt kiilgharu otsas
oleva 1/2” BSP keermega (vOi samaviidrse meeterkeermega). Vajaduse korral paigaldatakse inertne tihend,
mis tagab hermeetilise thenduskoha. Kiilgharu ulatub 55 mm surveanuma korpusest véljapoole ja selle
on puuritud kanal siselibimddduga 6 mm. Kiilgharu otsas on astmetaoline keermestatud siivend, mis on
ette nihtud tthendamiseks membraani tiiipi rohuanduriga. Kasutada voib mis tahes rohumdodturit
tingimusel, et seda ei mojuta kuumad gaasid voi lagunemissaadused ning et see on vdimeline reageerima
rohutdusudele 690-2 070 kPA vihem kui 5 ms jooksul.

Surveanuma kiilgharust kaugemal asuv ots on suletud siititekiiiinlaga, milles on kaks elektroodi — iiks on
isoleeritud kiiiinla korpusest ja teine on sellega tihendatud (maandatud). Surveanuma teine ots on suletud
puruneva membraaniga (purunemissurve ligikaudu 2 200 kPa), mida hoiab paigal 20 mm libimddduga
puuritud avaga kork. Vajaduse korral kasutatakse iihenduskoha hermeetilisuse tagamiseks inertset
tihendit. Tugiraam (joonis 2) hoiab komplekti kasutamise ajal diges asendis. Tugiraam koosneb tavaliselt
pehmest rauast alusplaadist, mille mddtmed on 235 mm x 184 mm x 6 mm, ja 185 mm pikkusest
6dnsusega ruudukujulisest sektsioonist (S.H.S.) mddtmetega 70 mm x 70 mm x 4 mm.

Odnsusega ruudukujulise sektsiooni iihe otsa kaks vastaskiilge on maha 18igatud selliselt, et moodustub
kahest tasapinnalise kiiljega jalast struktuur, mille otsas paikneb 86 mm pikkune terviklik karbikujuline
osa. Nende tasapinnaliste kiilgedega jalgade otsad on 1digatud horisontaalsuuna suhtes 60° all ning on
keevitatud alusplaadi kiilge. Pohisektsiooni iilaosa iihes kiiljes paikneb pilu laiusega 22 mm ja siigavusega
46 mm nii, et kui réhuanuma komplekt lastakse allapoole siiiitekiitinlaga ots ees, siis satub kiilgharu
pilusse. Karbikujulise osa alumise sisepinna kiilge keevitatakse terasest 30 mm laiune ja 6 mm paksune
detail, mis toimib eraldajana. Kaks vastaskiiljel olevat 7 mm pitskruvi hoiavad surveanumat kindlalt paigal.
Kaks 12 mm lajust ja 6 mm paksusest terasriba, mis on keevitatud karbikujulise sektsiooni pdhjale
toetuvate killgmiste elementide kiilge, toetavad surveanumat altpoolt.

(") Nt Whatman Column Chromatographic Cellulose Powder CF 11, katalooginumber 4021 050.

() Kinnitatakse (nt) tiitrimisega Karl-Fisheri jargi.
()  Nimetatud niiskusesisaldust on véimalik saavutada ka (nt) kuumutamisel 105 °C juures vaakumis 24 tunni jooksul.
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1.6.1.2.2  Siiiitesiisteern

1.6.2

Siititestisteem koosneb 25 cm pikkusest Ni/Cr traadist, mille 1dbimd6t on 0,6 mm ja takistus on 3,85
oom/m. Traat on keritud spiraalina 5 mm libimddduga varda abil ja kinnitatud siiiitekiiiinla elektroodide
kiilge. Spiraali kuju peaks vastama joonisel 3 toodule. Anuma pohja ja siiiitespiraali alakiilje vaheline
kaugus peaks olema 20 mm. Kui elektroode ei saa reguleerida, tuleks siiiitespiraali ja anuma pdhja vahel
olevad traadi otsad isoleerida keraamilise kestaga. Traati kuumutatakse piisivoolutoiteallikaga, mis suudab
tagada vahemalt 10 A voolutugevuse.

Katse sooritus ()

Seade, mis on komplekteeritud rohuanduri ja kuumutussiisteemiga, kuid kuhu ei ole paigaldatud
purunevat membraani, toetub altpoolt siiiitekiiinlale. 2,5 g uuritavat vedelikku segatakse keeduklaasis
2,5 g kuivatatud tselluloosiga, kasutades klaasist segamispulka. (%) Ohutuse tagamiseks on tegija ja segu
vahel segamise ajal kaitseekraan. Kui segu siittib segamise voi anuma tditmise ajal, ei ole vaja katsetamist
jatkata. Segu lisatakse tilkhaaval viikeste portsjonitena surveanumasse, tagades segu paiknemise timber
stiiitespiraali ja sellega hea kontakti. On oluline, et spiraal ei deformeeru anuma tditmise ajal, kuna see voib
pohjustada vdarasid tulemusi. (}) Purunev membraan asetatakse kohale ja lukustav kork keeratakse kovasti
kinni. Tdidetud anum asetatakse tugiraamile nii, et purunev membraan jdab lespoole. Tugiraam
asetatakse sobivasse armeeritud tombekappi voi polemiskambrisse. Toiteallikas ithendatakse siititekiitinla
vilimiste klemmidega ja lillitatakse sisse 10 A vool. Aeg segamise alustamisest kuni voolu sisseliilitamiseni
ei tohiks tletada 10 minutit.

Rohuanduri signaal registreeritakse sobiva siisteemi abil, mis voimaldab nii signaali hindamist kui ka rdhu
ajalise soltuvuse pidevat registreerimist (nt graafilise isekirjutiga ithendatud siirdeprotsesside registraator).
Segu kuumutatakse kuni puruneva membraani rebestumiseni voi vahemalt 60 s. Kui purunev membraan
ei rebestu, tuleks lasta segul jahtuda enne seadme hoolikat lahtimonteerimist, viltides seejuures
voimalikku hermeetilisuse kadumist. Uuritava aine ja vordlusaine(te)ga viiakse ldbi viis katset. Fikseeritakse
aeg, mis kulub manomeeterrohu tdusuks 690 kPa-It 2 070 kPa-le. Arvutatakse keskmine rohutdusuaeg.

Ménedel juhtudel voivad ained tekitada rohutdusu (liiga suurt voi liiga vdikest), mille pdhjuseks on
keemilised reaktsioonid, mis ei ole seotud aine oksiideerimisvoimega. Neil juhtudel voib osutuda
vajalikuks katse kordamine tselluloosi asemel inertse ainega, nt diatomiidiga (kobediatomiit), et selgitada
reaktsiooni olemust.

Oksiideerijate ja tselluloosi segusid tuleb kisitada plahvatusohtlikena ja kisitsema neid ettevaatlikult.

(?)  Praktikas saab seda teha, valmistades 1:1 segu uuritavast vedelikust ja tselluloosist suuremas koguses kui katseks vaja ning pannes
5% 0,1 g surveanumasse. Igaks katseks tuleb segu virskelt valmistada.
(%)  Eelkoige tuleb viltida spiraali naaberkeerdude vahelist kontakti.
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2.1

TULEMUSED

Rohutdusuajad nii uuritava aine kui ka vordlusaine(te) puhul.

Rohutdusuajad inertse ainega katsete puhul (kui need on tehtud).

TULEMUSTE TOOTLEMINE

Arvutatakse keskmised rohutdusuajad nii uuritava aine kui ka vordlusaine(te) kohta.

Arvutatakse keskmine rohutdusuaeg inertse ainega katsete puhul (kui need on tehtud ).

Moned niited tulemuste kohta on toodud tabelis 1.

Tabel 1

Niiteid tulemustest (%)

Aine (°)

Keskmine rohutdusuaeg
(ms) 1:1
tselluloosisegu puhul

Ammooniumdikromaat, kiillastunud vesilahus
Kaltsiumnitraat, kiillastunud vesilahus
Raud(INnitraat, kiillastunud vesilahus
Liitiumperkloraat, kiillastunud vesilahus
Magneesiumperkloraat, kiillastunud vesilahus
Nikkelnitraat, kiillastunud vesilahus
Limmastihape, 65 %

Perkloorhape, 50 %

Perkloorhape, 55 %

Kaaliumnitraat, 30 % vesilahus

Hobenitraat, kiillastunud vesilahus
Naatriumkloraat, 40 % vesilahus
Naatriumkloraat, 45 % vesilahus

Inertne aine

Vesi: tselluloos

20 800
6700
4133
1686
777
6250
4767 (9
121 ()
59

b) Kiillastunud lahused tuleks valmistada 20 °C juures.

©) Laboritevaheliste vordluskatsete keskmine vartus.

(
(
(
(

) Suurimat rdhku 2 070 kPa ei ole saavutatud.

%) Vt viide (1) URO transpordieeskirjade kohase klassifitseerimise kohta.
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3.1

3.2

PROTOKOLL

KATSEPROTOKOLL

Katseprotokoll peab sisaldama jargmist teavet:

— uuritud aine nimetus, koostis, puhtus jne,

— uuritava aine kontsentratsioon,

— tselluloosi kuivatusmenetlus,

— tselluloosi niiskusesisaldus,

— modtetulemused,

— inertse ainega tehtud katsete tulemused, kui need on olemas,

— arvutatud keskmised rohutdusuajad,

— voimalikud korvalekalded nimetatud meetodist ja nende pdhjused,

— kogu tdiendav teave voi markused, mis on vajalikud tulemuste tdlgendamiseks.

TULEMUSTE TOLGENDAMINE (1)
Katsetulemusi hinnatakse:
a) selle pohjal, kas uuritava aine ja tselluloosi segu siittib ise; ja

b) rohutdusule (690 kPa-lt 2 070 kPa-le) kulunud keskmise aja vordlemisel vordlusaine(te) korral selleks
kulunud ajaga.

Vedelikku kisitatakse oksiideerijana juhul, kui:
a) uuritava aine ja tselluloosi 1:1 segu (massi jirgi) siittib iseeneslikult; voi

b) uuritava aine ja tselluloosi 1:1 segu (massi jirgi) korral on keskmine rohutdusuaeg viiksem 65
massiprotsendilise limmastikhappe (vesilahus) ja tselluloosi 1:1 segu (massi jirgi) korral saadud
keskmisest rohutdusuajast vdi on sellega vdrdne.

Valepositiivse tulemuse véltimiseks tuleks tulemuste tdlgendamisel arvesse vdtta ka tulemusi, mis on
saadud aine katsetamisel koos inertse materjaliga.

VIITED

(1) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Manual of Tests and Criteria. 3. tiiendatud
viljaanne. URO viljaanne nr: ST/SG/AC.10/l/Rev. 3, 1999, Ik 342. Test O.2: Test for oxidizing liquids.

(1)  Vtviide 1, tulemuste tdlgendamine URO transpordieeskirjade kohaselt mitmeid vordlusaineid kasutades.
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Surveanum
(A) Surveanuma korpus (B) Purunevat membraani paigalhoidev kork (O) Siiiitekiiiinal
(D) Pehme tinatihend (E) Purunev membraan (F) Kilgharu
(G) Rohuanduri pea (H) Tihend () Isoleeritud elektrood
(K) Maandatud elektrood (L) Isolatsioon (M) Teraskoonus
(N) Tihendit deformeeriv soon
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Joonis 2

Tugiraam

21 i2

A-A
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Joonis 3

Siiiitesiisteem

(A) Siiiitespiraal (B) Isolatsioon (O) Elektroodid (D) Siiiitekiiiinal

Markus:  toodud kujunditest voib kasutada emba-kumba.
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1.1

1.2

B.1a. AGE SUUKAUDNE MURGISUS - KINDLA ANNUSE PROTSEDUUR

MEETOD

Kiesolev katsemeetod on samavddrne OECD TG 420-ga (2001).

SISSEJUHATUS

Traditsioonilised dgeda miirgisuse hindamise meetodid kasutavad loomade surma 13petamiskriteeriumina.
1984. aastal soovitas British Toxicology Society uut ldhenemist dgeda miirgisuse katsetamisele, mis phineb
aine manustamisel kindla annusemdairaga seeriana (1). See ldhenemine viltis loomade surma kasutamist
1dpetamiskriteeriumina ja tugines selle asemel selgete miirgisuse nihtude vaatlemisele iihel seeriast valitud
kindlal annusemdéral. Protseduur kiideti katsemeetodina heaks 1992. aastal Uhendkuningriigi (2) ja
rahvusvaheliste (3) in vivo valideerimiste pdhjal. Seejdrel hinnati kindla annuse protseduuri statistilisi
omadusi matemaatiliste mudelite abil mitmetes uuringutes (4)(5)(6). In vivo ja mudeluuringud on tdestanud,
et protseduur on korratav, et selles kasutatakse vihe loomi ja et see pShjustab viahem kannatusi kui
traditsioonilised meetodid ning et selle abil saab klassifitseerida ained sarnaselt muude dgeda miirgisuse
katsemeetoditega.

Juhised antud eesmirgi saavutamiseks kdige sobivama katsemeetodi valimiseks voib leida dgeda suukaudse
miirgisuse katsete juhisdokumendist (“Guidance Document on Acute Oral Toxicity Testing” (8)). Nimetatud
juhisdokument sisaldab samuti tdiendavat teavet B.1a katsemeetodi kasutamise ja tdlgendamise kohta.

Meetodi phimdte on, et pdhiuuringus kasutatakse tiksnes moddukalt miirgiseid annuseid ja et tdendoliselt
surmavate annuste manustamist tuleks viltida. Samuti ei tohiks manustada annuseid, mis teatavasti
pohjustavad miérkimisvddrset valu voi kannatusi soobivate voi tdsiselt drritavate mojude tdttu. Suremas
loomad voi loomad, kes ilmselt on valus voi kellel on tugeva ja kestva kannatuse tunnused, surmatakse
humaanselt ning need vdetakse arvesse katsetulemuste tdlgendamisel samamoodi nagu loomi, kes surid
katse kaigus. Eraldi juhisdokumendis (8) on esitatud kriteeriumid, mille pohjal tehakse otsus suremas voi
raskelt kannatavate loomade surmamiseks, ja juhised prognoositava voi dhvardava surma
kindlakstegemiseks.

Meetod annab teavet ohtlike omaduste kohta ning voimaldab reastada ja klassifitseerida ainet dgedat
miirgisust pohjustavate kemikaalide klassifitseerimiseks vastavalt globaalselt harmoneeritud siisteemile
(Globally Harmonised System (GHS) for the classification of chemicals which cause acute toxicity (9)).

Katselaboratoorium vdtab arvesse kogu katseaine kohta kittesaadava teabe enne uuringu tegemist. Selline
teave sisaldab aine nimetust ja keemilist struktuuri; selle fiiisikalis-keemilisi omadusi; muude ainega in vitro
voi in vivo tehtud miirgisuskatsete tulemusi; struktuurilt sarnaste ainete toksikoloogilisi andmeid ja aine
eeldatavat otstarvet. Selline teave on vajalik koikide asjaosaliste veenmiseks, et katse on tahtis inimeste
tervise kaitsmiseks, ja aitab valida sobivat lahteannust.

MOISTED

Age suukaudne miirgisus — viitab sellistele kahjulikele méjudele, mis ilmnevad pérast aine suukaudselt
manustamist {thekordse annuse voi seeriaviisiliste annustena 24 tunni jooksul.

Edasiliikkkunud surm - loom ei sure ega néi olevat suremas 48 tunni jooksul, kuid sureb hiljem, 14-péevase
jalgimisperioodi jooksul.

Annus - manustatava katseaine kogus. Annust viljendatakse katseaine massina katselooma massiithiku
kohta (nt mg/kg).

Ilmne miirgisus — iildine mdiste, mis kirjeldab katseaine manustamise jérel ilmnenud selgeid miirgisuse
tunnuseid (vt nditeks (3)). Suuruselt jargmine kindel annus voib pohjustada enamikul loomadest tdendoliselt
kas tugevat valu ja kestva tugeva kannatuse tunnuseid, surmaeelset seisundit (kriteeriumid on toodud
humaanseid 16petamiskriteeriume kisitlevas juhisdokumendis (8)) voi tdenioliselt surma.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.2

GHS - Globally Harmonised Classification System for Chemical Substances and Mixtures (keemiliste ainete
ja segude globaalselt harmoneeritud klassifitseerimissiisteem). Uhistegevus, milles osalevad OECD (inimeste
tervis ja keskkond), ohtlike ainete vedu kisitlev URO eksperdikomitee (fiiiisikalis-keemilised omadused) ja
ILO (ohtudest teavitamine) ning mida koordineerib kemikaalide mdistlikku haldamist kasitlev
organisatsioonidevaheline programm (IOMC).

Ahvardav surm - loom on suremas voi sureb tdendoliselt enne jirgmist kavandatud jilgimisperioodi.
Nrilistel voiksid sellisele seisundile viitavateks markideks olla krambid, kiilili magamine, loidus ja virin. (Vt
tiksikasjalikumaid andmeid humaanseid 13petamiskriteeriume kasitlevas juhisdokumendis (8)).

LD, (surmava annuse mediaan) — aine statistiliselt méiratletud ithekordne annus, mis tdenioliselt
pohjustab suukaudsel manustamisel surma 50 %-11loomadest. LD, véirtust viljendatakse katseaine massina
katselooma massiithiku kohta (mg/kg).

Piirannus - vastab katses kasutatavale maksimaalsele annusele (2 000 vdi 5 000 mg/kg).

Surmaeelne seisund — loomad, kes on suremas vdi kes ei suuda ellu jddda ravist hoolimata (vt
tiksikasjalikumaid andmeid humaanseid 16petamiskriteeriume kasitlevas juhisdokumendis (8)).

Ennustatav surm - selliste kliiniliste tunnuste olemasolu, mis viitavad sellele, et surm saabub teatud aja
moddumisel enne katse kavandatavat 16ppu, nditeks: suutmatus tarbida vett voi toitu. (vt tiksikasjalikumaid
andmeid humaanseid 1petamiskriteeriume kasitlevas juhisdokumendis (8)).

KATSEMEETODI POHIMOTE

Uhesooliste loomade rithmadele annustatakse katseainet jark-jargult 5, 50, 300 ja 2 000 mg/kg kindlate
annustena (erandkorras vdidakse kasutada 5 000 mg/kg kindlat lisaannust, vt punkt 1.6.2). Esialgne
annusemddr valitakse eelkatse pohjal annusena, mis eeldatavasti pohjustab moningaid miirgisuse nahte,
kuid ei pohjusta tdsiseid toksilisi mojusid voi suremust. Valu, kannatuse ja dhvardava surmaga seotud
kliinilisi tunnuseid ja tingimusi kirjeldatakse iiksikasjalikult OECD juhisdokumendis (8). Jargnevatele
loomarithmadele voib annustada kaitseaine suuremaid voi vdiksemaid kindlaid annuseid doose, soltuvalt
sellest, kas neil on olemas voi puuduvad margid miirgisuse voi suremuse kohta. Kdesolevat protseduuri
jatkatakse seni, kuni on kindlaks tehtud tdenioliselt miirgisust pohjustav annus voi surmajuhtum, voi kui
suurim annus ei avalda moju voi kui vdikseim annus pohjustab surma.

KATSEMEETODI KIRJELDUS

Loomaliikide valik

Eelistatud niriliste liik on rotid, kuigi voib kasutada ka niriliste teisi liike. Tavaliselt kasutatakse emasloomi
(7). Selle pohjuseks on, et tavapdraseid LD, katseid kasitlevad kirjandusiilevaated niitavad, et sugupoolte
tundlikkuses on vihe erinevusi, kuid neil juhtudel, kui erinevusi on tdheldatud, on emasloomad iildiselt veidi
tundlikumad (10). Kui struktuurselt sarnaste kemikaalide toksikoloogilisi voi toksikokineetilisi omadusi
kisitlevatest andmetest nahtub, et isasloomad on tdendoliselt tundlikumad, siis kasutatakse neid. Kui katse
sooritatakse isasloomadega, tuleks esitada piisav pohjendus.

Kasutatakse noorte tervete tiiskasvanud loomade enimkasutatavaid laboritiivesid. Emasloomad ei tohi olla
poeginud ega tiined. Iga loom peaks annustamise alustamisel olema 8-12 nddalat vana ning tema mass ei
tohiks erineda rohkem kui + 20 % varem annuse saanud loomade keskmisest massist.

Loomade pidamise ja toitmise tingimused

Loomade katseruumi temperatuur peaks olema 22 °C (¢ 3 °C). Kuigi suhteline niiskus peaks olema vihemalt
30 % ja soovitavalt mitte iile 70 %, vilja arvatud ruumi koristamise ajal, kui see peaks olema vahemikus
50-60 %. Valgustus peaks olema kunstlik, jirjestus on selline — 12 tundi valgust, 12 tundi pimedust.
Toitmisel vdib kasutada tavapirast labori toiduvalikut koos piiramatu hulga joogiveega. Loomad vdib
grupeerida puuridesse annuse pdhjal, kuid puuris olevate loomade arv ei tohiks takistada iga looma selget
jalgimist.
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1.4.3  Loomade ettevalmistamine

Loomad valitakse juhuvaliku teel, tdhistatakse individuaalse identifitseerimise voimaldamiseks ning hoitakse
oma puurides vdhemalt 5 pdeva enne annustamise alustamist, et vdimaldada neil kohaneda
laboritingimustega.

1.4.4 Annuste valmistamine

Uldiselt manustatakse katseaineid kasutatavate annuste vahemikus konstantses mahus nii, et muutub
annustatava valmistise kontsentratsioon. Kui uuritakse vedelat 10ppsaadust voi segu, voib lahjendamata
katseaine kasutamine, s.t konstantse kontsentratsiooni juures, olla siiski olulisem nimetatud aine hilisemal
riskianaliiiisil, ja see on monede reguleerivate asutuste ndue. Molemal juhul ei tohi manustamisel tiletada
annuse suurimat mahtu. Vedeliku suurim tthekordselt manustatav maht soltub katselooma suurusest.
Nariliste puhul ei tohiks maht tavaliselt tiletada 1 ml 100 g kehamassi kohta: vesilahuste puhul voib siiski
manustada 2 ml 100 g kehamassi kohta. Annuse valmistise koostamiseks on soovitav vdimaluse korral
kasutada vesilahust/suspensiooni/emulsiooni, tahtsuse jarjekorras oleks jarjestus
lahus/suspensioon/emulsioon 6lis (nt maisioli) ja seejarel muudel kandeainetel pdhinev lahus. Veest
erinevate kandeainete puhul peaks kandeaine toksikoloogilised omadused olema teada. Annused tuleb
valmistada ette natuke aega enne manustamist, vilja arvatud juhul, kui valmistise stabiilsus sellel
ajavahemikul, mil seda kasutatakse, on teada ja niib aktsepteeritav.

1.5 PROTSEDUUR

1.5.1 Annuste manustamine

Katseainet manustatakse ithekordse annusena s66gitoru kaudu vdi sobiva intubeerimise kaniiiili abil.
Erandkorras, kui iihekordne annus ei ole vdimalik, vdib annust manustada viiksemates osades kuni 24 tunni
jooksul.

Loomad peaksid enne doosi manustamist paastuma (nt rotte hoitakse séomata terve 66 ja hiiri 3—4 tundi,
iiksnes vesi on saadaval). Paastumise jirel loomi kaalutakse ja manustatakse katseaine. Pirast aine
manustamist voib hoida rotte soomata veel 3—-4 tundi ja hiiri 1-2 tundi. Kui annust manustatakse osadena
ajavahemiku jooksul, voib soltuvalt ajavahemiku pikkusest osutuda vajalikuks anda loomadele toitu ja vett.

1.5.2  Eelkatse

Eelkatse eesmirk on voimaldada valida pohiuuringu tarbeks sobiv ldhteannus. Katseainet manustatakse
tiksikutele loomadele jark-jargult lisas 1 toodud vooskeemide kohaselt. Eelkatse on 16petatud siis, kui saab
langetada otsuse pohikatse lihteannuse kohta (voi kui tuvastatakse surm madalaima kindla annuse puhul).

Eelkatse lihteannus valitakse kindlate annusméirade 5, 50, 300 ja 2 000 mg/kg hulgast annusena, mis
eeldatavasti pohjustab ilmset miirgisust, mis voimaluse korral pohineb sama kemikaali voi struktuurselt
sarnaste kemikaalidega sooritatud in vivo ja in vitro katsete andmetel. Sellise teabe puudumise korral on
lahteannuseks 300 mg/kg.

Iga looma korral on manustamiste vahel vaihemalt 24-tunnine vahemik. Koiki loomi jélgitakse vahemalt 14
pdeva.

Maksimaalset kindla annuse médra 5 000 mg/kg voidakse kasutada erandkorras voi siis, kui see on
pohjendatud konkreetsete normatiivsete vajadustega (vt lisa 3). Loomade heaolu pirast ei ole soositud
loomkatsete tegemisel GHS-kategooria 5 (2 000-5 000 mg/kg) annus ja seda tuleks kasutada iiksnes siis,
kui on eriti tdendoline, et sellise katse tulemustel on otsene tdhtsus inimeste ja loomade tervise voi
keskkonna kaitsmiseks.
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1.5.3.1

1.5.3.2

1.6

Juhul kui loom, kelle peal katsetati madalaimat kindla annuse maira (5 mg/kg), eelkatse kdigus sureb, on
tavapdraseks toiminguks uuringu peatamine ja aine klassifitseerimine GHS-kategooriasse 1 (nagu on
ndidatud lisas 1). Kui on siiski ndutav klassifitseerimise tdiendav kinnitamine, vdib teostada jargmise
valikulise lisaprotseduuri. Teisele loomale manustatakse annus 5 mg/kg. Kui teine loom sureb, siis kinnitab
see GHS- kategooriat 1 ja katse 1opetatakse kohe. Kui teine loom jddb ellu, siis manustatakse maksimaalselt
kolmele tiiendavale loomale annus 5 mg/kg. Kuna suremuse risk on korge, tuleb manustamist teha
konealustele loomadele iikshaaval, et tagada nende heaolu. Ajavahemik igale loomale annuse manustamise
vahel peab olema piisav selleks, et eelmine loom jdab tdendoliselt ellu. Kui teine loom sureb, 1opetatakse
viivitamata annustamine ja rohkematele loomadele doose ei manustata. Kuna teise surma juhtum
(olenemata uuritud loomade arvust katse 1dpetamise hetkel) kuulub tulemuse kategooriasse A (2 vdi enam
surma), jirgitakse 5 mg/kg fikseeritud annuse puhul lisas 2 toodud klassifitseerimisreeglit (kategooria 1, kui
on 2 voi enam surmajuhtumit, voi kategooria 2, kui on vaid 1 surmajuhtum). Lisaks sellele antakse lisas 4
juhiseid EL siisteemi kohase klassifitseerimise kohta enne uue GHS-i kasutuselevottu.

Pohiuuring

Loomade arv ja annusemddrad

Lihteannuse tasemel katsete tegemise jirel vdetavad meetmed on esitatud lisas 2 toodud vooskeemides. Uks
kolmest meetmest on ndutav; kas katse peatamine vdi sobiva ohuklassi méddramine, katse sooritamine
suurema kindla annusega voi vidiksema kindla annusega. Loomade kaitsmiseks ei kasutata pdhiuuringus
uuesti eelkatses surma pdhjustanud annusemdira (vt lisa 2). Kogemused on ndidanud, et kdige tdendolisem
tulemus laheannuse tasemel on see, et ainet on voimalik klassifitseerida ja tdiendavaid katseid ei ole vaja teha.

Igal uuritava annusemdira korral kasutatakse tavaliselt kokku viit ithest soost looma. Nende viie looma
hulka kuulub iiks loom eelkatsest, kellele manustati valitud annuseméirale vastav annus, ja veel neli looma
(v.a harvaesineval juhul, kui pShiuuringus kasutatav annusemdir ei sisaldunud eelkatses).

Annustamiste vaheline ajavahemik iga annusemiidra korral mairatakse kindlaks miirgisuse tunnuste
ilmnemise, kestuse ja dgeduse abil. Jirgmise annuse manustamist tuleb edasi liikata, kuni juba doosi saanud
loomade ellujigdmine on kindel. Vajaduse korral soovitatakse annustamiste vaheliseks ajaks jitta iga
annusemdaira puhul 3 vdi 4 pdeva, et vdimaldada jilgida viivitunud miirgisust. Ajavahemikku véib vajaduse
korral korrigeerida, nt ebaselge vastuse puhul.

Kui kasutatakse korgeimat kindlat annust 5 000 mg/kg, tuleks jirgida lisas 3 esitatud protseduuri (vt ka
punkt 1.6.2).

PiirkatsePiirkatset kasutatakse peamiselt olukordades, kus

eksperimentaatoril on teavet selle kohta, et katsematerjal ei ole tdenioliselt miirgine, s.t selle miirgisus iiletab
tiksnes normatiivseid piirannuseid. Teavet katsematerjali miirgisuse kohta voib saada sarnaseid uuritud
tthendeid voi segusid voi tooteid kisitlevatest teadmistest, vottes arvesse toksikoloogiliselt oluliste
koostisosade olemust ja protsendimdira. Sellistel juhtudel, kui on vihe teavet miirgisuse kohta voi see
puudub iildse voi mil katsematerjal on eeldatavasti miirgine, tuleks sooritada pohikatse.

Kiesoleva juhise kohase piirkatsena vdidakse tavalist protseduuri kasutades kasutada eelkatset, mille
lahteannus on 2 000 mg/kg (vdi erandkorras 5 000 mg/kg), mille jirel manustatakse veel neljale loomale
sama annus.

VAATLUSED

Loomi jilgitakse individuaalselt pdrast annustamist vihemalt esimese 30 minuti jooksul, perioodiliselt
esimese 24 tunni jooksul, erilist tdhelepanu pooratakse esimese 4 tunni jooksul ja seejirel iga paev, kokku
14 péeva jooksul, vilja arvatud juhul, kui need tuleb kdrvaldada uuringust ja surmata humaanselt loomade
heaolu pirast voi loomad leitakse surnuna. Vaatluse kestust ei tuleks siiski jdigalt maaratleda. See tuleks
kindlaks madrata toksiliste reaktsioonide, nende algushetke ja taastusperioodi pikkuse pdhjal ja seda voib
seega vajadusel pikendada. Miirgisuse ndhtude ilmumise ja kadumise aeg on téhtis, eriti siis, kui on tendents,
et miirgisusndhud vdivad ilmneda hilistumisega (11). Koik vaatlused registreeritakse siistemaatiliselt,
séilitades iga looma kohta eraldi andmed.
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Taiendavad vaatlused on vajalikud siis, kui loomadel on jdtkuvalt miirgisuse tunnused. Vaatlused peaksid
holmama muutusi nahal ja karvkattes, silmades ja limaskestades ning samuti muutusi hingamissiisteemis,
vereringes, autonoomses ja kesknérvisiisteemis ning somatomotoorses tegevuses ja kditumises. Tahelepanu
peaks olema suunatud virinate, krampide, siiljevooluse, kohulahtisuse, letargia, une ja kooma jalgimisele.
Arvesse tuleks votta humaansete 10petamiskriteeriumide juhisdokumendis esitatud pdhimdtteid ja
kriteeriume (8). Suremas olevad loomad voi loomad, kellel on tugev valu vdi tugeva kannatuse kestvad
tunnused, tuleks surmata humaanselt. Kui loomad surmatakse humaansel viisil vdi leitakse surnuna, tuleks
surmaaeg voimalikult tdpselt registreerida.

Kehamass

Iga looma mass tuleks méérata kindlaks veidi enne katseaine manustamist ja seejirel vahemalt kord nadalas.
Massi muutused tuleks arvutada ja protokollida. Katse 16pus ellujddnud loomad kaalutakse ja siis surmatakse
humaanselt.

Patoloogia

Koik katseloomad (kaasa arvatud need, kes surid katse kaigus voi korvaldatakse uuringust loomade heaolu
tagamiseks) lahatakse. Koik tildpatoloogilised muutused tuleks iga looma puhul protokollida. Esialgse
annustamise jirel 24 voi enam tundi elus piisinud loomade tildpatoloogiliste muutustega organeid voidakse
samuti uurida mikroskoopiliselt, kuna see voib anda kasulikku teavet.

TULEMUSED

Tulemused esitatakse iga iiksiku looma kohta. Lisaks sellele tuleb kdik andmed esitada kokkuvatlikult tabeli
kujul, ndidates dra iga katseriihma puhul osalevate loomade arvu, miirgisusnahtudega loomade arvu, katse
kéigus surnud vdi humaansetel pohjustel surmatud loomade arvu, iga looma surmaaja, toksiliste mojude ja
nende ajalise kulu kirjelduse ja poorduvuse ning lahangul tehtud leiud.

PROTOKOLL

KATSEPROTOKOLL

Katseprotokoll peab sisaldama vastavalt vajadusele jargmist teavet:
Katseaine:

— fuisikaline olek, puhtus ja vajaduse korral fuiisikalis-keemilised omadused (kaasa arvatud
isomeerumine),

— identifitseerimiseks vajalikud andmed, kaasa arvatud CASi number.
Kandeaine (vajadusel):

— kandeaine valiku pohjendus, kui see on veest erinev.

Katseloomad:

— kasutatud liigid/tiived,

— loomade mikrobioloogiline seisund, kui see on teada,

— loomade arv, vanus ja sugu (sh vajaduse korral pdhjendus isasloomade kasutamise kohta
emasloomade asemel),

— piritolu, pidamistingimused, toitumine jne.

Katsetingimused:

— katseaine valmistamise iiksikandmed, sh iiksikandmed manustatava aine fiiiisilise oleku kohta,
— katseaine manustamise iiksikasjad, sh annuste mahud ja annustamise aeg,

— {iksikasjalikud andmed toidu ja vee kvaliteedi kohta (sh sooda tiiiip/allikas, vee allikas),

— pohjendus ldhteannuse valikuks.
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Tulemused:

— tabelid iga looma (st loomad, kellel on miirgistustunnused, kaasa arvatud suremus, mdjude laad,
dgedus ja kestus) reageerimise andmete ja annusemdirade kohta,

— tabelid kehamassi ja kehamassi muutuste kohta,
— iga looma mass annustamispéeval, seejirel nddalaste intervallidega ja surma- voi surmamishetkel,
— surma kuupéev ja kellaaeg juhul, kui loom sureb enne kavandatud surmamist,
— iga looma korral miirgistusnahtude algusaeg ja nende voimalik taandumine,
— iga looma lahanguleiud ja histopatoloogilised leiud, kui need on olemas.
Tulemuste arutlus ja tdlgendamine.

Jareldused.
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LISA 3

KRITEERIUMID SELLISTE KATSEAINETE KLASSIFITSEERIMISE JAOKS, MILLE KORRAL
OODATAVAD LD;, VAARTUSED ULETAVAD 2 000 MG/KG JA MIDA EI OLE VAJA UURIDA

Ohukategooriat 5 kisitlevad kriteeriumid on ette ndhtud selliste katseainete identifitseerimiseks, mille korral on dgeda
miirgisuse oht suhteliselt madal, kuid mis teatud tingimustel voivad ohustada tundlikke populatsioone. Nimetatud
ainete LDy, -vddrtused on oodatavalt vahemikus 2 000-5 000 mg/kg suu- vdi nahakaudsel manustamisel voi
samavddrsete annustena muude manustamisviiside korral. Katseained voidakse klassifitseerida ohukategooriasse, mis
on mdiratletud tingimusega: 2 000 mg/kg < LD, < 5 000 mg/kg (GHS-kategooria 5), jargmistel juhtudel:

a) kui on suunatud nimetatud kategooriasse lisas 2 toodud mis tahes katsekava korral, mis pohineb
surmajuhtumitel.

b) kui on juba olemas usaldusvairsed tdendid, mis néitavad, et LD, vddrtus asub kategooriale 5 vastavas
vahemikus; v6i muud loomauuringud voi toksilised mojud inimestel osutavad sellele, et ainel on vahetu
tihtsus inimese tervisele.

¢) andmete ekstrapoleerimise, hindamise voi mootmise alusel, kui madramine ohtlikumasse kategooriasse
ei ole pohjendatud, ja

— usaldusviirse teabe olemasolul oluliste toksiliste mdjude kohta inimestele, voi

— kui tdheldatakse suremust suukaudse manustamisega katsetes kuni kategooriale 4 vastavate
vadrtusteni, voi

— kui ekspertarvamus kinnitab miirgisuse olulisi kliinilisi tunnuseid katsetamisel kuni kategooriale 4
vastavate vddrtusteni, vilja arvatud kohulahtisus, piloerektsioon voi hoolitsemata valimus, voi

— kui ekspertarvamus kinnitab usaldusvéirset teavet voimalike markimisvéirsete dgedate mojude
kohta muude loomauuringute pdhjal.

KATSETAMINE 2 000 MG/KG ULETAVATE ANNUSTEGA

Maksimaalset kindlat annust 5 000 mg/kg vdidakse kasutada erandkorras voi siis, kui see on pohjendatud
konkreetsete normatiivsete vajadustega. Tunnistades vajadust kaitsta loomade heaolu, ei kiideta katsetamist annustega
5 000 mgfkg heaks ja seda kasutatakse tiksnes siis, kui on suur téendosus selleks, et sellise katse tulemused oleks
otseselt seotud loomade voi inimeste tervise kaitsega (9).

Eeluuring

Lisas 1 esitatud jdrjestamist reguleerivate otsuste eeskirju laiendatakse annusemdira 5 000 mg/kg kohta. Seetdttu, kui
kasutatakse eeluuringus ldhteannusena 5 000 mg/kg, eeldab tulemus A (surm) teise looma korral katse tegemist
annusega 2 000 mg/kg; tulemused B ja C (ilmne miirgisus voi ei esine miirgisust) lubavad valida pohiuuringus
lahteannuseks 5 000 mg/kg. Analoogiliselt, kui lihteannusena kasutatakse 5 000 mg/kg erinevat annust, jitkatakse
katset kuni annuseni 5 000 mg/kg sellisel juhul, kui annusega 2 000 mg/kg on tulemus B voi C. Kui annusega
5000 mg/kg on tulemuseks A, on pdhiuuringus ldhteannuseks 2 000 mg/kg. Kui tulemuseks saadaks B ja C, on
pohiuuringus algdoosiks ldhteannuseks 5 000 mg/kg.

Pohiuuring

Lisas 2 esitatud jirjestamist reguleerivate otsuste eeskirju laiendatakse annusemdaira 5 000 mg/kg kohta. Seetdttu, kui
kasutatakse pShiuuringus lihteannusena 5 000 mg/kg, eeldab tulemus A (> 2 surma) teise rithmaga katse tegemist
annusega 2 000 mg/kg; tulemuste B (ilmne miirgisus ja/voi < 1 surm) voi C (ei esine miirgisust) puhul on tulemuseks
see, et ainet ei klassifitseerita vastavalt GHS-ile. Analoogiliselt, kui ldhteannusena kasutatakse 5 000 mg/kg erinevat
annust, jitkatakse katset kuni annuseni 5 000 mg/kg sellisel juhul, kui annusega 2 000 mg/kg on tulemus C. Kui
annusega 5 000 mg/kg on tulemuseks A, klassifitseeritakse aine GHS 5. kategooriasse. Tulemuste B v6i C puhul jaib
aine klassifitseerimata.
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1.1

“B.Jb AGE SUUKAUDNE MURGISUS - AGEDA MURGISUSASTME MEETOD

MEETOD

Kiesolev katsemeetod on samavdarne OECD TG 423-ga (2001).

SISSEJUHATUS

Kiesolevas katses sdtestatud dgeda miirgisusastme meetod (1) on astmeline meetod, mille igal etapil
kasutatakse 3 samast soost looma. Olenevalt loomade suremusest ja/voi sellest, kas loomad on suremas, on
katseaine dgeda miirgisuse hindamiseks vaja keskmiselt 2—4 etappi. Kdesolev protseduur on korratav, selles
kasutatakse vdga vahe loomi. Selle abil voidakse jdrjestada ained sarnaselt muudele dgeda miirgisuse
katsemeetoditele. Ageda miirgisusastme meetod pdhineb biomeetrilistel hindamistel (2)(3)(4)(5), kus
kasutatakse kindlaid annuseid, mis on iiksteisest piisavalt eraldatud aine klassifitseerimise eesmirgil ja ohu
hindamiseks. 1996. aastal vastuvdetud meetodit valideeriti ulatuslikult in vivo, vorreldes kirjandusest saadud
LD, védrtusi kisitlevaid andmeid nii riiklikul (6) kui ka rahvusvahelisel tasandil (7).

Juhised antud eesmargi saavutamiseks koige sobivama katsemeetodi valimiseks voib leida dgeda suukaudse
miirgisuse katseid kisitlevast (8) juhisdokumendist. Nimetatud juhisdokument sisaldab samuti tdiendavat
teavet B.Ib katsemeetodi labiviimise ja tdlgendamise kohta.

Katseaineid ei ole vaja manustada annustes, mis teadaolevalt pdhjustavad markimisvéirset valu ja kannatusi
soobiva voi tugeva drritava toimete tottu. Suremas olevad loomad ja loomad, kes kannatavad ilmselgelt valu
voi kellel ilmnevad tdsiste voi kestvate kannatuste tunnused, tuleks surmata humaanselt; need loomad
voetakse arvesse katsetulemuste tolgendamisel samamoodi nagu katse kaigus surnud loomi. Eraldi
juhisdokumendis (9) on esitatud kriteeriumid, mille alusel tehakse otsus suremas olevate voi tdsiselt
kannatavate loomade surmamise kohta, ning juhised prognoositava v6i dhvardava surma dratundmiseks.

Meetod kasutab ettemdiiratletud annuseid ja tulemused voimaldavad aineid jdrjestada ja klassifitseerida
vastavalt dgedat miirgisust pdhjustavate kemikaalide klassifitseerimist kasitlevale globaalselt harmoneeritud
stisteemile (10).

Pohimotteliselt ei ole meetod ette nihtud voimaldama arvutada tipset LD sy-annust, kuid voimaldab kindlaks
mdirata médratletud kokkupuutevahemikku, kus suremus on eeldatav, kuna kéesoleva katse pohipunkt on
endiselt see, et osa loomi sureb. Meetod voimaldab kindlaks maarata LD 5 -véirtuse iiksnes siis, kui vdhemalt
kaks annust pohjustavad suremuse, mis on 0 %-st suurem ja 100 %-st madalam . Tdnu ettemddratletud annuste
valikule séltumata katseainest, ja klassifitseerimise selgelt viljendatud seosele erinevas seisundis tiheldatud
loomade arvuga on laborite aruanded jirjepidevamad ja korratavamad.

Katselaboratoorium votab arvesse kogu katseaine kohta kittesaadava teabe enne uuringu tegemist. Selline
teave sisaldab aine nimetust ja keemilist struktuuri; selle firiisikalis-keemilisi omadusi; muude ainetega in vitro
voi in vivo tehtud miirgisuskatsete tulemusi; struktuurilt sarnaste ainete toksikoloogilisi andmeid ja aine
eeldatavat otstarvet. Selline teave on vajalik koikide asjaosaliste veenmiseks, et katse on tahtis inimeste tervise
kaitsmiseks, ja aitab valida sobivat ldhteannust.
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1.2.

1.3

MOISTED

Age suukaudne miirgisus - viitab sellistele kahjulikele m&judele, mis ilmnevad pérast ainet on suukaudselt
manustamist ithekordse annuse voi seeriaviisiliste annustena 24 tunni jooksul.

Edasilitkkunud surm — loom ei sure ega nii olevat suremas 48 tunni jooksul, kuid sureb hiljem, 14-pievase
jalgimisperioodi jooksul.

Annus — manustatava katseaine kogus. Annust viljendatakse katseaine massina katselooma massiithiku kohta
(nt mg/kg).

GHS - Globally Harmonised Classification System for Chemical Substances and Mixtures (keemiliste ainete
ja segude globaalselt harmoneeritud klassifitseerimissiisteem). Uhistegevus, milles osalevad OECD (inimeste
tervis ja keskkond), ohtlike ainete vedu kisitlev URO eksperdikomitee (fiiiisikalis-keemilised omadused) ja ILO
(ohtudest teavitamine) ning mida koordineerib kemikaalide mdistlikku haldamist kasitlev
organisatsioonidevaheline programm (IOMC).

Ahvardav surm - loom on suremas vdi sureb tdendoliselt enne jirgmist kavandatud jalgimisperioodi.
Nrilistel voiksid sellisele seisundile viitavateks markideks olla krambid, kiilili magamine, loidus ja virin (Vt
tiksikasjalikumaid andmeid humaanseid 16petamiskriteeriume kisitlevas juhisdokumendis (9)).

LD, (surmava suukaudse annuse mediaan) — aine statistiliselt médratletud ithekordne annus, mis
tdenioliselt pohjustab suukaudsel manustamisel surma 50 %-1 loomadest. LD, vdartust viljendatakse
katseaine massina katselooma massiiihiku kohta (mg/kg).

Piirannus — vastab katses kasutatavale maksimaalsele annusele (2 000 vdi 5 000 mg/kg).

Surmaeelne seisund — loomad, kes on suremas vdi kes ei suuda ellu jiida ravist hoolimata (vt
iiksikasjalikumaid andmeid humaanseid [5petamiskriteeriume kasitlevas juhisdokumendis (9)).

Ennustatav surm — selliste kliiniliste tunnuste olemasolu, mis viitavad sellele, et surm saabub teatud aja
moodumisel enne katse kavandatavat 16ppu; nditeks suutmatus tarbida vett voi toitu. (vt iiksikasjalikumaid
andmeid humaanseid [dpetamiskriteeriume kasitlevas juhisdokumendis (9)).

KATSE POHIMOTE

Tuginedes protseduurile, mille kohaselt kasutatakse igal etapil minimaalset arvu loomi, on katse pShimotteks
saada aine klassifitseerimiseks piisavalt teavet katseaine dgeda miirgisuse kohta. Ainet manustatakse
katseloomade rithmale suukaudselt {ihe kindlaksméddratud doosina. Ainet katsetatakse etapiviisiliselt, igal
etapil kasutatakse kolme iihest soost looma (tavaliselt emaslooma). Uhendiga seotud suremuse puudumine voi
esinemine loomadel, kellele iihel etapil annustati ainet, maérab kindlaks jargmise etapi, s.t:

— lisakatseid ei ole vaja,
— aine sama annus manustatakse kolmele tiiendavale loomale,

— ainet manustatakse vastavalt vahetult jirgmisele voi eclmisele annusemiidrale kolmele tdiendavale
loomale.

Katseprotseduuri iiksikasju on kirjeldatud lisas 1. Meetod voimaldab langetada otsuse seoses katseaine
klassifitseerimisega tihte miirgisuse kategooriasse, mis on madratletud kindlaksmédratud LD, piirvddrtuse
pohjal.
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1.4

1.4.1

1.4.2

1.4.3

1.4.4

1.5

MEETODI KIRJELDUS

Loomaliikide valik

Eelistatud ndriliste liik on rotid, kuigi vdib kasutada ka nariliste teisi liike. Tavaliselt kasutatakse emasloomi
(9). Selle pohjuseks on, et tavapdraseid LD, katseid kasitlevad kirjandusiilevaated nditavad, et sugupoolte
tundlikkuses on vihe erinevusi, kuid neil juhtudel, kui on erinevusi taheldatud, on emasloomad iildiselt veidi
tundlikumad (11). Kui struktuurselt sarnaste kemikaalide toksikoloogilisi vdi toksikokineetilisi omadusi
kisitlevatest andmetest nihtub, et isasloomad on tdenioliselt tundlikumad, siis kasutataks neid. Kui katse
viiakse ldbi isasloomadega, tuleks esitada piisav pohjendus.

Kasutatakse noorte tervete tdiskasvanud loomade enimkasutatavaid laboritiivesid. Emasloomad ei tohi olla
poeginud ega tiined. Iga loom peaks annustamise alustamisel olema 8-12 nidalat vana ning tema mass ei
tohiks erineda rohkem kui + 20 % varem annuse saanud loomade keskmisest massist.

Loomade pidamise ja toitmise tingimused

Loomade katseruumi temperatuur peaks olema 22 °C (£ 3 °C). Kuigi suhteline niiskus peaks olema vihemalt
30 % ja soovitavalt mitte iile 70 %, vilja arvatud ruumi koristamise aja, kui see peaks olema vahemikus
50-60 %. Valgustus peaks olema kunstlik, jarjestus on selline — 12 tundi valgust, 12 tundi pimedust. Toitmisel
voib kasutada tavapdrast labori toiduvalikut koos piiramatu hulga joogiveega. Loomad voib grupeerida
puuridesse annuse pdhjal, kuid puuris olevate loomade arv ei tohiks takistada iga looma selget jilgimist.

Loomade ettevalmistamine

Loomad valitakse juhuvaliku teel, tdhistatakse individuaalse identifitseerimise jaoks ning hoitakse oma
puurides vahemalt 5 pdeva enne annustamise alustamist, et vdimaldada neil kohaneda laboritingimustega.

Annuste valmistamine

Uldiselt manustatakse katseaineid kasutatavate annuste vahemikus konstantses mahus nii, et muutub
annustatava valmistise kontsentratsioon. Kui uuritakse vedelat 16ppsaadust voi segu, voib lahjendamata
katseaine kasutamine, s.t konstantse kontsentratsiooni juures, olla siiski olulisem nimetatud aine hilisemal
riskianaliitisil, ja see on monede reguleerivate asutuste ndue. Mdlemal juhul ei tohi iiletada manustamisel
annuste suurimat mahtu. Vedeliku suurim ithekordselt manustatav maht soltub katselooma suurusest.
Nariliste puhul ei tohiks maht tavaliselt iiletada 1 ml 100 g kehamassi kohta: vesilahuste puhul voib siiski
manustada 2 ml 100 g kehamassi kohta. Annuse valmistise koostamiseks on soovitav voimaluse korral
kasutada  vesilahust/suspensiooni/emulsiooni,  tihtsuse jdrjekorras  oleks jdrjestus  jirgmine
lahus/suspensioon/emulsioon o6lis (nt maisioli) ja seejarel muudel kandeainetel pohinev lahus. Veest erinevate
kandeainete puhul peaks kandeaine toksikoloogilised omadused olema teada. Annused tuleb valmistada ette
natuke aega enne manustamist, valja arvatud juhul, kui valmistise stabiilsus sellel ajavahemikul, mil seda
kasutatakse, on teada ja ndib aktsepteeritav.

PROTSEDUUR

Annuste manustamine

Katseainet manustatakse ithekordse annusena soogitoru kaudu voi sobiva intubeerimise kaniiiili abil.
Erandkorras, kui ithekordne annus ei ole vdimalik, annust manustada viiksemates osades kuni 24 tunni
jooksul.
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1.6

Loomad peaksid enne doosi manustamist paastuma (nt rotte hoitakse sbomata terve 66 ja hiiri 3-4 tundi,
iiksnes vesi on saadaval). Paastumise jdrel loomi kaalutakse ja katseainet manustatakse. Pdrast aine
manustamist voib hoida rotte soomata veel 3—4 tundi ja hiiri 1-2 tundi. Kui annust manustatakse osadena
ajavahemiku jooksul, voib soltuvalt ajavahemiku pikkusest osutuda vajalikuks anda loomadele toitu ja vett.

Loomade arv ja annuseméirad

Igal etapil kasutatakse kolme looma. Lihteannusena kasutatav annusemdir valitakse ks neljast kindlast
suurusest — 5, 50, 300 ja 2 000 mg/kehamassi kg. Lihteannuse mair peaks olema sellise véartusega, mis
kutsub suurima tdendosusega esile suremust mdnede loomade hulgas, kellele ainet manustati. Lisas 1 toodud
vooskeemid kirjeldavad protseduure, mida tuleks jargida iga ldhteannuse puhul. Lisaks sellele antakse lisas 4
juhiseid EL siisteemi kohase klassifitseerimise kohta enne uue GHS-i kasutuselevttu.

Kui olemasolev teave kinnitab, et suremus on ebatdendoline suurima algdoosi taseme juures (2 000 mg/kg
kehamassi kohta, tuleks 1bi viia piirkatse. Kui puudub teave uuritava aine kohta, soovitatakse loomade heaolu
tagamiseks kasutada algdoosina 300 mg/kg kehamassi kohta.

Katserithmadele annustamiste ajavahemik mairatakse kindlaks miirgisustunnuste algushetke, kestuse ja
raskuse abil. Jargmise annuse manustamist loomadele tuleb edasi litkkata hetkeni, kuni juba annuse saanud

Maksimaalset kindla annuse maira 5 000 mg/kg voidakse kasutada erandkorras ja ainult siis, kui see on
pohjendatud konkreetsete normatiivsete vajadustega (vt lisa 2). Loomade heaolu parast ei ole soositud
loomkatsete tegemisel GHS-kategooria 5 (2 000-5 000 mg/kg) annus ja seda tuleks kasutada tiksnes siis, kui
on eriti tdendoline, et sellise katse tulemustel on otsene tihtsus inimeste ja loomade tervise voi keskkonna
kaitsmisel.

Piirkatse

Piirkatset kasutatakse peamiselt olukordades, kus eksperimentaatoril on teavet selle kohta, et katsematerjal ei
ole toendoliselt miirgine, s.t selle miirgisus iiletab iiksnes normatiivseid piirannuseid. Teavet katsematerjali
miirgisuse kohta voib saada sarnaseid uuritud tthendeid, segusid voi tooteid ksitlevatest teadmistest, vottes
arvesse toksikoloogiliselt oluliste koostisosade olemust ja protsendimdira. Sellistel juhtudel, kui on vihe teavet
miirgisuse kohta voi see puudub iildse voi mil katsematerjal on eeldatavasti miirgine, tuleks sooritada
pohikatse.

Piirkatse voidakse teha tthel annusemadral (2 000 mg/kg kehamassi kohta) kuue loomaga (kolm looma igal
etapil). Erandkorras voib piirkatse teha tihel annusemadral (5 000 mg/kg) kolme loomaga (vt lisa 2). Kui esineb
katseainega seotud suremust, voib sooritada lisakatseid aste vorra madalama annusemairaga.

VAATLUSED

Loomi jalgitakse individuaalselt parast annustamist vihemalt esimese 30 minuti jooksul, perioodiliselt esimese
24 tunni jooksul, erilist tdhelepanu pooratakse esimese 4 tunni jooksul ja seejarel iga paev kokku 14 pdeva
jooksul, vilja arvatud juhul, kui loomad tuleb korvaldada uuringust ja surmata humaanselt loomade heaolu
pdrast voi kui nad leitakse surnuna. Vaatluse kestust ei tuleks siiski jaigalt méiratleda. See tuleks kindlaks
médrata toksiliste reaktsioonide, nende algushetke ja taastusperioodi pikkuse pdhjal ja seda voib seepdrast
vajadusel pikendada. Miirgisuse nahtude ilmumise ja kadumise aeg on tahtis, eriti siis, kui on tendents, et
miirgisusndhud voivad ilmneda hilistumisega (12). Koik vaatlused registreeritakse siistemaatiliselt, sailitades
iga looma kohta eraldi andmed.
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3.1

Taiendavad vaatlused on vajalikud siis, kui loomadel on jitkuvalt miirgisuse tunnused. Vaatlused peaksid
holmama muutusi nahal ja karvkattes, silmades ja limaskestades ning samuti muutusi hingamissiisteemis,
vereringes, autonoomses ja kesknarvisiisteemis ning somatomotoorses tegevuses ja kditumises. Tahelepanu
peaks olema suunatud virinate, krampide, siiljevooluse, kdhulahtisuse, letargia, une ja kooma jélgimisele.
Arvesse tuleks votta humaansete 16petamiskriteeriume kisitlevas juhisdokumendis (9) esitatud pdhimotteid
ja kriteeriume. Suremas olevad loomad voi loomad, kellel on tugev valu vi tugeva kannatuse kestvad
tunnused, tuleks surmata humaanselt. Kui loomad surmatakse humaansel viisil voi leitakse surnuna, tuleks
surmaaeg voimalikult tdpselt registreerida.

Kehamass

Iga looma mass tuleks madrata kindlaks veidi enne katseaine manustamist ja seejirel vihemalt kord nddalas.
Massi muutused tuleks arvutada ja protokollida. Katse 16pus ellujdinud loomad kaalutakse ja siis surmatakse
humaanselt.

Patoloogia

Koik katseloomad (kaasa arvatud need, kes surid katse kdigus voi kdrvaldatakse uuringust loomade heaolu
tagamiseks) lahatakse. Kdik iildpatoloogilised muutused tuleks iga looma puhul protokollida. Esialgse
annustamise jarel 24 voi enam tundi elus piisinud loomade iildpatoloogiliste muutustega organeid vdidakse
samuti uurida mikroskoopiliselt, kuna see voib anda kasulikku teavet.

TULEMUSED

Tulemused esitatakse iga iiksiku looma kohta. Lisaks sellele tuleb koik andmed esitada kokkuvotlikult tabeli
kujul, ndidates dra iga katserithma puhul osalevate loomade arvu, miirgisusnihtudega loomade arvu, katse
kiigus surnud voi humaansetel pohjustel surmatud loomade arvu, iga looma surmaaja, toksiliste mojude ja
nende ajalise kulu kirjelduse ja poorduvuse ning lahangul tehtud leiud.

PROTOKOLL

Katseprotokoll
Katseprotokoll peab sisaldama vastavalt vajadusele jirgmist teavet:
Katseaine:

— fuiisikaline olek, puhtus ja vajaduse korral fuiisikalis-keemilised omadused (kaasa arvatud
isomeerumine);

— identifitseerimiseks vajalikud andmed, kaasa arvatud CASi number.
Kandeaine (vajadusel):

— kandeaine valiku pdhjendus, kui see on veest erinev.

Katseloomad:

— kasutatud liigid/tiived,

— loomade mikrobioloogiline seisund, kui see on teada,

— loomade arv, vanus ja sugu (sh vajaduse korral pdhjendus isasloomade kasutamise kohta
emasloomade asemel),

— péritolu, pidamistingimused, toitumine jne.
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Katsetingimused:

— katseaine valmistamise iiksikasjad, sh iiksikasjad manustatava aine fuisilise oleku kohta,
— katseaine manustamise iiksikasjad, sh annuste mahud ja annustamise acg,

— {iksikasjalikud toidu ja vee kvaliteedi kohta (sh s66da tiitip/allikas, vee allikas),

— pdhjendus lihteannuse valikuks.

Tulemused:

— tabelid iga looma (st loomad, kellel on miirgisustunnused, kaasa arvatud suremus, mojude laad, dgedus
ja kestus) reageerimise andmete ja annusemdéidrade kohta,

— tabelid kehamassi ja kehamassi muutuste kohta,
— iga looma mass annustamispéeval, seejirel nddalaste intervallidega ja surma- vdi surmamishetkel,
— surma kuupéev ja kellaaeg juhul, kui loom sureb enne kavandatud surmamist,
— iga looma korral miirgisusndhtude algusaeg ja nende voimalik taandumine,
— iga looma lahanguleiud ja histopatoloogilised leiud, kui need on olemas.
Tulemuste arutlus ja tdlgendamine.

Jareldused.
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LISA 1

PROTSEDUUR, MIDA JARGITAKSE IGA LAHTEANNUSE PUHUL

ULDISED MARKUSED

Kdesolevas lisas toodud vastavad katsekavad selgitavad protseduuri, mida tuleb jirgida iga lihteannuse puhul.
— lisa 1 a: ldhteannus on 5 mg kg kehamassi kohta

— lisa 1 b: lahteannus on 50 mg kg kehamassi kohta

— lisa 1 c: lahteannus on 300 mg kg kehamassi kohta

— lisa 1 d: lahteannus on 2 000 mg kg kehamassi kohta

Humaanselt surmatud voi surnud loomade arvust soltuvalt toimitakse katseprotseduuris vastavalt nooltega naidatud
suunale.
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LISA 2

KLASSIFITSEERIMISRITEERIUMID SELLISTE KATSEAINETE KORRAL, MILLE OODATAVAD LD,
VAARTUSED ULETAVAD 2 000 MG/KG JA MIDA EI OLE VAJA TESTIDA

Ohukategooriat 5 kisitlevad kriteeriumid on ette ndhtud selliste katseainete identifitseerimiseks, mille korral on dgeda
miirgisuse oht suhteliselt madal, kuid mis teatud tingimustel voivad ohustada tundlikke populatsioone. Nimetatud
ainete korral on LDg-véddrtused oodatavalt vahemikus 2 000-5 000 mg/kg suu- v6i nahakaudsel manustamisel voi
samavddrsete annustena muude manustamisviiside puhul. Katseaine voidakse klassifitseerida ohukategooriasse, mis
on mddratletud tingimusega: 2 000 mg/kg < LD, < 5 000 mg/kg (GHS-kategooria 5), jargmistel juhtudel:

a) kui on suunatud nimetatud kategooriasse lisas 2 toodud katsete tegemise mis tahes katsekava poolt, mis
pohineb surmajuhtumitel.

b) kui on juba olemas usaldusvairsed tdendid, mis néitavad, et LD, vddrtus asub kategooriale 5 vastavas
vahemikus; v6i muud loomauuringud voi toksilised mojud inimestel osutavad sellele, et ainel on vahetu
tihtsus inimese tervisele.

¢) andmete ekstrapoleerimise, hindamise voi mootmise alusel, kui madramine ohtlikumasse kategooriasse
ei ole pohjendatud, ja

— usaldusviirse teabe olemasolul oluliste toksiliste mdjude kohta inimestele, voi

— kui tdheldatakse suremust suukaudse manustamisega katsetes kuni kategooriale 4 vastavate
vadrtusteni, voi

— kui ekspertarvamus kinnitab miirgisuse olulisi kliinilisi tunnuseid katsetamisel kuni kategooriale 4
vastavate vddrtusteni, vilja arvatud kohulahtisus, piloerektsioon voi hoolitsemata valimus, voi

— kui ekspertarvamus kinnitab usaldusvéirset teavet voimalike markimisvéirsete dgedate mojude
kohta muude loomauuringute pdhjal.

KATSETAMINE 2 000 MG/KG ULETAVATE ANNUSTEGA

Tunnistades vajadust kaitsta loomade heaolu, ei kiideta heaks loomkatsete tegemist kategooriale 5 vastavas vahemikus
(5 000 mg/kg annustega) ja seda kasutatakse tiksnes siis, kui on suur tdendosus selleks, et sellise katse tulemused oleks
otseselt seotud loomade v6i inimeste tervise kaitsega (10). Lisakatseid korgematel annusemadradel ei ole vaja teha.

Kui katse tegemine annusega 5 000 mg/kg on ndutav, vajatakse vaid iihte etappi (st kolme looma). Kui esimese annuse
saanud loom sureb, jatkatakse 2 000 mg/kg doosi manustamist vastavalt lisas 1 toodud vooskeemidele. Kui esimene
loom jaab ellu, manustatakse doosi ka kahele jargmisele loomale. Kui sureb vaid tiks kolmest loomast, siis iiletab LD 5,
vadrtus eeldatavalt 5 000 mg/kg. Kui mdlemad loomad surevad, jitkatakse manustamist annusega 2 000 mg/kg.
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LISA 3

KATSEMEETOD B.1 b: EU siisteemi kohased klassifitseerimisjuhised, mida kasutatakse iileminekuperioodil
kuni globaalselt harmoneeritud siisteemi (GHS) tiieliku rakendamiseni (viite (8) alusel)

T

5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 looma 3 looma 3 looma 3 looma
5 mgfkg 50 mgfkg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 looma 3 looma 3 looma 3 looma
A A l y A l '
Kategooria 1 Kategooria 2 Kategooria 3 Kategooria 4 Kategooria 5
GHS >0-5 >5-50 >50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
!J_;
3 2 1 0
A A A A 4 A 4 A 4 + + A 4 + +
LD/5/0 plirvédrtus 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 o
mg | kehamassi kg
A A A A 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 ¢ A 4
EUfkemikaalid Vedelad 25 200 2000 o)
pestitsiidid
11 | | | | | | | | |
EU tahked pestitsiidid 5 500 o0
11 | | | | | | | | |
URO vedelikud 5 50 500 [¢'s]
11 | | | | | | | | |
URO tahked ained 5 50 200 o0
11 | | | | | | | | |
Sveits 5 50 500 2000 | 5000 | 0
11 | | | | | | | | |
USA EPA crk o5 -
11 | | | | | | | | |
Jaapah PDSCA 30 300 ®
11 | | | | | | | | |
Kanada/WHMIS/US OSHA 50 500 o0
11 | | | | | | | | |
USA EPA pestitsiidid 50 500 5000 ©
11 | | | | | | | | |
USA CPSC 50 5000 o0
11 | | | | | | | | |
Kanada pestitsiidid 50 500 1000 2000 ©
- igal etapil kasutatakse 3 hest soost looma (tavaliselt emasloomad) - E;OHISd asl?&;;?:ﬁﬁlffmoneeritud klassifikatsioonisiisteem
- 0,1,2,3: Suremas olevate vii surnud loomade arv igal etapil (mg / chamassi kg
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LISA 3 (jitkub 1)

KATSEMEETOD B.1 b: EU siisteemi kohased klassifitseerimisjuhised, mida kasutatakse iileminekuperioodil
kuni globaalselt harmoneeritud siisteemi (GHS) tiieliku rakendamiseni (viite (8) alusel)

GHS

LD/5/0 piirvddrtus
mg [ kehamassi kg

EU/kemikaalid Vedelad

pestitsiidid

EU tahked pestitsiidid

URO vedelikud

URO tahked ained

Sveits

USA EPA crk

Jaapan PDSCA

Kanada/WHMIS{US OSHA

USA EPA pestitsiidid

USA CPSC

Kanada pestitsiidid

o>

5 mg/kg 50 mgfkg 300 mg/kg 2000 mg/kg

3 looma 3 looma » 3 looma 3 looma
5 mglkg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 looma 3 looma 3 looma 3 looma

o5 §

y A
Kategooria 1 Kategooria 2 Kategooria 3 Kategooria 4 Kategooria 5
>0-5 >5-50 >50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
I L
I I
3 (50 mgfkg) muud
3 2 1 0
v v L S Tl S S !
5 25 30 50 2060 300 500 1000 2000 2500 5000
A 4 v v v v A v ¢ v
25 200 2000
L1 | I I I I | I I I
S 500
L1 | | | | | | | | |
N 50 500
L1 | I I I I | I I I
S 50 200
L1 | | | | | | | | |
5 50 500 2000 | 5000 |
L1 | I I I I | I I I
25
L1 | | | | | | | | |
30 300
L1 | I I I I | I I I
50 500
L1 | | | | | | | | |
50 500 5000
L1 | I I I I | I I I
50 5000
L1 | | | | | | | | |

50

500

1000

2000

- igal etapil kasutatakse 3 iihest soost looma (tavaliselt emasloomad)
- 0,1,2,3: Suremas olevate v6i surnud loomade arv igal etapil

- o0: klassifitseerimata
- " esimesel etapil
- GHS: globaalselt harmoneeritud klassifikatsioonisiisteern (mg | kehamassi kg)
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LISA 3 (jatkub 2)
KATSEMEETOD B.1 b: EU siisteemi kohased klassifitseerimisjuhised, mida kasutatakse iileminekuperioodil
kuni globaalselt harmoneeritud siisteemi (GHS) tiieliku rakendamiseni (viite (8) alusel)
Smglkg  [¢ s0mglkg  [¢ 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 looma 3 looma < 3 looma 3 looma
5 mglkg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 looma 3 looma 3 looma 3 looma
l ﬁ A l '
Kategooria 1 Kategooria 2 Kategooria 3 Kategooria 4 Kategooria 5
GHS >0-5 >5-50 >50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
| e w— —
3* (50 mgfkg) muud 3" (300 mg/kg)|| muud | |
3 2 1 0
Y SR T T T T = S M :
LD/5/0  piirvartus 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 oo
mg | kehamassi kg
A A A 4 h 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 ¢ A 4
EU/kemikaalid Vedelad 25 200 2000 @0
pestitsiidid
1 I I I I I I I I I
EU tahked pestitsiidid 5 500 o0
I1 | | | | | | | | |
URO vedelikud 5 50 500 ©
1 I I I I I I I I I
URO tahked ained 5 50 200 ©
I1 | | | | | | | | |
Sveits 5 50 500 2000 | 5000 | ®
1 I I I I I I I I I
USA EPA crk 25 0
I1 | | | | | | | | |
Jaapan PDSCA 30 300 a0
1 I I I I I I I I I
Kanada/WHMIS{US OSHA 50 500 o)
I1 | | | | | | | | |
USA EPA pestitsiidid 50 500 5000 w0
1 I I I I I I I I I
USA CPSC 50 5000 w0
I1 | | | | | | | | |
Kanada pestitsiidid 50 500 1000 2000 ®

- igal etapil kasutatakse 3 ithest soost looma (tavaliselt emasloomad)
- 0,1,2,3: Suremas olevate voi surnud loomade arv igal etapil

- oo : klassifitseerimata
- * esimese] etapil

- GHS: globaalselt harmoneeritud klassifikatsioonisiisteem {mg | kehamassi kg)
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KATSEMEETOD B.1 b: EU siisteemi kohased klassifitseerimisjuhised, mida kasutatakse iileminekuperioodil
kuni globaalselt harmoneeritud siisteemi (GHS) tiieliku rakendamiseni (viite (8) alusel)

GHS

LD/5/0 piirvéirtus
mg [ kehamassi kg

EU/kemikaalid Vedelad

pestitsiidid

EU tahked pestitsiidid

URO vedelikud

URO tahked ained

Sveits

USA EPA crk

Jaapan PDSCA

Kanada/WHMIS/US OSHA

USA EPA pestitsiidid

USA CPSC

Kanada pestitsiidid

LISA 3 (jitkub 3)

Tte>

5mgkg  [¢ 50mgkg [¢ 300 mgkg [ 2000 mg/kg
3 looma 3 looma 3looma 3 looma
< <
5 mglkg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mgfkg
3 looma 3 looma 3 looma 3 looma
%ﬁg@%g@ JD gg o
Kategooria 1 Kategooria 2 Kategooria 3 Kategooria 4 Kategooria 5 0
>0-5 >5-50 >50-300 > 300-2000 > 2000 - 5000
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1.1

1.2

B.4. AGE MURGISUS: NAHAARRITUS/-SOOVITUS

MEETOD

Kiesolev katsemeetod on samavidarne OECD TG 404-ga (2002).

SISSEJUHATUS

Kéesoleva ajakohastatud meetodi ettevalmistamisel pooratakse eriliste tahelepanu voimalikele parandustele
seoses loomade heaoluga ja kogu olemasoleva katseainet kisitleva teabe hindamisele, et viltida
mittevajalikke katseid laboriloomadega. Kdesoleva meetodi hulka kuulub soovitus, et enne kirjeldatud, aine
soovitavust ja drritavust uuriva in vivo katse tegemist analiiiisitaks olemasolevate asjaomaste andmete
osakaalu. Kui saadaolevad andmed on ebapiisavad, saab neid tdiendada jirjestikuste katsete tegemise abil (1).
Katsete tegemise strateegia, mis on esitatud kiesoleva meetodi lisas, hdlmab valideeritud ja heakskiidetud
in vitro katsete sooritamist. Lisaks sellele soovitatakse vastavalt olukorrale, et in vivo algkatses kohaldatakse
looma suhtes kolme katselappi jarjestikku, mitte samaaegselt.

Nii moistlike teaduslike meetodite kui ka loomade heaolu huvides ei tehta in vivo katseid enne, kui on
hinnatud kogu kittesaadava katseaine voimalikku naha soovitamist/drritamist ksitleva teabe osakaalu.
Sellisteks andmeteks on tdendid varasematest inimeste ja/voi laboriloomadega tehtud uurimustest, tdendid
tihe v3i mitme struktuuriliselt samalaadse aine voi selliste ainete segude pShjustatud sddvituse ja drrituse
kohta, aine tugevale happesusele vdi leelisusele viitavad andmed (2)(3) ning valideeritud ja heakskiidetud in
vitro vdi ex vivo Katsete tulemused (4)(5)(5a). Kdesolev analiiiis peaks vihendama vajadust teha in vivo katseid
selliste ainete suhtes, mille nahasoovitavuse ja -drritavuse kohta on muudest uurimustest juba piisavalt
tdendeid saadud.

Eelistatud jarjestikuste katsete tegemise strateegia, mis holmab valideeritud ja heakskiidetud in vitro voi ex
vivo katsete sooritamist séovitavuse ja drritavuse kohta, on esitatud kiesoleva meetodi lisas. Strateegia to6tati
vilja OECD seminaril (6), millest osavdtjad seda ithehailselt soovitasid, ja see kiideti heaks soovitusliku
katsestrateegiana keemiliste ainete klassifitseerimist kisitlevas globaalselt harmoneeritud siisteemis (GHS)
(7). Soovitatakse, et nimetatud katsestrateegiat kasutataks enne in vivo katsete tegemist. Uute ainete
katsetamisel on soovitav etapiviisiline katsete tegemine teaduslikult usaldatavate andmete tootmiseks aine
soovitavuse ja drritatavuse kohta. Olemasolevate ainete puhul, mille nahasodvitavuse ja -drritavuse kohta ei
ole piisavalt andmeid, tuleks strateegiat kasutada puuduvate andmete hankimiseks. Kui otsustatakse
kasutada muud katsetamisstrateegiat voi menetlust voi mitte kasutada etapiviisilist katsete tegemist, siis
tuleks seda otsust pohjendada.

Kui so6vitavust voi drritavust ei saa kindlaks médrata jdrjestikuste katsete tegemise strateegia kohaselt
osakaalu analiiiisimise abil, tuleks kaaluda in vivo katset (vt lisa).

MOISTED
Nahairritus — poorduva nahakahjustuse tekkimine kuni neli tunni jooksul pérast katseaine manustamist.

Nahas6ovitus — poordumatu nahakahjustuse, s.t nihtava marrasknahast parisnahani ulatuva nekroosi
tekkimine kuni nelja tunni jooksul pdrast katseaine manustamist. Tiiipilised so6vitusreaktsioonid on
haavandid, verejooks, verised kirnad ning 14-péevase jilgimisperioodi 16pus naha heledaks muutumise
tottu varvimuutus, tdielik karvakadu ja armid. Kissitavate kahjustuste hindamiseks tuleks kaaluda
histopatoloogiat.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.1

1.4.1.2

1413

1.4.2

1.4.2.1

KATSEMEETODI POHIMOTE

Uuritavat ainet manustatakse tthekordse annusena katselooma nahale, katselooma to6tlemata kehapinnad
toimivad kontrollina. Arritavuse/sddvitavuse astet konstateeritakse ja mirgitakse tdpsustatud intervallid
ning seda astet kirjeldatakse mojude hindamise tdiendamiseks. Uurimus kestab niikaua, et vaadeldud mojude
poorduvust voi podrdumatust saaks hinnata.

Loomad, kellel on jatkuvalt tugeva stressi ja/voi valu tunnused igal katseetapil, tuleks humaanselt tappa ja
seda voetakse aine hindamisel arvesse. Suremas olevate ja tugevalt kannatavate loomade humaanse tapmise
kriteeriumid on toodud viites (8).

KATSEMEETODI KIRJELDUS

In vivo katse ettevalmistamine
Loomaliikide valik

Eelistatud laboriloom on albiinokiiiilik, kasutatakse terveid noori tiiskasvanud kiitilikuid. Muude liikide
kasutamist tuleks pohjendada.

Loomade ettevalmistamine

Ligikaudu 24 tunni jooksul enne katset 13igatakse loomade seljaosa karvad lithikeseks. Tuleks viltida naha
marrastamist ning kasutama peaks iiksnes terveid, terve nahaga loomi.

Monedel kiiiiliku liinidel esineb tihedaid karvalaike, mis on silmatorkavamad teatavatel aastaaegadel.
Selliseid tiheda karvastikuga kehapindasid ei tohiks kasutada katsetamise kohana.

Loomade pidamise ja toitmise tingimused

Loomi hoitakse eraldi puurides. Loomade katseruumi temperatuur kiiiilikutel peaks olema 20 °C (x 3 °C).
Kuigi suhteline niiskus peaks olema vihemalt 30 % ja soovitavalt mitte iile 70 %, valja arvatud ruumi
puhastamise ajal, mil see on 50-60 %. Valgustus peaks olema kunstlik, jarjestus on selline — 12 tundi valgust,
12 tundi pimedust. Toitmisel voib kasutada tavapdrast labori toiduvalikut koos piiramatu hulga joogiveega.

Katsemenetlus
Katseaine manustamine

Katseainet tuleks panna viikesele nahapinnale (ligikaudu 6 cm?) ja see kaetakse marlilapiga, mis kinnitatakse
nahka mittedrritava teibiga. Kui ainet ei ole voimalik otse peale kanda (nt vedelikud voi moned pastad),
kantakse katseaine esmalt marlilapile, mis secjdrel asetatakse nahale. Lappi hoitakse drnalt vastu nahka
sobiva, pooltihke sideme abil kogu mdjuaja. Kui katseaine kantakse lapile, tuleks see lapp kinnitada nahale
selliselt, et aine puutuks nahaga hasti kokku ja leviks nahal tihtlaselt. Tuleks tokestada looma ligipadsu lapile
ja katseaine allaneelamist voi sissehingamist.

Vedalaid katseaineid kasutatakse iildiselt lahjendamata kujul. Tehes katseid tahkete ainetega (mida voib
vajadusel pulbristada), tuleks katseainet niisutada viikese koguse veega (vOi vajadusel muu sobiva
kandeainega), et tagada hea kokkupuude nahaga. Kui kasutatakse muid kandeaineid kui vesi, on kandeaine
voimalik moju katseaine pohjustatud nahairritusele minimaalne voi olematu.

Madjuaja 16pus, mis kestab tavaliselt neli tundi, allesjaanud katseaine eemaldatakse voimaluse korral vee voi
sobiva lahustiga, muutmata marrasknaha olemasolevat reaktsiooni vdi puutumatust.
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1.4.2.2

1.4.2.3

1.4.2.4

1.4.2.5

Annusmddr
Uuritavale pinnale kantakse 0,5 ml vedelat voi 0,5 g tahket ainet voi pastat.
Algkatse (iihe loomaga in vivo nahadrrituvus/-soovitavuskatse)

On eriti soovitav, et algselt tehtaks in vivo katse {ihe loomaga, eriti juhul, kui aine voib tdenioliselt olla
soovitav. See on kooskdlas jarjestikuste katsete tegemise strateegiaga (vt lisa 1).

Kui osakaalu analiiiisi pohjal on tdendatud, et aine on sdovitav, ei ole vaja loomadega katseid jétkata.
Enamike vdimalike so6vitavate ainete puhul ei ole tavaliselt tdiendava in vivo katse tegemine vajalik. Juhul,
kui lisateavet peetakse vajalikuks puudulike tdendite tottu, voidakse sooritada piiratud loomkatse, kasutades
jargmist ldhenemist: Loomale pannakse iiksteise jarel kuni kolm katselappi. Esimene lapp eemaldatakse
kolme minuti pérast. Kui ei tdheldata tdsist nahareaktsiooni, asetatakse teine lapp ja eemaldatakse tunni aja
pdrast. Kui vaatlus antud etapil viitab sellele, et mojutamist vdib humaanselt pikendada nelja tunnini,
pannakse peale kolmas lapp ja see eemaldatakse nelja tunni parast, misjirel reaktsiooni hinnatakse.

Kui soobivat mdju vaadeldakse parast kolme jarjestikust mojutamist, [petatakse katse kohe. Kui soobivat
mdju ei vaadelda pérast viimase lapi eemaldamist, jdlgitakse looma 14 pdeva jooksul, vélja arvatud juhul,
kui s66vitus ei teki varem.

Kui katseaine ei tekita soovitust, kuid voib olla érritav, asetatakse iiks lapp ithele loomale neljaks tunniks.
Kinnitav katse (in vivo nahadrritust ksitlev katse taiendavate loomadega)

Kui soovitavat toimet ei ole algkatses jélgitud, tuleks drritavat voi negatiivset reaktsiooni kinnitada kahe muu
looma kasutamise abil neljatunnisel mdjuperioodil. Kui algkatses on jélgitud érritavat moju, tuleks seejdrel
sooritada kinnitav katse voi mojutada kahte muud looma samaaegselt. Erandkorras, kui algkatset ei ole
tehtud, voib kahele voi kolmele loomale asetada iihe lapi, mis eemaldatakse nelja tunni parast. Kui
kasutatakse kahte looma, ei ole vaja lisakatset teha, kui molematel esineb sama reaktsioon. Muul juhul
tehakse katse ka kolmanda loomaga. Ebaselgeid reaktsioone on vaja hinnata, tehes katseid muude
loomadega.

Jalgimisperiood

Jalgitakse seni, kuni on voimalik tdielikult hinnata vaadeldud mojude poorduvust. Katse tuleks 1opetada igal
juhul siis, kui loomal on jitkuvalt tugeva valu voi stressi tunnused. Mdjude poorduvuse
kindlaksmaaramiseks tuleks jdlgida loomi kuni 14 pdeva pirast lapi eemaldamist. Kui poorduvus ilmneb
enne 14 pdeva moodumist, tuleks katse 1opetada sel ajal.
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1.4.2.6

2.1

2.2

Kliinilised vaatlused ja naha reaktsioonide hindamine

Kaikidel loomadel uuritakse nahapunetuse ja turse nahte, reaktsioone hinnatakse 60 minuti parast, seejérel
24, 48ja 72 tundi pérast lapi eemaldamist. Uhe loomaga algkatses uuritakse uuritavat pinda samuti vahetult
parast lapi eemaldamist. Nahareaktsioone hinnatakse ja registreeritakse vastavalt allpool tabelis toodud
hinnetele. Kui nahal on kahjustus, mida ei suudeta tuvastada drrituse voi s6ovitusena 72 tunni jooksul, voib
vaja minna jilgida kuni 14. pdevani, et kindlaks mairata mojude po6rduvus. Lisaks drrituse jalgimisele tuleks
tdielikult kirjeldada ja registreerida koik paiksed toksilised mojud nagu naha rasva lahustumine ja mis tahes
organismi kahjulikud mojud (nt m&jud miirgisuse kliinilistele tunnustele ja kehakaalule). Ebaselgete
reaktsioonide selgitamiseks tuleks teha histopatoloogiline uurimine.

Naha reaktsioonide hindamine on tingimata subjektiivne. Naha reaktsiooni hindamise iihtlustamiseks ning
katselaboratooriumide ning jalgivate vdi tolgendavate isikute abistamiseks on vaja vaatlusi tegevatel isikutel
piisavalt tundma dppida kasutatavat hindamissiisteemi (vt tabel allpool). Illustreeritud juhis nahaérrituse voi
muude kahjustuste hindamiseks voib olla abiks (9).

TULEMUSED

TULEMUSTE ESITAMINE

Uurimuse tulemused esitatakse tabeli kujul 16plikus katsearuandes ja peaks holmama koiki punktis 1.3
nimetatud asju.

TULEMUSTE HINDAMINE

Nahairrituse madramisi tuleks hinnata vastavalt kahjustuse laadile ja raskusele ning nende poorduvusele voi
poordumatusele. Uksikud mairamised ei esinda aine 4rritavate omaduste absoluutset taset, kuna samuti
hinnatakse katseaine muid mojusid. Selle asemel tuleks vaadelda kontrollvdartustena tiksikuid maaramisi,
mis vajavad hindamist koos kdikide muude uurimuses tehtud vaatlustega.

Nahakahjustuste poorduvust tuleb votta arvesse drritusreaktsioonide hindamisel. Kui sellised reaktsioonid
nagu alopeetsia (piiratud pinnal), liigsarvestus, hiiperplaasia ja kestendus jitkuvad 14-pievase
jalgimisperioodi 16pus, tuleks kidsitada katseainet naha arritajana.
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3. PROTOKOLL

3.1 KATSEPROTOKOLL
Katsearuanne peab holmama jargmist teavet:

Pohjendus in vivo katse tegemiseks: olemasolevate katseandmete, sh jirjestikuste katsete tegemise strateegia
pohjal saadud tulemuste osakaalu analiiiis:

— varasematest katsetest saadud asjaomaste andmete kirjeldus,
— Xkatsestrateegia igal etapil saadud andmed,
— invitro katsete kirjeldus, sh menetluste iiksikasjad, katse-/vordlusainetest saadud tulemused,
— osakaalu analiiiis in vivo uurimuse sooritamiseks.
Katseaine:
— tunnusandmed (nt CASi number; algupéra; puhtus; tuntud lisandid; partii number),
— fiiiisikaline laad ja fitsikalis-keemilised omadused (nt pH, lenduvus, lahustuvus, stabiilsus),
— kui tegu on seguga, selle koostis ja koostisosade suhtelised protsendimairad.
Kandeaine:
— nimetus, kontsentratsioon (vajaduse korral), kasutatud kogus,
— kandeaine valiku pohjendamine.
Katseloomad:
— kasutatud liigid/liin, pShjendus muude loomade kui albiinokiiiilikute kasutamiseks,
— igast soost loomade arv,
— tiksikute loomade kaalud katse alguses ja lopus,
— vanus katse alguses,
— piritolu, elamistingimused, toitumine jne.
Katsetingimused:
— lapi asetuskoha ettevalmistamine,
— {iiksikandmed lapi materjali kohta ning asetustehnika,
— katseaine ettevalmistust, pealekandmist ja eemaldamist kasitlevad iiksikasjad.
Tulemused:
— iga looma drritus-[s66vitusreaktsioonide méddramised igal modtmiskorral tabeli kujul,
— koikide taheldatud kahjustuste kirjeldused,

— tiheldatud drrituse voi soovituse laadi ja astme jutustav kirjeldus ja voimalikud
histopatoloogilised leiud,

— muude kahjulike paiksete (nt naha rasva lahustumine) ning nahairritusele ja -s6ovitusele
lisaks kogu organismile suunatud mojude kirjeldus.

Tulemuste arutelu.



13/34. kd

Euroopa Liidu Teataja

639

VIITED

ey

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

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

Worth, A.P., Fentem, J.H., Balls, M., Botham, P.A., Curren, R.D., Earl, LK., Esdaile, D.J., Liebsch, M.
(1998) Evaluation of the proposed OECD Testing Strategy for skin corrosion. ATLA 26, 709-720.

ECETOC (1990) Monograph No. 15, “Skin Irritation”, European Chemical Industry, Ecology and
Toxicology Centre, Brussels.

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

Testing Method B.40 Skin Corrosion.

OECD (1996) OECD Test Guidelines Programme: Final Report of the OECD Workshop on
Harmonization of Validation and Acceptance Criteria for Alternative Toxicological Test Methods. Held
in Solna, Sweden, 22-24 January 1996 (http://wwwl.oecd.org/ehs|test/background.htm).

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

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

EPA (1990). Adas of Dermal Lesions, (20T-2004). United States Environmental Protection Agency,
Office of Pesticides and Toxic Substances, Washington, DC, August 1990. [Saadaval taotluse korral
OECD sekretariaadist].



640 Euroopa Liidu Teataja 13/34. kd

TABEL 1: NAHA REAKTSIOONIDE MA ARAMINE

Nahapunetuse ja kooriku tekkimine

NAhAPUNELUSE €1 ESINME  +.vuueteiii et ittt ettt ettt ettt ettt e ettt e e e e e e eate e eentaeeeenan 0
Viga kerge nahapunetus (VAEVUIMATZATAV)  ..oeeeveertiiinneeeeeeiiiiiii e e e e ettt e e e e et ettt e e e eeeeeannii e eeas 1
Selgesti NAhtay NANAPUNETUS .eevvvviiieeeiiiiiiiii ettt e e et et eeeeeeeaaeaas 2
Moddukas kuni t3sine NANAPUNELUS ..evvvvuiinieiiiiiiiitiiie ettt e e 3
Tdsine nahapunetus (tugev punetus) — kooriku tekkimine, mis takistab nahapunetusele punktide andmist ...... 4

Suurim voimalik punktide arv: 4

Turse tekkimine

TUTSEE €1 ESIME L..eeiviiteiiiie et 0
Viga kerge turse (VAGVUIMATZAAY) .....ouvuuuuniiiiiiiiiiiiieeee ettt e e e et e e et e e e e e e e 1
Kerge turse (nahapinna servad on kindlalt tilleval) ...t 2
Moddukas turse (ligikaudu 1 mm Gileval) .......oooiiiiiiiiiiiiii 3
Tugev turse (enam kui 1 mm iileval ja levinud ainega mojutatud alast kaugemale) ...........ccoeeeeiiiiiiniinnnnee. 4

Suurim voimalik punktide arv: 4

Ebaselgete reaktsioonide selgitamiseks tuleks teha histopatoloogiline uuring.
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LISA

Nahairritavuse ja -soovitavuse kohta jirjestikuste katsete tegemise strateegia

ULDKAALUTLUSED

Maistlike teaduslike meetodite ja loomade heaolu huvides on oluline viltida loomade tarbetut kasutamist ja vahendada
selliste katsete tegemist, mis tdendoliselt tekitavad loomadel raskeid tagajirgi. Kogu teavet aine voimaliku
nahadrritavuse/-soovitavuse kohta tuleks hinnata enne in vivo katse tegemise kaalumist. Kui on juba olemas piisavalt
toendeid katseaine klassifitseerimiseks tema nahairritavuse voi -soovitavuse jargi, ei ole vaja sooritada katset
laboriloomadega. Seetdttu vihendaks osakaalu analiiiisi kasutamine ja jdrjestikuste katsete tegemise strateegia
vajadust in vivo katsete tegemise jirele, eriti siis, kui aine tdenéoliselt tekitab tdsiseid reaktsioone.

On soovitav, et kasutataks osakaalu analiiiis olemasoleva, nahadrritavust ja -soovitavust késitleva teabe hindamiseks,
et kindlaks madrata, kas sellise voime iseloomustamiseks tuleks teha lisauuringuid, v.a in vivo nahauuringud. Kui on
vaja teha tdiendavaid uuringuid, on soovitav, et asjaomaste katseandmete parandamiseks kasutataks jarjestikuste
katsete tegemise strateegiat. Ainete puhul, millega ei ole katseid tehtud, tuleks kasutada jarjestikuste katsete tegemise
strateegiat sellise andmekogumi parandamiseks, mida ldaheb vaja nahadrritavuse ja -soovitavuse hindamiseks.
Kiesolevas lisas kirjeldatud katsete tegemise strateegia tootati vlja OECD seminaril (1) ning see kinnitati ja seda
laiendati hiljem keemiliste ainete mdju inimeste tervisele ja keskkonnale kisitleva lihtsustatud integreeritud ohu
klassifitseerimise siisteemis, nagu see kiideti heaks kemikaalikomitee ja kemikaalitoorithma 28. thisistungil
1998. aasta novembris (2).

Kuigi kdesolev jarjestikuste katsete tegemise strateegia ei ole B.4 katsemeetodi lahutamatu osa, viljendab see soovitavat
ldhenemist nahadrritavuse ja -soovitavuse tunnuste kindlaksméddramisele. Nimetatud ldhenemine véljendab nii head
tava kui ka eetilist vordluspunkti in vivo katsete tegemiseks nahairritavuse ja -s66vitavuse kohta. Katsemeetod annab
juhiseid in vivo katse sooritamiseks ja esitab kokkuvotte teguritest, mida kisitletakse enne katse alustamist. Strateegia
on ldhenemine katseaine nahairritavus- ja -soovitavusomadusi kisitlevate olemasolevate andmete hindamisele ja
mitmetasandiline ldhenemine selliste asjaomaste andmete tekitamisele, mille suhtes on vaja teha tdiendavaid uuringuid
voi mille suhtes ei ole tehtud uuringuid. See soovitab samuti nahadrritavust ja -soovitavust ksitlevaid valideeritud ja
heakskiidetud in vitro voi ex vivo katsete sooritamist teatavatel asjaoludel.

HINDAMISTE JA KATSETE TEGEMISE STRATEEGIA KIRJELDUS

Enne katse sooritamist jarjestikuste katsete tegemise strateegia osana (joonis) tuleks hinnata kogu kittesaadavad teavet
in vivo nahauuringute tegemise vajaduse kindlaksmairamiseks. Kuigi tiksikute parameetrite hindamisel voib saada
mirkimisvairset teavet (nt darmine pH-vaartus), tuleks olemasolevat teavet tervikuna arvesse votta. Koiki konealuse
aine voi selle analoogide mojusid kisitlevate andmete hindamiseks tuleks teha otsus osakaalu kohta ja esitada selle
otsuse kohta pohjendus. Esmalt rohutatakse inimestelt ja loomadelt varem saadud ainet kisitlevaid andmeid ja seejérel
in vitro voi ex vivo katsete tulemusi. Soovitavaid aineid kasitlevaid in vivo katseid tuleks voimaluse korral viltida. Katsete
tegemise strateegias voetakse arvesse jargmisi tegureid:

Inimestelt ja loomadelt varem saadud andmete hindamine (etapp 1). Inimestelt varem saadud andmeid, nt kliinilised voi
tookeskkonna uuringud ning juhtumiaruanded, ja/voi loomadega tehtud katseid kasitlevaid andmeid, nt ithekordsete
voi korduvate naha vastuvotlikkust ksitlevate miirgisusuuringute tulemused, tuleks votta arvesse esmalt, kuna need
annavad sellist teavet, mis on vahetult seotud nahale mdjumisega. Tuntud 4rritavuse voi so0vitavusega ainetega ja
nendega, mis on selgelt mittes6ovitavad voi -drritavad, ei ole vaja in vivo katseid teha.
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Struktuur-aktiivsusanaliiiis (SAR) (etapp 2). Struktuuriliselt seotud ainetega tehtud katsete tulemusi tuleks voimaluse
korral arvesse votta. Kui struktuuriliselt samalaadsete ainete voi selliste ainete segude kohta on olemas piisavalt
inimestelt ja/voi loomadelt saadud andmeid, saame eeldada, et hinnatav katseaine pohjustab samu reaktsioone.
Sellistel juhtudel ei ole vaja katseainega katset teha. Negatiivsed tulemused struktuuriliselt samalaadsete ainete voi
selliste ainete segudega tehtud katsete kohta ei anna piisavalt tdendeid aine mittedrritavuse/mittesdovitavuse kohta
jarjestikuste katsete tegemise strateegia alusel. Valideeritud ja heakskiidetud struktuur-aktiivsusanaliiiisi abil tuleks
kindlaks teha nii nahas66vitus kui ka -drritus.

Fiiiisikalis-keemilised omadused ja keemiline reaktiivsus (etapp 3). Ained, mille ddrmine pH-vdirtus on niiteks < 2,0 ja
> 11,5, vdivad avaldada tdsist paikset moju. Kui ddrmine pH-vddrtus on aluseks aine nahadrritavuse
kindlakstegemisele, siis vOib samuti votta arvesse happe-[alusreservi (voi puhverdusvoimet) (3)(4). Kui
puhverdusvdime viitab sellele, et aine ei saa olla nahka arritav, siis tuleks selle kinnitamiseks teha lisakatse, soovitavalt
valideeritud ja heakskiidetud in vitro voi ex vivo katsete abil (vt etapid 5 ja 6).

Nahakaudne miirgisus (etapp 4). Kui kemikaal on tdestatult naha kaudu viga miirgine, ei ole otstarbekas teha in vivo
nahairritust ja -soovitust kasitlevat katset, kuna tavaparane katseaine kogus voib iiletada viga miirgist annust ning
pohjustada seetdttu loomade surma voi tdsiseid kannatusi. Lisaks sellele, kui on juba tehtud nahakaudset miirgisust
kasitlevaid katseid albiinokiiiilikutega kuni piirannusméérani 2 000 mg kg kehakaalu kohta voi rohkem ning ei ole
tuvastatud nahadrritust voi -so6vitust, ei ole vaja teha lisakatset nahairrituse ja -s66vituse kohta. Tarvis on meeles
pidada moned kaalutlused, kui hinnatakse varem sooritatud katsete tulemusi dgeda nahakaudse miirgisuse kohta.
Naiteks voib nahakahjustuste kohta antud teave olla puudulik. Katsetes ja vaatlustel voib kasutada muid liike kui kiitilik
ning liigid voivad oma reaktsioonide tundlikkuse poolest suuresti erineda. Samuti ei pruugi loomadel kasutatava
katseaine vorm olla sobiv nahairrituse/-sovituse hindamiseks (nt ainete lahjendamine nahakaudse miirgisuse kohta
katsete tegemiseks (5)). Juhtudel, mil histikavandatud ja nahakaudset miirgisust kisitlevad katsed on sooritatud
kiiiilikutega, vdidakse kisitada negatiivseid leide piisavate tdenditena selle kohta, et aine ei ole soovitav voi drritav.

In vitro voi ex vivo katsete tulemused (etapid 5 ja 6). Aineid, mis on ndidanud soovitavaid voi tugevalt drritavaid omadusi
valideeritud ja heakskiidetud in vitro voi ex vivo katses (6)(7), mis on kavandatud nimetatud konkreetsete mojude
hindamiseks, ei ole vaja katsetada loomade peal. Voib eeldada, et sellistel ainetel on sarnased tdsised mojud in vivo.

Invivo katse kiliilikutega (etapid 7 ja 8). Kui tuleks teha osakaaluanaliiiis in vivo katse sooritamise kohta, peaks see algama
eelkatsest iihte looma kasutades. Kui nimetatud katse tulemused viitavad aine sdovitavusele nahal, ei tohiks lisakatseid
teha. Kui soovitavat toimet ei ole algkatses jalgitud, tuleks arritavat voi negatiivset reaktsiooni kinnitada kahe muu
looma kasutamise abil neljatunnisel mojuperioodil. Kui algkatses on jalgitud arritavat moju, tuleks seejarel sooritada
kinnitav katse voi mojutades kahte muud looma samaaegselt.
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JOONIS

NAHAARRITUST/-SOOVITUST KASITLEVATE KATSETE JA HINDAMISE STRATEEGIA

Aktiivsus

Varasemad tulemused inimestelt voi loomadelt, mis
viitavad mojudele nahal voi limaskestadel

1

Puudub teave voi kittesaadav teave ei ole 16plik

1

Teha nahaséovitavuse ja -drritavuse  struktuur-

aktiivsusanaliiiis

4

Ennustusi ei sag teha vi on ennustused negatiivsed vi ei ole
loplikud

Mo6ta pH (vajadusel votta arvesse puhverdusvoimet)

1
2 <pH<11,5v3i pH < 2,0v3i = 11,5 (puhverdusviime on
viike voi puudub, kui see on oluline)

Hinnata nahakaudset siisteemset miirgisust(')

1

Selline teave puudub voi ei ole 1oplik

1

Teha nahasoovituse kindlakstegemiseks valideeritud ja
heakskiidetud in vitro v&i ex vivo katse

Aine ei ole so6biv

Teha nahadrrituse kindlakstegemiseks valideeritud ja
heakskiidetud in vitro v&i ex vivo katse

1

() Voidakse teha enne etappe 2 ja 3.

Leid

So66biv

Arritav

Eiole s66biv [ ei ole drritav

Ennustada naha rasket kahjustust

Ennustada nahairritust

pH< 2v6i< 11,5 (suur

puhverdusvdime, kui see on oluline)

Viga miirgine
Ei ole s66biv ega drritav, kui
katsetatakse kiitilikutel piirannust

2000 mg/kg kehakaalu kohta v&i
rohkem

Soovitusreaktsioon

Arritusreaktsioon

Jireldus

Apikaalne 13pp-punkt; peetakse
s66bivaks. Katseid ei ole vaja
teha.

Apikaalne I5pp-punkt; peetakse
drritavaks. Katseid ei ole vaja
teha.

Apikaalne I5pp-punkt; ei peeta
soobivaks ega drritavaks. On vaja
teha katseid.

Peetakse soobivaks, Katseid ei ole
vaja teha.

Peetakse drritavaks. Katseid ei ole
vaja teha.

Oletatakse, et on sd6biv. Katseid
ei ole vaja teha.

Lisakatseid ei ole vaja teha.

Oletatakse, et ei ole s66biv ega
arritav. Lisakatseid ei ole vaja
teha.

Oletatakse, et on sdobiv in vivo.
Lisakatseid ei ole vaja teha.

Peetakse soobivaks. Lisakatseid
ei ole vaja teha.
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Valideeritud in vitro v5i ex vivo katsemeetodid nahadrrituse
kindlakstegemiseks ei ole veel kttesaadavad vii aine ei ole
drritay

1

7 | Tehain vivo algkatse kitiilikutega, kasutades ithte looma

1

Tugevat kahjustust ei esine

8 | Tehakinnitav katse, kasutades iihte vdi kahte lisalooma

Tugev nahakahjustus

S66biv vEi drritav

Ei ole s66biv ega drritav

Peetakse séobivaks. Lisakatseid
ei ole vaja teha.

Peetakse séobivaks vi
irritavaks. Lisakatseid ei ole
vaja teha.

Peetakse mitteséobivaks voi
mittedrritavaks, Lisakatseid ei
ole vaja teha.
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1.1

1.2

B. 5. AGE MURGISUS: SILMADE ARRITUS/SOOVITUS

MEETOD

Kiesolev katsemeetod on samavdarne OECD TG 405-ga (2002).

SISSEJUHATUS

Kiesoleva ajakohastatud meetodi ettevalmistamisel pooratakse erilist tihelepanu voimalikele parandustele
seoses loomade heaoluga ja kogu olemasoleva katseainet kasitleva teabe hindamisele, et viltida
mittevajalikke katseid laboriloomadega. Kdesoleva meetodi hulka kuulub soovitus, et enne kirjeldatud,
silmade dgedat soovitust ja drritust uuriva in vivo katse tegemist analiiiisitaks olemasolevate asjaomaste
andmete osakaalu (1). Kui saadaolevad andmed on puudulikud, saab neid tiiendada jdrjestikuste katsete
tegemise abil (2)(3). Katsete tegemise strateegia, mis on esitatud kiesoleva meetodi lisas, hdlmab
valideeritud ja heakskiidetud in vitro katsete sooritamist. Lisaks sellele on soovitav enne in vivo silmade katse
tegemist teha silmade soovituse ennustamiseks in vivo nahadrrituse ja -s66vituse katse.

Nii moistlike teaduslike meetodite kui ka loomade heaolu huvides ei tehta in vivo katseid enne, kui on
hinnatud kogu kittesaadava, katseaine voimalikku silmade soovitamist/drritamist késitleva teabe osakaalu.
Sellisteks andmeteks on tdendid varasematest inimeste ja/voi laboriloomadega tehtud uuringutest, tdendid
ithe voi mitme struktuuriliselt samalaadse aine voi selliste ainete segude pdhjustatud séovituse ja drrituse
kohta, aine tugevale happesusele voi leelisusele viitavad andmed (4)(5) ning valideeritud ja heakskiidetud
in vitro voi ex vivo silmade sodvitust ja drritust uurivate katsete tulemused (6)(6a). Katsed voib teha enne
osakaalu analiiiisi voi selle tulemusena.

Teatavate ainete puhul voib selline analiiiis viidata vajadusele teha in vivo katseid aine vdimaliku silmade
soGvitavuse ja drrituvuse viljaselgitamiseks. Koikidel sellistel juhtudel on soovitav esmalt enne in vivo
silmade katse tegemist teha katse in vivo aine nahakaudsete mdjude viljaselgitamiseks ja hinnata tulemusi
vastavalt katsemeetodile B.4 (7). Osakaalu analiiiisi tegemine ja jirjestikuste katsete tegemise strateegia
vihendaksid vajadust in vivo aine vdimalikku silmade s6évitavust/drritavust uuriva katse tegemise jarele,
mille kohta on muudest katsetest saadud juba piisavalt tdendeid. Kui silmade s66vitavust voi drritavust ei
suudeta kindlaks médrata jirjestikuste katsete tegemise strateegiat kasutades, isegi pdrast in vivo
nahasoovitust ja -drritust uuriva katse tegemist, voib teha in vivo silmade soovitust/drritust uuriva katse.

Eelistatud jdrjestikuste katsete tegemise strateegia, mis hlmab valideeritud ja heakskiidetud in vitro voi ex
vivo katsete sooritamist soovitavuse ja drritavuse kohta, on esitatud kdesoleva meetodi lisas. Strateegia
tootati vilja OECD seminaril (8), millest osavotjad seda ithehdilselt soovitasid, ja see kiideti heaks
soovitusliku katsete tegemise strateegiana keemiliste ainete klassifitseerimist kisitlevas globaalselt
iihtlustatud siisteemis (GHS) (9). Soovitatakse, et nimetatud katsestrateegiat kasutataks enne in vivo katsete
tegemist. Uute ainete katsetamisel on soovitav etapiviisiline katsete tegemine teaduslikult usaldatavate
andmete tootmiseks aine so6vitavuse ja drritatavuse kohta. Olemasolevate ainete puhul, mille naha ja
silmade so6vitavuse ja -drritavuse kohta ei ole piisavalt andmeid, tuleks strateegiat kasutada puuduvate
andmete hankimiseks. Kui otsustatakse kasutada muud katsete tegemise strateegiat voi menetlust voi mitte
kasutada etapiviisilist katsete tegemist, siis tuleks seda otsust pdhjendada.

MOISTED

Silmade drritus — selliste muutuste tekkimine silmas parast seda, kui katseainet on manustatud silma
eespinnale, mis téielikult poorduvad 21 pdeva jooksul parast manustamist.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.1

1.4.1.2

1.4.1.3

1.4.2

1.4.2.1

1.4.2.2

Silmade soovitus — koekahjustuse tekkimine silmas voi tugev fiiisiline nagemislangus pérast seda, kui
katseainet on manustatud silma eespinnale, mis on tdielikult poordumatud 21 pdeva jooksul pérast aine
manustamist.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Uuritavat ainet manustatakse ithekordse annusena katselooma iihte silma, katselooma todtlemata silm
toimib kontrollina. Silmade arrituse[soovituse astet hinnatakse sidekesta, sarvkesta ja vikerkesta
kahjustustele punkte andes teatavate intervallide tagant. Muid mdjusid silmas ja kahjulikke siisteemseid
mojusid kirjeldatakse samuti selleks, et hinnata tdielikult mojusid. Katse kestab niikaua, et vaadeldud
mojude poodrduvust voi podrdumatust saaks hinnata.

Loomade, kellel on jitkuvalt tugeva stressi ja/voi valu tunnused igal katseetapil, tuleks humaanselt tappa
ja seda voetakse aine hindamisel arvesse. Suremas olevate ja tugevalt kannatavate loomade humaanse
tapmise kriteeriumid on toodud viites (10).

KATSEMEETODI KIRJELDUS

In vivo katse ettevalmistamine
Loomaliikide valik

Eelistatud laboriloom on albiinokiiiilik, kasutatakse terveid noori tiiskasvanud kiiiilikuid. Muude liikide
voi liinide kasutamist tuleks pohjendada.

Loomade ettevalmistamine

Kummagi katsesse valitud looma mdlemat silma uuritakse 24 tunni jooksul enne katse algust. Tuleks
kasutada loomi, kellel esineb silmade arritust, silmadefekte v6i varasemaid sarvkestakahjustusi.

Loomade pidamise ja toitmise tingimused

Loomi hoitakse eraldi puurides. Loomade katseruumi temperatuur kiiilikutel peaks olema 20 °C ( 3 °C).
Kuigi suhteline niiskus peaks olema vihemalt 30 % ja soovitavalt mitte iile 70 %, vilja arvatud ruumi
puhastamise ajal, mil see on 50-60 %. Valgustus peaks olema kunstlik, jdrjestus on selline — 12 tundi
valgust, 12 tundi pimedust.. Toitmisel voib kasutada tavapdrast labori toiduvalikut koos piiramatu hulga
joogiveega.

Katsemenetlus
Katseaine manustamine

Katseainet manustatakse iga looma iihe silma sidekestakotti, tdmmates alumist laugu 6rnalt silmamunast
eemale. Seejirel pigistatakse laud umbes iiheks sekundiks Ornalt kinni, et viltida aine silmast
viljavalgumist. Teine silm, mida ei t66delda, toimib kontrollina.

Loputamine

Katseloomade silmi ei tohiks pesta vihemalt 24 tundi parast katseaine manustamist, vilja arvatud tahked
ained (vt punkt 1.4.2.3.2) ja koheste soobivate voi drritavate mojude korral. 24 tunni pérast voib loputada,
kui seda peetakse vajalikuks.

Pesemise moju selgitamiseks ei soovitata kasutada loomade kontrollrithma, vilja arvatud juhul, kui see on
teaduslikult pohjendatud. Kui on vaja kontrollrithma, kasutatakse kahte kiiiilikut. Pesemise tingimused
tuleks hoolikalt dokumenteerida, nt pesemisaeg, pesemislahuse koostis ja temperatuur, pesemise kestus,
vedeliku kogus ja voolukiirus.
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1.4.2.3

1.4.23.1

1.4.2.3.2

14233

1.4.2.4

1.4.2.5

1.4.2.6

Annusmddr

Vedelike uurimine

Vedelike uurimiseks kasutatakse 0,1 ml annust. Pumppihustist ei tohi ainet otse silma manustada.
Vedelikujuga tuleks valjutada ja koguda mahutisse enne 0,1 ml silma manustamist.

Tahkete ainete uurimine

Tahkete ainete, pastade ja osakeste uurimisel peaks kasutatav kogus olema 0,1 ml voi kaaluga kuni
100 mg. Katseaine tuleks jahvatada peeneks tolmuks. Tahke aine kogust tuleks moota parast selle 6rnalt
tihendamist, nt raputades mddtemahutit. Kui tahket katseainet ei ole katselooma silmast eemaldatud
fiisioloogiliste mehhanismide abil esimese vaatluse ajal iiks tund pirast kasitlemist, loputatakse silma
fiisioloogilise soolalahusega vdi destilleeritud veega.

Aerosoolide uurimine

Soovitatakse, et kogutakse kdik pumbatavad joad ja aerosoolid enne silma manustamist. Uheks erandiks
on survestatud aerosoolmahutites ained, mida ei saa koguda aurustumise tttu. Sellistel juhtudel tuleks
silm hoida lahti ja katseaine panna silma ligikaudu iiks sekund kestva lihtsa purskega 10 cm kauguselt otse
silma ees. Nimetatud vahemaa voib muutuda soltuvalt pihusti survest ja sisaldusest. Tuleks olla ettevaatlik,
et pihusti surve ei teeks silmale liiga. Monel juhul voib osutuda vajalikuks hinnata pihusti tugevusest
silmale pohjustatud voimalikke “mehaanilisi” kahjustusi.

Aerosooliannuse suurust voib hinnata katset jargmiselt simuleerides: ainet pihustatakse kaalupaberile otse
paberi ees oleva kiiiiliku silma suuruses avausest. Paberi kaalu suurenemise abil hinnatakse silma
pihustatud kogust. Lenduvate ainete puhul voib hinnata annust kogumismahuti kaalumise teel enne ja
pérast katseaine eemaldamist.

Algkatse (ithe loomaga in vivo nahadrrituvus-soovitavuskatse)

Jarjestikuste katsete tegemise strateegia kohaselt (vt lisa 1) on viga soovitav, et in vivo katse sooritataks
algselt ithe loomaga.

Kui nimetatud katse tulemused tdendavad, et aine on kirjeldatud menetlust kasutades silma soovitav voi
tugevalt drritav, ei ole silma érritavuse kindlakstegemiseks vaja teha tdiendavaid katseid.

Lokaalanesteetikumid

Lokaalanesteetikume voib kasutada igal iiksikjuhul. Kui osakaalu analiiiis viitab sellele, et aine voib
pohjustada valu, vdi kui algkatsega tdendatakse, et voib toimuda valulik reaktsioon, voib
lokaalanesteetikume kasutada enne katseaine manustamist. Lokaalanesteetikumi liik, kontsentratsioon ja
annus tuleks valida hoolikalt, et erinevused katseainele reageerides ei tuleneks selle kasutamisest.
Kontrollsilma tuleb samamoodi tuimestada.

Kinnitav katse (in vivo silmade drritust késitlev katse tdiendavate loomadega)

Kui soovitavat toimet ei ole algkatses tiheldatud, tuleks rritavat voi negatiivset reaktsiooni kinnitada kahe
muu looma kasutamise abil. Kui algkatses tiheldatakse tugevat arritavat maju, mis viitab voimalikule
tugevale (p66rdumatule) mojule kinnitava katse tegemisel, on soovitav, et kinnitav katse tehtaks
jarjestikuselt ithe loomaga korraga, mitte kahte lisalooma itheaegselt mdjutades. Kui teisel loomal esineb
soGvitavaid voi tugevalt drritavaid mojusid, siis katset enam ei jitkata. Lisaloomasid vdib vaja minna
ndrkade voi mdddukate drritavate reaktsioonide kinnitamiseks.
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1.4.2.7

1.4.2.7.1

2.2

Jalgimisperiood

Jalgitakse seni, kuni on voimalik tdielikult hinnata vaadeldud mojude ulatust ja poorduvust. Katse tuleks
1dpetada igal juhul siis, kui loomal on jatkuvalt tugeva valu voi stressi tunnused (9). Mdjude poorduvuse
kindlaksmédramiseks tuleks jilgida loomi tavaliselt 21 pdeva pdrast katseaine manustamist. Kui
p6o6rduvus ilmneb enne 21 pieva moodumist, tuleks katse 1opetada sel ajal.

Kliinilised vaatlused ja silma reaktsioonide hindamine

Silmi tuleks jdlgida 1, 24, 48 ja 72 tundi pérast katseaine manustamist. Loomi ei uurita pirast seda, kui
on saadud 16plikud andmed. Loomad, kellel jatkuvalt esineb tugevat valu voi stressi, tuleks viivitamata
humaanselt tappa, ning ainet tuleks hinnata vastavalt sellele. Humaanselt tuleks tappa loomad, kellel aine
manustamise jirel esineb jargmisi silmakahjustusi: sarvkesta perforatsioon voi mirgatav sarvkesta
haavand, kaasa arvatud silmasopislaiend; veri silma eeskambris; hinde 4 sarvkesta ldbipaistmatus, mis
piisib 48 tunni jooksul; valgusrefleksi puudumine (vikerkesta reaktsioon — hinne 2), mis piisib 72 tunni
jooksul; sidekesta haavand; sidekesta voi niktatsioonikesta nekroos voi armistumine. Seda seetdttu, et
sellised kahjustused iildiselt on poordumatud.

Loomad, kellel ei esine silmakahjustusi, voib tappa mitte varem kui kolm péeva pdrast manustamist.

Loomi, kellel esinevad kerged voi mdddukad kahjustused, tuleks jilgida seni, kuni kahjustused on selged,
v0i 21 pdeva, mil katse opetati. Jalgitakse 7, 14 ja 21 péeva, et kindlaks méirata kahjustuse seisund ning
nende poorduvus voi poordamatus.

Silmade reaktsiooni (sidekest, sarvkest ja vikerkest) hinded tuleks registreerida iga kord, kui looma
uuritakse (tabel 1). Koikidest muudest silmakahjustustest (nt silma sarvkestakiht, virvumine) voi
kahjulikest siisteemsetest mojudest tuleks samuti teada anda.

Reaktsioonide uurimist vdib hdlbustada binokulaarluubi, pilulambi, biomikroskoobi v6i muu sobiva
seadme kasutamine. Pérast vaatluste registreerimist 24 tunni jooksul vdib silmi edasi uurida fluorestseiini

abil.

Silma reaktsioonide hindamine on tingimata subjektiivne. Silma reaktsiooni hindamise iihtlustamiseks
ning katselaboratooriumide ning jélgivate voi tdlgendavate isikute abistamiseks on vaja vaatlusi tegevatel
isikutel piisavalt tundma 6ppida kasutatavat hindamissiisteemi (vt tabel allpool).

TULEMUSED

TULEMUSTE HINDAMINE

Silmairrituse punkte tuleks hinnata vastavalt kahjustuse laadile ja raskusele ning nende poorduvusele voi
poordumatusele. Uksikud mddramised ei esinda aine drritavate omaduste absoluutset taset, kuna samuti
hinnatakse katseaine muid mojusid. Selle asemel tuleks kasitleda iiksikuid punkte kontrollvaartustena ja
need on tdhendusrikkad iiksnes siis, kui neid on tdielikult kirjeldatud ja koiki vaatlusi on hinnatud.
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3.1

3.2

PROTOKOLL

KATSEPROTOKOLL
Katsearuanne peab holmama jargmist teavet:

Pohjendus in vivo katse tegemiseks: varasemate katseandmete, sh jarjestikuste katsete tegemise strateegia
pohjal saadud tulemuste osakaalu analiiiis:

— varasematest katsetest saadud asjaomaste andmete kirjeldus,
— katsestrateegia igal etapil saadud andmed,
— invitro testide kirjeldus, sh menetluste tiksikasjad, katse-/vordlusainetest saadud tulemused,
— in vivo nahadrritust/-soovitust uuriva katse, sh saadud tulemuste kirjeldus,
— osakaalu analiiiis in vivo uurimuse sooritamiseks.
Katseaine:
— tunnusandmed (nt CASi number; algupéra; puhtus; tuntud lisandid; partii number),

— fuisikaline laad ja fuiisikalis-keemilised omadused (nt pH, lenduvus, lahustuvus, stabiilsus,
reaktiivsus veega),

— kui tegu on seguga, selle koostis ja koostisosade suhtelised protsendimairad,

— kui kasutatakse lokaalanesteetikumi, selle nimetus, puhtus, liik, annus ja véimalik koostoime
katseainega.

Kandeaine:
— nimetus, kontsentratsioon (vajaduse korral), kasutatud kogus,
— kandeaine valiku pohjendamine.
Katseloomad:
— kasutatud liigid/liin, pohjendus muude loomade kui albiinokiiiilikute kasutamiseks,
— iga looma vanus katse alguses,
— molemast soost loomade arv katse- ja kontrollrithmas (vajaduse korral),
— {iiksikute loomade kaalud katse alguses ja 1opus,
— paritolu, elamistingimused, toitumine jne.
Tulemused:

— igal vaatlusel drritusele punktide andmisel kasutatava meetodi kirjeldus (nt pilulamp,
biomikroskoop, fluorestseiin),

— tabeli kujul andmed iga looma arritavate[soovitavate reaktsioonide kohta igal vaatlusel kuni
katselooma korvaldamiseni katsest,

— jalgitud érrituse voi so0vituse astme ja laadi kirjeldus,

— muude jilgitud silmakahjustuste kirjeldus (nt vaskularisatsioon, silma sarvkestakihi tekkimine,
liited, varvumine),

— mujal kui silmas tuvastatud paiksete voi siisteemsete kahjulike mojude ja histopatoloogiliste
leidude kirjeldus.

Tulemuste arutelu.

TULEMUSTE TOLGENDAMINE
Katseloomadega tehtud silma drritust uurivate katsete tulemuste ekstrapolatsioon inimestele on kehtiv
iiksnes piiratud ulatuses. Paljudel juhtudel on albiinokiiiilikud silmairritajatele voi — sodvitavatele ainetele

tundlikumad kui inimesed.

Tuleks olla ettevaatlik andmete tdlgendamisel, et valistada sekundaarsest nakkusest tingitud arritust.
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TABEL 1: SILMAKAHJUSTUSTE HINDAMINE
Sarvkest

Hagusus: tihedusaste (mdotmised tuleks teha kdige tihedamas kohas) (*)

Ei esine haavandeid vOI RAGUSUSE .....ccoovviiiiiiiieeiiiiiiie e

Hajutatud voi hajusad hdgususalad (vilja arvatud tavapirase like kerge tuhmumine); vikerkesta selgelt nahta-
vad detailid ...

Kergesti margatav poolldbipaistev ala; vikerkesta kergelt varjatud detailid — ...........ccooooviiiiiiiiiiin.n.
Pirlmutrine ala; vikerkesta detailid ei ole nihtavad; pupilli suurus on vaevunihtav ..............ccoooeeiiiiii.
Libipaistmatu sarvkest; vikerkest ei eristu labi hdgususe ...........cccooviiiiiiiiiiiiniii e

Suurim voéimalik punktide arv: 4

() Sarvkesta higususala tuleks mainida.

Vikerkest

TAVAIINE  oeeiinie ittt et e et aa et e e e

Selgesti siivenenud kurrud, verepais, turse, mdddukas liigveresus sarvkesta iimber; vi injektsioon; vikerkest rea-
geerib valgusele (pikaldast reaktsiooni peetakse katseaine majuks) —.......ccoevviiiiiiiiiiiiiiiii

Verejooks, téielikult havinud vikerkest voi ei reageeri valgusele ............coooviuiiiiiiiiiiiiiiiiiineeiiiiiiiiine.
Suurim voimalik punktide arv: 2

Sidekest

Punasus (viitab laugude ja silmamuna sidekestale, v.a sarv- ja vikerkest)

TavaliNe .......ooooiiiiiiiiii
Méned hiipereemilised veresooned (injekteeritud) .........ceeeiiiiiiiiiiniiiiiiiii e
Hajunud siigavpunane varvus; iiksikuid veresooni ei ole kerge eristada  .........ccooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn.

Hajunud (UMEPUNANE  .o.uuiiiiin ittt ettt ettt et et e e et e e e e eeeens
Suurim voimalik punktide arv: 3

Sidekestaturse

Turse (viitab laugudele ja/voi niktatsioonikestale)

TAVALINE . eeeeiitit ettt e e e e e e
Moningane tavaparasest SUUTIEIT TUISE  .....ivuiuniniunisinitit ettt ettt et et ettt et et ea e et e ea e et eaeaeaeeaanes
Selge turse, laud osaliselt GmberpOOrdUNUA ........cooviiimiiiiiiiiiiiiiii e
Turse, 1aud POOISUIEtUA .eevvveeiiiiiiii e

Turse, laud rohkem kui poolsuletuid ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e

Suurim voimalik punktide arv: 4

oW

S~ W N
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LISA

Silma idrritavust ja sdovitavust uurivate jirjestikuste katsete tegemise strateegia

ULDKAALUTLUSED

Maistlike teaduslike meetodite ja loomade heaolu huvides on oluline viltida loomade tarbetut kasutamist ja vahendada
selliste katsete tegemist, mis tdendoliselt tekitab tdsiseid reaktsioone loomadel. Kogu teavet aine voimaliku silmade
arritavuse/-so6vitavuse kohta tuleks hinnata enne in vivo katse tegemise kaalumist. On juba olemas piisavalt tdendeid
katseaine klassifitseerimiseks silmade drritavuse voi -soovitavuse jargi, ja ei ole vaja sooritada katset laboriloomadega.
Seetdttu vahendaks osakaaluanaliiiisi kasutamine ja jarjestikuste katsete tegemise strateegia vajadust in vivo katsete
tegemise jdrele, eriti siis, kui aine tdenioliselt tekitab tdsiseid reaktsioone.

On soovitav, et kasutataks osakaaluanaliiiisi olemasoleva, silmade drritavust ja soovitavust kisitleva teabe
hindamiseks, et kindlaks mairata, kas tuleks teha lisakatseid, v.a in vivo silmi uurivad katsed, sellise vdime
iseloomustamiseks. Kui on vaja teha tdiendavaid katseid, on soovitav, et kasutatakse jarjestikuste katsete tegemise
strateegiat asjaomaste katseandmete parandamiseks. Ainete puhul, millega ei ole katseid tehtud, tuleks kasutada
jarjestikuste katsete tegemise strateegiat selliste andmete parandamiseks, mida ldheb vaja silmade arritavuse ja
soovitavuse hindamisel. Kdesolevas lisas kirjeldatud katsete tegemise strateegia tootati valja OECD seminaril (1). Seda
kinnitati ja laiendati hiljem keemiliste ainete mdju inimeste tervisele ja keskkonnale kasitleva integreeritud ohtude
harmoneeritud Klassifitseerimise siisteemis, nagu see on heaks kiidetud kemikaalikomitee ja kemikaalitoorithma 28.
tihisistungil 1998. aasta novembris (2).

Kuigi kdesolev jarjestikuste katsete tegemise strateegia ei ole B.5 katsemeetodi lahutamatu osa, viljendab see soovitavat
lahenemist silmade drritavuse ja soovitavuse tunnuste kindlaksméadramiseks. Nimetatud ldhenemine viljendab nii
head tava kui ka eetilist vordluspunkti in vivo silmade drritust ja —s66vitust uurivate katsete tegemiseks kohta.
Katsemeetod annab juhiseid in vivo katse sooritamiseks ja esitab kokkuvotte teguritest, mida késitletakse enne katse
alustamist. Jarjestikuste katsete tegemise strateegia on lihenemine katseaine silmade drritavus- ja soovitavusomadusi
kisitlevate olemasolevate andmete hindamisele ja mitmetasandiline lahenemine selliste asjaomaste andmete
tekitamisele, mille suhtes on vaja teha tdiendavaid katseid voi mille suhtes ei ole tehtud katseid. Strateegia holmab
esmalt valideeritud ja heakskiidetud in vitro voi ex vivo katsete ja seejirel katsemeetodi B.4 sooritamist
(nahadrritust/-soovitust uurivad katsed) teatavatel tingimustel (3)(4).

ETAPIVIISILISE KATSETE TEGEMISE STRATEEGIA KIRJELDUS

Enne katse sooritamist jarjestikuste katsete tegemise strateegia osana (joonis) tuleks hinnata kogu kattesaadavad teavet
in vivo silmi uurivate katsete tegemise vajaduse kindlaksméddramiseks. Kuigi iiksikute parameetrite hindamisel voib
saada markimisvédrset teavet (nt dirmine pH-vadrtus), tuleks votta arvesse olemasolev teave tervenisti. Kdiki konealuse
aine ja selle analoogide mojusid kasitlevaid andmeid tuleks hinnata, tehes otsuse osakaalu kohta, ja esitada selle otsuse
kohta pohjendus. Esmalt rohutatakse inimestelt ja loomadelt varem saadud ainet ksitlevaid andmeid ja seejirel in vitro
vOi ex vivo katsete tegemise tulemusi. Soovitavaid aineid kisitlevaid in vivo katseid tuleks voimaluse korral viltida.
Katsete tegemise strateegias vetakse arvesse jargmiseid tegureid:

Inimestelt ja loomadelt varem saadud andmete hindamine (etapp 1). Inimestelt varem saadud andmeid, nt kliinilised voi
tookeskkonna uuringud ning juhtumiaruanded, ja/voi loomadega tehtud silmi uurivaid katseid kisitlevaid andmeid,
tuleks votta arvesse esmalt, kuna nad annavad sellist teavet, mis on vahetult seotud silmadele mojumisega. Seejirel
tuleks hinnata inimesi ja/voi loomi uurivatest katsetest kittesaadavaid andmeid, mis uurivad naha soovitust/-drritust.
Loomadele ei saa silma manustada aineid, mis on teatavasti silmi soovitavad voi tugevalt drritavad, ega aineid, millel
on nahka soovitav voi drritav toime, sest selliseid aineid tuleks pidada samuti silmi soovitavateks ja/voi drritavateks.
Aineid, mille kohta on varasem tehtud silmi uurivatest katsetest piisavalt tdendeid, et need ei ole so6vitavad ega
arritavad, ei tohiks samuti kasutada in vivo silmi uurivates katsetes.
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Struktuur-aktiivsusanaliiis (SAR) (etapp 2). Struktuuriliselt samalaadsete ainetega tehtud katsete tulemusi tuleks
voimaluse korral arvesse votta. Kui struktuuriliselt samalaadsete ainete voi selliste ainete segude kohta on olemas
piisavalt inimestelt ja/voi loomadelt saadud andmeid, mis viitavad nende silmi soovitavale/drritavale voimele, saame
eeldada, et hinnatav katseaine pohjustab samu reaktsioone. Sellistel juhtudel ei ole vaja katseainet uurida. Negatiivsed
tulemused struktuuriliselt samalaadsete ainete vdi selliste ainete segudega tehtud katsete kohta ei anna piisavalt
toendeid aine mittedrritavuse/mittesoovitavuse kohta jirjestikuste katsete tegemise strateegia alusel. Valideeritud ja
heakskiidetud struktuur-aktiivsusanaliitisi abil tuleks kindlaks teha nii naha kui silmade s66vitus ja drritus.

Fiiiisikalis-keemilised omadused ja keemiline reaktiivsus (etapp 3). Ained, mille ddrmine pH-véirtus on niiteks <=2.0 ja
>=11.5, vdivad avaldada tdsist paikset moju. Kui ddrmine pH-véirtus on aluseks aine silmade soovitavuse voi
drritavuse kindlakstegemiseks, siis voib samuti votta arvesse happe-[alusreservi (voi puhverdusvoimet) (5)(6). Kui
puhverdusvoime viitab sellele, et aine ei vdi olla silmi s6ovitav, siis tuleks selle kinnitamiseks teha lisakatse, soovitavalt
valideeritud ja heakskiidetud in vitro voi ex vivo katsete abil (vt etapid 5 ja 6).

Muu olemasoleva teabe arvessevotmine (etapp 4). Kogu stisteemset nahakaudset miirgisust kasitlevat kittesaadavat teavet
tuleks hinnata igal etapil. Samuti tuleks arvesse votta katseaine dgedat nahakaudset miirgisust. Kui on tdendatud, et
katseaine on vdga miirgine naha kaudu, siis seda ei vi silmas katsetada. Kuigi 4geda nahakaudse miirgisuse ja silmade
drrituse/soovituse vahel ei ole tingimata seost, voib eeldada, et kui aine on naha kaudu viga miirgine, voib see samuti
olla viga miirgine silma pannes. Selliseid andmeid voib samuti arvesse votta etappidel 2 ja 3.

In vitro vdi ex vivo katsete tulemused (etapid 5 ja 6). Aineid, mis on ndidanud soovitavaid voi tugevalt drritavaid omadusi
valideeritud ja heakskiidetud in vitro voi ex vivo katses (7)(8), mis on valideeritud ja heakskiidetud spetsiaalselt silmade
voi naha drrituse/soovituse hindamiseks, ei ole vaja katsetada loomade peal. Voib eeldada, et sellistel ainetel on
sarnased tdsised mojud in vivo. Kui valideeritud ja heakskiidetud in vitro/ex vivo katsed ei ole kittesaadavad, tuleks vahele
jatta etapid 5 ja 6 ning liikkuda otse etappi 7.

Aine in vivo nahakaudse drritavuse voi séovitavuse hindamine (etapp 7). Kui ei ole piisavalt tdendeid selle kohta, millega teha
16plik osakaaluanaliiiis aine voimaliku silmade drritavuse/soovitavuse kohta, mis pohineb eespool nimetatud katsetest
saadud andmetel, esmalt hinnatakse in vivo nahairritavuse/soovitavuse voimet, kasutades katsemeetodit B.4 (4) ja selle
lisa (9). Kui aine on tdendanud, et vdib tekitada so6vitust voi tugevaid nahairritusi, tuleks seda pidada so6vitavaks
silmadrritust tekitavaks aineks, vilja arvatud juhul, kui teave toetab alternatiivset jareldust. Seega ei ole vaja sooritada
in vivo silmi uurivat katset. Kui aine ei ole nahka s66vitav ega tugevalt drritav, siis tuleks sooritada in vivo silmi uuriv
katse.

In vivo katse kiiiilikutega (etapid 8 ja 9): In vivo silmi uurivad katsed peaksid algama algkatsega, kus kasutatakse tthte
looma. Kui nimetatud katse tulemused tdendavad, et aine on silma s66vitav voi tugevalt arritav kirjeldatud menetlust
kasutades, ei ole vaja teha tdiendavaid katseid. Kui nimetatud katsest ei ilmne mis tahes soovitavad voi tugevalt
drritavad mojud, tehakse kinnitav katse kahe lisaloomaga.
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JOONIS

SILMADE ARRITUST/-SOOVITUST KASITLEVATE KATSETE JA HINDAMISE STRATEEGIA

Aktiivsus

Varasemad inimestelt ja/v6i loomadelt
saadud andmed, mis tdendavad moju
silmadele

Varasemnad inimestelt ja/voi loomadelt
saadud andmed, mis tdendavad moju
silmadele

Varasemad inimestelt ja/voi loomadelt
saadud andmed, mis toendavad tugevat
arritavat moju nahale

1

Puudub teave voi kittesaadav teave voi ei

ole loplik
1

Teha silmade s66vitavuse ja -drritavuse
struktuur-aktiivsusanaliiiis

Naha s66vituse kindlakstegemiseks teha
struktuur-aktiivsusanaliiis

1

Ennustusi ei saa teha voi on ennustused
negatiivsed voi ei ole [oplikud

1

Madta pH (vGtta arvesse
puhverdusvdimet vajadusel)

1
2<pH<11,5v3ipH<2,0v6i=11,5
(puhverdusviime on viiike voi puudub, kui
see on oluline)

Hinnata nahakaudset siisteemset
miirgisust

Selline teave ¢i ole kittesaadav voi ei ole aine
viga miirgine

Teha silmade soovituse
kindlakstegemiseks  valideeritud ja
heakskiidetud in vitro voi ex vivo katse

1

Leid

Tugev silmade kahjustus

Silmi 4rritay

Ei ole silmi soovitav [ ef ole drritav

Nahka soovitav

Tugevalt nahka drritav

Ennustada silmade rasket kahjustust

Ennustada silmade arritust

Ennustada naha soovitavust

pH < 2v6i< 11,5 (suur
puhverdusvdime, kui see on oluline)

Viga miirgine
kontsentratsioonidena, katsetatakse
silmas.

Soovitusreaktsioon

Jareldus

Apikaalne 13pp-punkt; peetakse silmi
soovitavaks. Katseid ei ole vaja teha.

Apikaalne 16pp-punkt; peetakse silmi
drritavaks. Katseid ei ole vaja teha.

Apikaalne 16pp-punkt, peetakse
mitteséovitavaks ega mittedrritavaks. On
vaja teha katseid.

Eeldatakse, et sdovitab silmi. Katseid ei ole
vaja teha.

Eeldatakse, et drritab silmi. Katseid ei ole
vaja teha.

Eeldatakse, et sodvitab silmi. Katseid ei ole

vaja teha.

Eeldatakse, et arritab silmi. Katseid ei ole

vaja teha.

Eeldatakse, et soovitab silmi. Katseid ei ole

vaja teha.

Eeldatakse, et sodvitab silmi. Katseid ei ole

vaja teha.

Aine on liiga miirgine uurimiseks. Katseid ei
ole vaja teha.

Eeldatakse, et sddvitab silmi. Lisakatseid
ei ole vaja teha.
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Aine ei ole sddvitav voi ei ole veel
kittesaadavad silmade séovitust uurivad
valideeritud in vitro véi ex vivo
katsemeetodid

1

6 | Teha silmade érrituse kindlakstegemiseks
valideeritud ja heakskiidetud in vitro voi

exvivo katse

Aine ei ole drritav voi ei ole veel
kiittesaadavad silmade drritust uurivad
valideeritud in vitro véi ex vivo
katsemeetodid

4

7 | Katseliselt hinnata in vivo naha
arritavus-{séovitusvdimet (vt
katsemeetod B.4 ja selle lisa)

Aine ei ole nahka soovitav voi tugevalt
drritav

1

8 |Teha in vivo silmi uuriv algkatse
kiiilikutega, kasutades iihte looma

Ei esine tugevat kahjustust voi reaktsiooni

9 | Teha kinnitav katse, kasutades iihte voi
kahte lisalooma

Arritusreaktsioon

Séovitus- voi

rritusreaktsioon

Tugev silmade kahjustus

Soovitav voi drritav

Ei ole so6vitav ega drritav.

Eeldatakse, et drritab silmi. Lisakatseid ei
ole vaja teha.

Eeldatakse, et sodvitab silmi. Lisakatseid
ei ole vaja teha.

tugev

Peetakse silmi soovitavaks. Lisakatseid ei
ole vaja teha.

Peetakse silmi soovitavaks voi arritavaks.
Lisakatseid ei ole vaja teha.

Peetakse silmi mittedrritavaks ega
mittesdSvitavaks. Lisakatseid ei ole vaja
teha.



13/34. kd Euroopa Liidu Teataja 659

LISA 2F



660

Euroopa Liidu Teataja

13/34. kd

1.1

1.2

B.31 SUNNIEELSE ARENGU MURGISUSE UURIMUS

MEETOD

Kiesolev meetod lahtub juhendist (2001).

SISSEJUHATUS

Kiesolev arenguaegse miirgisuse uurimise meetod on vilja tootatud selleks, et pakkuda iildist teavet
stinnieelse kokkupuute mojude kohta tiinetel katseloomadel ja emakas areneval organismil; see voib holmata
nii emalt parinevat mojude kui ka surma, strukturaalsete korvalekallete voi loote muundunud arengu
hindamist. Funktsionaalsed puudujddgid, mis on arengu tahtis osa, ei ole kdesoleva testi lahutamatu osa. Neid
voib uurida eraldi uurimuses voi kdesoleva uurimuse tiiendusena, kasutades neurotoksilisuse uuringutele
suunatud katsemeetodit. Funktsionaalsete puudujdikide ja muude siinnijirgsete mdjude uurimist kisitleva
teabe puhul tuleks vajadusel pidada ndu kahe polvkonna reproduktiivse miirgisuse uuringut ja arengulise
neurotoksilisuse uuringut kisitleva katsemeetodi iile.

Kiesolev katsemeetod voib eeldada konkreetset kohandamist iiksikjuhtudel spetsiaalsete, nt katseaine
fuiisikalis-keemilisi voi toksikoloogilisi omadusi puudutavate teadmiste pohjal. Selline kohandamine on
aktsepteeritav, kui on olemas veenvad teaduslikud tdendid, et kohandamise tottu on katse informatiivsem.
Sellisel juhul tuleks hoolikalt dokumenteerida uurimisprotokollis nimetatud teaduslikud tdendid.

MOISTED

Arengutoksikoloogia — selliste areneva organismi kahjulike mdjude uuring, mis voivad tuleneda
kokkupuutest enne viljastumist, stinnieelse arengu ajal voi siinnijargselt kuni seksuaalse kiipsuse eani.
Arengutoksikoloogia peamised ilmingud on: 1) organismi surm, 2) strukturaalsed korvalekalded,

sigida voi kohaneda keskkonnaga. Vottes arvesse arengutoksikoloogiat, oma koige laiemas tihenduses
sisaldab see mis tahes m&ju, mis segab viljastamise tulemuse normaalset arengut nii enne kui parast siindi.

Muundunud areng - jirglase organi vdi keha kaalu vdi suuruse muutumine.
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Muundumised (anomaaliad) — strukturaalsed muundumised, mis hélmavad nii véirarenguid kui ka
muutusi (28).

Viirareng/suur kdrvalekalle — strukturaalne muutus, mida peetakse loomale kahjulikuks (v3ib olla
samuti surmav) ja mida juhtub tavaliselt harva.

Muutus|viike kdrvalekalle — strukturaalne muutus, millel on vihe vai ei ole iildse kahjulikku moju
loomadele; voib olla ajutine ja voib esineda suhteliselt sagedasti kontrollpopulatsioonis.

Viljastumise tulemus (conceptus) — viljastunud munaraku derivaatide summa arengu igal etapil
viljastumisest kuni siinnini, kaasa arvatud lootevilised kestad ning embriio voi loode.

Implantatsioon (nidatsioon) — lootepdiekese kinnitumine emaka epiteelkoele, kaasa arvatud selle
tungimine 1dbi emakaepiteeli, ning selle kinnitumine emakalimaskestale.

Embriio — organismi varane vdi arengustaadium, eelkdige munaraku viljastumise tulemus parast pikitelje
ilmumist ja seni, kuni koik suuremad struktuurid on olemas.

Embriiotoksilisus — embriio tavalist struktuuri, arengut, kasvu ja/véi elujdulisust kahjustav.
Loode - siindimata jirglane embriiojirgsel perioodil.

Lootetoksilisus — loote tavalist struktuuri, arengut, kasvu ja/vdi elujdulisust kahjustav.

Abort - viljastumise tulemuse (embriio vi mitteelujdulise loote) enneaegne viljumine emakast.

Resorptsioon - viljastumise tulemus (conceptus), kes parast emakasse istutamist sureb vdi on vdi resorbeerub
voi on resorbeerunud.

Varajane resorptsioon — tdendid implantatsiooni kohta ilma dratuntava embriioflooteta
Hiline resorptsioon — surnud embriio vdi viliste degeneratiivsete muutustega loode

NOAEL - lithend tiheldamata-kahjuliku-mdju taseme kohta ja see on kdrgeim annus- vi kokkupuutetase,
kus ei ole tiheldatud kahjulikke, to6tlemisega seotud leide.
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1.3

1.4

1.5

VORDLUSAINE

Puudub.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Tavaliselt manustatakse katseainet tiinetele loomadele vahemalt alates implantatsioonist kuni tihe pdevani
enne ettemadratud tapmist, mis peaks olema niipalju kui vdimalik tavalise stinnitustdhtaja ldhedal, et ei
laheks andmed kaduma varase siinnituse tottu. Katsemeetod ei ole mdeldud vaid uurima organogeneesi
perioodi (nt nérilistel 5.-15. pdev ja kiiiilikutel 6.-18. piev), vaid samuti kogu tiinusperioodi aegseid mdjusid
alates enne implantatsiooni ja 1dppedes pdev enne keisrildiget. Natuke enne keisrildiget emasloomad
tapetakse, emakasisu uuritakse ning loodetele antakse hinnang viliselt ndhtavate anomaaliate kohta ning
pehme koe ja skeletimuutuste kohta.

KATSEMEETODI KIRJELDUS

Loomaliikide valik

On soovitav, et katse tehtaks kdige sobivamate litkidega ja et kasutataks laboriliike ja -liine, mida tavaliselt
kasutatakse siinnieelse arengutoksilisuse uurimiseks. Eelistatud nariliste liik on rott ja eelistatud muude kui
ndriliste likk on kiitilik. Tuleks pdhjendada seda, kui kasutatakse muid liike.

Loomade pidamise ja toitmise tingimused

Loomade katseruumi temperatuur peaks ndrilistel olema 22 °C (¢ 3°) ja kiiilikutel 18 °C (¢ 3°). Kuigi
suhteline niiskus peaks olema vihemalt 30 % ja soovitavalt ei iileta 70 %, vilja arvatud ruumi koristamise
ajal peaks see olema 50-60 %. Valgustus peaks olema kunstlik, jarjestus on selline — 12 tundi valgust,
12 tundi pimedust. Toitmisel vdib kasutada tavapirast labori toiduvalikut koos piiramatu hulga joogiveega.

Paaritumine peab toimuma selleks ettendhtud puurides. Kuna paaritunud loomade puhul eelistatakse eraldi
hoidmist, on samuti lubatud viikesearvulistes rithmades hoidmine.
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1.5.3

1.6

1.6.1

1.6.2

Loomade ettevalmistamine

Tuleks kasutada terveid loomi, kes on harjutatud laboritingimustega vahemalt 5 pideva ja keda ei ole varem
katsetes kasutatud. Katseloomade liik, liin, pdritolu, sugu, kaal ja/vdi vanus on dratuntavad. Kdikide
katserithmade loomad peaksid niipalju kui vdimalik olema ithesuguse kaalu ja vanusega. Noori tdiskasvanud
ja stinnitamata emasloomi tuleks kasutada iga annusméara juures. Emasloomad tuleks paaritada sama liigi
ja liini isasloomadega ning 6dede-vendade paaritamist tuleks véltida. Nariliste puhul on tiinuse 0. pdev péev,
mil tupekorki ja/voi spermat jalgiti; kiitilikute puhul on 0. paev tavaliselt suguiihte voi kunstliku viljastamise
pdev, kui kasutatakse sellist tehnikat. Paaritunud loomad maddratakse erapooletult kontroll- voi
toodeldavatesse rithmadesse. Puurid asetatakse nii, et puuri asetamisest tingitud mojud on vdimalikult
viikesed. Igale loomale tuleks anda ainulaadne tunnusnumber. Paaritunud emasloomad tuleks erapooletult
jagada kontroll- voi toodeldavatesse rithmadesse ning kui emasloomi paaritatakse partiides, tuleks iga partii
loomad jaotada tihtlaselt rithmade vahel. Samamoodi tuleks sama isaslooma poolt viljastatud emasloomad
jagada tihtlaselt rithmadesse.

MENETLUS

Loomade arv ja sugu

Igas katse- ja kontrollrithmas peaks olema piisaval hulgal emasloomi, et lahanguks saadakse ligikaudu 20
emaslooma, kellel tdheldatakse implantatsiooni. Rithmad, kus on alla 16 sellise looma, ei ole sobivad. Emade
suremus ei pruugi tunnistada kehtetuks uurimist, tingimusel et see ei tileta 10 %.

Annuste valmistamine

Kui kandeainet voi lisandit kasutatakse manustamise lihtsustamiseks, arvesse tuleks votta jargmisi omadusi:
katseaine absorbtsiooni, jaotamist, metabolismi ja peetumist voi eritumist kisitlevad mojud; katseaine
keemilisi omadusi kasitlevad mojud, mis vdivad muuta toksilisi omadusi; ning toidu- voi veetarbimist voi
toitumust kasitlevad mojud. Kandeaine ei tohiks olla arengust lahtuvalt miirgine ega mojutada
reproduktsiooni.
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1.6.3

Annustamine

Tavaliselt katseainet manustatakse iga pdev alates implantatsioonist (nt 5. pdev pdrast paaritumist) kuni
pdevani enne kavandatud keisrildiget. Kui esialgsed uurimused vajadusel ei viita preimplanatatsiooni kaotuse
korgele riskile, voib ravi pikendada kuni kogu tiinusperioodini paaritumiste ja ettekavandatud tapmiseni. On
histi teada, et ebasobiv kasitamine voi tiinusaegne stress voivad viia loote kaotuseni. Et viltida lootekaotust
muude kui katsega seotud tegurite poolt, tiinete loomade tarbetu kasitamine ning stress vilistest teguritest
nagu naiteks miira, tuleks valtida.

Tuleks kasutada vihemalt kolme annusmdira ja teha samaaegselt kontrolli. Paaritunud loomad jagatakse
erapooletult kontroll- voi toodeldavatesse rithmadesse. Annusmédrade vahemikud maaratakse nii, et saaks
hinnata toksilisi mojusid. Kui katseaine fuiisikalis-keemiline laad voi bioloogilised omadused ei sea
piiranguid, valitakse kdrgeim annus eesmargiga pohjustada moningat arengu- ja/vdi emale suunatud
mirgisust (kliinilised ndhud voi kehakaalu vahenemine), kuid mitte surma voi tdsiseid kannatusi. Vahemalt
iiks vahepealne annusmdir tekitab minimaalseid tiheldatavaid toksilisi mojusid. Vaikseima annusmaira
puhul ei tohiks emale suunatud voi arengutoksilisust ilmneda. Tuleks valida annusméirade alanev jarjestus,
et ndidata annusega seotud reaktsiooni ja mittetdheldatud kahjuliku moju taset (NOAEL): Kahe- voi
neljakordsed vahemikud on sageli optimaalsed alanevate annusmairade kehtestamisel ja sageli on eelistatav
neljanda katserithma lisamine vdga suurte vahemike (nt iile 10-kordne tegur) annuste vahel. Kuigi eesmargiks
on mdirata ema tiheldamata kahjulikud mojud, kiideti samuti heaks uuringud, kus sellist vahemikku ei
kasuta. (1)

Annusmaddrad tuleks valida, vottes arvesse olemasolevaid andmeid miirgisuse kohta ning ka lisateavet
katseaine voi samalaadse aine metabolismi ja toksikokineetika kohta. Kiesolev teave aitab samuti viidata
sellele, et annustamisreziim on adekvaatne.

Tuleks kasutada samaaegset kontrollrithma. Nimetatud riihmaks on véltskontrollrithm (platseebot saav
kontrollrithm) vdi kandeainet saav kontrollrithm, kui kandeainet kasutatakse katseaine manustamisel.
Koikidele rithmadele tuleks manustada sama kogus kas katseainet voi kandeainet. Kontrollrithma(de) loomi
tuleks kdsitada sarnsaelt katserithma loomadele. Kandeainet saavatele kontrollrithmadele tuleks anda suurim
kogus kasutatud kandeaineid (madalaim katserithm):

Piirkatse

Kui suukaudne annusméir on vihemalt 1 000 mg kg kehakaalu kohta pdevas, kasutades kdesolevas
uurimuses kirjeldatud menetlusi, tiheldatavat miirgisust pdhjustamata, kas tiinetel loomadel ja/voi nende
jarglastel ning kui mdju eeldatavasti ei pohine olemasolevatel andmetel (nt struktuuriliselt ja/voi
metaboolselt samalaadsed tihendid), siis ei peeta vajalikuks kolme annusmiira kasutavat tdielikku uurimust.
Inimeste ootusparane vastuvotlikkus voib viidata piirkatses kasutavatest annustest suuremate suukaudsete
annuste kasutamise vajadusele. Muude manustamisviiside puhul nagu, nditeks, sissehingamine voi
nahakaudne kasutamine, vdivad katseaine fiitisikalis-keemilised omadused tihti viidata ja piirata suurimat
saavutatava kokkupuutumise ulatusega (nt nahakaudne kasutamine ei pohjusta rasket paikset miirgisust).
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1.6.5

1.6.6

1.6.7

1.6.8

Annuste manustamine

Katseainet voi kandeained manustatakse tavaliselt suu kaudu intubeerimise teel. Kui kasutatakse muud
manustamisviisi, peaks katse tegija pdhjendama selle valikut ja asjakohased muutused vdivad olla vajalikud
(2)(3)(4). Katseainet tuleks manustada ligikaudu samal ajal iga pdev.

Uksikute loomade annus peab tavaliselt pohinema kdige viimasel ithe looma kehakaalu kindlaksmaaramisel.
Annuse mairamisel tuleks siiski olla ettevaatlik tiinuse viimasel trimestril. Varasemaid andmeid tuleks
kasutada annuse valimisel, et valtida liigset emale suunatud miirgisust. Kui liigset miirgisust on tiheldatud
kisitletud emasloomadel, tuleks need loomad humaanselt tappa. Kui mitmetel tiinetel loomadel on liigse
miirgisuse ndhud, tuleks kaaluda nimetatud annusrithma 16petamist. Kui aineid manustatakse sundsootmise
teel, peaks see olema eelistatult thekordne annus loomadele soogitoru kaudu voi sobiva intubeerimise
kaniiili abil. Vedeliku suurim kogus, mida saab iihel korral manustada, sdltub katselooma suurusest. Maht
ei tohiks tiletada 1 ml 100 g kehakaalu kohta, vilja arvatud vesilahuste puhul, kui voib kasutada mahtu 2
ml 100 g kehakaalu kohta. Kui kandeainena kasutatakse maisioli, ei tohiks selle maht iiletada 0,4 ml 100 g
kehakaalu kohta. Katsekoguse muutlikkust tuleks viahendada, kohandades kontsentratsioone konstantse
koguse tagamiseks koikidel annusmaaradel.

Emasloomade jilgimine

Kliinilised vaatlused tuleks teha ja registreerida vahemalt iiks kord péevas, soovitavalt sama ajal iga péev,
vottes arvesse parast annustamist oodatavate mdjude korgperioodi. Loomade seisund tuleks registreerida,
kaasa arvatud suremus, haigestumus, asjassepuutuvad kiitumismuutused ning kdik selge miirgisuse ndhud.

Kehakaal ja toidu tarbimine

Loomi tuleks kaaluda tiinuse 0. pdeval ja mitte hiljem kui tiinuse 3. pdeval, kui kasutatakse vilise aretaja
tarnitud aegpaaritunud loomi, annustamise esimesel pieval, vihemalt iga kolme pdeva tagant
annustamisperioodil ja ettemddratud tapmise paeval.

Toidu tarbimist tuleks registreerida kolmepdevaste ajavahemike tagant ja see peaks kokku langema
kehakaalu kindlaksmaaramisega.

Tapajirgne uurimine

Emasloomad tuleks tappa pdev enne oodatavat siinnitustahtpdeva. Emasloomad, kellel ilmnevad abordi voi
enneaegse siinnituse ndhud enne ettemédratud tapmiskuupéeva, tuleks tappa ja neile tehakse pohjalik
makroskoopiline uuring.

Lopetamise ajal voi uurimuse kéigus asetleidnud surma korral tuleks uurida emaslooma makroskoopiliselt
igasuguste strukturaalsete korvalekallete voi patoloogiliste muutuste osas. Emasloomade hindamine
keisrildike ajal ja sellele jirgnevad looteanaliitisid tuleks teha soovitavalt teadmata, millisesse rithma
emasloom kuulub, et vihendada siistemaatilist viga.
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1.6.10

Emakasisu uurimine

Vahetult pdrast lopetamist voi nii kiiresti kui voimalik pdrast surma tuleks emakas eemaldada ja kinnitada
loomade tiinust. Emakat, mis ei ole tiine, tuleks edasi uurida (nt nariliste puhul ammooniumsulfiidiga
varvimisega ja Salewski virvimisega voi muu sobiva meetodiga kiiiilikute puhul), et kinnitada tiinuse
puudumist (5).

Tiine emakas, kaasa arvatud emakakael, tuleks 4ra kaaluda. Tiine emaka kaalu ei tohiks saada loomadelt, kes
surid katse kaigus.

Kollakehade arv tuleks kindlaks médrata tiinete loomade puhul.

Emakasisu tuleks uurida mitmete embriio- vdi lootesurmade suhtes ja elujouliste loodete suhtes.
Resorptsiooni ulatust tuleks kirjeldada, et hinnata conceptus’e surma suhtelist aega (vt punkt 1.2).

Loodete uurimine
Iga loote sugu ja kehakaal tuleks kindlaks marata.
Iga loodet uuritakse viliste muundumiste suhtes (6).

Looteid uuritakse skeleti- ja pehmekoe muundamiste osas (nt muutused ja vddrarengud voi anomaaliad) (7)
(8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24). Loote muunduste liigitamine
on soovitav, kuid mitte ndutav. Kui liigitamine on tehtud, tuleks selgesti sonastada iga kategooria kindlaks
médramise kriteeriumid. Erilist tdhelepanu tuleks poorata reproduktiivorganile, mida tuleks uurida
muundunud arengu tunnuste suhtes.

valmistatakse ette pehmekoe muundumiste uurimiseks, kasutades heakskiidetud voi sobivat
mikrotoommenetlust voi hoolsat dissekteerimistehnikat.

Muude kui niriliste puhul, nt kiiilikud, tuleks uurida koiki looteid nii pehmekoe- kui ka skeletimuutuste
suhtes. Nende loodete kehasid hinnatakse hoolsa dissekteerimise abil pehmekoemuutuste osas, mis vdivad
holmata jiatkumenetlusi stidame sisestruktuuri (25) hindamiseks. Pooltel, selliselt uuritud loodetel
eemaldatakse pead, mille pehmekoemuutusi (sh silmad, aju, ninadoned ja keel) uuritakse tavalise
mikrotoommenetluse abil (26) voi vordselt tundliku meetodi abil. Nende loodete kehad ja iilejadnud looted,
keda ei ole uuritud, prepareeritakse skeletimuutuste uurimise tarbeks, kasutades samu meetodeid nagu
ndriliste puhul.
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2.

2.1

2.2

23

TULEMUSED

TULEMUSTE TOOTLEMINE

Andmed edastatakse iga emaslooma ja nende jirglase kohta tabeli kujul, ndidates iga katserithma ja
polvkonna kohta loomade arvu katse alguses, katse kdigus surnud voi humaansetel kaalutlustel tapetud
loomade arvu, surma ja humaanse tapmise ajad, tiinete emasloomade arvu, miirgisuse ndhtudega loomade
aru, miirgisuse nahtude kirjelduse, sh toksiliste mojude algusaja, kestuse ja raskuse, embriiot/loodet
kisitlevate vaatluste liigid ja kogu asjaomane teave pesakonna kohta.

Numbrilisi tulemusi hinnatakse asjaomase statistilise meetodi abil, kasutades andmeanaliiiisi tiksusena
pesakonda. Kasutatakse tildiselt heakskiidetud statistilist meetodit; statistilised meetodid tuleks valida
uurimuse kavandamisel ja neid tuleks pdhjendada. Andmed loomadest, kes ei ela ettemairatud tapmiseni,
tuleks samuti edastada. Nimetatud andmed voivad sisalduda rithmakeskmiste hulgas vajaduse korral.
Sellistelt loomadelt saadud andmete olulisus ja seetdttu nende sisaldumist rithmakeskmis(t)e hulgas voi sealt
viljajatmist tuleks pohjendada ja hinnata tikshaaval.

TULEMUSTE HINDAMINE

Siinnieelse arengutoksilisust késitleva uurimuse avastusi hinnatakse vaadeldud mojude tdhenduses.
Hindamine peab hdlmama jargmist teavet:

— ema ja embriiot/loodet uuriva katse tulemused, sh loomade katseainega kokkupuute ning koikide
avastuste esinemise ja raskuse vahelise seose voi selle puudumise hindamine,

— loote viliste muutuste, pehmekoe- ja skeletimuutuste liigitamisel kasutatavad kriteeriumid, kui
liigitamist on kasutatud,

— vajadusel ajaloolised kontrollandmed katsetulemuste tdlgendamise tShustamiseks,
— koikide protsendimdirade voi indeksite arvutamisel kasutatud arvud,

— vajadusel katseavastuste piisav statistiline analiiis, mis peaks sisaldama piisavalt teavet
analiiiisimeetodi kohta, nii et sdltumatu arvustaja/statistik saaks uuesti hinnata ja rekonstrueerida
analiiisi.

Igas katses, mis tdendab toksiliste mdjude puudumist, tuleks kaaluda jatkuuurimisi katseaine absorbtsiooni
ja biosaadavuse kindlaksmédramiseks.

TULEMUSTE TOLGENDAMINE

Siinnieelset arengutoksilisust kisitlev katse annab teavet emasloomade korduva ainega kokkupuute kohta
tiinuse ajal ja nende jirglase iisasisese arengu kohta. Katse tulemusi tdlgendatakse koostoimes subkroonilisel,
reproduktsiooni, toksikokineetilisel ja muudel katsetel saadud avastustega. Kuna rohutatakse nii iildist
miirgisust emale mdjuva miirgisuse tdhenduses kui ka arengutoksilisuse 10pp-punkte, vdimaldavad
katsetulemused mingis teatud ulatuses vahetegemist {ildise toksilisuse puudumisel asetleidvate
arengumdjude ja nende arengumdjude vahel, mis on tekkinud tasemetel, mis on samuti emasloomale (27)
miirgised.
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3. PROTOKOLL

3.1 KATSEPROTOKOLL
Katseprotokoll peab hdlmama jargmist teavet:
Katseaine:
— fuisiline laad ja vajadusel fuiisikalis-keemilised omadused,
— tunnusandmed, kaasa arvatud CASi number, kui see on teada/kasutusel,
— puhtus.
Kandeaine (vajadusel):
— kandeaine valiku pdhjendus, kui see on muu kui vesi.
Katseloomad:
— kasutatud liigid ja liinid,
— loomade arv ja vanus,
— pdritolu, elamistingimused, toitumine jne,
— iga looma kaal katse alguses.
Katsetingimused:
— annuste valiku pohjendus,

— katseaine valmistamise/toiduvalmistise iiksikandmed, saavutatud kontsentratsioon, valmistise
stabiilsus ja homogeensus,

— katseaine manustamise {iksikasjad,

— toidufjoogivee hulka segatud uuritava aine kontsentratsiooni (ppm) muutmine tegelikuks
annuseks (mg/kg kehakaalu kohta pdevas) vajaduse korral,

— keskkonnatingimused,

— iiksikasjad toidu- ja veekvaliteedi kohta.
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Tulemused:

Andmed emaslooma miirgisele annusele reaktsioonide kohta, sealhulgas, kuid mitte ainult:

loomade arv katse alguses, ellujagdnud loomade arv, tiinete loomade arv ja katkenud tiinusega
loomade arv, enneaegselt siinnitanud loomade arv,

surmapdev katse ajal voi andmed loomade ellujadmise kohta kuni 16petamiseni,

andmed loomade kohta, kes ei elanud kuni ettemairatud tapmiseni, edastatakse, kuid ei
sisaldu rithmadevahelistes statistilistes vordlustes,

iga ebatavalise kliinilise tunnuse jalgimise pdev ja sclle edasiarenemine,

kehakaal, kehakaalu muutus ja tiine emaka kaal, sh valikuliselt kehakaalu muutus, mida on
korrigeeritud tiine emaka kaalu vorra,

toidu tarbimine ja, kui seda on moddetud, vee tarbimine,
lahangu leiud, sh emaka kaal,

edastatakse NOAEL-véddrtused ema ja areneva loote kohta.

Arenguga seotud 16pp-punktid annuse jirgi pesakonna kohta, kellel on implantaadid, kaasa
arvatud:

kollakehade arv,
implantatsioonide arv, elus ja surnud loodete ning resorptsioonide arv ja protsent,

implantatasioonieelsete voi -jargsete tiinuste katkemise arv ja protsent.

Arenguga seotud 13pp-punktid annuse jirgi pesakonna kohta, kus on elus looted, kaasa arvatud:

elus jirglaste arv ja protsent,

sooline jagunemine,

loote kehakaal, soovitavalt soo jirgi ja kombineeritud mdlema sooga,
viliste, pehmekoe- ja skeletivddrarengud ning muud asjaomased muutused,
liigitamise kriteeriumid vajadusel,

loodete ja selliste pesakondade koguarv ja protsent, kellel on vilised, pehmekoe- voi
skeletimuutused ning individuaalsete anomaaliate ja muude asjaomaste muutuste liigid ja
esinemine.

Tulemuste arutelu.

Jareldused.
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1.1

1.2

B.35 KAHE POLVKONNA REPRODUKTSIOONI TOKSILISUSE UURING

MEETOD

Kiesolev meetod lahtub juhendist OECD TG 416 (2001).

SISSEJUHATUS

Kiesolev kahe polvkonna reproduktsiooni uurimise meetod on vilja tootatud selleks, et pakkuda tildist
teavet katseaine mojude kohta isas- ja emasloomade reproduktiivsiisteemide rikkumatusele ja toimimisele,
kaasa arvatud sugunddrmete funktsioonile, innatsiiklile, paaritumiskditumisele, viljastumisele, tiinusele,
poegimisele, imetamisele ja voorutamisele, ning teavet jirglase kasvu ja arengu kohta. Uurimus voib
pakkuda teavet ka katseaine mojude kohta vastsiindinu haigestumisele, suremusele ning anda esialgseid
andmeid stinnieelse ja siinnijirgse arengutoksilisuse kohta ja voib juhendada jiargmiste katsete tegemist.
Lisaks F1-polvkonna kasvu ja arengu uurimisele on kdesolev katsemeetod samuti mdeldud nii F2-pdlvkonna
isas- ja emasloomade reproduktiivsiisteemide rikkumatuse ja toimimise kui ka kasvu ja arengu hindamiseks.
Arengutoksilisust ja funktsionaalseid puudujddke kisitleva tdiendava teabe puhul saab kiesolevasse
protokolli lisada kas tiiendavaid osauurimusi, vajadusel pidada ndu arengutoksilisust ja/voi arenguga seotud
neurotoksilisust kisitlevate meetodite iile vdi saab neid 16pp-punkte uurida eraldi uurimustes, kasutades
sobivaid katsemeetodeid.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Katseainet manustatakse gradueeritud annustena mitmetele isas- ja emasloomade rithmadele. P-pdlvkonna
isasloomadele tuleks annustada kasvu ajal ja vihemalt iihe tdieliku spermatogeneesi tsiikli jooksul (hiirtel
ligikaudu 56 pdeva ja rottidel 70 pdeva), et tekitada spermatogeneesile kahjulikke mdjusid. Mju spermale
mdiratakse kindlaks mitmete spermaparameetrite (nt sperma morfoloogia ja liikuvus) ning koepreparaatide
ja tiksikasjalike histopatoloogiliste uurimuste abil. Kui spermatogeneesi kisitlevad andmed on olemas
varasemast, korduvaid annuseid kasutavast uurimusest, mille kestus on piisav, nt 90-pdevane uurimus, ei
ole vaja lisada hindamisse P-pdlvkonna isasloomi. On siiski soovitav, et P-polvkonna spermaproove voi
digitaalseid salvestusi sailitatakse hilisema hindamise tarbeks. P-pdlvkonna emasloomadele tuleks annustada
katseainet kasvu ajal ja mitme téieliku innatsiikli kdigus, et tuvastada katseaine voimalikud kahjulikud mojud
tavapirasele innatsiiklile. Katseainet manustatakse jarglaste vanematele (P) nende paaritumise ajal, tiinuste
ajal ja kuni F1-jdrglase voorutamiseni. Voorutamise ajal jitkatakse aine manustamist F1-jarglastele ajal, mil
nad arenevad taiskasvanuteks, paaritumise ajal ja F2-pdlvkonna poegimise jarel kuni voorutamiseni.

Kliinilisi vaatlusi ja patoloogilisi uuringuid viiakse ldbi koikidel loomadel miirgisuse siimptomite
tuvastamiseks, eriline tdhelepanu on mdjudel isas- ja emasloomade reproduktiivsiisteemide rikkumatusele
ja toimimisele ning jarglase kasvule ja arengule.
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1.3

KATSEMEETODI KIRJELDUS

Loomaliikide valik

Eelistatud loomaliik on rott. Kui kasutatakse muid liike, tuleks seda pohjendada ja asjaomased mugandused
on vajalikud. Liine, kellel on madal sigivus voi kellel teatakse olevat arenguhiireid, ei tohiks kasutada.
Uuringut alustades peaks loomade massi muutus olema minimaalne ja ei tohiks iiletada 20 % kummagi soo
keskmisest massist.

Loomade pidamise ja toitmise tingimused

Loomade katseruumi temperatuur peaks olema 22 °C (+ 3°). Kuigi suhteline niiskus peaks olema vahemalt
30 % ja soovitavalt ei iileta 70 %, vilja arvatud ruumi koristamise ajal peaks see olema vahemikus 50-60 %.
Valgustus peaks olema kunstlik, jarjestus on selline — 12 tundi valgust, 12 tundi pimedust.. Toitmisel voib
kasutada tavapdrast labori toiduvalikut koos piiramatu hulga joogiveega. Toiduvalikut v6ib mojutada
vajadus tagada katseaine sobiv lisamine, kui katseainet manustatakse kdesoleva meetodi abil.

Loomi voib hoida eraldi voi viikestes, samast soost loomade rithmades. Paaritumine peab toimuma selleks
ettendhtud puurides. Kui voib tddeda, et suguithe on toimunud, pannakse paaritunud emasloomad oma
poegimis- vdi poegimispuuridesse. Paaritunud rotte voib samuti pidada viikestes rithmades ja eraldatakse
tiksteisest itheks voi kaheks pdevaks enne stinnitamist. Paaritunud loomadele antakse stinnituse ldhenedes
sobivad ja kindlaksmairatud pesapunumismaterjalid.

Loomade ettevalmistamine

Tuleks kasutada terveid tdiskasvanud loomi, keda on harjutatud laboritingimustega vihemalt 5 paeva ja keda
ei ole varem katsetes kasutatud. Katseloomade liik, liin, paritolu, sugu, kaal ja/vdi vanus on dratuntavad.
Teadma peaks de-venna suhteid loomade vahel, et viltida 6dede-vendade paaritamist. Loomad méératakse
juhuvaliku teel kontroll- ja katserithmadesse (kihistamine kehamassi jargi on soovitav). Puurid asetatakse nii,
et puuri asetamisest tingitud mojud on vdimalikult viikesed. Igale loomale tuleks anda ainulaadne
tunnusnumber. P-pdlvkonna puhul tuleks seda teha enne annustamise algust. F1-pdlvkonna puhul tuleks
seda teha paaritumiseks valitud loomade voorutamisel. F1-sugupdlve koikide valitud loomade puhul
sdilitatakse andmed pesakonna kohta, millest nad pirit on. Lisaks sellele soovitatakse identifitseerida pojad
individuaalselt nii ruttu pdrast siindi kui véimalik, kui poegi kaalutakse voi tehakse muid funktsionaalseid
katseid.

P-pélvkonna vanemad on ligikaudu 5-9 niddalat vanad annustamise alguses. Koikide katseriihmade loomad
peaksid niipalju kui voimalik olema tihesuguse kaalu ja vanusega.
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1.4

1.4.1

1.4.2

1.43

MENETLUS

Loomade arv ja sugu

Igas katse- ja kontrollrithmas on piisav arv loomi, et katsesse saadakse eelistatult mitte vihem kui 20 tiinet
emaslooma, kes on poegimas voi hakkavad varsti poegima. Ainete puhul, mis pdhjustavad kasitlemisega
seotud soovimatuid mojusid (nt steriilsus, liigne miirgisus suure annuse juures), ei ole see vdimalik.
Eesmirgiks on luua piisavalt tiinuse juhtumeid, et kindlustada sellise aine tdhendusrikas hindamine, millel
on vdoime mojutada viljakust, tiinust ja ema kditumist ning imetamist, Fl-jarglase kasvu ja arengut
viljastumisest kuni sugukiipseks saamiseni ning nende jarglaste (F2) arengut kuni vodrutamiseni. Seetdttu,
kui ei saada soovitud arvu tiineid loomi (s.t 20 looma), ei tdhenda see, et katse on ilmtingimata invaliidne.
Katse valiidsust hinnatakse iga tiksikjuhtumi puhul eraldi.

Dooside valmistamine

On soovitav, et katseainet manustatakse suu kaudu (toidu ja joogivee kaudu voi sondi abil), vilja arvatud
juhul, kui muud manustamisviisi (nt naha kaudu voi sissehingamine) peetakse sobivamaks.

Vajadusel lahustatakse voi suspendeeritakse katseaine sobivas kandeaines. On soovitav, et voimaluse korral
kaalutakse esmalt vesilahuse/-suspensiooni kasutamist, seejarel olilahuse/-emulsiooni (nt maisioli)
kasutamist ja siis voimalikku muude kandealuste lahust. Veest erinevate kandeainete puhul peaks kandeaine
toksikoloogilised omadused teada olema. Katseaine stabiilsus kandeaines méédratakse kindlaks.

Annustamine

Tuleks kasutada vdhemalt kolme annusemaira ja samaaegset kontrolli. Kui katseaine fiiiisikalis-keemiline
laad voi bioloogilised mdjud ei sea piiranguid, valitakse suurim annusemaar selliselt, et pdhjustab miirgisust,
kuid ei pohjusta surma ega raskeid kannatusi. Ootamatu suremuse korral on tavaliselt siiski aktsepteeritavad
sellised uuringud, milles P-sugupdlve vanemate suremus on ligikaudu alla 10 protsendi. Tuleks valida
annusemdairade alanev jdrjestus, et ndidata annusega seotud reaktsiooni ja tiheldamata kahjuliku moju taset
(NOAEL). Kahe- voi neljakordsed vahemikud on sageli optimaalsed alanevate annusemaéirade kehtestamisel
ja sageli on eelistatud neljanda katserithma lisamine viga suurte vahemike (nt iile 10-kordne tegur) annuste
vahel. Toitumisuuringute puhul ei tohiks annuste vahemik olla mitte suurem kui kolmekordne.
Annusemddrad tuleks valida varasemaid miirgisust késitlevaid andmeid, eriti annuseid kasitlevate
kordusuuringute tulemusi arvesse vottes. Mis tahes kittesaadavat teavet metabolismi ja katseiihendi voi
sellega seotud ainete kineetika kohta tuleks samuti arvesse votta. Selline teave aitab samuti viidata sellele,
et annustamisreZiim on adekvaatne.

Kontrollrithmaks on rithm, kellega katseid ei tehta, voi kandeainet saav kontrollrithm, kui kandeainet
kasutatakse katseaine manustamisel. Kontrollrithma loomi kisitletakse sarnaselt katserithma loomadega,
kuid neile ei anta uuritavat ainet. Kui kasutatakse kandeainet, saab kontrollrithm kandeainet suuremas
mahus. Kui katseainet manustatakse toidu kaudu ja seetdttu viheneb toidu votmine voi drakasutamine, siis
voib pidada vajalikuks paariskontrollrithma kasutamist. Teise vdimalusena vdib kasutada samaaegsete
paariskontrollrithmade asemel andmeid, mis on saadud sellistest kontrollitud uuringutest, mis on vilja
tootatud selliste mojude hindamiseks, mille on vihenenud toidutarbimine pohjustanud reproduktiivsetele
parameetritele.
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1.4.4

1.4.5

Arvesse voetakse kandeaine ja muude lisandite jargmiseid omadusi: katseaine absorbtsiooni, jaotamist,
metabolismi voi peetumist kisitlevad mdjud; katseaine keemilisi omadusi kisitlevad mojud, mis voivad
muuta toksilisi omadusi; ning toidu- voi veetarbimist voi toitumust kasitlevad mojud.

Piirkatse

Kui suukaudne uuring ithe annusemdiraga, mis on vidhemalt 1 000 mg kg kehamassi kohta pdevas voi
vastav protsendimaar toidus voi joogivees, kui manustatakse toidu voi joogivee kaudu, kasutades kiesolevas
uuringus kirjeldatud protseduure, ei tekita tiheldatavaid toksilisi mdjusid vanematele voi nende jarglastele
ja kui miirgisus eeldatavasti ei pohine struktuurselt ja/voi metaboolselt sarnaste ithendite kohta kiivatel
andmetel, siis ei peeta vajalikuks tdieliku uuringu tegemist, kus kasutatakse mitmeid annusemaiirasid.
Piirkatset kohaldatakse, vilja arvatud siis, kui inimese kokkupuude viitab vajadusele kasutada suuremat
suukaudset annusemaira. Muude manustamisviiside korral, nagu niiteks sissehingamine vo6i naha kaudu
manustamine, vdivad katseaine fuiisikalis-keemilised omadused nagu lahustuvus tihti viidata suurimale
kokkupuutetasemele ja seada sellele piiranguid.

Annuste manustamine

Loomadele annustatakse katseainet 7 paeva nidalas. Eelistatakse suukaudset manustamist (toit, joogivesi voi
sond). Kui kasutatakse muud manustamisviisi, tuleks seda pdhjendada ning asjaomased muudatused voivad
osutuda vajalikuks. Koikidele loomadele annustatakse ainet sama meetodi jargi asjaomase katseperioodi
jooksul. Kui katseainet manustatakse sondi abil, tehakse seda ldbi s6ogitoru. Korraga manustatava vedeliku
maht ei tileta 1 ml 100 g kehamassi kohta (0,4 ml 100 g kehamassi koha on maksimum maisidli puhul),
vilja arvatud vesilahuste puhul, kui v6ib kasutada 2 ml 100 g kehamassi kohta. Vilja arvatud drritavad voi
soovitavad ained, mille mojud tavaliselt teravnevad suuremate kontsentratsioonide korral, tuleks vihendada
katses kasutatavate mahtude varieeruvust, reguleerides kontsentratsioone nii, et kogumaht koikide annuste
piimast, vahetu annustamine algab nende jaoks voodrutuse ajal. Toidu voi joogiveega seotud uuringutes
saavad pojad tdiendavalt katseainet vahetult, kui nad hakkavad ise sooma imetamisperioodi viimasel nadalal.

Toidu voi joogivee kaudu manustatud ainete puhul on oluline tagada, et hdlmatud katseaine kogused ei
hdiriks tavapdrast toitumist vOi veetasakaalu. Kui katseainet manustatakse toidus kas piisiva
toidukontsentratsioonina (ppm) voi voidakse kasutada piisivat annusemaira looma kehamassi suhtes, siis
tuleb tdpsustada kasutatud alternatiivi. Sondi kaudu manustatud aine puhul tuleks annus anda samal
kellaajal iga pdev ja kohandada vihemalt igal niddalal, et siilitada konstantset annuseméira looma kehamassi
suhtes. Sondiannuse kohandamisel kaalu jirgi tuleks arvesse votta teavet katseaine platsenta kaudu levimise

kohta.
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1.4.6

1.4.7

1.4.7.1

1.4.7.2

Katsete ajakava

P-pdlvkonna isas- ja emasloomade puhul algab igapdevane annustamine siis, kui nad on 5-9 nidalat vanad.
Fl-isas- ja emasloomade puhul algab igapdevane annustamine voorutamise ajal, tuleb meeles pidada, et
katseaine toidu voi joogivee kaudu manustamise korral voib toimuda F1-pdlvkonna poegade vahetu
kokkupuude katseainega juba imetamise ajal. Mdlema soo puhul (P ja F1) jatkatakse annustamist vihemalt
10 nddalat enne paaritamist. Annustamist jitkatakse molemast soost loomade puhul kahenddalase
paaritumisperioodi jooksul. Isasloomad surmatakse humaanselt ja uuritakse neid siis, kui neid ei ole enam
vaja reproduktiivsuse mojude hindamiseks. P-pdlvkonna emasloomade puhul jitkatakse annustamist kogu
tiinuse aja ja kuni F1-jarglaste voorutamiseni. Arvesse tuleks votta muudatusi annustamise ajakavas, mis
pohinevad katseaine, sh varasematel miirgisuse, metabolismi voi bioakumulatsiooni tekke kohta kidivatel
kittesaadavatel andmetel. Iga looma annus peab tavaliselt pdhinema looma koige viimase individuaalse
kehamassi kindlaksméaaramisel. Annuse méddramisel tuleks siiski olla ettevaatlik tiinuse viimasel trimestril.

P- ja F1-polvkonna isas- ja emasloomade kasitlemist jatkatakse kuni surmamiseni. Koik P- ja F1-pdlvkonna
tdiskasvanud isas- ja emasloomad surmatakse humaanselt, kui neid enam ei vajada reproduktiivsuse mojude
hindamiseks. F1- jarglased, keda ei ole valitud paaritumiseks, ning koik F2- jarglased surmatakse humaanselt
pdrast vOOrutamist.

Paaritumisprotseduur
P-pdlvkonna paaritumine

Iga paaritumise korral pannakse emasloom tihte puuri tthe sama annusemdiraga isasloomaga (1:1
paaritumine) kuni suguithte toimumiseni voi 2 nddalaks. Iga pdev uuritakse emasloomadel sperma voi
tupekorgi olemasolu. Tiinuse 0. pdevaks peetakse paeva, mil leitakse tupekork voi sperma. Kui paaritumine
ei onnestunud, saab kaaluda emaslooma uuesti paaritamist sama rithma viljakaks peetava isasloomaga.
Paarituvad paarid tuleks selgesti andmetes dra ndidata. Odede-vendade paaritumist tuleks viltida.

F1-pélvkonna paaritumine

F1+jirglaste paaritumise korral valitakse vahemalt iiks isasloom ja iiks emasloom vodrutamise ajal igast
pesakonnast paaritumiseks muude sama annusemairaga, kuid erinevast pesakonnast poegadega, et siinniks
F2-pdlvkond. Poegade valimine igast pesakonnast peaks olema juhuslik, kui poegade kehamassis voi
vilimuses olulisi erinevusi ei ole tiheldatud. Juhul kui on tdheldatud nimetatud erinevusi, valitakse iga
pesakonna parimad esindajad. Pragmaatiliselt on seda kdige parem teha kehamassi pdhjal, kuid seda voib
teha ka valimuse pohjal. F1-jarglasi ei paaritata enne, kuni nad on saanud téiesti sugukiipseks.

Poegimata paare tuleks hinnata, et kindlaks mairata viljatuse néiv pohjus. See voib holmata selliseid
protseduure nagu lisavdimalused paaritumiseks muude viljakaks peetavate isade voi emadega, suguelundite
mikroskoopiline uurimine ning innatsiiklite voi spermatogeneesi uurimine.
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1.4.7.3

1.4.7.4

1.5

Teine paaritumine

Teatavatel juhtudel nagu kisitlemisega seotud muutused pesakonna suuruses voi ebaselge moju taheldamine
esimesel paaritumisel, on soovitav, et P- vdi F1-sugupdlve tdiskasvanud loomad paarituksid uuesti teise
pesakonna saamiseks. On soovitav uuesti paaritada emas- ja isasloomi, kellel ei ole varem pesakonda olnud,
viljakaks peetavate erinevast soost loomadega. Kui teise pesakonna saamist peetakse molemas pdlvkonnas
vajalikuks, tuleks loomad uuesti paaritada ligikaudu nidal parast eelmise pesakonna vodrutamist.

Pesakonna suurus

Loomadel lubatakse poegida tavaliselt ja kasvatada jarglased iiles kuni voorutamiseni. Pesakonna suuruse
thtlustamine ei ole kohustuslik. Kui seda on ihtlustatud, tuleks iiksikasjalikult kirjeldada kasutatud
meetodit.

VAATLUSED

Kliinilised vaatlused

Iga pdev tuleks teha iildine kliiniline vaatlus ja sondi kaudu annustamise korral peaks selle ajastamisel arvesse
votma mdojude oodatavat kdrghetke parast annustamist. Kditumise muutused, raske voi pikaleveninud
poegimise margid ja kdik miirgisuse tunnused tuleks registreerida. Uksikasjalikum lisauuring iga looma
kohta tuleks teostada vahemalt iga nidal ja kdige parem oleks seda teha siis, kui looma kaalutakse. Koiki
loomi tuleks jilgida haigestumise ja suremuse osas kaks korda pdevas ja vajadusel nddalavahetusel kord
péevas.

Poeginud loomade kehamass ja toidu/vee tarbimine

P- ja Fl-polvkonna poeginud loomi kaalutakse annustamise esimesel péeval ja secjdrel vahemalt kord
nddalas. Poeginud emasloomi (P- ja F1-pdlvkond) kaalutakse viahemalt tiinuse 0., 7., 14.ja 20. v6i 21. pdeval
ning imetamise ajal samadel pdevadel poegade kaalumisel ja loomade surmamispédeval. Nimetatud
vaatlustest tuleks teatada iikshaaval iga tdiskasvanud looma kohta. Paaritumisele eelneval ajal ja
tiinusperioodil modddetakse toidu tarbimist vihemalt iga nddal. Vee tarbimist mdddetakse vihemalt iga
nadal, kui katseainet manustatakse vees.

Innatsiikkel

Innatsiikli pikkuse ja normaalsust hinnatakse P- ja F1-pdlvkonna emasloomadel tupeiiete abil enne
paaritumist ja valikuliselt paaritumise ajal, kuni leitakse tdendeid paaritumise toimumise kohta.
Tupe-/emakakaelarakke vottes tuleks olla ettevaatlik, et véltida limaskesta kahjustamist ja seejirel
pseudotiinuse teket (1).
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Spermaparameetrid

Kaikide P- ja F1-pdlvkonna isasloomade surmamisel registreeritakse munandite ja munandimanuse mass
ning iiks kummastki elundist siilitatakse histopatoloogiliseks uurimiseks (vt punkt 1.5.7, 1.5.8.1). P- ja
F1-polvkonna igast rithmast eraldatakse vdhemalt kiimne isaslooma suurune osarithm, allesjaanud
munanditest ja munandimanustest loendatakse homogeenimisele resistentsed spermatiidid ja
munandimanuse sabas sdilinud sperma hulk. Sama osarithma isasloomade puhul tuleks koguda
munandimanuse sabas vOi seemnejuhas olev sperma liikuvuse ja sperma morfoloogia hindamiseks. Kui
tiheldatakse kisitlemisega seotud mojusid voi kui on tdendeid muude uuringute véimalike mojude kohta
spermatogeneesile, tuleks hinnata iga annusrithma koikide isasloomade spermat; vastasel juhul voib
loendamine piirduda kontrollrithma ning suure annusega rithma P- ja F1-polvkonna isasloomadega.

Homogeenimisele resistentsete munandites olevate spermatiidide ja munandimanuse sabas oleva sperma
koguhulk tuleks arvutada (2)(3). Munandimanuse sabas sdilinud seemnerakkude arv voib ldhtuda
kvalitatiivseteks hindamisteks kasutatud suspensioonis olevate seemnerakkude kontsentratsioonist ja
mahust ning jdrelejidnud munandimanuse sabakoe jahvatamisel ja/voi homogeenimisel saadud
seemnerakkude arvust. Arvutamised tuleks teha koikide valitud isasloomade osarithmade koikides
annuserithmades parast loomade surmamist, vilja arvatud juhul, kui tehakse video- voi digitaalsalvestusi voi
kui proovid kiilmutatakse ja analiiiisitakse hiljem. Sellistel juhtudel voib esmalt analiiiisida kontrollrithma
ja suure annusega rithma. Kui késitlemisega ei kaasne mojusid (nt mojud seemnerakkude arvule, sperma
litkuvusele ja morfoloogiale), ei ole vaja analiiiisida muid annuserithmasid. Kui on taheldatud kasitlemisega
kaasnevaid mdjusid, siis tuleks samuti hinnata viiksema annusega rithmasid.

Munandimanuse (voi seemnejuha) sperma liikuvust tuleks hinnata voi videosalvestada kohe parast
surmamist. Sperma tuleks koguda, minimiseerides kahju, ning lahjendada liikuvusanaliiiisi jaoks
vastuvoetavaid meetodeid kasutades (4). Progressiivselt liikkuva sperma protsendimdar tuleks kindlaks
madrata kas subjektiivselt voi objektiivselt. Kui arvutipdhine litkuvusanaliiiis sooritatakse (5)(6)(7)(8)(9)(10),
soltub progressiivne litkumine kasutaja maaratud keskmise litkumiskiiruse ja otsesuse kiinnisest voi
lineaarsest indeksist. Kui proove filmitakse (11) v6i kujundid salvestatakse muul moel lahangu ajal, voib
jatkuanaliitisi teha tiksnes kontrollriihma ja suure annusega rithma P- ja F1-pdlvkonna meesloomadega,
vilja arvatud juhul, kui tiheldatakse kisitlemisega kaasnevaid majusid; sellisel juhul tuleks samuti hinnata
viikese annusega rithmasid. Video- voi digitaalpildi puudumisel tuleks analiiiisida koikide katserithmade
koiki proove lahangu ajal.

Munandimanuse (v6i seemnejuhade) spermaproovi tuleks morfoloogiliselt hinnata. Spermat (vihemalt 200
seemnerakku proovi kohta) tuleks uurida fiksatiiviga kisitletud mirgpreparaatidena (12) ja liigitada kas
tavaliseks voi ebatavaliseks. Morfoloogiliste sperma korvalekallete ndidete hulka kuuluvad kokkusulamine,
isoleeritud pead ning peade ja/vdi sabade ebamoodustised. Hinnata tuleks kdikidest annuserithmadest
valitud isasloomade osarithma kas vahetult parast loomade surmamist voi video- ja digitaalsete salvestuste
pohjal hiljem. Aigeid, mis on juba fikseeritud, v&ib uurida hiljem. Sellistel juhtudel vdib esmalt analiiiisida
kontrollrithma ja suure annusega rithma. Kui kisitlemisega ei kaasne mojusid (nt mdjud sperma
morfoloogiale), ei ole vaja analiitisida muid annuserithmasid. Kui on tdheldatud kisitlemisega kaasnevaid
mdjusid, siis tuleks samuti hinnata viiksema annusega rithmasid.

Kui monda eespool nimetatud sperma hindamisparameetritest on juba uuritud siisteemse toksilisuse
uuringu osana vihemalt 90 péeva, ei ole neid vaja tingimata korrata kahe pdlvkonna uuringus. On siiski
soovitav, et P-pdlvkonna spermaproovid voi digitaalsed salvestused siilitatakse hilisema hindamise tarbeks.
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Jirglane

Iga pesakonda uuritakse nii ruttu kui voimalik pérast poegimist (imetamise 0. paev), et kindlaks méirata
poegade arv ja sugu, surnult siinnid, elussiinnid ja kdikide anomaaliate olemasolu. 0. pdeval surnult leitud
poegi (kui nende laibad on leotamata) tuleks soovitavalt uurida voimalike defektide ja surmapohjuse osas
ning laibad tuleks sailitada. Elusad pojad tuleks kokku lugeda ja iikshaaval kaaluda siinni hetkel (imetamise
0. pdev) voi 1. pdeval, ning seejrel regulaarsetel kaalumispdevadel, nt imetamise 4., 7., 14. ja 21. pdeval.
Fuusilised voi kditumuslikud korvalekalded, mida on tdheldatud emadel voi jarglastel, tuleks registreerida.

Jarglase fuiisiline areng tuleks registreerida peamiselt kehamassi lisandumise teel. Muud fisilised
parameetrid (nt korva ja silma avanemine, hammaste teke, karvakasv) voivad anda tdiendavat teavet, kuid
nimetatud andmeid peaks soovitavalt hindama seksuaalset kiipsust kisitlevate andmete kontekstis (nt vanus
ja kehamass tupe avanemisel voi suguti ja eesnaha eraldumisel) (13). Soovitatakse F1-pdlvkonna jarglaste
funktsionaalseid uuringuid (nt motoorne tegevus, sensoorne funktsioon, reflekside ontogenees) enne ja/voi
pdrast voorutamist, eelkdige neid uuringuid, mis on seotud seksuaalse kiipsusega, juhul kui selliseid
uuringuid ei kasitleta eraldi katsetes. Tupe avanemise ja eesnaha eraldumise iga maaratakse kindlaks
paaritumiseks valitud F1-polvkonna vodrutatud poegade puhul. Anogenitaalset vahemaad moddetakse
stinnijirgsel 0. pdeval F2-polvkonna poegade puhul, kui F1-pdlvkonna sooline jagunemine voi seksuaalse
kiipsuse saavutamise ajastus selleks pdhjust annavad.

Funktsionaalsed vaatlused voib dra jatta rithmades, millel vastasel juhul ilmneksid negatiivsete mojude selged
tunnused (nt oluline massi vihenemine jne). Kui funktsionaalseid uuringuid tehakse, ei peaks neid tegema
paaritumiseks valitud poegadega.

Uldlahang

Surmamise voi uuringu kdigus suremise korral uuritakse makroskoopiliselt kdiki poeginud loomi (P- ja
F1-polvkond), koiki viliste korvalekalletega voi kliiniliste tunnustega poegi ja juhuslikult valitud F1- ja
F2-polvkonna molemast soost ja igast pesakonnast poegi mis tahes strukturaalsete korvalekallete voi
patoloogiliste muutuste suhtes. Erilist tihelepanu tuleks poorata reproduktiivsiisteemi elunditele. Tuleks
uurida humaanselt surmatud suremisseisundis poegade voi surnud poegade (kui nende laibad on leotamata)
voimalikke defekte ja/vdi surmapdhjust ning nende laibad tuleks sailitada.

Koikide esimest korda poegivate emasloomade emakat tuleks uurida implantatsiooni kohtade olemasolu ja
arvu suhtes viisil, mis ei sisalda histopatoloogilist hindamist.
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1.5.7

1.5.8.1

Elundite massid

Surmamise ajal maaratakse kindlaks koikide P- ja F1- polvkonna poeginud loomade kehamass ja jargmiste
elundite mass (paariselundid peaks kaaluma iikshaaval):

— emakas, munasarjad,

— munandid, munandimanused (kogumass ja sabaosa mass),

— eesnddre,

— seemnepdiekesed koos nddrmete ja nendes olevate vedelikega ning eesnddrmega (tervikuna),

— aju, maks, neerud, porn, ajuripats, kilpndirmed ja neerupealised ning méédratud sihtelundid.
Lahanguks valitud F1- ja F2-p6lvkonna poegade kehamassid tuleks méirata kindlaks surmamisel. Kaalutakse

jargmiseid elundeid, mis on juhuslikult valitud tihest pojast/soost/pesakonnast (vt punkt 1.5.6): aju, pdrn
ja harknddre.

Uldlahangu ja elundite kaalumise tulemusi tuleks hinnata muudes, korduvate annustega uuringutes tehtud
vaatluste kontekstis, kui see on teostatav.

Histopatoloogia
Poeginud loomad

P-ja F1-polvkonna poeginud loomadelt eemaldatakse jargmised elundid ja koed v6i nende representatiivsed
proovid ja neid siilitatakse sobivas kasvukeskkonnas histopatoloogilise uuringu tarbeks:

— tupp, emakas koos emakakaelaga ning munasarjad (siilitatakse sobivas kinnitis),

— itks munand (sdilitatakse Bouini vdi vorreldavas kinnitis), iiks munandimanus,
seemnepoiekesed, eesndire ja selle eesosa,

— ecelnevalt identifitseeritud sihtelund(id) koikidelt paaritumiseks valitud P- ja F1-pdlvkonna
loomadelt.

Eespool loetletud siilitatud elundite ja kudede tdielik histopatoloogiline uuring tehakse koikide
paaritumiseks valitud ning suure annusega ja kontrollrithma kuuluvate P- ja F1-pdlvkonna loomade kohta.
P-polvkonna loomade munasarjade uurimine ei ole kohustuslik. Késitlemisega seotud muutustega elundeid
tuleks samuti uurida vdikese ja keskmise annusega rithmades, et aidata NOAEL-i vilja selgitada. Lisaks sellele
tuleks selliste viikese ja keskmise annusega loomade, kellel kahtlustatakse vahenenud viljakust, nt need,
kellel ei dnnestunud paarituda, viljastuda, sigitada voi siinnitada terveid jarglasi, voi need, kelle innatsiiklit
voi sperma hulka, liikuvust voi morfoloogiat mojutati, suguelundeid hinnata histopatoloogiliselt. Kdiki
tildkahjustusi nagu atroofia vdi kasvajad tuleks uurida.
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1.5.8.2

2.1

Munandeid tuleks tiksikasjalikult histopatoloogiliselt uurida (nt kasutades Bouini kinnitit, parafiinildike voi
4-5 pm paksuseid labildikeid), et kindlaks teha kisitlemisega seotud mdjud nagu paigale jadnud
spermatiidid, puuduvad sugurakukihid voi -liigid, hulktuumsed hiidrakud voi spermatogeensete rakkude
irdumine luumenisse (14). Puutumatu munandimanuse puhul tuleb uurida pead, keha ja saba, mida saab
teha pikildigete hindamise teel. Munandimanuse puhul tuleks hinnata leukotsiiiidi infiltratsiooni,
rakutiitipide esinemissageduse muutusi, hélbivaid rakutiiiipe ja sperma fagotsiitoosi. PAS- ja
hematoksiiliiniga varvimist voib kasutada isasloomade suguelundite uurimisel.

Imetamisjargne munasari peaks sisaldama alg- ja kasvavaid munarakke ning imetamisaegseid suuri
kollakehasid. Histopatoloogiline uurimine peaks tuvastama algmunarakkude populatsiooni kvalitatiivse
vihenemise. Algmunarakkude kvantitatiivne hindamine tuleks teha F1-polvkonna emasloomadele;
loomade arv, munasarjaldigete valik ja ldikeproovi suurus peaksid statistiliselt sobima kasutatava
hindamisprotseduuriga. Uurimisel peaks arvutama algmunarakkude arvu, mida saab kombineerida viikeste
kasvavate munarakkudega, katse- ja kontrollrithma kuuluvate munasarjade vordlemiseks (15) (16) (17) (18)
(19).

Vaorutatud pojad

Koikide viliste korvalekalletega voi kliiniliste tunnustega poegade, samuti paaritumiseks mittevalitud F1- ja
F2- polvkonnast juhuslikult valitud tthe poja/soo/pesakonna selgete korvalekalletega kude ja sihtelundid
fikseeritakse ja sailitatakse sobivas kasvukeskkonnas histopatoloogilise uurimise tarbeks. Sailitatud kudedele
tehakse tdielik histopatoloogiline madramine, milles peardhk on reproduktiivsiisteemi elunditel.

TULEMUSED

TULEMUSTE TOOTLEMINE

Andmed edastatakse kokkuvotlikult iga emaslooma ja nende jarglase kohta tabeli kujul, ndidates iga
katserithma ja polvkonna kohta loomade arvu katse alguses, katse kaigus surnud voi humaansetel
kaalutlustel surmatud loomade arvu, surma ja humaanse surmamise ajad, viljakate emasloomade arvu,
tiinete emasloomade arvu, miirgisusnihtudega loomade aru, miirgisusnahtude kirjelduse, sh toksiliste
mdjude algusaja, kestuse ja raskuse, embriiot/loodet kisitlevate vaatluste liigid ja kogu asjaomane teave
pesakonna kohta.
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2.2

23

Numbrilisi tulemusi tuleks hinnata sobiva, iildiselt heakskiidetud statistilise meetodi abil; statistilised
meetodid tuleks valida uurimuse kavandamisel ja neid tuleks pdhjendada. Annuse ja sellele reageerimise
statistilised mudelid voivad olla andmete analiiiisimisel vajalikud. Protokoll peaks hdlmama piisavalt teavet
analiitisimeetodi kohta ja kasutatava arvutiprogrammi kohta, nii et sdltumatu arvestaja/statistik voib uuesti
hinnata ja rekonstrueerida analiiisi.

TULEMUSTE HINDAMINE

Kahe polvkonna reproduktsiooni toksilisuse uuringu avastusi tuleks hinnata tiheldatud méjude, kaasa
arvatud lahangu- ja mikroskoopilised leiud, suhtes. Hindamine hdlmab katseaine annuse ja korvalekallete
— sh ildkahjustused, identifitseeritud sihtelundid, mojutatud viljakus, kliinilised kdrvalekalded, mojutatud
paljunemisvdime ja pesakonna suurus/laad, kehamassi muutused, mdjud suremusele ja mis tahes muud
toksilised mojud — olemasolu voi puudumise, esinemissageduse ja raskusastme vahelist seost voi selle
puudumist. Katseaine fiiiisikalis-keemilisi omadusi ja vajadusel toksikokineetilisi andmeid tuleks votta
arvesse katsetulemuste hindamisel.

Nouetekohaselt tehtud reproduktsiooni toksilisuse uuring hindab rahuldavalt mojuta méérasid ja moistab
reproduktsioonile, poegimisele, imetamisele, siinnijargsele arengule, kaasa arvatud kasv ja seksuaalne areng,
kahjulikke méjusid.

TULEMUSTE TOLGENDAMINE

Kahe polvkonna reproduktsiooni toksilisuse uuring annab teavet korduvate ainega kokkupuudete mdjude
kohta reproduktiivtsiikli koikidel etappidel. Eelkdige annab uuring teavet reproduktiivparameetrite kohta
ning jarglaste arengu, kasvu, sugukiipseks saamise ja ellujdgdmise kohta. Uuringu tulemusi tolgendatakse
koostoimes subkroonilisel, stinnieelse arengu ja toksikokineetilisel ning muudel uuringutel tehtud
avastustega. Kdesoleva uuringu tulemusi vaib kasutada kemikaali tdiendava uurimise vajaduse hindamisel.
Uuringu tulemuste ekstrapoleerimine on kehtiv piiratud ulatuses. Neid saab kdige paremini kasutada teabe
andmiseks mojuta madrade ja inimeste lubatud kokkupuudete kohta (20) (21) (22) (23).
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3. PROTOKOLL

3.1 KATSEPROTOKOLL

Katsearuanne peab holmama jargmist teavet:

Katseaine:

— fiiiisiline laad ja vajadusel fuiiisikalis-keemilised omadused,
— tunnusandmed,

— puhtus.

Kandeaine (vajadusel):

— kandeaine valiku pohjendus, kui see on veest erinev.
Katseloomad:

— kasutatud liigid/tiived,

— loomade arv, vanus ja sugu,

— piritolu, pidamistingimused, toitumine, pesamaterjalid jne,
— iga looma kaal katse alguses.

Katsetingimused:

— annuste valiku péhjendus,

— Xkatseaine valmistise/toidupreparaadi iiksikasjad, saadud kontsentratsioonid,
— preparaadi stabiilsus ja homogeensus,

— katseaine manustamise iiksikasjad,

— toidufjoogivee hulka segatud uuritava aine kontsentratsiooni (ppm) muutmine tegelikuks annuseks (mg
kg kehamassi kohta pievas), vajaduse korral,

— tiksikasjad toidu- ja veekvaliteedi kohta.
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Tulemused:

toidu tarbimine ja vajadusel vee tarbimine, toidu tdhusus (kehamassi lisandumine tarbitud toidu grammi
kohta) ning katseaine tarbimine P- ja F1-pdlvkonna loomadel, vilja arvatud perioodil, mil loomi hoitakse
koos, ja vihemalt imetamise viimasel kolmandikul,

andmed absorbtsiooni kohta (kui seda on moddetud),

paaritumiseks valitud P- ja F1-pdlvkonna loomade kehamassi andmed,

pesakonna ja poegade massi andmed,

andmed poeginud loomade kehamassi kohta surmamisel ning elundite tdieliku ja suhtelise massi kohta,
kliiniliste vaatluste laad, raskus ja kestus (soltuvalt sellest, kas kahjud on poorduvad véi mitte),
surmaaeg katse ajal voi andmed loomade ellujdgdmise kohta kuni surmamiseni,

andmed toksilise reaktsiooni kohta sooti ja annuste kaupa, kaasaarvatud paaritumis-, viljakus-, tiinus-,
stinni-, elujdulisus- ja imetamisindeksid; protokoll peaks viitama nende indeksite arvutamisel kasutatud
arvudele,

toksilised voi muud mojud reproduktsioonile, jirglastele, siinnijargsele kasvule jne,
lahangu leiud,

koikide histopatoloogiliste leidude iiksikasjalik kirjeldus,

tavalise innatsiikliga P- ja F1-pdlvkonna emasloomade arv ning tsiikli pikkus,

munandimanuse sabaosas oleva sperma koguarv, progressiivselt liikuva sperma protsendimair,
morfoloogiliselt normaalse sperma protsendimddr ning tuvastatud korvalekaldega sperma
protsendimdir,

aega paaritumiseni, sh pdevade arv paaritumiseni,

tiinuse pikkus,

implantatsioonide arv, kollakehad, pesakonna suurus,
elussiindide arv ja implantatsioonide jdrel toimunud abordid,

selgelt nihtavate arenguhidlvetega poegade arv, kui see on kindlaks mdiratud, tuleks teatada

andmed poegade fiiiisilise arengu jirkude kohta ja andmed muude siinnijirgsete arengute kohta;
hinnatud fuiisilise arengu jarke tuleks pdhjendada,

andmed poegade ja tdiskasvanud loomade funktsionaalsete vaatluste kohta,

vajadusel tulemuste statistiline tootlemine.

Tulemuste arutelu.

Jareldused, sh NOAEL-véddrtused mojude kohta emadele ja jarglastele.
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1.1

B.42 NAHATUNDLIKKUS: PAIKNE LUMFISOLMEDE UURING

MEETOD

Kiesolev katsemeetod on samavaarne OECD TG 429-ga (2002).

SISSEJUHATUS

Paikne limfisdlmede uuring (Local Lymph Node Assay, LLNA) on piisavalt valideeritud ja heaks kiidetud,
et selle voiks pohjendatult votta vastu uue meetodina (1)(2)(3). See on teine meetod kemikaalide
nahatundlikkusvéime hindamiseks loomadel. Teises meetodis (B.6) kasutatakse katseid merisigadega,
nimelt merisigadega tehtav maksimiseerimiskatse ja Buehleri katse (4).

LLNA on alternatiivne meetod, mille abil voidakse kindlaks teha nahka sensibiliseerivad kemikaalid ja
kinnitada, et kemikaalidel puudub oluline naha sensibiliseerimisvoime. See ei tihenda tingimata seda, et
koikidel juhtudel tuleks kasutada LLNA merisigadega tehtavate katsete asemel, kuid pigem seda, et uuring
on ithtmoodi hea ja seda voib kasutada alternatiivina, milles positiivsed ja negatiivsed tulemused tildiselt
ei vaja enam kinnitamist.

LLNA néeb ette teatavad soodustused seoses nii teadusliku arengu kui ka loomade heaoluga. See uurib
nahatundlikkuse esilekutsumise etappi ja esitab kvantitatiivsed andmed, mis sobivad annusele
reageerimise hindamiseks. LLNA valideerimise iiksikasjad ja sellega seotud t66 iilevaade avaldatakse
(5)(6)(7)(8). Lisaks sellele tuleks markida, et kerged/moddukad sensibilisaatorid, mida soovitatakse
sobivaks positiivseks kontrollaineks merisigadega tehtavate katsemeetodite puhul, on samuti sobivad
kasutamiseks LLNA-ga (6)(8)(9).

LLNA on in vivo meetod ja seetdttu ei 1opetata loomade kasutamist puutetundlikkuse hindamisel. Selles
voidakse siiski vahendada selleks ettendhtud loomade arvu vahendamist. Lisaks sellele LLNA-s kasutatud
viis loomade puutetundlikkuse uurimiseks on tunduvalt tdiustatum. LLNA pdhineb kemikaalide
pohjustatud immunoloogiliste juhtumite kontrollil tundlikkuse esilekutsumisel. Erinevalt merisigadega
tehtavatest katsetest ei eelda LLNA, et tekiksid esilekutsutud naha iilitundlikkusreaktsioonid. Samuti ei
eelda LLNA adjuvandi kasutamist, nagu seda tehakse merisigadega tehtava maksimiseerimiskatse puhul.
Seetdttu vihendab LLNA loomade kannatusi. Hoolimata LLNA hiivedest traditsiooniliste meriseakatsetega
vorreldes, tuleks tunnistada, et on teatud piirangud, mis voivad tingida traditsiooniliste meriseakatsete
kasutamise (nt valenegatiivsed LLNA leiud teatavate metallide puhul, valepositiivsed leiud teatavate nahka
drritavate ainete puhul)(10).

Vt ka Sissejuhatust B osas.
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1.2

1.3

1.3.1.1

1.3.1.2

1.3.2.1

1.3.2.2

KATSEMEETODI POHIMOTE

LLNA pohimdte on selline, et sensibilisaatorid kutsuvad esile primaarse limfotsiiiitide vohamise
liimfisdlmes, mis tithjendab keemilise aine ala. Nimetatud vohamine on vordeline manustatud annusega
(ja allergeeni tdhususega) ning pakub lihtsaid vahendeid tundlikkuse objektiivseks ja kvantitatiivseks
modtmiseks. LLNA hindab nimetatud vohamist annuse ja sellele reageerimise suhtena, milles vohamist
katserithmades vorreldakse vohamisega kandeainet manustatud kontrollrithmades. Katserithmade ja
kandeainet saanud kontrollrithmade vohamise suhe (stimulatsiooniindeks) mairatakse kindlaks ja see
peab olema vihemalt 3 enne, kui katseainet saab edasi hinnata voimaliku nahasensibilisaatorina. Siin
kirjeldatud meetodid pohinevad radioaktiivse margistuse kasutamisel, et moota raku vohamist. Vohamise
hindamise muid 15pp-punkte voib siiski kasutada, tingimusel et on olemas pdhjendus ja piisav teaduslik
toetus, kaasa arvatud tiielikud viited ja meetodite kirjeldus.

KATSEMEETODI KIRJELDUS

Ettevalmistused
Loomade pidamise ja toitmise tingimused

Loomi hoitakse eraldi puurides. Loomade katseruumi temperatuur peaks olema 22 °C (¢3 °C). Kuigi
suhteline niiskus peaks olema vihemalt 30 % ja soovitavalt ei iileta 70 %, vilja arvatud ruumi koristamise
ajal peaks see olema 50-60 %. Valgustus peaks olema kunstlik, jarjestus on selline — 12 tundi valgust, 12
tundi pimedust.. Toitmisel voib kasutada tavapirast labori toiduvalikut koos piiramatu hulga joogiveega.

Loomade ettevalmistamine

Loomad valitakse juhuvaliku teel, tihistatakse individuaalse identifitseerimise voimaldamiseks (kuid mitte
kdrvamarkide kujul) ning hoitakse oma puurides vihemalt 5 pdeva enne annustamise alustamist, et
voimaldada neil kohaneda laboritingimustega. Enne katse alustamist uuritakse koiki loomi, tagamaks, et
neid ei ole nihtavaid nahakahjustusi.

Katsetingimused
Katseloomad

Kiesoleva katse jaoks valitud liik on hiir. Kasutatakse CBA/Ca voi CBA/] liini noori tdiskasvanud emashiiri,
kes ei ole poeginud ega ei ole tiined. Katse alguses peaksid loomad olema 8-12 néddalat vanad ning
loomade massimuutus peaks olema minimaalne ja mitte {iletama 20 % keskmisest massist. Muid liine ja
isasloomi voib kasutada, kui on loodud piisavalt andmeid, tdendamaks, et LLNA reaktsioonis ei ole olulisi
liini ja/voi soospetsiifilisi erinevusi.

Usaldusvidrsuse kontroll

Positiivseid kontrolle kasutatakse selleks, et tdendada katse sobivat sooritamist ja labori padevust katse
edukaks sooritamiseks. Positiivne kontroll peaks andma positiivse LLNA reaktsiooni kokkupuutetasemel,
mis eeldatavasti suurendab stimulatsiooniindeksit (SI) > 3 negatiivse kontrollrithma suhtes. Positiivne
kontrollannus tuleks valida selline, et esilekutsumine on selge, kuid mitte liigne. Eelistatud ained on
heksiiiilkaniiiilaldehtiid (CASi nr 101-86-0, EINECSi nr 202-983-3) ja merkaptobensotiasool (CASi nr
149-30-4, EINECSi nr 205-736-8). Voib olla olukordi, kus piisavalt pohjendatult voib kasutada muid
kontrollaineid, mis vastavad eespool toodud kriteeriumidele. Kuigi tavaliselt vdidakse eeldada positiivset
kontrollrithma igas katses, voib olla olukordi, kus katselaboritel on olemas varasemad positiivse kontrolli
andmed, mis néitavad rahuldava reaktsiooni jarjepidevust kuue kuu voi pikema perioodi jooksul. Sellistel
juhtudel voib osutuda vajalikuks katsete tegemine harvem positiivsete kontrollrithmadega mitte pikemate
kui kuuekuuliste intervallidega. Kuigi tuleks uurida positiivset kontrollainet kandeaines, mis teatavasti
annab samasuguse reaktsiooni (nt atsetoon: oliividli), voib esineda teatavaid normatiivseid olukordi, kus
mittestandardse kandeainega (kliiniliselt/keemiliselt asjaomane preparaat) katsete tegemine voib samuti
olla vajalik. Sellises olukorras tuleks uurida voimalikku positiivse kontrollaine ja nimetatud ebatavalise
kandeaine vahelist koostoimet.
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1.3.2.3

1.3.3.1

Loomade arv, annusemddrad ja kandeaine valik

Uhes annuserithmas kasutatakse minimaalselt nelja looma, minimaalselt kolme katseaine
kontsentratsiooni ja negatiivset kontrollrithma, kelle puhul kasutatakse kandeainet katseaine puhul, ning
vajadusel positiivset kontrollrithma. Sellistel juhtudel, kus kogutakse kokku andmed iga looma kohta,
kasutatakse minimaalselt viit looma iihes annuseriihmas. Kontrollrithma loomi kisitletakse sarnaselt
katserithma loomadega, kuid neile ei anta uuritavat ainet.

Annuse ja kandeaine valik peaks pohinema viites (1) antud soovitusel. Annused valitakse
kontsentratsioonide seeriatest 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 %. Varasemaid andmeid dgeda
miirgisuse ja nahadrrituse kohta tuleks arvesse votta vajadusel kolme jérjestikuse kontsentratsiooni
valimisel selliselt, et korgeim kontsentratsioon suurendab kokkupuudet, kuid vildib siisteemset miirgisust
ja liigselt paikset nahairritust (2)(11).

Kandeaine tuleks valida katsekontsentratsioonide ja lahustuvuse suurendamisel, samal ajal valmistades
katseaine kohaldamiseks sobiva lahuse[suspensiooni. Eelistuse jirjekorras on soovitud kandeained
atsetoon/oliivioli ~ (4:1  v[v), dimetiiiilformamiid, metiiletiiiilketoon, propiileengliikool ja
dimetiitilsulfoksiid (2)(10), kuid voib kasutada ka muid kandeaineid, kui esitada selleks piisav teaduslik
pohjendus. Teatud olukordades vdib osutuda vajalikuks kasutada tdiendavaks kontrolliks kliiniliselt
pohjendatud lahustit voi kaubanduslikku valmistist, milles katseainet turustatakse. Tuleks olla eriliselt
ettevaatlik, tagamaks, et hiidrofiilsed ained lisatakse kandeaine siisteemi, mis niisutab nahka ja ei voola
kohe maha. Seetottu tuleks tiielikke vesilahuseid viltida.

Katsemenetlus

Katsete ajakava

Katse ajakava on jargmine:
* pdev:

Tehakse iikshaaval kindlaks iga looma mass ja see registreeritakse. Katselooma kummagi kdrva
tagaossa annustatakse lihteannusena 25 pl katseaine, kandeaine vdi positiivse kontrollaine (vajadusel)
sobivat lahjendust.

e 2.ja 3. pdev:

Korratakse 1. pdeval tehtud annustamisprotseduuri.
*  4.ja 5. pdev:

Katseid ei tehta.
e 6. pdev:

Registreeritakse iga looma mass. Siistitakse 250ul fosfaatpuhvri lisandiga soolalahust (PBS), mis
sisaldab 20 pCi (7,4e + 8 Bq) *H-metiiiiltiimidiini, igale katse- ja kontrollriihma hiirele sabaveeni
kaudu. Alternatiivselt siistitakse 250 pL fosfaatpuhvrilisandiga soolalahust, mis sisaldab 2 uCi
(7,4e + 7 Bq) '*’Ijododeoksiiuridiini ja 10~ M-fluorodeoksiiuridiini, kdikidele hiirtele sabaveeni
kaudu.

Viis tundi hiljem loomad surmatakse. Iga katserithma puhul 15igatakse kummastki kdrvast lahti
vedelikku drajuhtivad korvalesta limfisdlmed ning uputatakse fosfaatpuhvrilisandiga soolalahusesse
(katserithma proovid pannakse kokku); alternatiivselt iga iiksiku looma liimfisdlmepaarid voidakse
lahti 1digata ja uputada fosfaatpuhvrilisandiga soolalahusesse (ithe looma proov). Solme
identifitseerimise ja dissekteerimise iiksikasjad ja diagrammid voib leida viite 10 I lisast.
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1.3.3.2

1.3.33

1.3.3.4

1.3.3.4.1

1.3.3.4.2

Rakususpensioonide ettevalmistamine

Katserithmade kokkupandud limfisdlmerakkudest voi iiksikute loomade limfisdlmepaari rakkudest
valmistatakse suspensioon, kus koik rakud ornalt mehaaniliselt hajutatakse 1abi 200 pm avaga
roostevabast terasest vorgu. Liimfisdlmerakud pestakse kaks korda ohtralt fosfaatpuhvrilisandiga
soolalahusega ja sadestatakse 5 % trikloordadikhappega (TCA) 4 °C juures 18 tundi (2). Graanulid kas
suspendeeritakse uuesti 1 ml TCA-s ja pannakse stsintsillatsioonipudelisse, mis sisaldab 10 ml
stsintsillatsioonivedelikku *H-loendamiseks, voi pannakse otse gammaloenduri torru 1251 Joendamiseks.

Raku vohamise (inkorporeeritud radioaktiivsuse) mddramine

*H-metiiiiltiimidiini inkorporeerumist mdddetakse R-stsintsillatsiooni loendamise teel eraldumistena
minutis (DPM). '?*’Ijododeoksiiuridiini inkorporeerumist mdddetakse '2*°I-loendamise teel ning samuti
viljendatakse DPM-na. Soltuvalt kasutatud lihenemisest viljendatakse inkorporeerumist DPM-na
katserithma kohta (kokkupandud proovid) voi DPM-na looma kohta (iiksikproovid).

Vaatlused

Kliinilised vaatlused

Loomadel tuleks hoolikalt jalgida kord pdevas kliinilisi tunnuseid- kas annustamiskoha paikne drritus voi
siisteemne miirgisus. Koik vaatlused registreeritakse siistemaatiliselt, sdilitades iga looma kohta eraldi
andmed.

Kehamassid

Vastavalt punktile 1.3.3.1 tuleks modta iga looma kehamass katse alguses ja loomade etteméddratud
surmamise hetkel.

Tulemuste arvutamine

Tulemusi valjendatakse stimulatsiooniindeksina (SI). Kokkupandud proove kasutades saadakse SI, jagades
iga katserithma kokkupandud radioaktiivne inkorporeerumine kandeaine-kontrollrithma kokkupandud
inkorporeerumisega; selle tulemuseks on keskmine SI: Individuaalset lihenemist kasutades tuletatakse SI,
jagades iga katseaineriihma ja positiivse kontrollriihma keskmise DPM-i looma kohta
lahusti-kandeaine-kontrollrithma ~ keskmise =~ DPM-iga ~ looma  kohta.  Keskmine  SI
kandeaine-kontrollrithmade puhul on seega 1.

Individuaalse ldhenemise kasutamine SI arvutamiseks voimaldab sooritada andmete statistilise analiiiisi.
Sobiva statistilise analiiiisi meetodi valimisel peaks uurija sdilitama teadlikkuse dispersioonide vdimalike
ebavordsuste kohta ja muude seotud probleemide kohta, mis vdivad tingida andmete muutmise voi
mitteparameetrilise statistilise analiiiisi. Andmete tolgendamise piisav lihenemine on hinnata koiki katse-
ja kandeaine-kontrollrithma {iksikandmeid ja saada neist kodige paremini sobiv annuse ja sellele
reageerimise kover, vottes arvesse usalduspiire (8)(12)(1 3). Uurija peaks jdlgima rithmas esinevaid iiksikute
loomade voimalikke “lubatud veaga” reaktsioone, mis voivad tingida reaktsiooni alternatiivse mootmise
(nt keskmise asemel mediaan) voi lubatud vea kdrvaldamise.

Otsustusprotsess seoses positiivse reaktsiooniga hdlmab stimulatsiooniindeksit >=3, kui annust ja sellele
reageerimist ning vajadusel statistilist olulisust arvesse voetakse (3)(6)(8)(12)(14).

Kui on vaja selgitada saadud tulemusi, tuleks arvesse votta katseaine erinevaid omadusi, kaasa arvatud
voimalik struktuuriline sarnasus tuntud naha sensibilisaatoritega, voimalik liigne nahaarritus ning annuse
ja sellele reageerimise olemus. Neid ja muid kaalutlusi on arutatud iiksikasjalikult viites (7).
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3.1

TULEMUSED

Andmed esitatakse kokkuvotlikult tabeli kujul, kus on niidatud keskmised ja individuaalsed
DPM-vidrtused ning stimulatsiooniindeksid iga annuserithma, kaasa arvatud kandeainet saanud rithma
puhul.

PROTOKOLL

KATSEPROTOKOLL

Katseprotokoll peab sisaldama jargmist teavet:

Katseaine:

— tunnusandmed (nt CASi number, kui see on olemas; algupira; puhtus; tuntud lisandid; partii number),
— fiiiisikaline laad ja fiiisikalis-keemilised omadused (nt lenduvus, stabiilsus, lahustuvus),
— kui tegu on seguga, selle koostis ja koostisosade suhtelised protsendimairad.
Kandeaine:

— tunnusandmed [puhtus; kontsentratsioon (vajaduse korral), kasutatud kogus],

— kandeaine valiku pohjendamine.

Katseloomad:

— kasutatav hiirte liin,

— loomade mikrobioloogiline seisund, kui see on teada,

— piritolu, elamistingimused, toitumine jne,

— loomade arv, vanus ja sugu.

Katsetingimused:

— katseaine ettevalmistamise ja kasutamise iiksikasjad,

— annuse valiku pohjendus, kaasa arvatud annusepiirkonna médramise katse tulemused, kui see on
sooritatud; kandeaine ja katseaine kontsentratsioonid ning manustatud aine koguhulk,

— {iiksikandmed toidu ja vee kvaliteedi kohta (sh sooda tiitip/allikas, vee allikas).
Usaldusvéirsuse kontroll:

— kokkuvdte viimase usaldusviirsuse kontrolli tulemustest, mis sisaldavad teavet kasutatud aine,
kontsentratsiooni ja kandeaine kohta,

— Xkatselaborite praegused ja/vdi varasemad positiivsed ja negatiivsed kontrollandmed.
Tulemused:
— iga looma mass annustamise alguses ja ettemédratud surmamise hetkel,

— tabel keskmiste DPM-vidrtuste kohta (kokkupandud proovid) ja iiksikute DPM-vddrtuste kohta
(iksikproovid)  ning  iga  annuserihma  (kaasa  arvatud  kandeaine-kontrollrithm)
stimulatsiooniindeksid,

— vajadusel statistilised analiitisid,

— miirgisuse ilmnemise algus ja nihud, kaasa arvatud voimalik nahadrritus annustamiskohas igal
loomal.

Tulemuste arutelu:

— lithikommentaar tulemuste, annuse ja sellele reageerimise analiiiisi ning vajadusel statistiliste
analiiiiside kohta ja jireldused selle kohta, kas katseainet tuleks pidada naha sensibilisaatoriks.
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1.1

B.43 NARILISTE NEUROTOKSILISUSE UURING

MEETOD
Kéesolev meetod on samavididrne OECD TG 424-ga (1997).

Kiesolev katsemeetod on vilja tootatud sellise teabe saamiseks, mis on vajalik kemikaalide voimaliku
neurotoksilisuse kinnitamiseks voi tiiendavaks iseloomustamiseks tdiskasvanud loomadel. Seda saab
kombineerida olemasolevate, korduva annusega toksilisuse uuringute katsemeetoditega voi sooritatakse
eraldi uuringuna. On soovitav, et OECD neurotoksilisuse uurimise strateegiaid ja meetodeid kasitleva
juhisdokumendi (1) osas peetaks nou, et aidata vilja tootada kdesoleval katsemeetodil pdhinevaid
uuringuid. See on eriti tahtis siis, kui voetakse arvesse kiesoleva meetodi rutiinseks kasutamiseks
soovitatud vaatluste ja katsemenetluste muudatusi. Juhisdokument on koostatud, et holbustada muude,
teatavates olukordades kasutatavate katsemenetluste valikut. Kiesoleva meetodi abil ei hinnata arenguga
seotud neurotoksilisust.

SISSEJUHATUS

Kemikaalide toksiliste omaduste hindamisel on oluline arvesse votta voimalikke neurotoksilisi mojusid.
Juba korduvate annustega siisteemset toksilisust uuriv katsemeetod holmab vaatlusi, mis skriinivad
voimalikku neurotoksilisust. Kdesolevat katsemeetodit voib kasutada sellise uuringu viljato6tamiseks,
mille abil saadakse lisateavet voi kinnitust tiheldatud neurotoksiliste mojude kohta korduva annusega
siisteemse  toksilisuse uuringutes. Kemikaalide teatavate klasside voimaliku neurotoksilisuse
arvessevotmine voib viidata sellele, et neid voib sobivamalt hinnata, kasutades meetodid ilma eelnevalt
korduva annusega neurotoksilisuse uuringutest saadud vdimalike neurotoksilisuse markideta. Selliste
kaalutluste hulka kuuluvad nt:

* neuroloogiliste mérkide vdi neuropatoloogiliste kahjustuste jdlgimine muudes toksilisuse
uuringutes kui korduva annusega siisteemse toksilisuse uuringud, voi

¢ struktuuriline samalaadsus voi muu teave, mis seob kemikaalid tuntud neurotoksiliste ainetega.

Lisaks sellele voib olla muid néiteid, kui kdesoleva katsemeetodi kasutamine on vajalik, vt tiiendavad
iiksikasjad viites (1).

Kiesolev meetod on vilja tootatud selliselt, et seda saab kohandada vastavalt erilistele vajadustele, mis
kinnitavad kemikaalide teatavat histopatoloogilist ja kaitumusega seotud neurotoksilisust ning
iseloomustavad ja kvantifitseerivad neurotoksilisi reaktsioone.

Varem vordsustati neurotoksilisust neuropaatiaga, millega kaasnevad neuropatoloogilised kahjustused voi
neuroloogilised vddrtalitlused nagu atakk, halvatus voi védrin. Kuigi neuropaatia on neurotoksilisuse tahtis
ilming, on niiiid selge, et on palju muid nirvisiisteemi miirgisusndhte (nt motoorse koordinatsiooni
kadumine, sensoorsed puudujddgid, Gppimis- ja maluhdired), mida ei pruugita kajastada neuropaatias voi
muud liiki uuringutes.

Kiesolev neurotoksilisust uuriv katsemeetod on vilja tootatud narvi-kditumis- ja neuropatoloogiliste
hiirete tuvastamiseks tdiskasvanud nrilistel. Kuigi kditumishiired, isegi juhul, kui morfoloogilised
muutused puuduvad, voivad peegeldada negatiivset mdju organismile, ei ole mitte koik kditumismuutused
nirvisiisteemile omased. Seetdttu tuleks tiheldatud muutusi hinnata koostoimes nii korrelatiivsete
histopatoloogiliste, hematoloogiliste v6i biokeemiliste andmetega kui ka muud siisteemse toksilisuse liiki
kisitlevate andmetega. Kdesoleva meetodiga ettendhtud neurotoksiliste reaktsioonide iseloomustamiseks
ja kvantifitseerimiseks tehtav uurimine hdlmab histopatoloogilisi ja kditumisega seotud menetlusi, mida
voivad toetada elektroftisioloogilised ja/vdi biokeemilised uuringud (1)(2)(3)(4).



696

Euroopa Liidu Teataja

13/34. kd

1.2

1.3

Neurotoksilised ained voivad toimida nirvisiisteemi mitmetele osadele ja paljude mehhanismide kaudu.
Kuna iikski katsesari ei ole vdimeline pohjalikult hindama koikide ainete neurotoksilist voimet, voib
osutuda vajalikuks kasutada muid in vivo voi in vitro katseid, mis on omased tiheldatud voi ootuspirase
neurotoksilisuse liigile.

Kiesolevat katsemeetodit voib samuti kasutada koostoimes OECD neurotoksilisuse uurimise strateegiat ja
meetodeid kisitlevas juhisdokumendis (1) satestatud juhistega, et tootada vilja uuringud, mis on ette
nahtud tiiendavaks kirjeldamiseks voi annus-reaktsiooni kvantifikatsiooni tundlikkuse suurendamiseks,
et paremini hinnata tdheldamata negatiivse mdju mdéira voi kinnitaksid kemikaali teadaolevaid voi
kahtlustatavaid ohte. Naiteks voib vilja tootada uuringud, millega neurotoksilisi mehhanisme
identifitseeritakse ja hinnatakse voi tiiendatakse andmeid, mis on saadud juba pdhiliste ndrvi-kditumis- ja
neuropatoloogiliste vaatlusprotseduuride kasutamisel. Sellistes uuringutes ei ole vaja hankida andmeid,
mis on saadud juba kdesoleva meetodi poolt soovitatud standardmenetluste kasutamisel, kui sellised
andmed on juba olemas ja neid ei peeta vajalikuks uuringu tulemuste tolgendamisel.

Kiesolev neurotoksilisuse uuring, kas eraldi voi millegagi koos kasutades, annab sellist teavet, mida saab:
*  kindlaks tcha, kas ndrvisiisteem on alaliselt voi poorduvalt uuritud kemikaali tottu kahjustatud;

 aidata kaasa selliste nérvisiisteemi muutuste iseloomustamisele, mis on seotud kemikaalidega
kokkupuutega ja aluseks oleva mehhanismi moistmisele;

* kindlaks méidrata annuse ja selle reaktsiooni ning aja ja reaktsiooni suhted, et hinnata
tiheldamata negatiivse mdju mdaira (mida saab kasutada kemikaalide ohutuskriteeriumide
loomisel).

Kéesolevas katsemeetodis manustatakse katseainet suu kaudu. Voib kasutada ka muid
manustamisteid (nt naha kaudu voi sisse hingates), kuid see voib eeldada soovitatud protseduuride
muutmist. Manustamistee valiku kaalutlused soltuvad inimeste kokkupuute profiilist ja
olemasolevast toksikoloogilisest vdi kineetilisest teabest.

MOISTED

Kahjulik mju - selline td6tlemisega seotud muutus algtasemest, mis vihendab organismi véimet ellu
jadda, sigida voi kohaneda keskkonnaga.

Annus - manustatava katseaine kogus. Annust viljendatakse massina (g, mg) vdi katseaine massina
katselooma massiithiku kohta (nt mg kg kohta) vdi konstantsete toidukontsentratsioonidega (ppm).

Annustamine - iildmdiste, mis hdlmab annust, annustamise sagedust ja kestust.

Neurotoksilisus — negatiivne muutus narvisiisteemi struktuuris ja funktsioonis, mis tuleneb kemikaali,
bioloogilise voi fuiisilise mojuritega kokkupuutest.

Neurotoksiline aine — kemikaal, bioloogiline véi fiiiisiline majur, mis voib pdhjustada neurotoksilisust.

NOAEL - lithend tdheldamata-kahjuliku-moju maira kohta ja see on korgeim annusmdir, kus ei ole
tiheldatud kahjulikke, katse tegemisega seotud leide.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Katsekemikaali manustatakse suu kaudu erinevat annustena laborinériliste mitmele rithmale. Korduvad
annused on tavaliselt eeldatud, ning annustamisreziim voib olla 28 péeva, subkrooniline 90 pieva voi
krooniline 1 aasta voi kauemgi. Kdesolevas katsemeetodis sitestatud menetlusi voib samuti kasutada dgeda
neurotoksilisuse uuringuks. Loomi uuritakse, et tuvastata voi iseloomustada kiitumise ja/voi
neuroloogilisi korvalekaldeid. Igal vaatlusperioodil hinnatakse neurotoksiliste ainete méjutatud hulka
kaitumisi. Katse 16pus osale loomadest (igas katserithmast, mdlemast soost) tehakse in situ perfusioon ning
ajust, seljaajust ja perifeersetest narvidest prepareeritakse 1diked ja neid uuritakse.
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1.4

1.4.1

1.4.2

1.4.3

1.4.4

Kui uuring tehakse eraldi uuringuga neurotoksilisuse skriinimiseks voi neurotoksiliste mojude
iseloomustamiseks, voib kasutada igast rithmast loomi, keda ei kasutatud perfusioonil ja hiljem
histopatoloogilisel uuringul (vt tabel 1), teatavate narvi-kditumis-, neuropatoloogilistel, neurokeemilistel
voi elektrofiisioloogilistel protseduuridel kdesoleva meetodi (1) poolt ndutavatest standarduuringutest
saadud andmete tdiendamiseks. Need tdiendavad protseduurid vdivad olla eriti kasulikud, kui empiirilised
vaatlused voi oodatavad mdjud viitavad kemikaali neurotoksilisuse teatavale liigile voi sihtmargile.
Alternatiivselt voib kasutada allesjaganud loomi sellistel hindamistel, mis on ette nahtud narilistega
tehtavate korduva annusega toksilisuse uuringute katsemeetodites.

Kui kdesoleva katsemeetodi protseduure kombineeritakse muude katsemeetodite protseduuridega, on vaja
piisavalt loomi molemate uuringute vaatluste nduete rahuldamiseks.

KATSEMEETODI KIRJELDUS

Loomaliikide valik

Eelistatud nariliste liik on rotid, kuigi voib pohjenduse korral kasutada ka nriliste teisi lifke. Rakendatakse
noorte tdiskasvanute ja tervete loomade enimkasutatavaid laboritiivesid. Emasloomad ei tohi olla
poeginud ega tiined. Annustamist tuleks alustada tavaliselt nii kiiresti kui voimalik pdrast voorutamist,
soovitavalt mitte enne, kui loomad on kuuenidalased, ja igal juhul enne, kui loomad on tiheksanddalased.
Kui kdesolevat uuringut siiski kombineeritakse muude uuringutega, on vaja kohandada vanusenduet.
Uuringut alustades peaks loomade massi muutus olema minimaalne ja ei tohiks iiletada + 20 % iga soo
keskmisest massist. Kui tehakse korduva annusega lithiajaline uuring pikaajalise uuringu alguuringuna,
tuleks kasutada mélemas uuringus samast liinist ja sama paritolu loomi.

Loomade pidamise ja toitmise tingimused

Loomade katseruumi temperatuur peaks olema 22 °C (+ 3 °C). Kuigi suhteline niiskus peaks olema
vihemalt 30 % ja soovitavalt ei iileta 70 %, vilja arvatud ruumi koristamise ajal peaks see olema 50-60 %.
Valgustus peaks olema kunstlik, jirjestus on selline — 12 tundi valgust, 12 tundi pimedust. Valju
katkendlikku heli tuleks viltida. Toitmisel voib kasutada tavaparast labori toiduvalikut koos piiramatu
hulga joogiveega. Toiduvalikut voib mé&jutada vajadus tagada katseaine sobiv lisamine, kui katseainet
manustatakse kdesoleva meetodi abil. Loomi voib hoida eraldi voi viikestes samast soost loomade
rithmades.

Loomade ettevalmistamine

Terved noored loomad madiratakse juhuvaliku alusel kontroll- ja katserithma. Puurid asetatakse nii, et
puuri asetamisest tingitud mojud on voimalikult vaikesed. Loomad identifitseeritakse individuaalselt ja
hoitakse oma puurides vihemalt viis pdeva enne uurimuse alustamist, et vdimaldada laboritingimustega
kohanemist.

Manustamisviis ja annuste ettevalmistamine

Kiesolevas katsemeetodis manustatakse katseainet suu kaudu. Suu kaudu saab manustada sondi abil,
toiduga, joogiveega voi kapslitena. Voib kasutada ka muid manustamisviise (nt naha kaudu voi sisse
hingates), kuid see voib eeldada soovitatud protseduuride muutmist. Manustamisviisi valiku kaalutlused
soltuvad inimeste kokkupuute omadustest ja olemasolevast toksikoloogilisest voi kineetilisest teabest.
Tuleks dra mirkida pohjendus manustamisviisi valimiseks ning kiesoleva meetodi protseduuride
muudatuste tegemiseks.

Vajadusel lahustatakse voi suspendeeritakse katseaine sobivas kandeaines. On soovitav, et vdimaluse
korral kaalutakse esmalt vesilahuse/-suspensiooni kasutamist, seejirel 6lilahuse/-emulsiooni (nt maisioli)
kasutamist ja siis voimalikku muude kandealuste lahust/suspensiooni. Kandeaine toksilised omadused
peaksid olema teada. Lisaks sellele tuleks arvesse votta jargmisi kandeaine omadusi: katseaine
absorbtsiooni, jaotamist, metabolismi vdi peetumist kisitlevad mojud; katseaine keemilisi omadusi
kasitlevad mojud, mis voivad muuta toksilisi omadusi; ning loomade toidu- voi veetarbimist voi toitumust
kisitlevad majud.
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1.5

PROTSEDUURID

Loomade arv ja sugu

Kui uuring tehakse eraldi uuringuga, tuleks kasutada vihemalt 20 looma (10 emaslooma ja 10 isaslooma)
igas annus- ja kontrollrithmas tiksikasjalike kliiiniliste ja funktsionaalsete vaatluste hindamiseks. Vahemalt
viiele isasloomale ja viiele emasloomale, kes on valitud nimetatud 10 isaslooma ja 10 emaslooma hulgast,
teha perfusioon in situ ja kasutada neid tiksikasjalikus neurohistopatoloogilises uuringus katse 16pus. Juhul,
kui vaadeldakse iiksnes piiratud arvu antud annusrithmas olevaid loomi neurotoksiliste majude tunnuste
osas, tuleks arvesse votta nimetatud loomade lisamist nende hulka, kes valitakse perfusiooniks. Kui uuring
tehakse koos korduva annusega toksilisuse uuringuga, tuleks kasutada piisavalt loomi moélema uuringu
eesmarkide tditmiseks. Loomade minimaalne arv iga rithma kohta erinevate uuringute kombinatsioonides
on toodud tabelis 1. Kui osa loomades surmatakse uuringu kestel voi suunatakse toibuvatest loomadest
koosnevasse rithma toksiliste mdjude poorduvuse, piisivuse voi hilisema esinemise vaatlemiseks katse jirel
voi kui kaalutakse tdiendavaid vaatlusi, siis tuleks suurendada loomade arvu, tagamaks, et vaatluseks ja
histopatoloogilisteks uuringuteks oleks kittesaadav ndutav arv loomi.

Katse- ja kontrollriithm

Tuleks kasutada vihemalt kolme katse- ja kontrollrithma, kuid kui muude andmete hindamisel ei eeldata
tihtegi moju korduva annusega 1 000 mg kg kehamassi kohta pdevas, voib teha piirkatse. Kui puuduvad
sobivad andmed, tuleks teha annuse piirkonna maaramise katse, et aidata kindlaks méarata kasutatavaid
annuseid. Kontrollrithma loomi kasitletakse sarnaselt katserithma loomadega, kuid neile ei anta uuritavat
ainet. Kui kandeainet kasutatakse katseaine manustamisel, peaks kontrollrithm saama kandeainet suurima
kasutatud kogusena.

Usaldusviirsuse kontroll

Uuringut teostav labor peaks esitama andmed oma vdime kohta teostada uuringut ja kasutatud
protseduuride tundlikkuse kohta. Sellised andmed peaksid tdendama voimet tuvastada ja kvantifitseerida
muutusi lopp-punktides, mille vaatlemist soovitatakse. Nendeks on autonoomsed siimptomid, sensoorne
reaktiivsus, jiseme haardejoud ja motoorne aktiivsus. Teave kemikaalide kohta, mis pdhjustavad erinevat
liiki neurotoksilisi reaktsioone ja mida voib kasutada positiivsete kontrollainetena, voib leida viidetes 2-9.
Varasemaid andmeid voib kasutada, kui katsemenetluste olulised aspektid jadvad samaks. Varasemate
andmete perioodiline ajakohastamine on soovitav. Protseduuride jatkuvat tundlikkust tdendavad uued
andmed tuleks luua, kui katset sooritav labor on muutnud katse tegemise moningaid olulisi osasid voi
menetlusi.

Annuse valik

Annusemiirade valimisel tuleks votta arvesse koiki katseithendi voi sellega seotud ainete saadaolevaid
varem saadud toksilisuse ja kineetilisi andmeid. Korgeim annusemiir tuleks valida eesmirgiga pohjustada
neurotoksilisi mojusid voi selgeid siisteemseid toksilisi mojusid. Tuleks valida annusmairade alanev
jdrjestus, eesmaérgiga ndidata annusega seotud reaktsiooni ja mittetdheldatud kahjulikku moju (NOAEL)
vidikseima annusemddra puhul. Pohimatteliselt tuleks annusemédrad kehtestada nii, et saaks eristada
algseid toksilisi mojusid narvisiisteemile siisteemse toksilisusega seotud mojudest. Kahe- voi
kolmekordsed vahemikud on sageli optimaalsed ning sageli on eelistatud neljanda katserithma lisamine
viga suurte vahemike (nt iile 10-kordne tegur) annuste vahel. Kui inimese vastuvdtlikkuse kohta on olemas
mdistlik hinnang, tuleks seda arvesse votta.

Piirkatse

Kui katse ithe annusega, milleks on vihemalt 1 000 mg kg kehamassi kohta, kasutades kirjeldatud
protseduure, ei pohjusta tiheldatavaid neurotoksilisi mdjusid ja kui toksilisus ootusparaselt pohineb
struktuurselt lahedaste ainete andmetel, siis ei peeta kolme annuse taset késitlevat taielikku uuringut
vajalikuks. Inimeste ootuspirane kokkupuude voib viidata piirkatses kasutavatest suukaudsetest annustest
suuremate annuste kasutamise vajadusele. Muude manustamisviiside korral, nagu niiteks sissehingamine
vdi naha kaudu manustamine, vdivad katseaine fiitisikalis-keemilised omadused tihti viidata suurimale
kokkupuutetasemele. Ageda suukaudse uuringu tegemiseks peaks piirkatse annus olema vihemalt
2 000 mg/kg.
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1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

Annuste manustamine

Loomadele annustatakse katseainet kord péevas, seitse pdeva nddalas, vahemalt 28 pieva; viiepdevase
annustamisreziimi voi lithema kokkupuute perioodi kasutamist on vaja pdhjendada. Katseainet
manustatakse tthekordse annusena sondi abil soogitoru kaudu voi sobiva intubeerimise kaniiili abil.
Vedeliku suurim kogus, mida saab iihel korral manustada, soltub katselooma suurusest. Kogus ei tohiks
iiletada 1 ml/100 g kehamassi kohta. Vesilahuste puhul voib siiski manustada 2 ml/100 g kehamassi
kohta. Arvesse votmata drritavaid voi soovitavaid aineid, mille mojud tavaliselt halvenevad suuremate
kontsentratsioonide korral, tuleks vahendada katsekoguse varieeruvust, reguleerides kontsentratsioone
nii, et kogumaht koikide annuste korral jddks samaks.

Toidu voi joogivee kaudu manustatud ainete puhul on oluline tagada, et hdlmatud katseaine kogused ei
hidiriks tavapirast toitumist voi veetasakaalu. Kui katseainet manustatakse toiduga kas piisiva
toidukontsentratsioonina (ppm) voi voidakse kasutada piisivat annusemdaira looma kehamassi suhtes, siis
tuleb tipsustada kasutatud alternatiivi. Sondi kaudu manustatud aine puhul tuleks annus anda samal
kellaajal iga paev ja kohandada vihemalt igal nadalal, et sdilitada konstantne annusemaar looma kehamassi
suhtes. Kui korduva annusega uuringut tehakse pikaajalise uuringu alguuringuga, tuleks kasutada
mdlemas uuringus sama toitu. Erandkorras, kui ithekordne annus ei ole voimalik, manustatakse annust
viiksemates osades kuni 24 tunni jooksul.

VAATLUSED

Vaatluste ja katsete sagedus

Korduva annusega uuringutes peaks vaatlusperiood hdlmama annustamisperioodi. Akuutsetes uuringutes
tehakse vaatlusi katse jirel 14 pdeva. Satelliitriihma kuuluvate loomade puhul, keda hoitakse
kokkupuutumise eest katsejargsel perioodil, peaks vaatlused hdlmama sama perioodi.

Vaatlusi tuleks teha piisavalt sageli, et suurendada mis tahes kditumisega seotud ja/vdi neuroloogiliste
korvalekallete tuvastamise tdendosust. Vaatlusi peaks tegema soovitavalt sama ajal iga paev, vottes arvesse
oodatavate mojude korghetke parast annustamist. Kliiniliste vaatluste ja funktsionaalsete katsete sagedus
on esitatud kokkuvatlikult tabelis 2. Kui varasematest uuringutest saadud kineetilised voi muud andmed
viitavad vajadusele kasutada erinevaid vaatlus-, katse- voi vaatlusjirgseid aja hetki, tuleks vastu votta
alternatiivne ajakava maksimaalse teabe saamiseks. Ajakava muudatuste kohta tuleks esitada pohjendus.

Uldise tervisliku seisundi ja suremuse/haigestumuse vaatlused

Koiki loomi tuleks hoolikalt vaadelda vihemal kord pdevas nende tervisliku seisundit arvesse vottes ning
vihemalt kaks korda padevas haigestumuse ja suremuse osas.

Uksikasjalikud kliinilised vaatlused

Uksikasjalikud kliinilised vaatlused tuleks teha k&ikide loomade kohta, kes on valitud sel eesmirgil (vt tabel
1), iks kord enne esimest kokkupuudet (et voimaldada sama katselooma kasitlevaid vordlusi) ja seejdrel
erinevate ajavahemike tagant, sdltuvalt uuringu kestusest (vt tabel 2). Uksikasjalikud kliinilised vaatlused
toibuvate loomade satelliitriihmade kohta tuleks teha toibumisperioodi 16pus. Uksikasjalikud kliinilised
vaatlused tuleks teha looma oma puurist viljaspool standardalal. Neid peaks hoolikalt registreerima,
kasutades punktisiisteeme, mis holmavad kriteeriume voi punktiskaalasid iga vaatluse kiigus tehtava
modtmise kohta. Kasutatavad kriteeriumid voi skaalad tuleks selgesonaliselt méddratleda katselabori poolt.
Tuleb piiiida tagada, et muutused katsetingimustes oleksid minimaalsed (mitte siisteemselt seotud katsega)
ning et vaatlusi teeks koolitatud vaatlejad, kes ei ole teadlikud tegelikust kasitlemisest.
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1.6.1.3

On soovitav, et vaatlusi tehtaks struktuurselt, et tipselt méiratletud kriteeriume (kaasa arvatud mairatlus
- normaalne “vahemik”) kohaldatakse siisteemselt iga looma suhtes igal vaatlusel. “Normaalne vahemik”
tuleks adekvaatselt dokumenteerida. Koik tiheldatud simptomid tuleks registreerida. Kui see on teostatav,
tuleks registreerida ka tiheldatud siimptomite suurus. Kliinilised vaatlused peaksid holmama, kuid mitte
ainult, naha, karvkatte, silmade, limaskestade, eritiste esinemise ja autonoomse aktiivsuse (nt pisaravool,
piloerektsioon, pupilli suurus, ebatavaline hingamismudel ja/voi suu kaudu hingamine (166tsutamine),
koik urineerimise voi roojamisega seotud ebatavalised siimptomid ning uriini viarvumine) muutusi.

Koik ebatavalised reaktsioonid seoses kehaasendi, aktiivsuse astme (nt standardala vihenenud voi
suurenenud uurimine) ning liigutuste koordinatsiooniga tuleks samuti iiles méarkida. Muutused kdnnakus
(nt taarumine, ataksia), kehaasendis (nt kiiiirus selg) ning kisitlemise, asetamise voi muude keskkonnaga
stiimulitega seotud reaktiivsuses ning klooniliste vi tooniliste liigutuste, krampide voi vérinate esinemine,
stereotiiiibid (nt tilemdidrane sugemine, ebatavalised pea liigutused, korduv tiirutamine) voi veider
kditumine (nt hammustamine voi {ilemairane lakkumine, enesesandistamine, tagurpidi kondimine,
haalitsemine) voi agressiivsus tuleks registreerida.

Funktsionaalsed katsed

Sarnaselt iiksikasjalikele kliinilistele vaatlustele, tuleks funktsionaalsed katsed samuti teostada iiks kord
enne kokkupuudet ja seejirel sageli koiki loomadega, kes on sel eesmirgil vilja valitud (vt tabel 1).
Funktsionaalsete katsete tegemise sagedus on samuti sdltuv uuringu kestuses (vt tabel 2). Lisaks tabelis 2
sitestatud vaatlusperioodidele tuleks funktsionaalsed vaatlused toibuvate loomade satelliitrithmade suhtes
samuti teha voimalikult ldhedal 16plikule surmamisele. Funktsionaalsetes katsetes peaks kisitlema
sensoorset reaktiivsust erinevatele stiimulitele [nt kuulmis-, ndgemis- ja propriotseptoorsed stiimulid
(5)(6)(7)], jaseme haardejou hindamine (8) ja motoorse tegevuse hindamine (9). Motoorset tegevust tuleks
moota automaatseadme abil, mis on voimeline avastama nii tegevuse vihenemise kui suurenemise. Kui
kasutatakse muud kindlaksmiiratud siisteemi, peaks see olema kvantitatiivne ning selle tundlikkus ja
usaldusvairsus peaksid olema tdendatud. Iga seadet tuleb testida selle usaldusvidrsuse tagamiseks aja
jooksul ja seadmete vastavuse tagamiseks. Jargitavate protseduuride tdiendavad iiksikasjad on toodud
vastavates viidetes. Kui puuduvad andmed (nt struktuuraktiivsus, epidemioloogilised andmed, muud
toksikoloogilised uuringud), mis viitaksid vdimalikele neurotoksiliste mojudele, tuleks kaaluda
sensoorseid ja motoorseid funktsioone vdi dppimist ja malu uurivate tipsemate katsete lisamist nimetatud
voimalike mojude uurimiseks iiksikasjalikumalt. Viites (1) on esitatud rohkem teavet tdpsemate katsete ja
nende kasutamise kohta.

Erandkorras, loomad, kel ilmnevad miirgisusndhud sellises ulatuses, et see oluliselt hairiks funktsionaalse
katse sooritamist, voib katsest vilja jitta. Tuleks esitada loomade funktsionaalsest katsest véljajitmise
pohjendus.

Kehamass ja toidu/vee tarbimine

Kuni 90-pdevaste uuringute puhul tuleks loomi kaaluda vihemalt kord nidalas ja modtmisi tuleks teha
toidu tarbimise kohta (vee tarbimine, kui katseainet manustatakse nimetatud keskkonnas) vihemalt kord
nddalas. Pikaajaliste uuringute puhul tuleks kaaluda koiki loomi vahemalt kord nadalas esimese 13 nidala
jooksul ja seejdrel vahemalt kord iga 4 nidala tagant. M&tmisi toidu tarbimise kohta (vee tarbimine, kui
katseainet manustatakse nimetatud keskkonnas) tuleks teha vihemalt kord nidalas esimese 13 nidala
jooksul ja seejirel ligikaudu kolmekuuliste intervallide tagant, vilja arvatud juhul, kui tervislik seisundi voi
kehamassi muutumine nieb ette teisiti.

Oftalmoloogia

Pikemate kui 28-pdevaste uuringute puhul tuleks teha oftalmoloogiline uuring, kasutades oftalmoskoopi
vOi samalaadset sobivat instrumenti, enne katseaine manustamist ja katse 1opetamisel, eelistatavalt koikide
loomadega, kuid vihemalt loomadega, kes on suure annusemdairaga voi kontrollrithmades. Kui
avastatakse muutused silmades voi kui kliinilised tunnused viitavad selle vajadusele, tuleks uurida kaiki
loomi. Pikaajaliste uuringute puhul tuleks teha oftalmoloogiline uuring 13 nidala jooksul.
Oftalmoloogilisi uuringuid ei ole vaja teha, kui selle kohta on juba olemas andmed, mis on saadud
muudest, sarnase kestusega ja samalaadse annusemédraga uuringutest.
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1.6.4

1.6.5

Hematoloogia ja kliiniline biokeemia

Kui neurotoksilisuse uuring tehakse koos korduva annusega siisteemse toksilisuse uuringuga, tuleks teha
hematoloogilised uuringud ja Kliinilise biokeemia mairamised vastavalt siisteemse toksilisuse uuringu
asjaomasele meetodile. Proove tuleks koguda selliselt, et vihendatakse koiki voimalikke mojusid
neuroloogilisele kaitumisele.

Histopatoloogia

Neuropatoloogiline uuring tuleks vélja tootada uuringu in vivo etapis tehtud vaatluste tdiendamiseks ja
laiendamiseks. Proovid vihemalt viie looma kudedest soo ja rithma kohta (vt tabel 1 ja jargmine 15ige)
fikseeritakse in situ, kasutades tildtunnustatud perfusiooni- ja fiksatsioonitehnikat (vt viite 3 5. peatiikk ja
viite 4 50. peatiikk). Koik tiheldatavad suured muutused tuleks registreerida. Kui uuringut teostatakse
eraldi uuringuga neurotoksilisuse skriinimiseks voi neurotoksiliste mojude iseloomustamiseks, voib
kasutada tilejadnud loomi kas teatavate neuroloogilise kditumisega seotud (10)(11), neuropatoloogilistes
(10)(11)(12)(13), neurokeemilistes (10)(11)(14)(15) vdi elektrofiisioloogilistes (10)(11)(16)(17)
protseduurides, mis voivad tdiendada siin kirjeldatud protseduure ja uuringuid, voi kasutada
histopatoloogias uuritavate subjektide arvu suurendamiseks. Need tdiendavad protseduurid voivad olla
eriti kasulikud, kui empiirilised vaatlused voi oodatavad mojud viitavad kemikaali neurotoksilisuse (2)(3)
teatavale liigile voi sihtmirgile. Alternatiivselt voib iilejddnud loomi samuti kasutada rutiinsetes
patoloogilistes hindamistes, nagu on kirjeldatud korduvate annustega uuringute meetodis.

Koik parafiini valatud koeproovid virvitakse iildise varvimisprotseduuri abil, nt hematoksiiliin ja eosiin
(H&E), ning neid uuritakse mikroskoopiliselt. Kui tiheldatakse voi kahtlustatakse perifeerse neuropaatia
simptomeid, tuleks uurida plastikusse valatud perifeerse nirvikoe proove. Kliinilised tunnused vdivad
anda pohjust uute kohtade uurimisele voi eriliste vairvimismenetluste kasutamisele. Viidetes (3) ja (4) on
antud juhised tdiendavate uuringukohtade kohta. Samuti voivad sobivad erivirvid olla abiks teatud liiki
patoloogilistele muutustele viitamisel (18).

Kesk- ja perifeerse narvisiisteemi representatiivsed 16ike tuleks uurida histoloogiliselt (vt viite 3 5. peatiikk
ja viite 4 50. peatiikk). Uuritavad alad peaksid tavaliselt sisaldama jargmist: eesaju, suuraju keskosa, sh
hipokampi labiv 16ige, keskaju, viikeaju, ajusild, piklikaju, silm koos nigemisnirviga ja vorkkestaga,
seljaaju kaela- ja nimmetiive kohal, spinaalganglion, spinaal- ja ventraalnirvikiud, proksimaalne
istmikundrv, proksimaalne sddrendrv (pdlves) ja sddrendrvipoolsed sddremarjalihase harud. Seljaajust ja
perifeersest ndrvist tehtavate 16igete hulka kuuluvad nii rist- kui pikildiked. Tahelepanu tuleks poorata
ndrvisiisteemi veresoonestikule. Samuti tuleks uurida skeletilihasest, eelkdige sddremarjalihasest voetud
proovi. Erilist tdhelepanu tuleks poorata kesk- ja perifeerse nérvisiisteemi kohtadele, mille raku- ja
kiustruktuur ja —tiiiip on teatavasti eriti mdjutatud neurotoksiliste ainete poolt.

Viidetes (3)(4) on toodud selliseid neuropatoloogilisi muutusi kisitlev juhend, mida pdhjustab
kokkupuude toksiliste ainetega. Etapiviisiline koeproovide uuring on soovitav, milles vorreldakse esmalt
suure annusega rithma 16ikeid kontrollrithma 1oigetega. Kui ei ole taheldatud neuropatoloogilisi muutusi
nimetatud rithmade proovides, ei ole vaja teha hilisemaid analiiiise. Kui neuropatoloogilisi muutusi on
taheldatud suure annusega rithmas, tuleks seejarel keskmiste ja véikese annusega rithma igast voimalikust
modjutatud koest véetud proovid kodeerida ja hiljem neid uurida.

Kui leitakse tdendeid neuropatoloogiliste muutuste kohta kvalitatiivses uuringus, siis tuleks teha teine
uuring koikides narvisiisteemi piirkondades, kus nimetatud muutused esinevad. Kdikide annuserithmade
igast voimalikust mojutatud piirkonnased voetud 16iked tuleks kodeerida ja neid tuleks uurida juhuslikult
ilma koodi teadmata. Iga kahjustuse sagedus ja raskusaste tuleks registreerida. Parast seda, kui koikide
annuserithmade koiki piirkondi on hinnatud, saab koodi murda ja teha statistilise analiiiisi annuse ja sellele
reageerimise suhte hindamiseks. Erineva raskusastmega kahjustuse niiteid tuleks kirjeldada.

Neuropatoloogilisi leide tuleks hinnata kiitumisega seotud vaatluste ja modtmiste kontekstis ning
katseaine varasematest ja praegustest siisteemse toksilisuse uuringutest saadud muude andmete pdhjal.
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2.1

2.2

3.1

TULEMUSED

TULEMUSTE TOOTLEMINE

Tulemused esitatakse iga iiksiku looma kohta. Lisaks sellele tuleks esitada koik andmed kokkuvotlikult
tabeli kujul, niidates iga katse- voi kontrollrithma puhul 4ra loomade arvu katse alguses, katse kdigus
surnud voi humaanselt surmatud loomade arvu ning koikide surmade voi humaansete tapmiste aja,
miirgisusndhtude arvu, tdheldatud mirgisusndhtude kirjelduse, sh toksiliste mojude algusaja, kestuse, liigi
ja raskuse, kahjustustega loomade arvu, sh kahjustus(t)e liik ja raskus.

TULEMUSTE HINDAMINE JA TOLGENDAMINE

Uuringu avastusi peaks hindama neuroloogiliste kaitumisega seotud ja neuropatoloogiliste mdjude
(neurokeemilised voi eletkrofiisioloogilised mojud ning kui lisatakse tdiendavad uuringud)
esinemissageduse, raskuse ja korrelatsiooni osas ning kdikide muude negatiivsete mdjude osas. Voimaluse
korral tuleks hinnata numbrilisi tulemuse sobiva ja dldiselt heakskiidetud statistilise meetodi abil
Statistilised meetodid tuleks valida uuringu viljatootamise ajal.

PROTOKOLL

KATSEPROTOKOLL

Katseprotokoll peab hdlmama jargmist teavet:

Katseaine:

— fuisiline laad (sh isomeersus, puhtus ja fiitisikalis-keemilised omadused),
— tunnusandmed.

Kandeaine (vajadusel):

— kandeaine valiku pdhjendamine.

Katseloomad:

— kasutatud liigid/liinid,

— loomade arv, vanus ja sugu,

— péritolu, pidamistingimused, kohanemine, toitumine jne,
— iga looma kaal katse alguses.

Katsetingimused:

— katseaine valmistise/toiduvalmistise iiksikandmed, saavutatud kontsentratsioon, valmistise stabiilsus
ja homogeensus,

— manustatavate annuste tipsustamine, sh kandeaine, mahu ja manustatava aine fuisilise vormi

tiksikasjad,
— katseaine manustamise iiksikasjad,
— annusemdirade valiku pdhjendus,
— pohjendus kokkupuute viise ja kestuse kohta,

— toidufjoogivee hulka segatud uuritava aine kontsentratsiooni (ppm) muutmine tegelikuks annuseks
(mg/kg kehamassi kohta pievas), vajaduse korral,

— iiksikasjad toidu- ja veekvaliteedi kohta.



13/34. kd

Euroopa Liidu Teataja

703

Vaatlus ja katsemenetlused:

tiksikasjad igast rithmast loomade méddramise kohta perfusiooni alamrithmadesse,

punktisiisteeme kasitlevad tiksikasjad, sh iiksikasjalike kliiniliste vaatluste iga modtmise kriteeriumid
ja punktiskaalad,

tiksikasjad funktsionaalsete katsete kohta, milles uuritakse sensoorset reaktiivsust erinevatele
stiimulitele (nt kuulmis-, ndgemis- ja propriotseptoorsed stiimulid); hinnatakse jiseme haardejoudu;
hinnatakse motoorset tegevust (sh iiksikasjad automaatseadmete kohta, mis avastavad tegevust); ja
muude kasutatavate menetluste kohta,

iiksikasjad oftalmoloogiliste uuringute kohta ja vajadusel hematoloogiliste uuringute ning kliinilise
biokeemia katsete kohta ning asjaomase lihtetaseme vairtuste kohta,

tiksikasjad teatavate neuroloogiliste kditumisega seotud, neuropatoloogiliste, neurokeemiliste voi
elektrofuisioloogiliste menetluste kohta.

Tulemused:

kehamass/kehamassi muutused, sh kehamass surmamise hetkel,
toidu ja vee tarbimine vajadusel,
toksilist reaktsiooni kisitlevad andmed ja annusemdir, sh toksilisuse voi suremuse siimptomid,

tiksikasjalike kliiniliste vaatluste (poorduvad voi poordumatud) olemuse, raskuse ja kestuse kohta
(algusaeg ja edasine kiik),

funktsionaalsete katsete tulemuste iiksikasjalik kirjeldus,
lahangu leiud,

vajadusel koikide neuroloogiliste kaditumisega seotud, neuropatoloogiliste ja neurokeemiliste voi
elektrofiisioloogiliste leidude iiksikasjalik kirjeldus,

andmed absorbtsiooni ja metabolismi kohta (kui seda on moddetud),

vajadusel tulemuste statistiline tootlemine.

Tulemuste arutelu:

teave annuse ja sellele reageerimise kohta,
muude toksiliste mdjude seos uuritud kemikaali vdimaliku neurotoksilisuse kohta tehtud jareldusega,

tiheldamata negatiivse moju tase.

Jareldused:

uuritava kemikaali @ildist neurotoksilisust kasitlevat erimirget soositakse.
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1.1

C.21. MULLAMIKROOBID: LAMMASTIKU TRANSFORMATSIOONI KATSE

MEETOD

Kiesolev meetod ldhtub juhendist OECD TG 216 (2000).

SISSEJUHATUS

Kiesolev katsemeetod kirjeldab laborimeetodit, mis on vilja tootatud kemikaalide pikaajaliste mojude
uurimiseks mullamikroobide limmastiku transformatsiooni suhtes parast iihekordset kokkupuudet Katse
pohineb peamiselt Euroopa ja Vahemeremaade taimekaitseorganisatsiooni soovitustel (1). Samuti voetakse
arvesse muid juhised, sh Saksa Biologische Bundesanstalti (2), USA Keskkonnakaitseagentuuri (3), SETACi
(4) ja Rahvusvahelise Standardiorganisatsiooni (5) juhiseid. Kdesolevas katses kasutatavate mullaproovide
arvu ja tiitipide osas lepiti kokku mulla ja sedimentide valikut kasitlevas OECD to6rithmas, mis tuli kokku
Belgirates Itaalias 1995. aastal (6). Mullaproovide kogumist, kasitlemist ja sailitamist kisitlevad soovitused
pohinevad ISO juhisdokumendil (7) ja Belgirate toorithma soovitustel. Katseainete toksiliste omaduste
hindamisel v5ib osutuda vajalikuks maarata kindlaks mojud mulla mikroobsele aktiivsusele, nt kui vajatakse
andmeid pollukultuuride kaitsevahendite véimalike korvalmojude kohta mulla mikrofloora suhtes vdi kui
eeldatakse mullamikroobide kokkupuudet muude kemikaalidega kui pdllukultuuride kaitsevahendid.
Limmastiku transformatsiooni katse tehakse selleks, et kindlaks madrata selliste kemikaalide moju mulla
mikrofloorale. Kui uuritakse —agrokemikaale (nt pollukultuuride kaitsevahendid, vietised,
metsanduskemikaalid), sooritatakse nii limmastiku transformatsiooni kui ka siisiniku transformatsiooni
katse. Kui uuritakse muid kui agrokemikaale, piisab limmastiku transformatsiooni katsest. Kui selliste
kemikaalide limmastiku transformatsiooni katses saadud ECs,-vdidrtused on kaubanduslike
nitrifikatsiooniinhibiitorite (nt nitrapiiriin) esindavas vahemikus, saab tdiendava teabe kogumiseks teha
sisiniku transformatsiooni katse.

Muld koosneb elusatest ja elututes koostisosadest, mis eksisteerivad keerukates ja heterogeensetes segudes.
Mikroobid méngivad tihtsat rolli viljaka mulla orgaanilise aine hajutamisel ja muutmisel, ning mdned liigid
mdjutavad mulla viljakuse erinevaid aspekte. Koik nimetatud biokeemiliste protsesside pikaajalised hdired
voivad hiirida toitaineringlust ja see voib muuta mulla viljakust. Siisiniku ja limmastiku transformatsioon
toimub koikides viljakates muldades. Kuigi nimetatud protsesse pdhjustavad mikroobikogumid on mullati
erinev, on transformatsioonirajad oma olemuselt samad.

Kiesolev katsemeetod on vilja tootatud selleks, et avastada aine pikaajalisi negatiivseid mojusid aeroobsete
pinnamuldade limmastikutransformatsiooni protsessile. Katsemeetod voimaldab samuti hinnata ainete
mdjusid mulla mikrofloora siisiniku transformatsioonile. Nitraat tekib pérast siisinik-limmastiksidemete
lagunemist. Seetdttu kui nitraadi teke leitakse olevat samal tasemel katse- ja kontrollmuldades, on viga
tdendoline, et peamised siisinikusidemete lagunemisteed on puutumata ja toimivad hésti. Katses kasutatava
substraadi (peenestatud lutsernijahu) siisiniku-limmastiku suhe on soodne (tavaliselt 12/1 ja 16/1). Seetdttu
ei viahendata siisiniku puudust katse kdigus ja kui mikroobikogumeid kahjustab kemikaal, siis taastuvad need
100 péeva jooksul.

Kiesoleva katsemeetodi aluseks olevad katsed tootati vilja peamiselt ainete jaoks, mille pinnasesse joudvat
kogust saab ennustada. Sellised ained on néiteks pdllukultuuride kaitsevahendid, mille annustamine pollule
on teada. Agrokemikaalide puhul piisab sellest, kui uuritakse kahte annust oletatava annustamissageduse
osas. Agrokemikaalide puhul saab uurida toimeaineid (a.i) vOi preparaate. Katse ei piirdu siiski vaid
agrokemikaalidega. Muutes nii pinnasesse annustavaid katseaine koguseid kui ka seda, kuidas andmeid
hinnatakse, saab kasutada katset kemikaalide puhul, mille pinnasesse jéudev kogus ei ole teada. Seega
mdiratakse kindlaks muude kemikaalide kui agrokemikaalid puhul kontsentratsiooni ridade maojud
lammastiku transformatsioonile. Nimetatud katsetest saadud andmeid kasutatakse annuse-reaktsiooni
kdvera koostamiseks ja ECy véddrtuste arvutamiseks, milles x on mdju protsendina.
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1.2.

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

MOISTED

Limmastiku transformatsioon - mikroobide tegevuse tulemusena ammonifikatsiooni- ja
nitrifikatsiooniprotsessi kaudu toimuv, limmastikku sisaldava orgaanilise aine 16plik lagunemine vastavaks
anorgaaniliseks 10ppsaaduseks, nitraadiks.

ECy (efektiivkontsentratsioon) — mullas esineva katseaine kontsentratsioon, mis tdkestab limmastiku
transformatsiooni nitraadiks x protsenti.

EC;, (efektiivkontsentratsiooni mediaan) — mullas esineva katseaine kontsentratsioon, mis tdkestab
lammastiku transformatsiooni nitraadiks 50 protsenti (50 %).

VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Soelutud mulda parandatakse peenestatud taimejahuga ning seda kas toodeldakse seejdrel katseainega voi
jaetakse tootlemata (kontrollproov). Kui uuritakse agrokemikaale, on soovitav kasutada vihemalt kahte
katsekontsentratsiooni ja need tuleks valida suurima kontsentratsiooni suhtes, mis eeldatavasti esineb pdllul.
Parast inkubeerimise 0., 7., 14. ja 28. pdeva ekstraheeritakse katse- ja kontrollmullaproove sobiva lahustiga
ning mdaratakse kindlaks ekstraktides esinevad nitraadikogused. Nitraaditekke kiirust katseproovides
vorreldakse kiirusega kontrollproovides ning arvutatakse katse- ja kontrollproovide protsentuaalne hilve.
Koik katsed kestavad vahemalt 28 pdeva. Kui 28. pdeval on katse- ja kontrollmullaproovide vahelised
erinevused vordsed voi suuremad kui 25 %, jatkatakse mootmisi kuni 100 pdeva. Kui ei uurita
agrokemikaale, lisatakse mullaproovidele katseaine kontsentratsiooni ridu ning katse- ja kontrollproovides
tekkinud nitraadikoguseid moddetakse parast 28 inkubeerimispdeva. Mitmekordseid kontsentratsioone
kisitlevate katsete tulemusi analiiiisitakse regressioonmudelit kasutades, ning arvutatakse vaartused (s.t
ECs,, EC,5 jaJvdi EC, (). Vt moisted.

KATSE VALIIDSUS

Agrokemikaalidega tehtud katsete tulemuste hindamine pohineb suhtelistelt viikestel erinevustel (s.t
keskmine vairtus on = 25 %) kontroll- ja katsemullaproovide nitraadi kontsentratsioonide vahel, et
kontrollproovide suured muutused voib viia vddrate tulemusteni. Seetdttu peaksid paralleelsete
kontrollproovide vahelised muutused olema viiksemad kui £ 15 %.

KATSEMEETODI KIRJELDUS

Seadmed

Katsetes kasutatakse mahuteid, mis on valmistatud keemiliselt inertsest materjalist. Mahutite mahutavus
peaks vastama mullaproovide inkubeerimisprotseduurile, s.t tiksikute mullaproovide massina voi sarjana
inkubeerimine (vt punkt 1.7.1.2). Tuleks tagada, et veekadu oleks katse kdigus minimaalne ja gaasivahetus
oleks voimalik (nt voib katsemahutid katta perforeeritud poliietiileenkilega). Kui uuritakse lenduvaid aineid,
tuleks kasutada mastabeeritavaid ja gaasikindlaid mahuteid. Need peaksid olema sellise suurusega, et
ligikaudu iiks neljandik nende mahust tdidetakse mullaprooviga.

Katses kasutatakse jargmiseid standardseid laboriseadmeid:
— segamisseade: mehaaniline segur voi vastav seade;
— tsentrifuug (3 000 g) voi filtreerimisseade (kasutades nitraadivaba filterpaberit);

— nitraadi analiiiisi jaoks piisava tundlikkuse mddteseade, mille mddtmistulemus on korduvteostatav.
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1.6.2

1.6.3.1

1.6.3.2

Mullaliikide valik ja arv

Kasutatakse iihte mullaliiki. Soovitavad mullaomadused on jargmised:
— liivasisaldus: vahemalt 50 % ja kuni 75 %;
— pH: 5,5-7,5,
— orgaanilise siisiniku sisaldus: 0,5-1,5 %;

— mikroobi biomassi tuleks mddta (8)(9) ja selle siisinikusisaldus peaks olema vihemalt 1 % mulla
orgaanilise siisiniku koguhulgast.

Enamikel juhtudel nimetatud omadustega muld esindab halvimat juhtu, kuna uuritava kemikaali
absorbtsioon on minimaalne ja selle kittesaadavus mikrofloorale on suurim. Sellest tulenevalt ei ole katsed
muude mullaliikidega tildiselt vajalikud. Teatud juhtudel, nt kui katseainet eeldatavasti kasutatakse peamiselt
muldades, nt happelised metsamullad, voi kui kemikaalid on elektrostaatiliselt laetud, voib osutuda
vajalikuks kasutada ka muud mullaliiki.

Mullaproovide kogumine ja siilitamine
Kogumine

Uksikasjalik teave proovikogumiskoha ajaloo kohta peaks olema kittesaadav. Uksikasjade hulka kuuluvad
tipne asukoht, taimkate, pollukultuuride kaitsevahenditega to6tlemise kuupdevad, orgaaniliste ja
anorgaaniliste vietistega tootlemine, bioloogiliste materjalide lisamine voi juhuslik saastumine.
Mullaproovide kogumiseks valitud kohta peaks saama kasutada pikka aega. Sobivad on piisikarjamaad,
itheaastaste teraviljakultuuridega (v.a mais) pollud voi tihedalt kiilvatud haljaskesa. Valitud proovivétukohta
ei tohiks toodelda pollukultuuride kaitsevahenditega vihemalt iihe aasta jooksul enne proovide votmist.
Samuti ei tohiks kasutada orgaanilisi vdetisi vahemalt kuus kuud. Mineraalvietiste kasutamine on lubatud
tiksnes siis, kui see vastab pollukultuuride nouetele ja mullaproove ei tohiks votta vihemalt kolm kuud
parast véetise kasutamist. Biotsiidi mojuga (nt kaltsiumtsiiaanamiid) vdetistega toodeldud mulla kasutamist
tuleks valtida.

Proovide votmist tuleks viltida pikkade (rohkem kui 30 pdeva) pdua- vdi vettimisperioodide ajal voi vahetult
pirast seda. Kiintud muldade puhul tuleks proovid votta 0-20 cm siigavuselt. Rohumaade (karjamaade) voi
muude muldade puhul, kui ei ole pikka aega kiintud (vihemalt ithe kasvuperioodi viltel), peaks proovivotu
suurim stigavus olema veidi rohkem kui 20 cm (nt kuni 25 cm).

Mullaproovid tuleks transportida mahutites ja temperatuuridel, mis tagavad, et algseid mullaomadusi ei
muudeta oluliselt.

Sdilitamine

Virskelt pollult kogutud mulla kasutamine on eelistatud. Kui ei sdilitamine laboris on viltimatu, voib
mullaproovid lahustada pimedas temperatuuril 4 + 2 °C maksimaalselt kolmeks kuuks. Mullaproovide
sdilitamise ajal tuleb tagada aeroobsed tingimused. Kui mullaproovid kogutakse piirkondadest, kus maapind
on vihemalt kolm kuud aastas kiilmunud, saab kaaluda nende siilitamist kuueks kuuks miinus 18 °C kuni
miinus 22 °C juures. Siilitatud mullaproovide mikroobi biomassi mdddetakse enne igat katset ja biomassis
peaks olema siisinikku vihemalt 1 % mulla orgaanilise siisiniku kogusisaldusest (vt punkt 1.6.2).
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1.6.4

1.6.4.1

1.6.4.2

1.6.4.3

1.6.5

1.6.6

Mullaproovide kisitlemine ja katseks ettevalmistamine
Eelinkubeerimine

Kui mullaproovid silitati (vt punkt 1.6.3.2), on soovitav preinkubeerida 2-28 pdeva. Mulla temperatuur ja
niiskusesisaldus preinkubeerimise ajal peaksid olema samasugused kui need, mida kasutati katses (vt punktid
1.6.4.2 ja 1.7.1.3).

Fiiiisikalis-keemilised omadused

Muld puhastatakse kisitsi suurtest objektidest (nt kivid, taimeosad jne) ning seejirel margsdelutakse ilma
liigselt kuivatamata 2 mm vdi sellest viiksemateks osakeste suuruseks. Mullaproovi niiskusesisaldust peaks
reguleerima destilleeritud voi deioniseeritud veega 40-60 % maksimaalse veemahutavuseni.

Parandamine orgaanilise substraadiga

Mulda tuleks parandada sobiva orgaanilise substraadiga, nt peenestatud lutserni-rohujahu seguga (pdhiline
koostisosa on Medicago sativa), mille siisiniku-limmastiku suhe on 12/1 ja 16/1. Soovitav lutserni-mulla suhe
on 5 g lutserni iihe kilogrammi mulla kohta (kuivmass).

Katseaine ettevalmistamine mulda annustamiseks

Katseainet annustatakse tavaliselt kandeaine abil. Kandeaine voib olla vesi (veeslahustuvate ainete puhul) voi
inertne tahke aine, nt peen kvartsliiv (mille osakeste suurus on 0,1-0,5 mm). Vedelaid, veest erinevaid
kandeaineid (nt orgaanilisi lahusteid nagu atsetoon, kloroform) tuleks viltida, kuna nad voivad kahjustada
mikrofloorat. Kui kasutatakse kandeainena liiva, saab selle katta katseainega, mis on sobivas lahustis
lahustatud voi suspendeeritud. Sellisel juhul tuleks lahusti eemaldada aurustumise teel enne mullaga
segamist. Katseaine optimaalseks jaotumiseks mullas on soovitav suhe 10 g liiva iihe kilogrammi mulla
kohta (kuivmass). Kontrollproove toodeldakse sarnase veehulgaga ja/vdi iiksnes kvartsliivaga.

Kui uuritakse lenduvaid kemikaale, tuleks viltida kadusid tootlemise ajal niipalju kui véimalik ja tuleks
piiida tagada homogeenne jaotus mullas (nt katseainet tuleks injekteerida mulda mitmes kohas).

Uuritavad kontsentratsioonid

Kui uuritakse agrokemikaale, tuleks kasutada vahemalt kahte kontsentratsiooni. Viiksem kontsentratsioon
peaks kajastama vihemalt katseaine kasutamisel mulda joudvat suurimat eeldatavat kogust ning suurem
kontsentratsioon peaks olema viiksema kontsentratsiooni kordne. Mulda lisatavate katseainete
kontsentratsioonid arvutatakse eeldusel, et aine imendub iihtlaselt 5 cm siigavusele ja mulla lasuvustihedus
on 1,5. Agrokemikaalide puhul, mida annustatakse otse mulda, v6i kemikaalide puhul, mille mulda joudvat
kogust saab ennustada, on soovitavad katsekontsentratsioonid suurimad arvutuskontsentratsioonid (PEC)
ja neist viis korda suuremad kontsentratsioonid. Uurides aineid, mida eeldatavasti annustatakse mulda
mitmel korral ithel aastaajal, peaks katsekontsentratsioon olema saadud PEC korrutamisel suurima eeldatava
annustamiste arvuga. Korgeim uuritav kontsentratsioon ei tohiks siiski olla suurem kui kiimnekordne
suurim iiksikannus. Kui uuritakse muid kui agrokemikaale, tuleks kasutada vahemalt viie kontsentratsiooni
geomeetrilist sarja. Uuritavad kontsentratsioonid peaksid holmama EC, vdirtuste kindlaksmadramiseks
vajalikku vahemikku.
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1.7

1.7.1

1.7.1.1

1.7.1.2

1.7.1.3

1.7.2

1.7.2.1

KATSE SOORITAMINE

Kokkupuute tingimused
Katse- ja kontrollproovid

Kui uuritakse agrokemikaale, tuleks mullaproovid jagada kolmeks vordse massiga osaks. Kaks osa segatakse
kandeainega, mis sisaldab katseainet, ning kolmas osa segatakse kandeainega, mis ei sisalda katseainet
(kontrollproov). On soovitav kasutada vihemalt kolme paralleelset proovi nii katse- kui kontrollproovide
korral. Kui uuritakse muid kui agrokemikaale, tuleks mullaproovid jagada kuueks vordse massiga osaks. Viis
proovi segatakse katseainet sisaldava kandeainega ja kuues proov segatakse kandeainega, mis ei sisalda
kemikaali. On soovitav kasutada kolme paralleelset proovi nii katse- kui kontrollproovide korral. Tuleks
tagada katseaine tihtlane jaotus katseproovide hulka kuuluvates mullaproovides. Segamise ajal tuleks valtida
mulla pallideks vormimist.

Mullaproovide inkubeerimine

Mullaproove inkubeeritakse kahel moel: katse- ja kontrollmullaproovide koondproovina voi katse ja
kontrollmullaproovide tiksikute ja vordse suurusega osaproovide sarjana. Kui uuritakse lenduvaid aineid,
tuleks katse sooritada vaid iiksikute osaproovide sarjana. Kui mullaproovid inkubeeritakse koondproovina,
valmistatakse ette katse- ja kontrollmullaproovide suured kogused ning vastavalt vajadusele analiiiisitavad
osaproovid katse kaigus. Algselt iga katse- vdi kontrollproovi kohta ettevalmistatud kogus soltub
osaproovide suurusest, kasutatud paralleelsete proovide arvust ja suurimatest eeldatavatest proovide
votmise aegadest. Koondproovina inkubeeritavad mullaproovid tuleks enne osaproovide votmist hoolega
segada. Kui mullaproovid inkubeeritakse iiksikute mullaproovide sarjana, jagatakse iga katse- ja
kontrollmullaproovide koondproov soovitud arvuks osaproovideks, ning neid kasutatakse vastavalt
vajadusele. Katsetest, kus eeldatakse rohkem kui kahte proovide votmise aega, tuleks ette valmistada piisavalt
osaproove kdikide paralleelproovide ja proovivotuaegade jaoks. Vihemalt kolme uuritava mullaproovi
paralleelproovi tuleks inkubeerida acroobsetes tingimustes (vt punkt 1.7.1.1). Kdikide katsete kaigus tuleks
kasutada sobivaid mahuteid, milles on piisavalt Shuruumi, et valtida anaeroobsete tingimuste tekkimist. Kui
uuritakse lenduvaid aineid, tuleks katse sooritada vaid iiksikute osaproovide sarjana.

Katsetingimused ja katse kestus

Katset tehakse pimedas toatemperatuuril 20 + 2 °C. Mullaproovide niiskusesisaldust tuleks sdilitada katse
kiigus 40 %-60 % mulla suurimast veemahutavusest (vt punkt 1.6.4.2) vahemikus + 5 %. Vajadusel voib
lisada destilleeritud, deioniseeritud vett.

Katsete minimaalne kestus on 28 pdeva. Kui uuritakse agrokemikaale, vorreldakse katse- ja
kontrollproovides nitraaditekke kiirust. Kui need erinevad 28. pdeval rohkem kui 25 %, jitkatakse katset
seni, kuni erinevus vordub voi on viiksem kui 25 %, vdi maksimaalselt 100 pdeva, olenevalt sellest,
kummaks kulub viahem aega. Muude kui agrokemikaalide puhul I6petatakse katse pdrast 28 pdeva.
Arvutatakse ECy-vadrtused.

Mullaproovide vdtmine ja analiiiis
Mullaproovide votmise ajakava

Kui uuritakse agrokemikaale, analiiiisitakse mullaproovides nitraati 0., 7., 14. ja 28. pdeval. Kui on vaja
katset pikendada, tuleks teha tdiendavad modtmised 14-péevaste intervallide tagant pérast 28. pdeva.
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1.7.2.2

2.1

2.2

Kui uuritakse muid kui agrokemikaale, kasutatakse vihemalt viit katsekontsentratsiooni ja analiiiisitakse
mullaproovides nitraati kokkupuute perioodi alguses (0. pdev) ja 1opus (28. paev). Voib lisada vajadusel
vahepealse mootmise, nt 7. pdeval. 28. pideval saadud teavet kasutatakse kemikaali EC -viirtuse
kindlaksmairamiseks. Soovi korral voib kasutada 0. pdeval kontrollproovidest saadud andmeid mullas
nitraadi algkogusest teatamiseks.

Mullaproovide analiiiis

Igas katse- ja kontrollproovi paralleelproovis tekkinud nitraadi kogus mdiratakse kindlaks igal
proovivotuajal. Nitraat ekstraheeritakse mullast proovide raputamise teel sobiva ekstrahendiga, nt
kaaliumkloriidilahus (0,1 M). Soovitav suhe on 5 ml KCl lahust mullaproovi ithe kuivmassi grammi kohta.
Ekstraheerimise optimeerimiseks ei tohiks mulla ja ekstrahendi mahutid olla rohkem kui pooltdis. Segu
raputatakse 150 rpm 60 minutit. Segusid tsentrifuugitakse voi filtreeritakse ning analiiiisitakse vedelfaasist
nitraat. Osakestevabad vedelikuekstraktid voib sdilitada enne analiiiisi miinus 20 + 5 °C juures kuni kuus
kuud.

TULEMUSED

TULEMUSTE TOOTLEMINE

Kui katseid tehakse agrokemikaalidega, tuleks registreerida igas mullaproovi paralleelproovis tekkinud
nitraadikogus ja tuleks esitada koikide paralleelproovide keskmised vdartused tabeli kujul. Limmastiku
transformatsiooni kiirusi tuleks hinnata sobivate ja iildiselt heakskiidetud statistiliste meetodite abil (nt
F-katse, 5 % olulisusaste). Tekkinud nitraadi koguseid viljendatakse mg nitraadina mulla kuivmassi kg kohta
pédevas. Nitraadi tekke kiirusi igas katseproovis vdrreldakse kiirustega kontrollproovis ning arvutatakse
kontrollproovide protsentuaalne hilve.

Kui katseid tehakse muude kui agrokemikaalidega, mairatakse kindlaks igas paralleelproovis tekkinud
nitraadi kogused ning koostatakse annuse-reaktsiooni kover ECy-vadrtuste hindamiseks. Nitraadikoguseid
(s.t mg nitraati mulla kuivmassi kg kohta) katseproovides pirast 28 pieva vorreldakse kontrollproovis
olevate nitraadikogustega. Nimetatud andmete pohjal arvutatakse protsentuaalsed inhibitsioonivéirtused
iga katsekontsentratsiooni kohta.

Need protsendimaarad registreeritakse kontsentratsioonina ning seejirel kasutatakse statistilisi protseduure
EC,-véddrtuste arvutamiseks. Usalduspiirid (p = 0,95) arvutatud EC, puhul mairatakse samuti kindlaks
standardprotseduuride abil (10)(11)(12).

Katseained, mis sisaldavad limmastiku suuri koguseid voivad mojutada katse kdigus tekkivaid
nitraadikoguseid. Kui nimetatud aineid uuritakse suurte kontsentratsioonidena (nt kemikaalid, mida
eeldatavasti annustatakse korduvalt), peaks katse sisaldama sobivaid kontrolle (s.t mullaproov ja katseaine
ilma taimejahuta). Nimetatud kontrollidest saadud andmeid peab votma arvesse EC -védidrtuste arvutamisel.

TULEMUSTE TOLGENDAMINE

Kui hinnatakse agrokemikaalidega tehtud katsete tulemusi ning nitraaditekke kiiruste erinevus madalamate
katseaineannuste (mis vastab suurimale eeldatavale kontsentratsioonile) ja kontrollproovide vahel on
vordne voi vdiksem kui 25 % mis tahes proovivotuajal parast 28 pieva moodumist, saab hinnata, et
katseainel ei oma pikaajalist toimet limmastiku tekkele muldades. Kui muude kemikaalide kui
agrokemikaalidega tehtud katsete tulemusi hinnatakse, kasutatakse ECs,, EC, 5 javdi EC,, vddrtusi.
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3. PROTOKOLL

Katseprotokoll peab hdlmama jargmist teavet:

Kasutatava mulla tdielik identifitseerimine, kaasa arvatud:

geograafiline viide kohale (laiuskraad, pikkuskraad),

teave koha ajaloo kohta (s.t taimkate, pdllukultuuride kaitsevahenditega tootlemine, videtistega
tootlemine, juhuslik saastamine jne),

kasutusviis (nt pollumaa, mets jne),

proovivotu siigavus (cm),

liiva-[aleuriidi-[savisisaldus (protsenti kuivmassist),

pH (vees),

orgaanilise siisiniku sisaldus (protsenti kuivmassist),
lammastiku sisaldus (protsenti kuivmassist),

algne lammastiku sisaldus (mg nitraati kg kuivmassi kohta),
katioonvahetusvdime (mmol/kg),

mikroobi biomass protsendina orgaanilise siisiniku koguhulgast,
viide iga parameetri maaramismeetodi kohta,

kogu teave mullaproovide kogumise ja siilitamise kohta,

vajadusel iiksikandmed mulla eelinkubeerimise kohta.

Katseaine:

futisiline laad ja vajadusel fuiisikalis-keemilised omadused,

vajadusel keemilised tunnusandmed, sh struktuurivalem, puhtus (s.t péllukultuuride kaitsevahendite
toimeaine protsendiméar), limmastikusisaldus.

Substraat:

substraadi allikas,
koostis (lutsernijahu, lutserni-rohujahu),
sisiniku, limmastiku sisaldus (protsenti kuivmassist),

sdelaava suurus (mm).

Katsetingimused:

tiksikandmed mulla parandamise kohta orgaanilise substraadiga,

uuritava kemikaali kontsentratsioonide arv ja vajadusel valitud kontsentratsioonide pdhjendus,
iiksikandmed katseaine mulda annustamise kohta,

inkubatsioonitemperatuur,

mulla niiskusesisaldus katse alguses ja kestel,

kasutatav mulla inkubeerimismeetod (koondproovina voi iiksikute osaproovide sarjana),
paralleelsete proovide arv,

proovivotuajad,

nitraadi mullast ekstraheerimise meetod.
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Tulemused:

— analiiisimeetod ja -seade, mida kasutatakse nitraadi analiitisimiseks,
— andmed tabeli kujul, sh nitraadi mddtmiste tiksikud ja keskvaartused,
— Kkatse- ja kontrollproovide paralleelproovide vaheline muutus,

— arvutustega tehtud paranduste selgitused, kui vaja,

— nitraadi tekke kiiruse protsentuaalne muutus igal proovivétukorral voi vajadusel ECs, véirtus 95 %
usaldusvahemikus, muud EC,-vddrtused (s.t EC,5 vdi EC,,) usaldusvahemikes ning
annuse-reaktsiooni kover,

— tulemuste statistiline tootlemine,

— kogu teave ja vaatlused, mis aitaksid tdlgendada tulemusi.
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1.1

C.22 MULLAMIKROOBID: SUSINIKU TRANSFORMATSIOONI KATSE

MEETOD

Kiesolev meetod lahtub juhendist OECD TG 217 (2000).

SISSEJUHATUS

Kiesolev katsemeetod kirjeldab laborimeetodit, mis on vilja tootatud selleks, et uurida pollukultuuride
kaitsevahendite ja muude voimalike kemikaalide pikaajalisi mdjusid mullamikroobide siisiniku
transformatsioonile ithekordse kokkupuute jirel. Katse pohineb peamiselt Euroopa ja Vahemere
taimekaitseorganisatsiooni soovitustel (1). Samuti voetakse arvesse muid juhised, sh Saksa Biologische
Bundesanstalti (2), USA Keskkonnakaitseagentuuri (3) ja SETACi (4) juhiseid . Kdesolevas katses kasutatavate
mullaproovide arvu ja titipide osas lepiti kokku mulla ja sedimentide valikut kisitlevas OECD t6orithmas,
mis tuli kokku Belgirates Itaalias 1995. aastal (5). Mullaproovide kogumist, kisitlemist ja sailitamist
kisitlevad soovitused pohinevad ISO juhisdokumendil (6) ja Belgirate toorithma soovitustel.

Katseainete toksiliste omaduste hindamisel voib osutuda vajalikuks maiirata kindlaks mojud mulla
mikroobsele aktiivsusele, nt kui vajatakse andmeid pollukultuuride kaitsevahendite voimalike kdrvalmdjude
kohta mulla mikrofloora suhtes voi kui eeldatakse mullamikroobide kokkupuudet muude kemikaalidega kui
pollukultuuride kaitsevahendid. Stisiniku transformatsiooni katse tehakse selleks, et kindlaks mairata selliste
kemikaalide moju mulla mikrofloorale. Kui uuritakse agrokemikaale (nt péllukultuuride kaitsevahendid,
vietised, metsanduskemikaalid), sooritatakse nii siisiniku transformatsiooni kui ka limmastiku
transformatsiooni katse. Kui uuritakse muid kui agrokemikaale, piisab limmastiku transformatsiooni
katsest. Kui selliste kemikaalide limmastiku transformatsiooni katses saadud ECs,-viddrtused on
kaubanduslike nitrifikatsiooniinhibiitorite (nt nitrapiiriin) esindavas vahemikus, saab tdiendava teabe
kogumiseks teha siisiniku transformatsiooni katse.

Muld koosneb elusatest ja elututest koostisosadest, mis eksisteerivad keerukates ja heterogeensetes segudes.
Mikroobid mingivad tihtsat rolli viljaka mulla orgaanilise aine hajutamisel ja muutmisel, ning moned liigid
mojutavad mulla viljakuse erinevaid aspekte. K6ik nimetatud biokeemiliste protsesside pikaajalised haired
voivad hiirida toitaineringlust ja see voib muuta mulla viljakust. Siisiniku ja limmastiku transformatsioon
toimub koikides viljakates muldades. Kuigi nimetatud protsesse pohjustav mikroobikogum on mullati
erinev, on transformatsioonirajad oma olemuselt samad.

Kiesolev katsemeetod on vilja tootatud selleks, et avastada aine pikaajalisi negatiivseid mojusid aeroobsete
pinnamuldade siisiniku transformatsiooni protsessile. Katse on tundlik siisiniku transformatsioonis osaleva
mikroobikogumi suuruse ja tegevuse muutuste suhtes, kuna katses lastakse neil mikroobikogumitel osa
saada nii keemilisest stressist kui ka siisiniku puudusest. Kasutatakse liivast mulda, mille orgaanilise aine
sisaldus on madal. Seda mulda to6deldakse katseainega ja inkubeeritakse tingimustes, mis vdimaldavad
kiiret mikroobide ainevahetust. Nimetatud tingimustes on kiirelt vihenenud kergesti kittesaadava siisiniku
allikad mullas. See pdhjustab siisiniku puudust, mis tapab mikroobirakud ning kutsub esile puhkeperioodi
ja[voi sporulatsiooni. Kui katset teostatakse kauem kui 28 paeva, saab moota nimetatud reaktsiooni summat
(to6tlemata mulla) kontrollproovides metaboolselt aktiivse mikroobi biomassi jirkjargulise vahenemisena
(7). Kui stisinikupuuduses vaevlevas mullas olevat biomassi mojutab katsetingimustes kemikaali esinemine,
ei saa see poorduda tagasi samale tasemele nagu kontrollproovis olev biomass. Seetdttu katseaine
pohjustatud hdireid mis tahes ajal katse kdigus kestavad tihti kuni katse 1dpuni.
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1.2.

1.3

1.4

1.5

Kiesoleva katsemeetodi aluseks olevad katsed tootati vilja peamiselt ainete jaoks, mille pinnasesse joudvat
kogust saab ennustada. Sellised ained on niiteks pollukultuuride kaitsevahendid, mille annustamine pollule
on teada. Agrokemikaalide puhul piisab sellest, kui uuritakse kahte annust oletatava annustamissageduse
osas. Agrokemikaalide puhul saab uurida toimeaineid (a.i.) vOi preparaate. Katse ei piirdu siiski vaid
prognoositavaid arvestuskontsentratsioone omavate kemikaalidega. Muutes nii pinnasesse annustatavaid
katseaine koguseid kui ka seda, kuidas andmeid hinnatakse, saab kasutada katset kemikaalide puhul, mille
pinnasesse joudev kogus ei ole teada. Seega maaratakse kindlaks muude kemikaalide kui agrokemikaalid
puhul kontsentratsiooni ridade mojud stisiniku transformatsioonile. Nimetatud katsetest saadud andmeid
kasutatakse annuse-reaktsiooni kdvera koostamiseks ja ECy véirtuste arvutamiseks, milles x on moju
protsendina.

MOISTED

Siisiniku transformatsioon — orgaanilise aine lagundamine mikroorganismide poolt anorgaaniliseks
loppsaaduseks, siisinikdioksiidiks.

ECx (efektiivkontsentratsioon) — mullas esineva katseaine kontsentratsioon, mis tdkestab siisiniku
transformatsiooni siisinikdioksiidiks x protsendiga.

ECs, (efektiivkontsentratsiooni mediaan) — mullas esineva katseaine kontsentratsioon, mis tokestab
siisiniku transformatsiooni siisinikdioksiidiks 50 protsendiga.

VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Soelutud mulda toodeldakse kas katseainega voi jaetakse tootlemata (kontroll). Kui uuritakse agrokemikaale,
on soovitav kasutada vihemalt kahte katsekontsentratsiooni ja need tuleks valida suurima kontsentratsiooni
suhtes, mis eeldatavasti esineb pollul. Parast 0., 7., 14. ja 28. inkubeerimispdeva segatakse katse- ja
kontrollmullaproovid gliikoosiga ning glitkoosi pohjustatud hingamiskiirust moddetakse jarjestikusel
12 tunnil. Hingamiskiirusi véljendatakse vabanenud siisinikdioksiidina (mg siisinikdioksiidi mulla kuivmassi
kg kohta tunnis) voi tarbitud hapnikuna (mg hapnikku kg mulla kohta tunnis). Keskmist hingamiskiirust
katseproovides vorreldakse sama hingamiskiirusega kontrollproovides ning arvutatakse katseproovi ja
kontrollproovi vaheline protsentuaalne hilve. Koik katsed kestavad vahemalt 28 pdeva. Kui 28. pdeval on
katse- ja kontrollproovide vahelised erinevused vordsed voi suuremad kui 25 %, jatkatakse mootmisi
14-pievaste intervallidega kuni maksimaalselt 100 paeva. Kui uuritakse muid kemikaale kui agrokemikaalid,
lisatakse mullaproovidele katseaine kontsentratsioonide sari ning moddetakse glitkkoosi pdhjustatud
hingamiskiirusi (s.t tekkinud siisinikdioksiidi vdi tarbitud hapniku koguste keskmine) pdrast 28 pieva
moddumist. Kontsentratsioonide sarja kisitlevate katsete tulemusi analiiiisitakse regressioonmudelit
kasutades, ning arvutatakse EC, véirtused (s.t EC5, EC,5 jafvdi EC, ). Vt mdisted.

KATSE VALIIDSUS

Agrokemikaalidega tehtud katsete tulemuste hindamine pdhineb suhtelistelt viikestel erinevustel (s.t
keskmine vadrtus on + 25 %) kontroll- ja katsemullaproovides vabanenud siisinikdioksiidi voi tarbitud
hapniku vahel, et kontrollproovide suured muutused vdivad viia véirate tulemusteni. Seetdttu peaksid
paralleelsete kontrollproovide vahelised muutused olema viiksemad kui + 15 %.
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1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

KATSEMEETODI KIRJELDUS

Seadmed

Katsetes kasutatakse mahuteid, mis on valmistatud keemiliselt inertsest materjalist. Mahutite mahutavus
peaks vastama mullaproovide inkubeerimisprotseduurile, s.t tiksikute mullaproovide massina voi sarjana
inkubeerimine (vt punkt 1.7.1.2). Tuleks tagada, et veekadu oleks katse kdigus minimaalne ja gaasivahetus
oleks voimalik (nt voib katsemahutid katta perforeeritud poliietiileenkilega). Kui uuritakse lenduvaid aineid,
tuleks kasutada mastabeeritavaid ja gaasikindlaid mahuteid. Need peaksid olema sellise suurusega, et
ligikaudu iiks neljandik nende mahust tdidetakse mullaprooviga.

Glitkoosi pohjustatud hingamise kindlaksmadramisel on ndutavad inkubeerimissiisteemid ja
sisinikdioksiidi tootmise voi hapniku tarbimise mootmisseadmed. Selliste siisteemide ja seadmete kohta
kiivad niiteid voib leida kirjandusviidetest (8) (9) (10) (11).

Mullaliikide valik ja arv

Kasutatakse tihte mullaliiki. Soovitavad mullaomadused on jargmised:
— liivasisaldus: vdhemalt 50 % ja kuni 75 %,
— pH: 5,5-7,5,
— orgaanilise siisiniku sisaldus: 0,5-1,5 %,

— mikroobi biomassi tuleks modta (12)(1 3) ja selle siisinikusisaldus peaks olema vihemalt 1 % mulla
orgaanilise siisiniku koguhulgast.

Enamikel juhtudel nimetatud omadustega muld esindab halvimat juhtu, kuna uuritava kemikaali
absorbtsioon on minimaalne ja selle kittesaadavus mikrofloorale on suurim. Sellest tulenevalt ei ole katsed
muude mullaliikidega tldiselt vajalikud. Teatud juhtudel, nt kui katseainet eeldatavasti kasutatakse peamiselt
muldades, nt happelised metsamullad, voi kui kemikaalid on elektrostaatiliselt laetud, voib osutuda
vajalikuks kasutada ka muud mullaliiki.

Mullaproovide kogumine ja siilitamine
Kogumine

Uksikasjalik teave proovikogumiskoha ajaloo kohta peaks olema kittesaadav. Uksikasjade hulka kuuluvad
tipne asukoht, taimkate, pollukultuuride kaitsevahenditega tootlemise kuupdevad, orgaaniliste ja
anorgaaniliste vietistega to6tlemine, bioloogiliste materjalide lisamine voi juhuslik saastumine.
Mullaproovide kogumiseks valitud kohta peaks saama kasutada pikka aega. Sobivad on piisikarjamaad,
iiheaastaste teraviljakultuuridega (v.a mais) pollud voi tihedalt kiilvatud haljaskesa. Valitud proovivotukohta
ei tohiks toodelda pollukultuuride kaitsevahenditega vihemalt iihe aasta jooksul enne proovide votmist.
Samuti ei tohiks kasutada orgaanilisi vietisi vahemalt kuus kuud. Mineraalvietiste kasutamine on lubatud
tiksnes siis, kui see vastab pollukultuuride nduetele ja mullaproove ei tohiks votta vahemalt kolm kuud
pdrast vdetise kasutamist. Biotsiidi mdjuga (nt kaltsiumtsiiaanamiid) vdetistega toodeldud mulla kasutamist
tuleks valtida.

Proovide votmist tuleks viltida pikkade (rohkem kui 30 paeva) pdua- voi vettimisperioodide ajal voi vahetult
parast seda. Kiintud muldade puhul tuleks proovid votta 0-20 cm siigavuselt. Rohumaade (karjamaade) voi
muude muldade puhul, kui ei ole pikka aega kiintud (vihemalt ithe kasvuperioodi viltel), peaks proovivotu
suurim siigavus olema veidi rohkem kui 20 cm (nt kuni 25 cm). Mullaproovid tuleks transportida mahutites
ja temperatuuridel, mis tagavad, et algseid mullaomadusi ei muudeta oluliselt.
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1.6.3.2

1.6.4.1

1.6.4.2

Sdilitamine

Virskelt pollult kogutud mulla kasutamine on eelistatud. Kui ei sdilitamine laboris on viltimatu, voib
mullaproove siilitada pimedas temperatuuril 4 + 2 °C maksimaalselt kolm kuud. Mullaproovide siilitamise
ajal tuleb tagada aeroobsed tingimused. Kui mullaproovid kogutakse piirkondadest, kus maapind on
vihemalt kolm kuud aastas killmunud, saab kaaluda nende sailitamist kuueks kuuks miinus 18 °C juures.
Sailitatud mullaproovide mikroobi biomassi mdddetakse enne igat katset ja biomassis peaks olema
stisinikku vahemalt 1 % mulla orgaanilise siisiniku kogusisaldusest (vt punkt 1.6.2).

Mullaproovide kisitlemine ja katseks ettevalmistamine
Eelinkubeerimine

Kui mullaproove siilitati (vt punkt 1.6.4.2 jal.7.1.3), on soovitav preinkubeerida 2-28 pideva. Mulla
temperatuur ja niiskusesisaldus preinkubeerimise ajal peaksid olema samasugused kui need, mida kasutati
katses (vt punktid 1.6.4.2 ja 1.7.1.3).

Fiiiisikalis-keemilised omadused

Muld puhastatakse kisitsi suurtest objektidest (nt kivid, taimeosad jne) ning seejdrel margsdelutakse ilma
liigselt kuivatamata 2 mm voi sellest vdiksemateks osakeste suuruseks. Mullaproovi niiskusesisaldust peaks
reguleerima destilleeritud voi deioniseeritud veega 40-60 % maksimaalse veemahutavuseni.

Katseaine ettevalmistamine mulda annustamiseks

Katseainet annustatakse tavaliselt kandeaine abil. Kandeaine voib olla vesi (veeslahustuvate ainete puhul) vi
inertne tahke aine, nt peen kvartsliiv (mille osakeste suurus on 0,1-0,5 mm). Vedelaid, veest erinevaid
kandeaineid (nt orgaanilisi lahusteid nagu atsetoon, kloroform) tuleks valtida, kuna nad voivad kahjustada
mikrofloorat. Kui kasutatakse kandeainena liiva, saab selle katta katseainega, mis on sobivas lahustis
lahustatud voi suspendeeritud. Sellisel juhul tuleks lahusti eemaldada aurustumise teel enne mullaga
segamist. Katseaine optimaalseks jaotumiseks mullas on soovitav suhe 10 g liiva iihe kilogrammi mulla
kohta (kuivmass). Kontrollproove toodeldakse sarnase veehulgaga ja/voi iiksnes kvartsliivaga.

Kui uuritakse lenduvaid kemikaale, tuleks viltida kadusid to6tlemise ajal niipalju kui voimalik ja tuleks
piiida tagada iihtlane jaotus mullas (nt katseainet tuleks injekteerida mulda mitmes kohas).

Uuritavad kontsentratsioonid

Kui uuritakse pdllukultuuride kaitsevahendeid voi muid prognoositavaid arvestuskontsentratsioone
omavaid kemikaale, tuleks kasutada vihemalt kahte kontsentratsiooni. Viiksem kontsentratsioon peaks
kajastama vdhemalt katseaine kasutamisel mulda joudvat suurimat eeldatavat kogust ning suurem
kontsentratsioon peaks olema viiksema kontsentratsiooni kordne. Mulda lisatavate katseainete
kontsentratsioonid arvutatakse eeldusel, et aine imendub iihtlaselt 5 cm stigavusele ja mulla lasuvustihedus
on 1,5. Agrokemikaalide puhul, mida annustatakse otse mulda, v6i kemikaalide puhul, mille mulda joudvat
kogust saab ennustada, on soovitavad katsekontsentratsioonid suurimad arvutuskontsentratsioonid (PEC)
ja neist viis korda suuremad kontsentratsioonid. Uurides aineid, mida eeldatavasti annustatakse mulda
mitmel korral ithel aastaajal, peaks katsekontsentratsioon olema saadud PEC korrutamisel suurima eeldatava
annustamiste arvuga. Korgeim uuritav kontsentratsioon ei tohiks siiski olla suurem kui kiimnekordne
suurim iiksikannus.

Kui uuritakse muid kui agrokemikaale, tuleks kasutada vihemalt viie kontsentratsiooni geomeetrilist sarja.
Uuritavad kontsentratsioonid peaksid holmama EC, véirtuste kindlaksmadramiseks vajalikku vahemikku.
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1.7

1.7.1.1

1.7.1.2

1.7.1.3

1.7.2.1

KATSE SOORITAMINE

Kokkupuute tingimused
Katse- ja kontrollproovid

Kui uuritakse agrokemikaale, tuleks mullaproovid jagada kolmeks vordse massiga osaks. Kaks osa segatakse
kandeainega, mis sisaldab katseainet, ning kolmas osa segatakse kandeainega, mis ei sisalda katseainet
(kontrollproov). On soovitav kasutada vihemalt kolme paralleelset proovi nii katse- kui kontrollproovide
puhul. Kui uuritakse muid kui agrokemikaale, tuleks mullaproovid jagada kuueks vordse massiga osaks. Viis
proovi segatakse katseainet sisaldava kandeainega ja kuues proov segatakse kandeainega, mis ei sisalda
kemikaali. On soovitav kasutada kolme paralleelset proovi nii katse- kui kontrollproovide korral. Tuleks
tagada katseaine iihtlane jaotus katseproovide hulka kuuluvates mullaproovides. Segamise ajal tuleks véltida
mulla pallideks vormimist.

Mullaproovide inkubeerimine

Mullaproove inkubeeritakse kahel moel: katse- ja kontrollmullaproovide koondproovina voi katse ja
kontrollmullaproovide iiksikute ja vordse suurusega osaproovide sarjana. Kui uuritakse lenduvaid aineid,
tuleks katse sooritada vaid tiksikute osaproovide sarjana. Kui mullaproovid inkubeeritakse koondproovina,
valmistatakse ette katse- ja kontrollmullaproovide suured kogused ning vastavalt vajadusele analiitisitavad
osaproovid katse kaigus. Algselt iga katse- vdi kontrollproovi kohta ettevalmistatud kogus soltub
osaproovide suurusest, kasutatud paralleelsete proovide arvust ja suurimatest eeldatavatest proovide
votmise aegadest. Koondproovina inkubeeritavad mullaproovid tuleks enne osaproovide votmist hoolega
segada. Kui mullaproovid inkubeeritakse iiksikute mullaproovide sarjana, jagatakse iga katse- ja
kontrollmullaproovide koondproov soovitud arvuks osaproovideks, ning neid kasutatakse vastavalt
vajadusele. Katsetest, kus eeldatakse rohkem kui kahte proovide votmise aega, tuleks ette valmistada piisavalt
osaproove koikide paralleelproovide ja proovivotuaegade jaoks. Vahemalt kolme uuritava mullaproovi
paralleelproovi tuleks inkubeerida acroobsetes tingimustes (vt punkt 1.7.1.1). Koikide katsete kaigus tuleks
kasutada sobivaid mahuteid, milles on piisavalt shuruumi, et valtida anaeroobsete tingimuste tekkimist. Kui
uuritakse lenduvaid aineid, tuleks katse sooritada vaid iiksikute osaproovide sarjana.

Katsetingimused ja katse kestus

Katset tehakse pimedas toatemperatuuril 20 * 2 °C. Mullaproovide niiskusesisaldust tuleks sailitada katse
kiigus 40 %-60 % mulla suurimast veemahutavusest (vt punkt 1.6.4.2) vahemikus + 5 %. Vajadusel voib
lisada destilleeritud, deioniseeritud vett.

Katsete minimaalne kestus on 28 pdeva. Kui uuritakse agrokemikaale, vorreldakse katse- ja
kontrollproovides vabanenud siisinikdioksiidi voi tarbitud hapniku koguseid. Kui need erinevad 28. paeval
rohkem kui 25 %, jatkatakse katset seni, kuni erinevus vordub voi on vaiksem kui 25 %, vdi maksimaalselt
100 pieva, olenevalt sellest, kummaks kulub vihem aega. Muude kui agrokemikaalide puhul 15petatakse
katse pdrast 28 pdeva. 28. pdeval méidratakse kindlaks katse- ja kontrollmullaproovides vabanenud
stisinikdioksiidi voi tarbitud hapniku kogused ja arvutatakse ECy-vddrtused.

Mullaproovide vdtmine ja analiiiis
Mullaproovide vatmise ajakava

Kui uuritakse agrokemikaale, analiiiisitakse mullaproovides glitkoosi pdhjustatud hingamiskiirusi 0., 7., 14.
ja 28. pideval. Kui on vaja katset pikendada, tuleks teha tdiendavad mootmised 14-péevaste intervallide tagant
pérast 28. pdeva.

Kui uuritakse muid kui agrokemikaale, kasutatakse vihemalt viit katsekontsentratsiooni ja analiiiisitakse
mullaproovides glitkoosi pShjustatud hingamist kokkupuute perioodi alguses (0. pdev) ja 16pus (28. piev).
Vaib lisada vajadusel vahepealse médtmise, nt 7. pieval. 28. pieval saadud teavet kasutatakse kemikaali
EC,-véirtuse kindlaksmaadramiseks. Soovi korral voib kasutada 0. pdeval kontrollproovidest saadud
andmeid mullas metaboolselt aktiivse mikroobi biomassi algkogustest teatamiseks (12).
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1.7.2.2

2.1

2.2

Gliikoosi pohjustatud hingamiskiiruste mootmine

Iga katseproovi ja kontrollproovi paralleelse proovi glitkoosi pohjustatud hingamiskiirus méaratakse
kindlaks igal proovivotukorral. Mullaproovidesse segatakse selline glitkoosihulk, millest piisab vahetu
suurima hingamisreaktsiooni pohjustamiseks. Nimetatud mullaproovis suurima hingamisreaktsiooni
pohjustamiseks vajaliku gliikoosi hulga saab kindlaks miéidrata eelkatses, kasutades glitkoosi
kontsentratsioonide sarja (14). Liivaste muldade puhul, mille orgaanilise siisiniku sisaldus on 0,5-1,5 %,
piisab tavaliselt 2 000-4 000 mg glitkoosist mulla kuivmassi kg kohta. Gliikoosi v6ib jahvatada pulbriks
koos puhta kvartsliivaga (10 g liiva mulla kuivmassi kg kohta) ja segada tihtlaselt mullaga.

Glitkoosiga parandatud mullaproove inkubeeritakse sobivas hingamiskiiruste modtmisseadmes kas
pidevalt, kord tunnis voi kord kahe tunni jooksul (vt punkt 1.6.1) 20 + 2 °C juures. Vabanenud
suisinikdioksiidi voi tarbitud hapnikku moddetakse 12 jarjestikusel tunnil ning mootmisi tuleks alustada nii
ruttu kui voimalik, s.t iiks tund pérast glitkoosiga tdiendamist. MGddetakse vabanenud siisinikdioksiidi voi
tarbitud hapniku iildkoguseid 12 tunni jooksul ja méddratakse keskmised hingamiskiirused.

TULEMUSED

TULEMUSTE TOOTLEMINE

Kui katseid tehakse agrokemikaalidega, tuleks registreerida igas mullaproovi paralleelproovis vabanenud
suisinikdioksiidi voi tarbitud hapniku kogus ja tuleks esitada koikide paralleelproovide keskmised viddrtused
tabeli kujul. Siisiniku transformatsiooni kiirusi tuleks hinnata sobivate ja iildiselt heakskiidetud statistiliste
meetodite abil (nt F-katse, 5 % olulisusaste). Gliikoosi pdhjustatud hingamiskiirusi véljendatakse mg
stisinikdioksiidina mulla kuivmassi kg kohta tunnis vdi mg hapnikuna mulla kuivmassi kg kohta tunnis.
Keskmist siisinikdioksiidi tekkekiirust voi keskmist hapniku tarbimiskiirust igas katseproovis vorreldakse
samade kiirustega kontrollproovis ning arvutatakse katse- ja kontrollproovi vaheline protsentuaalne hilve.

Kui katseid tehakse muude kui agrokemikaalidega, méiratakse kindlaks igas paralleelproovis vabanenud
siisinikdioksiidi v&i tarbitud hapniku kogused ning koostatakse annuse-reaktsiooni kdver ECy-vddrtuste
hindamiseks. Katseproovi gliikoosi pohjustatud hingamiskiirusi (s.t mg siisinikdioksiidi mulla kuivmassi kg
kohta tunnis vdi mg hapnikku mulla kuivmassi kg kohta tunnis) pérast 28 pieva moddumist vorreldakse
samade kiirustega kontrollproovis. Nimetatud andmete pdhjal arvutatakse protsentuaalsed
inhibitsioonivaartused iga katsekontsentratsiooni kohta. Need protsendimidrad registreeritakse
kontsentratsioonina ning seejirel kasutatakse statistilisi protseduure EC -vddrtuste arvutamiseks.
Usalduspiirid (p = 0,95) arvutatud EC, puhul médratakse samuti kindlaks standardprotseduuride abil
(15)(16)(17).

TULEMUSTE TOLGENDAMINE

Kui hinnatakse agrokemikaalidega tehtud katsete tulemusi ning hingamiskiiruste erinevus madalamate
katseaineannuste (mis vastab suurimale eeldatavale kontsentratsioonile) ja kontrollproovide vahel on
vordne voi viiksem kui 25 % mis tahes proovivotuajal parast 28 pieva mo6dumist, saab hinnata, et
katseaine ei oma pikaajalist toimet siisinikdioksiidi tekkele muldades. Kui muude kemikaalide kui
agrokemikaalidega tehtud katsete tulemusi hinnatakse, kasutatakse EC5,, EC,5 ja/voi EC,, vddrtusi.
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3. PROTOKOLL

3.1 KATSEPROTOKOLL

Katseprotokoll peab hdlmama jargmist teavet:

Kasutatava mulla tiielik identifitseerimine, kaasa arvatud:

geograafiline viide kohale (laiuskraad, pikkuskraad),

teave koha ajaloo kohta (s.t taimkate, pollukultuuride kaitsevahenditega tootlemine, vietistega
tootlemine, juhuslik saastamine jne),

kasutusviis (nt pdllumaa, mets jne),

proovivotu siigavus (cm),

liiva-/aleuriidi-[savisisaldus (protsenti kuivmassist),

pH (vees),

orgaanilise siisiniku sisaldus (protsenti kuivmassist),

limmastiku sisaldus (protsenti kuivmassist),

katioonvahetusvdime (mmol/kg),

algne mikroobi biomass protsendina orgaanilise siisiniku koguhulgast,
viide iga parameetri madramismeetodi kohta,

kogu teave mullaproovide kogumise ja sdilitamise kohta,

vajadusel iiksikandmed mulla eelinkubeerimise kohta.

Katseaine:

fuiisiline laad ja vajadusel fuiisikalis-keemilised omadused,

vajadusel keemilised tunnusandmed, sh = struktuurivalem, puhtus (s.t pdllukultuuride
kaitsevahendite toimeaine protsendiméar), limmastikusisaldus.

Katsetingimused:

tiksikandmed mulla parandamise kohta orgaanilise substraadiga,

uuritava kemikaali kontsentratsioonide arv ja vajadusel valitud kontsentratsioonide pdhjendus,
iiksikandmed katseaine mulda annustamise kohta,

inkubatsioonitemperatuur,

mulla niiskusesisaldus katse alguses ja kestel,

kasutatav mulla inkubeerimismeetod (koondproovina voi iiksikute osaproovide sarjana),
paralleelsete proovide arv,

proovivdtuajad.
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Tulemused:

hingamiskiiruste modtmismeetod ja -seade,

andmed tabeli kujul, sh siisinikdioksiidi voi hapniku tiksikud ja keskmised vaartused,
katse- ja kontrollproovide paralleelproovide vaheline muutus,

arvutustega tehtud paranduste selgitused, kui vaja,

glitkoosi pdhjustatud hingamiskiiruse protsentuaalne muutus igal proovivotukorral voi vajadusel
ECs, védrtus 95 % usaldusvahemikus, muud EC,-viirtused (s.t EC,5 voi EC,,) usaldusvahemikes
ning annuse-reaktsiooni kover,

vajadusel tulemuste statistiline to6tlemine,

kogu teave ja vaatlused, mis aitaksid tdlgendada tulemusi.
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1.1

1.2

C.23 AEROOBNE JA ANAEROOBNE TRANSFORMATSIOON MULLAS

MEETOD

Kiesolev katsemeetod ldhtub juhendist OECD TG 307 (2002).

SISSEJUHATUS

Kiesolev katsemeetod pohineb olemasolevatel juhenditel (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7)(8)(9). Kiesolevas
katsemeetodis kirjeldatud meetod to6tati vilja kemikaalide aeroobse ja anaeroobse transformatsiooni
hindamiseks mullas. Katsete abil mairatakse (i) katseaine transformatsioonikiirus, ja (ii) selliste
transformatsioonisaaduse laad, mida taimed ja mullaorganismid saavad mojutada, ning nende
moodustumis- ja havimiskiirus. Sellised uuringud tehakse kemikaalidega, mida levitatakse otse maapinda
voi mis tdendoliselt jouavad mullakeskkonda. Selliste laboriuuringute tulemusi voib samuti kasutada
vastavates valiuuringutes kasutatud proovivotu- ja analiitisiprotokollide koostamisel.

Transformatsiooniteede hindamiseks piisab ildjuhul aeroobsest ja anaeroobsest uuringust iihe
pinnasetiiiibiga (8)(10)(11). Transformatsioonikiirused tuleks kindlaks méirata veel lisaks vahemalt kolmes
pinnasetiitibis (8)(10).

Kiesolevas katses kasutatavate pinnaste arvu ja tiiiipide osas lepiti kokku pinnase ja sedimentide valikut
kisitlevas OECD toorithmas, mis tuli kokku Belgirates Itaalias 1995. aastal (10). Uuritavad pinnasetiiiibid
peaksid esindama keskkonnatingimusi, kus katseainet kasutatakse voi kus vabastamised toimuvad. Niiteks,
kemikaale, mis vdidakse vabastada subtroopilises kuni troopilises kliimas, tuleks uurida Ferrasoli voi
Nitosoliga (FAO-siisteem). To6rithm tegi samuti soovitusi seoses mullaproovide kogumise, kasitlemise ja
sdilitamisega, vastavalt ISO juhendile (15). Kdesolevas meetodis vdetakse samuti arvesse riisi kasvatamisel
kasutatavaid pinnaseid.

MOISTED
Katseaine — mis tahes aine, kas lahteithend vdi vastav transformatsioonisaadus.

Transformatsioonisaadused — koik katseaine biootilistes vdi abiootilistes transformatsioonireaktsioonides
saadud ained, kaasa arvatud CO, ja tooted, mis on seotud jaikides.

Seotud jadgid — pinnases, taimedes vdi loomades olevad iihendid, mis ekstraheerimise jirel siilivad
matriitsis ldhteainena voi selle metaboliidi(metaboliitide)/transformatsioonisaadustena.
Ekstraheerimismeetod ei tohiks oluliselt muuta tihendit ennast voi matriitsi struktuuri. Sideme olemust saab
selgitada osaliselt matriitsi muutva ekstraheerimismeetodi ja tdiustatud analiitisitehnikate abil. Tdnaseni,
néiteks, on sel viisil kindlaks tehtud kovalentsed ioonsidemed ja sorptsioonsidemed ning “Ioksud”. Uldiselt
vihendab seotud jddkide teke oluliselt bioloogilist kittesaadavust ja bioloogilist omastatavust (12)
[1984. aasta [UPACi muudatus (13)].

Aeroobne transformatsioon - reaktsioonid, milles osaleb molekulaarne hapnik (14).
Anaeroobne transformatsioon — reaktsioonid, milles ei osale molekulaarne hapnik (14).

Pinnas — viikeste (peamiselt mikro-) organismide poolt orgaaniliseks muudetav segu mineraalsetest ja
orgaanilistest keemilistest koostisainetest, mis hiljem sisaldab kdrge siisiniku- ja limmastikusisaldusega ning
suure molekulmassiga tihendeid. Pinnast voib toodelda kahes eri seisundis:

a) looduspdrane, nagu see on aja jooksul arenenud pinnasetiiiipide erinevateks iseloomulikeks kihtideks;

b) hiiritud, nagu see on tavaliselt esineb viljeluspdldudel voi kiesolevas meetodis kasutamiseks kaevatud
proovides (14).
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1.3

1.4

1.5

Mineralisatsioon — orgaanilise iihendi tiielik lagunemine CO,-ks ja H,O-ks aeroobsetes tingimustes ning
CH,-ks, CO,-ks ja H,0-ks anaeroobsetes tingimustes. Kdesoleva katsemeetodi kontekstis, kui kasutatakse
1#C-mirgistatud ithendit, tdhendab mineralisatsioon ulatuslikku lagundamist, mille kdigus margistatud
stisinikuaatom oksiideerub ning vabaneb sobiv kogus '*CO, (14).

Poolestusaeg — t, 5 on aeg, mis kulub katseaine 50 %-liseks transformatsiooniks, kui transformatsiooni saab
kirjeldada esimese astme kineetika abil; poolestusaeg ei sdltu kontsentratsioonist.

DT, (hivimisaeg 50) — aeg, mille jooksul katseaine kontsentratsiooni vihendatakse 50 % vdrra; see on
erinev poolestusajast t,, 5, mil transformatsioon ei jargi esimese astme kineetikat.

DT, (hivimisaeg 75) — aeg, mille jooksul katseaine kontsentratsiooni vihendatakse 75 % vorra.

DT, (hdvimisaeg 90) — aeg, mille jooksul katseaine kontsentratsiooni vihendatakse 90 % vorra.

VORDLUSAINED

Vordlusaineid tuleks kasutada transformatsioonisaaduste iseloomustamiseks ja/vdi identifitseerimiseks
spektroskoopiliste ja kromatograafiliste meetodite abil.

KATSE KOHALDAMISALA

Meetodit kohaldatakse kdikide keemiliste ainete suhtes (mérgistamata voi radiomargistatud, mille kohta on
olemas piisavalt tipne ja tundlik analiiiisimeetod. See on kohaldatav kergelt lenduvate, mittelenduvate,
veeslahustuvate vdi vees mittelahustuvate ithendite suhtes. Katset ei kohaldata kemikaalide suhtes, mis
kergesti lenduvad pinnasest (nt fumigandid, orgaanilised lahustid) ja seega ei saa seda hoida pinnases
kiesolevates katsemeetodites.

TEAVE KATSEAINE KOHTA

Mirgistamata voi mérgistatud katseainet saab kasutada transformatsioonikiiruse modtmiseks. Margistatud
materjal on ndutav transformatsioonitee uurimiseks ja ainetaseme méiramiseks. '*C-mirgistust
soovitatakse, kuid muude isotoopide (niteks '>C, '°N, *H, *>?P) kasutamine vdib olla samuti kasulik. Niipalju
kui voimalik tuleks margistus asetada molekuli koige stabiilsema(te) osa(de) kiilge. (*) Katseaine puhtus
peaks olema vihemalt 95 %.

Enne pinnases aeroobset ja anaeroobset transformatsiooni kisitleva katse tegemist peaks olema katseaine
kohta kittesaadaval jargmine teave:

a) lahustuvus vees (meetod A.6);

(=5

) lahustuvus orgaanilistes lahustites;

(e}

) aururdhk (meetod A.4) ja Henry konstant;

o

) n-oktanoolifvee jaotustegur (meetod A.8);

o

) keemiline stabiilsus pimedas (hiidroliiiis) (meetod C.7);

R

pK,, kui molekulil on kalduvus protoneerumisele vdi deprotoneerumisele [OECD juhend 112] (16).

Muu vajalik teave voib sisaldada andmeid katseaine miirgisuse kohta mullamikroobide suhtes
[Katsemeetodid C.21 ja C.22] (16).

Katseaine ja selle transformatsioonisaaduste kvantifitseerimise ja identifitseerimise analiiiisimeetodid (sh
ekstraheerimis- ja puhastamismeetodid) peaksid olema kittesaadavad.

(") Naiteks, kui katseaine sisaldab iihte rongast, on ndutav see margistada; kui katseaine sisaldab kahte voi enamat rongast, voib vaja

minna eraldi uuringuid kummagi margistatud ronga sdilimise hindamiseks ja sobiva teabe saamiseks transformatsioonisaaduste

tekke kohta.
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1.6

1.7

1.7.1

1.7.2

1.7.3

1.8

KATSEMEETODI POHIMOTE

Mullaproove toodeldakse  katseainega ja inkubeeritakse pimedas Erlenmeyer kolbides voi
moddavoolusiisteemides kontrollitud laboritingimustes (konstantse temperatuuri ning pinnaseniiskuse
juures). Pdrast sobivaid ajavahemikku ekstraheeritakse mullaproovid ja neid analiiiisitakse lihteaine ja
transformatsioonisaaduste suhtes. Lenduvad saadused kogutakse samuti analiiiisiks sobivate
absorbtsiooniseadmete abil. Kasutades '*C-mirgistusega materjali, saab mddta katseaine erinevaid
mineralisatsioonikiiruseid eraldunud '*CO, kinni piiiides, ning saab mairata ainetaseme, sh pinnases seotud
jaagid.

KVALITEEDINOUDED

Saagis

Vihemalt kahe mullaproovi ekstraheerimine ja analiitis kohe katseaine lisamise jirel annab esimesi marke
analiiiisimeetodi korratavuse kohta ning katseaine manustamise ithtsuse kohta Saagised katse hilisematelt
etappidelt on saadud vastavatelt ainetasemetelt. Saagised peaksid jadma vahemikku 90-110 % margistatud
kemikaalide puhul (8) ja 70-110 % margistamata kemikaalide puhul (3).

Analiiiisimeetodi korratavus ja tundlikkus

Analitisimeetodi korratavust (v.a alguses tehtud ektsaheerimise tdhusus) katseaine ja transformatsiooni
saaduste kvantifitseerimiseks saab kontrollida, korduvanaliiiisides samast pinnasest tehtud ekstrakti, mida
on inkubeeritud seni, kuni tekivad transformatsioonisaadused.

Katseaine ja transformatsioonisaaduste puhul on analiiisimeetodi avastamislavi (LOD) peaks olema
vihemalt 0,01 mg-kg'1 mullaproovi (katseainena) voi 1 % kasutatud annusest, olenevalt sellest, kumb on
viiksem. Kvantifikatsioonildvi (LOQ) tuleks samuti maarata.

Transformatsioonist saadud andmete tipsus

Katseaine  kontsentratsioonide — regressioonanaliiis ~ ajafunktsioonina annab  vajalikku  teavet
transformatsioonikovera usaldusvddrsuse kohta ning vdimaldab arvutada poolestusacgade usalduspiire
(ndilise esimese astme kineetika puhul) voi DT, vddrtused ja vajadusel DT, ja DT, vdartused.

KATSEMEETODI KIRJELDUS

Seadmed ja keemilised reaktiivid

Inkubatsioonisiisteemid vdivad olla staatiliselt suletud siisteemid vdi sobivad moddavoolusiisteemid (7)(17).
Niited mullaproovide inkubatsioonil kasutatava moodavooluseadme ja Erlenmeyeri kolvi kohta on esitatud
vastavalt joonistel 1 ja 2. Mdlemat tiiiipi inkubatsioonisiisteemidel on eelised ja puudused (7)(17).

Noutavad on standardsed laboriseadmed, eriti jargmised:

— analitilised seadmed, nditeks GLC, HPLC, TLC-seadmed, kaasa arvatud radiomirgistatud voi
margistamata ainete analiiisimisel kohaldatavad avastamissiisteemid voi pooratud isotoopide
lahjendusmeetod,

— identifitseerimisel kasutatavad seadmed (nt MS, GC-MS, HPLC-MS, NMR jne),
— vedelikstsintsillaatsioonloendur,

— oksiideerija radioaktiivsete ainete pdletamiseks,

— tsentrifuug,

— ckstraheerimisseade  (nt  tsentrifuugikiivetid  kiilmekstraheerimiseks ja  Soxhlet’  seade
pidevekstraheerimiseks piistjahuti all),
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— lahuste ja ekstraktide kontsentreerimise seadmed (nt poordaurusti),

— veevann,

— mehaaniline segamisseade (nt sdtkumismasin, p6orlev segisti).

Kasutatud keemilised reaktiivid, naiteks:

— NaOH, analiiiitiliselt puhas, 2 mol . dm, voi muu sobiv alus (nt KOH, etanoolamiin),
— H,S0,, analiiiitiliselt puhas, 0,05 mol . dm™,

— etiileenglitkool, analiiitiliselt puhas,

— tahked absorbtsioonimaterjalid, nt naatronlubi ja poliiuretaankiiiinlad,

— orgaanilised lahustid, analiiitiliselt puhtad, nt atsetoon, metanool jt,

— stsintsillatsioonvedelik.

1.8.2 Katseaine annustamine

Mullaproovi lisamiseks voi levitamiseks voib katseainet lahustada vees (deioniseeritud voi destilleeritud) voi
vajadusel viheses koguses atsetoonis vdi muudes orgaanilistes lahustites (6), milles katseaine on piisavalt
lahustuv ja stabiilne. Valitud lahusti kogusel ei peaks siiski olema olulist mdju mulla mikroobsele aktiivsusele
(vt punktid 1.5 ja 1.9.2-1.9.3 Selliste mikrobioloogilist aktiivsust inhibeerivate lahustite nagu kloroform,
diklorometaan ja muud halogeenitud lahustid kasutamist tuleks viltida.

Katseainet voib samuti lisada tahkel kujul, nt segatud kvartsliivaga (6) vdi mullaproovide viikeste
osaproovidena, mida on dhkkuivatatud ja steriliseeritud. Kui katseainet lisatakse lahusti abil, tuleks lasta
lahustil aurustuda enne katseainet sisaldava osaproovi lisamist algupérasesse ebasteriilsesse mullaproovi.

Uldkemikaalide puhul, mis sisenevad mulda iildiselt reoveesetete kaudu voi pollumajanduslikul kasutamisel,
tuleks katseainet esmalt lisada reovette, mida seejirel annustatakse mullaproovi (vt punktid 1.9.2 ja 1.9.3).

Preparaatide kasutamist tavaliselt ei soovitata. Nt norgalt lahustuva katseaine puhul voib siiski kasutada
preparaati sobiva alternatiivina.

1.8.3  Pinnased
1.8.3.1 Pinnase valik

Transformatsioonitee kindlaksmaaramisel voib kasutada representatiivset pinnast; soovitav pinnasetiiiip on
saviliiv voi liivsavi voi savi voi savine liiv [vastavalt FAO ja USDA klassifikatsioonile (18)], mille pH on
5,5-8,0, orgaanilise siisiniku sisaldus on of 0,5-2,5 % ja mikroobi biomass on vdhemalt 1 % orgaanilise
stisiniku koguhulgast (10).

Transformatsioonitee mairamisel tuleks uurida vdhemalt kolme representatiivset pinnast. Pinnaste
orgaanilise stisiniku sisaldus, pH, savi sisaldus ja mikroobi biomass on erinevad (10).

Kaiki pinnaseid tuleks iseloomustada vihemalt nende tekstuuri (liiva, alueriidi, savi (protsentides)) [vastavalt
FAO ja USDA Klassifikatsioonile (18)], pH, katioonvahetusvdime, orgaanilise siisiniku, lasuvustiheduse,
veeldbilaskvusvoime (') ja mikroobi biomassi poolest (iiksnes aeroobsetes uuringutes). Tulemuste
tolgendamisel voib osutuda kasulikuks lisateave pinnaseomaduste kohta. Pinnaseomaduste
kindlaksmairamiseks saab kasutada viidetes (19)(20)(21)(22)(23) soovitatud meetodeid. Mikroobi biomass
tuleks madrata substraadi indutseeritud hingamise (SIR) meetodi (25)(26) voi alternatiivsete meetodite
abil (20).

() Pinnase veeldbilaskvusvoimet saab moota viliveemahutavusena, veemahutavuse voi imirdhuna (pF). Selgitused on lisas 1.
Katseprotokollis tuleks edastada, kas pinnase veeldbilaskvusvoime ja lasuvustihedus mddrati kindlaks loodusparastes
viliproovides voi hiiritud (t66deldud) proovides.
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1.8.3.2

1.9

1.9.1.1

Mullaproovide kogumine, kdsitlemine ja sailitamine

Uksikasjalik teave proovikogumiskoha ajaloo kohta peaks olema kittesaadav. Uksikasjade hulka kuuluvad
tipne asukoht, taimkate, pdllukultuuride kaitsevahenditega tootlemise kuupdevad, orgaaniliste ja
anorgaaniliste véetistega tootlemine, bioloogiliste materjalide lisamine voi juhuslik saastumine. Kui
pinnaseid on juba to6deldud katseainega voi selle struktuursete analoogidega viimase nelja aasta jooksul, ei
tuleks neid kasutada transformatsiooni uuringutel (10)(15).

Muld peaks olema virskelt kogutud pollult (A-horisondilt voi iilemisest 20 cm kihist), ning selle veesisaldus
peaks olema selline, et holbustaks séelumist. Muude muldade kui riisipdldude muldade puhul tuleks viltida
proovide votmist pikkade (> 30 pdeva) pdua-, kiillmumis- voi tileujutusperioodide jooksul voi vahetult parast
neid (14). Proove tuleks transportida nii, et muutused mulla veesisalduses oleksid minimaalsed ja neid tuleks
hoida pimedas voimalikult vaba Shujuurdepéisuga. Norgalt seotud polietilleenkott on iildiselt selleks
piisav.

Mulda tuleks toodelda nii ruttu kui vdimalik parast proovivotmist. Taimed, suurem mullafauna ja kivid
tuleks eemaldada enne mulla sdelumist 1dbi 2 mm sdela, mis eemaldab vaikesed kivid, fauna ja taimejdatmed.
Tuleks valtida mulla ulatuslikku kuivatamiste ja purustamist enne sdelumist (15).

Kui pollult proovide votmine on raske talvel (pinnas on kiilmunud voi kaetud lumekihtidega), voib proove
votta mullapartiist, mida sailitatakse kasvuhoones taimkatte all (nt rohu voi rohu-ristikheina segu all). Viga
on eelistatud uuringud vérskelt pollult kogutud muldadega, kuid kui kogutud ja t66deldud mulda tuleb
sdilitada enne uuringu algust, peavad sailitamistingimused olema piisavad ja tik snes piiratud aja jooksul
(4 £ 2 °C maksimaalselt kolm kuud), et siiliks mikroobne aktiivsus. (') Uksikasjalikud juhendid selliste
mullaproovide kogumiseks, kisitlemiseks ja sdilitamiseks, mida kasutatakse biotransformatsioonikatsetes,
on toodud viidetes (8)(10)(15)(26)(27).

Enne toodeldud pinnase kasutamist katses, tuleks seda eelinkubeerida, et lasta seemnetel idaneda ja saaks
need eemaldada ning taastada mikroobide ainevahetuse tasakaal parast proovivotu- ja sdilitamistingimuste
muutumist inkubatsioonitingimusteks. 2-28 pdeva vahel toimuv eelinkubeerimine ligikaudu samadel
temperatuuri ja niiskuse tingimustel nagu tegelikus katseski on dldiselt piisav (15). Sailitamis- ja
eelinkubeerimisperioodid kokku ei tohiks tiletada kolme kuud.

KATSE SOORITAMINE

Katsetingimused
Katsetemperatuur

Kogu katseperioodi jooksul tuleks mullaproovid inkubeerida pimedas konstantsel temperatuuril, mis vastab
kliimatingimustele, kus katseainet kasutati vdi kus toimus vabastamine. Kdikide parasvootmes pinnasesse
joudvate katseainete puhul on soovitav temperatuur 20 * 2 °C. Temperatuuri tuleks jdlgida.

Kemikaalide puhul, mida kasutatakse vdi mis vabanevad kiilmemas kliimas (nt pdohjamaades,
stigis/talveperioodil), tuleks inkubeerida lisaproove, kuid madalamal temperatuuril (nt 10 + 2 °C).

() Viimased uurimistulemused viitavad sellele, et parasvootmes kogutud mullaproove saab samuti siilitada -20 °C juures tile kolme

kuu (28)(29) mikroobide aktiivsust oluliselt hiirimata.
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1.9.1.2

1.9.1.3

1.9.1.4

1.9.1.5

1.9.1.6

Niiskusesisaldus

Aeroobsetes tingimustes transformatsioonikatsete puhul tuleks mulla niiskusesisaldust (') reguleerida ja
sdilitada pF vahemikus 2,0-2,5 (3). Mulla niiskusesisaldust viljendatakse veemassina kuiva mulla massi
kohta ja seda tuleks korrapiraselt kontrollida (nt kahenddalaste intervallide tagant), kaaludes
inkubatsioonikolbe ja veekadusid, mida tiiendatakse vee lisamise teel (eelistatavalt steriilne filtreeritud
kraanivesi). Tuleks piiiida viltida voi vihendada katseaine ja/voi transformatsioonisaaduste kadu lendumise
jalvoi fotolagundamise (kui see juhtub) kaudu vedeliku lisamise kiigus.

Anaeroobsetes tingimustes transformatsioonikatsete kdigus kiillastatakse pinnast veega iileujutamise teel.
Aeroobsed inkubatsioonitingimused

Moodavoolusiisteemides sdilitatakse aeroobsed tingimused vahelduva loputamise voi pidevalt niisutatud
Shuga ventileerimise teel. Erlenmeyeri kolbides tagatakse Shuvahetus difusiooni abil.

Steriilsed aeroobsed tingimused

Katseaine abiootilise transformatsiooni olulisuse kohta kiiva teabe saamiseks voib mullaproovid
steriliseerida (steriliseerimismeetodid on viidetes 16 ja 29), toodelda steriilse katseainega (nt lahuse lisamine
labi steriilse filtri) ja tuulutada niisutatud steriilse dhuga, nagu on kirjeldatud punktis 1.9.1.3. Riisipdldude
mullaproovide puhul tuleks pinnast ja vett steriliseerida ja inkubeerida tuleks vastavalt punktile 1.9.1.6.

Aneroobsed inkubatsioonitingimused

Anaeroobsete tingimuste loomiseks ja sdilitamiseks katseainega to6deldud ja aeroobsetes tingimustes 30
pdeva voi ithe poolestusaja jooksul voi DT, ajal (olenevalt sellest, milleks kulub vihem aega) inkubeeritud
pinnast kiillastatakse seejarel veega (1-3 cm veekiht) ja inkubatsioonisiisteemi loputatakse inertse gaasiga
(nt limmastik vdi argoon). (2 Katsesiisteem peab voimaldama jirgmiseid mdotmisi: pH, hapniku
kontsentratsiooni ja redokspotentsiaali mddtmised, ja sisaldama lenduvate saaduste piiiidmise seadmeid.
Erlenmeyeri kolbidest koosnev siisteem tuleb sulgeda, et viltida dhu sisenemist difusiooni teel.

Niiske pdllu mullaproovide inkubatsioonitingimused

Riisipdllu mullaproovide transformatsiooni uurimisel ujutataks pinnas ile ligikaudu 1-5 cm veekihiga ja
katseainet annustatakse veefaasi (9). Soovitav pinnasesiigavus on vihemalt 5 cm. Sisteemi Shutatakse
samamoodi nagu aeroobsetel tingimustel. Veekihi pH, hapniku kontsentratsiooni ja redokspotentsiaali
tuleks jilgida ja sellest teatada. Vihemalt kahenidalane eelinkubatsiooniperiood on vajalik enne
transformatsiooniuuringutega alustamist (vt punkt 1.8.3.2).

(") Mullaproov ei tohiks kunagi olla liiga mirg voi liiga kuiv, et siiliks mulla mikrofloora piisav Shutus ja toitumine. Soovituslikud

niiskusesisaldused optimaalseks mikroobi kasvuks on 40-60 % veemahutavusest (WHC) ja 0.1-0.33 baari (6). Viimane vahemik
on sama, mis 2,0-2,5 pF-vahemik. Erinevatele mullatiiiipidele omased niiskusesisaldused on toodud lisas 2.

(3 Aeroobsed tingimused domineerivad pindmises mullakihis ja isegi aluspdhjas, nagu on niidatud EU rahastatud uurimusprojektis:
[K. Takagi et al. (1992). Microbial diversity and activity in subsoils: Methods, field site, seasonal variation in subsoil temperatures
and oxygen contents. Proc. Internal. Symp. Environm. Aspects Pesticides Microbiol,, 270-277, 17-21 August 1992, Sigtuna,
Sweden]. Anaeroobsed tingimused voivad esineda vaid juhuslikult pinnaste tileujutuste kdigus parast tugevaid sademeid voi siis,
kui on loodud niiske pollumajanduse tingimused riisipoldudel.
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1.9.1.7 Katse kestus

Kiirust ja transformatsiooniteed kisitlevad uuringud ei tohiks tavaliselt iiletada 120 pdeva (*) (3)(6)(8), kuna
seejdrel eeldatakse, et viheneb mulla mikroobne aktiivsus tehislaborisiisteemis, kus ei tdiene looduslikult
toitainetagavarad. Kui katseaine vahenemist ja peamiste transformatsioonisaaduste teket ja vahenemist on
vaja kirjeldada, tuleks uuringuid jdtkata pikema aja jooksul (nt 6 voi 12 kuud) (8). Pikemaid
inkubatsiooniperioode tuleks pohjendada katseprotokollis ja sellele tuleks lisada biomassi mddtmised
nimetatud perioodide kestel ja 16pus.

1.9.2 Katse sooritus

O]

Ligikaudu 50-200 g mulda (kuivmassina) asetatakse iga inkubatsioonikolvi pdhja (vt lisas 3 joonised 1 ja 2)
ning mulda t66deldakse katseainega ithe punktis 1.8.2 kirjeldatud meetodi abil. Kui orgaanilisi lahusteid
kasutatakse katseaine annustamiseks, tuleks need eemaldada mullast aurustamise teel. Seejirel segatakse
muld hoolikalt spaatliga ja/voi kolvi raputamise teel. Kui uuring tehakse niiskete példude tingimustes, tuleks
mulda ja vett hoolikalt segada parast katseaine lisamist. Viikeseid toodeldud muldade alikvoote (nt 1 g)
tuleks analiiiisida katseaine iihtlase jaotuse kontrollimiseks. Alternatiivne meetod on toodud allpool.

Annustatav kogus peaks vastama pollukultuuride kaitsevahendite kasutusjuhendites soovitatud suurimale
annusele ja tihtset levimist sobivasse siigavusse (nt tilemisse 10 ¢cm mullakihti. () Niteks, kemikaalide
puhul, mis levivad taimede lehtedesse voi pinnasesse ilma, et need tungiksid taimedesse, sobiv siigavus selle
arvutamiseks, kui palju kemikaali tuleks igasse kolbi lisada, on 2,5 cm. Pinnasesse tunginud kemikaalide
puhul on sobiv siigavus kasutusjuhendis tipsustatud tungimissiigavus. Uldkemikaalide puhul tuleks hinnata
annustamist kdige sobivama pinnasesse tungimise tee pdhjal, nditeks, kui peamine pinnasesse tungimise tee
on lidbi reoveesetete, tuleks kemikaali annustada reovette kontsentratsioonis, mis vastab oodatud reovee
kontsentratsioonile, ja pinnasesse lisatud reovee hulk peaks vastama tavalisele pollumajanduses kasutatavate
pinnaste reovee médrale. Kui see kontsentratsioon ei ole piisavalt suur peamiste transformatsioonisaaduste
identifitseerimiseks, vdib olla abiks erinevate suuremaid kontsentratsioone sisaldavate mullaproovide
inkubeerimine, kuid tuleks valtida liiga suuri annusmairasid, mis voivad mojutada mulla mikroobide
funktsioone (vt punktid 1.5 ja 1.8.2).

Alternatiivselt saab katseainega toodelda suuremat mullakogust (s.t 1-2 kg), seda hoolikalt segades sobiva
segamisseadme abil ja seejdrel asetades need viikeste, 50-200 g osadena inkubatsioonikolbidesse (nt
proovijaoturite abil) Viikeseid toodeldud muldade alikvoote (nt 1 g) tuleks analiiiisida katseaine iihtlase
jaotuse kontrollimiseks. Sellist protseduuri eelistatakse, kuna see voimaldab iihtlasemalt katseainet
pinnasesse jagada.

Samuti inkubeeritakse to6tlemata mullaproove samadel tingimustel (aeroobsed) nagu katseainega
t66deldud proove. Nimetatud proove kasutatakse biomassi mootmistel uuringu kaigus ja 16pus.

Aeroobsed uuringud tuleks 1dpetada palju varem kui 120 pdeva, tingimusel et selgelt on selleks ajaks joutud 16pliku
transformatsiooniteeni ja 16pliku mineralisatsioonini. Katse I3petamine on vdimalik pérast 120 péeva vdi siis, kui vihemalt 90 %
katseainest transformeeritakse, kuid tekkis ainult 5 % CO,.

Jargmise vorrandi abil arvutatakse ldhtekontsentratsioon pindala pdhjal:

Alkg/ha]-10°[mg]kg]
Csoil[mg/kgsoil] = 4.2 3
1[m]-10 [m"/ha]-d[kg_/m’]

C,,; = ldhtekontsentratsioon mullaproovis [mg-kg™']

A = annustamine [kg-ha™']; | = mullakihi paksus uuritavas keskkonnas [m]; d = kuivlasuvustihedus [kg-m~].

Rusikareegel on, et annustamisel 1 kg-ha™' saadakse pinnase kontsentratsiooniks ligikaudu 1 mg-kg™' 10 cm kihis (oletades, et
lasuvustihedus on 1 g . cm™).
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1.9.3

1.9.4

2.1

Kui katseainet lisatakse pinnasesse lahjendatuna orgaanilis(t)es lahusti(te)s, inkubeeritakse sama koguse
lahusti(te)ga to6deldud mullaproove samadel tingimustel (acroobsed) kui katseainega toodeldud
mullaproove. Nimetatud proove kasutatakse biomassi modtmistel uuringute alguses, kestel ja 1dpus
lahusti(te) mdjude kontrollimiseks mikroobi biomassi suhtes.

Toodeldud mullaproove sisaldavad kolvid kas kinnitatakse moodavoolusiisteemi, mida on kirjeldatud
joonisel 1, voi suletakse absorbtsioonikolonni, mis on toodud joonisel 2 (vt lisa 3).

Proovide vdtmine ja mddtmine

Paralleelsed inkubatsioonikolvid eemaldatakse sobiva ajavahemiku tagant ja mullaproovid ekstraheeritakse
erineva polaarsusega lahustitega ning analiitisitakse katseaine ja/vdi transformatsioonisaaduste osas. Hasti
viljatootatud uuringus on piisavalt kolbe, et igal proovivotukorral kasutatakse kahte kolbi. Samamoodi
eemaldatakse absorbtsioonilahused voi tahked absorbtsioonimaterjalid erinevate ajavahemike tagant
(seitsmepdevane intervallid esimese kuu jooksul ja pdrast ithe kuu moodumist 17-paevased intervallid) iga
mullaproovi inkubatsiooni kestel ja 16pus ning analiiisitakse lenduvate saaduste osas. Kohe katseaine
manustamise jirel (0-pdevane proov) voetud mullaproovile lisaks tuleks katsetesse lisada vahemalt viis
erinevat proovivotukohta. Ajavahemikud tuleks valida nii, et katseaine vihenemisaegu ning
transformatsioonisaaduste tekke- ja vahenemisaegu saaks médrata (nt 0, 1, 3, 7 péeva; 2, 3 nadalat; 1, 2,
3 kuud jne).

Kasutades '*C-mirgistusega katseainet, ekstraheerimata radioaktiivsete ainete mair mairatakse pdlemise
teel ja ainetase arvutatakse iga proovivdtuaja kohta.

Anaeroobsete ja niiske pdllu proovide korral mulla- ja veefaase ning katseaine ja transformatsioonisaaduseid
analiiiisitakse voi eraldatakse filtreerimise voi tsentrifuugimise teel enne ekstraheerimist ja analiiisi.

Valikkatsed

Aeroobsetes, mittesteriilsetes uuringutes, milles kasutatakse muid temperatuure ja mullaniiskust, voib
hinnata pinnase temperatuuri ja niiskuse mdju Kkatseaine ja/vdi selle transformatsioonisaaduste
transformatsioonikiirust pinnases.

Ekstraheerimata radioaktiivseid aineid voib lisaks proovida kirjeldada niiteks dlikriitilisel vedeliku
ekstraheerimisel.

TULEMUSED

TULEMUSTE TOOTLEMINE

Katseaine, transformatsioonisaaduste, lenduvate ainete (vaid protsendina) ja ekstraheerimata ainete kogused
tuleks esitada protsendina lahtekontsentratsioonist ja vajadusel mg-kg™ mullaproove (tahke kuivmass) igas
proovivotuvahemikus. Ainetase tuleks esitada protsendina lisatud ldhtekontsentratsioonist igas
proovivotuvahemikus. Katseaine graafiline esitamine aja funktsioonina aitab hinnata transformatsiooni
poolestusaega vdi DT;,. Peamised transformatsioonisaadused tuleks identifitseerida ja nende
kontsentratsioonid tuleks esitada aja funktsioonina, et ndidata nende tekke- ja vahenemiskiirust. Peamised
transformatsioonisaadused on mis tahes saadused, mida esineb igal ajahetkel uuringu kdigus =10 %
katseaine annusest.

Kinnipiiitud lenduvad ained annavad mirke selle kohta, et katseaine ja selle transformatsioonisaaduste
voimest pinnasest lenduda.
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2.2

3.1

Sobivate kineetilise mudeli kohaste arvutuste pdhjal peaks saama tdpsemalt madrata poolestusajad voi DT,
védrtused ja vajadusel DT, ja DT, vdirtused. Poolestusajad ja DTs, vdirtused tuleks teatada koos
kasutatava mudeli, kineetika astme ja mairamiskoefitsiendi (r*) kirjeldusega. Esimese astme kineetika on
soositud, vilja arvatud juhul, kui r* < 0,7. Vajadusel tuleks arvutused teha peamiste
transformatsioonisaaduste kohta. Sobivate mudelite nditeid kirjeldatakse viidetes 31-35.

Uurides erinevatel temperatuuridel kiiruseid, tuleks kirjeldada transformatsioonikiirust temperatuuri
funktsioonina katsetemperatuuri vahemikus, kasutades Arrheniuse vorrandit kujul:

_B/va)i lnA - —,
T

kus In A ja B on kdige sobivama joone 1dikepunktist ja tdusust saadavad regressioonkonstandid, mis
saadakse In k ja 1/T lineaarse regressioonanaliiiisi tulemusena, k on kiirusekonstant temperatuuril T ja T on
temperatuur Kelvini jargi. Kui transformatsiooni reguleerib mikroobide tegevus, tuleks vdtta arvesse piiratud
temperatuurivahemikku, milles Arrheniuse vorrand kehtib.

TULEMUSTE HINDAMINE JA TOLGENDAMINE

Kuigi uuringuid tehakse tehislaboritingimustes, saab tulemuste pdhjal hinnata katseaine
transformatsioonikiirust ja samuti transformatsioonisaaduste tekke- ja vdhenemiskiirust valitingimustes
(36)(37).

Katseaine transformatsioonitee uuring annab teavet selle kohta, kuidas lisatud ainet struktuur pinnases
muutub keemiliste ja mikroobsete reaktsioonide abil.

PROTOKOLL

KATSEPROTOKOLL
Katseprotokoll peab sisaldama:
Katseaine:

— {ildnimetus, keemiline nimetus, CASi number, struktuurivalem (tuues dra mirgi(mirkide)
asukoha, kui kasutatakse radiomirgistatud ainet) ja asjaomased fuiisikalis-keemilised omadused
(vt punkt 1.5),

— Xkatseaine puhtus (lisandid),
— mirgistatud kemikaali radiokeemiline puhtus ja spetsiifiline aktiivsus (vajadusel).
Vordlusained:

— selliste vordlusainete keemiline nimetus ja struktuur, mida kasutatakse transformatsioonisaaduste
kirjeldamiseks ja/vdi identifitseerimiseks.

Katsepinnased:
— iiksikandmed kogumiskoha koha,
— mullaproovide votmise péev ja protseduur,

— pinnase omadused, nt pH, orgaanilise siisiniku sisaldus, tekstuur (liiva-, aleuriidi-, saviprotsent),
katioonvahetusvdime, lasuvustihedus, veeldbilaskvusvdime ja mikroobi biomass,

— mullaproovide sailitamise pikkus ja tingimused (kui need sdilitatakse).
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Katsetingimused:

— uuringute tegemise kuupdevad,

— lisatud katseaine kogus,

— kasutatud lahustid ja katseaine lisamise meetod,

— toodeldud mullaproovide lihtemass ja nende mass analiiiisi igal proovivotukorral,
— kasutatud inkubatsioonisiisteemi kirjeldus,

— Ohu voolukiirus (iiksnes moddavoolussiisteemides),

— katsesiisteemi temperatuur,

— mullaproovide niiskusesisaldus inkubatsiooni ajal,

— mikroobi biomass aeroobse uuringu alguses, kestel ja 16pus,

— pH, hapniku kontsentratsioon ja redokspotentsiaal anacroobsete ja niiske pollumaa uuringute
alguses, kestel ja 1opus,

— ekstraheerimismeetod,

— katseaine ja peamiste transformatsioonisaaduste kvantifitseerimis- ja identifitseerimismeetodid
mullaproovides ning ja absorbtsioonimaterjalides,

— paralleelproovide arv ja kontrollproovide arv.

Tulemused:

— mikroobide tegevuse méidramistulemus,
— kasutatud analiiiisimeetodite korratavus ja tundlikkus,
— saagisemddrad (valiidse katse protsendiméddrad on toodud punktis 1.7.1),

— tulemused tabeli kujul, véljendatuna protsendina ldhteannusest ja vajadusel mg-kg™' mullaproovi
(kuivmass),

— ainetase uuringute kestel ja 1dpus,
— pinnase ekstraheerimata (seotud) radioaktiivsuse voi jddkide iseloomustamine,
— vabanenud CO, ja muude lenduvate ithendite kvantifitseerimine,

— Kkatseaine ja vajadusel transformatsioonisaaduste kontsentratsioonid mullaproovis esitatud aja
funktsioonina,

— katseaine ja vajadusel transformatsioonisaaduste poolestusaeg voi DTs,,, DT, ja DTy, véirtused
usaldusvahemikes,

— hinnang abiootilise lagunemise kiirusele steriilsetes tingimustes,

— hinnang katseaine ja vajadusel peamiste transformatsioonisaaduste transformatsioonikineetika

kohta,
— vajadusel eeldatavad transformatsiooniteed,
— tulemuste arutlus ja tdlgendamine,

— tootlemata tulemused (s.t proovide kromatogrammid, transformatsioonikiirust kisitlevad
arvutused ja transformatsioonisaaduste identifitseerimiseks kasutatavad vahendid).
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LISA 1

VEEPINEVUS, VALIVEEMAHUTAVUS (FC) JA VEEMAHUTAVUS (WHC) (1)

Veesamba korgus

[em] pF () baar (°) Mirkused
107 7 10* Kuiv pinnas
1,6 - 10* 42 16 Nérbumispiir
10* 4 10
10° 3 1
6-10° 2,8 0,6
3,3-10° 2,5 0,33 (9
102 2 0,1

Viliveemahutavuse ala (4)
60 1,8 0,06

q .

33 1,5 0,033 WHC (hmnang)

Veega kiillastatud pinnas
10 1 0,01
1 0 0,001

(") pF = veesamba korguse (cm) logaritm.
() 1 baari = 10° Pa.

¢) Vastab ligikaudsele 10 %-lisele veesisaldusele liivas, 3,5 %-lisele mudas ja 45 %-lisele savis.

)
)
©

(4 Viliveemahutavus ei ole konstantne, vaid see varieerub vastavalt mulla tiiiibile pF 1,5ja 2, vahel.

Veepinevust moddetakse veesamba korgusena (cm) voi baarides. ImirShu laia ulatuse tottu valjendatakse seda iiksnes
pF véirtusena, mis vastab veesamba logaritmile.

Viliveemahutavus on miiratletud veehulgana, mida voib siilitada atmosfddrirohus looduspinnases 2 pdeva parast
pikemat vihmaperioodi voi parast piisavat kastmist. See madratakse looduspérases pinnases in situ pollul. Mootmist
seega ei kohaldata pinnase héiritud laboriproovides. Hiiritud mullaproovides maaratud FC vddrtused voivad esindada
suuri siisteemseid muutusi.

Veemahutavus (WHC) mairatakse kindlaks laboris loodusparases voi hdiritud mullas, kiillastades mullasammast veega
kapillaartranspordi teel. See on eriti kasulik hiiritud mullaproovide teel ja vdib olla kuni 30 % suurem kui
viliveemahutavus.' Samuti v&ib olla seda katseliselt kergem méirata kui usaldusviarseid FC-véartusi.

(") Miickenhausen, E. (1975). Die Bodenkunde und ihre geologischen, geomorphologischen, mineralogischen und petrologischen
Grundlagen. DLG-Verlag, Frankfurt, Main.
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LISA 2

ERINEVATEST RIIKIDEST ERINEVATEST MULLATUUPIDEST VOETUD MULLAPROOVIDE NIISKUSE
SISALDUS (g vett 100 g kuiva pinnase kohta)

Niiskusesisaldus Sisaldus jdrgmistes riikides: Mullatiiiibi riik
WHC (1) pF=138 pF=125

Liiv Saksamaa 28,7 8,8 3,9
Mudane liiv Saksamaa 50,4 17,9 12,1
Mudane liiv Sveits 44,0 35,3 9,2
Aleuriitne muda Sveits 72,8 56,6 28,4
Savimuda Brasiilia 69,7 38,4 27,3
Savimuda Jaapan 74,4 57,8 31,4
Liivane muda Jaapan 82,4 59,2 36,0
Aleuriitne muda Ameerika Uhendriigid 47,2 33,2 18,8
Liivane muda Ameerika Uhendriigid 40,4 25,2 13,3

() Veemahutavus.
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LISA 3

Joonis 1

Niide moddavooluseadmest, mida kasutatakse kemikaalide transformatsiooni uurimisel pinnases (1)(2)

1:  ndelventiil 4:  pinnase ainevahetuse kolb 7, 8: naatriumhiidroksiidiloks
(veega killastatud iiksnes CO, & muude happeliste
anaeroobsetes ja niiske pdl- lenduvate ainete jaoks

2:  vett sisaldavad gaasipesupu- lumaa tingimuses)

delid 5:  etiileengliikoolloks orgaani-
liste lenduvate iihendite . .
. 9:  voolumddtur.
jaoks

3:  ultramembraan (iiksnes ste-
riilsed tingimused), poori 6:  vaivelhappeloks leeliseliste
suurus 0.2 pm

lenduvate iihendite jaoks

Joonis 2

Niide Erlenmeyeri kolvist, mida kasutatakse kemikaalide transformatsiooni uurimisel pinnases (3)

IR Naatronlubi CO, absorbeerimiseks
] Oliga toodeldud klaasvill vai
poliiuretaanvaht orgaaniliste

lenduvate ainete absorbeerimiseks

Pinnas + katseaine

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

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

(3) Anderson, J.P.E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte auf Verdampfung, Abbau und Festlegung von
Diallat im Boden. Z. PflKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141-146.
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1.1

1.2.

C.24 AEROOBNE JA ANAEROOBNE TRANSFORMATSIOON POHJASETTES

MEETOD

Kéesolev meetod lahtub juhendist OECD TG 308 (2002).

SISSEJUHATUS

Kemikaalid voivad padseda madalasse voi siigavasse pinnavette niiteks otse annustatuna, 6hku pihustatuna,
dravoolu voi kuivendamise kaudu, jddtmete korvaldamisel, toostusliku, kodumajapidamise voi
pollumajandusliku  heitveena ja atmosfddrist viljasadenemisel. Kdesolev katsemeetod kirjeldab
laborimeetodit, mida kasutatakse orgaaniliste kemikaalide aeroobse ja anaeroobse transformatsiooni
hindamiseks pdhjasettes. See pohineb olemasolevatel juhenditel (1)(2)(3)(4)(5)(6). Kdesolevas katses
kasutatavate pinnaste arvu ja tiitipide osas lepiti kokku pinnase ja sedimentide valikut kisitlevas OECD
toorithmas, mis tuli kokku Belgirates Itaalias 1995. aastal (7). To6rithm tegi samuti soovitusi seoses
mullaproovide kogumise, kisitlemise ja sailitamisega, vastavalt ISO juhendile (8). Sellised uuringud tehakse
kemikaalidega, mida levitatakse otse vette vdi mis tdendoliselt jouavad veekeskkonda eespool kirjeldatud
viisil.

Loodusliku pohjasette tingimused on tihti aeroobsed {ilemises veefaasis. Sette pinnakiht voib olla kas
aeroobne voi anaeroobne, kuigi siigavam sete on tavaliselt anaeroobne. Koikide nende vdimaluste
holmamiseks kirjeldatakse kiesolevas dokumendis nii aeroobseid kui ka anaeroobseid katseid. Aeroobne
katse simuleerib aeroobset veesammast, mille all on aeroobne settekiht ja mille all omakorda anaeroobne
gradient. Anaeroobne katse simuleerib tiielikult anaeroobset pdhjasetet. Kui asjaolud viitavad sellele, et on
vaja oluliselt kdrvale kalduda neist soovitustest, nt kasutades puutumata sette tuuma vdi setteid, mis voivad
olla kokku puutunud katseainetega, on selleks kittesaadavad muud meetodid (9).

MOISTED
Sl-ithikuid tuleks kasutada igal juhul.
Katseaine — mis tahes aine, kas ldhteithend voi vastav transformatsioonisaadus.

Transformatsioonisaadused — koik katseaine biootilistes vdi abiootilistes transformatsioonireaktsioonides
saadud ained, kaasa arvatud CO, ja tooted, mis on seotud jidkides.

Seotud jidgid — pinnases, taimedes voi loomades olevad ithendid, mis ekstraheerimise jirel siilivad
matriitsis lihteainena voi selle metaboliidi(metaboliitide)/transformatsioonisaadustena.
Ekstraheerimismeetod ei tohiks oluliselt muuta ithendit ennast voi matriitsi struktuuri. Seose olemust saab
selgitada osaliselt matriitsi muutva ekstraheerimismeetodi ja taiustatud analiiiisitehnikate abil. Tédnaseni,
nditeks, on sel viisil kindlaks tehtud kovalentsed ioonsidemed ja sorptsioonsidemed ning “1oksud”. Uldiselt
vihendab seotud jddkide teke oluliselt bioloogilist kittesaadavust ja bioloogilist omastatavust (10)
[1984. aasta I[UPACi muudatus (11)].

Aeroobne transformatsioon — (oksiideeriv): reaktsioonid, milles osaleb molekulaarne hapnik (12).
Anaeroobne transformatsioon — (redutseeriv): reaktsioonid, milles ei osale molekulaarne hapnik (12).
Looduslikud veed - pinnaveed, mis on saadud tiikides, jogedes, ojadest jm.

Sete — segu mineraalsetest ja orgaanilistest keemilistest koostisainetest, millest viimased sisaldavad korge
stisiniku- ja limmastikusisaldusega ning suure molekulmassiga ithendeid. See sadestub looduslikku vette,
millega ta moodustab piirkihi.
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1.3

1.4

Mineralisatsioon — orgaanilise ithendi tiielik lagunemine CO,-ks ja H,O-ks aeroobsetes tingimustes ning
CH,-ks, CO,-ks ja H,0-ks anaeroobsetes tingimustes. Kdesoleva katsemeetodi kontekstis, kui kasutatakse
radiomirgistatud ithendit, tihendab mineralisatsioon ulatuslikku lagundamist, mille kdigus margistatud
siisinikuaatom oksiideeritakse ning vabaneb sobiv kogus '*CO, v&i '*CH,,.

Poolestusaeg, t, ; — aeg, mis kulub katseaine 50 %-liseks transformatsiooniks, kui transformatsiooni saab
kirjeldada esimese astme kineetika abil; poolestusaeg ei sdltu lahtekontsentratsioonist.

DT, (hivimisaeg 50) — aeg, mille jooksul katseaine lihtekontsentratsiooni vihendatakse 50 % vdrra.
DT, (hivimisaeg 75) — acg, mille jooksul katseaine lihtekontsentratsiooni vihendatakse 75 % vorra.

DT,, (hivimisaeg 90) — acg, mille jooksul katseaine lihtekontsentratsiooni vihendatakse 90 % vorra.

VORDLUSAINED

Vordlusaineid tuleks kasutada transformatsioonisaaduste identifitseerimiseks ja/voi kvantifitseerimiseks
spektroskoopiliste ja kromatograafiliste meetodite abil.

TEAVE KATSEAINE KOHTA

Mirgistamata voi isotoopmargistatud katseainet saab kasutada transformatsioonikiiruse modtmiseks, kuigi
eelistatakse margistatud materjali. Mérgistatud materjal on ndutav transformatsioonitee uurimiseks ja
ainetaseme mairamiseks. '*C-mirgistust soovitatakse, kuid muude isotoopide (niiteks '*C, '°N, *H, *>?P)
kasutamine voib olla samuti kasulik. Niipalju kui vdimalik tuleks margistus asetada molekuli koige
stabiilsema(te) osa(de) kiilge. (*) Katseaine keemiline ja/voi radiokeemiline puhtus peaks olema vahemalt
95 %.

Enne katse sooritamist peaks katseaine kohta olemas olema jiargmine teave:
a) lahustuvus vees (meetod A.6);
b) lahustuvus orgaanilistes lahustites;
¢) aururdhk (meetod A.4) ja Henry konstant;
d) n-oktanool/vee jaotustegur (meetod A.8);
e) adsorptsioonikoefitsient (Kgy, K¢ or K, vajadusel) (meetod C.18);
f) hidroliitis (meetod C.7);
g) dissotsiatsioonikonstant (pK,) [OECD juhend 112] (13);

h) katseaine keemiline struktuur ja isotoopmirgistus(t)e asukoht, kui need esinevad.

Markus:  Tuleks teatada temperatuur, mille juures mootmisi tehakse.

Muu kasulik teabe hulka vdivad kuuluda andmed katseaine mikroorganismidele mojuva miirgisuse kohta,
andmed kiire ja/vdi inherentse biolagundatavuse kohta ning andmed aeroobse ja anaeroobse
transformatsiooni kohta pinnases.

Naiteks, kui aine sisaldab tihte rongast, tuleb see rongas margistada. Kui katseaine sisaldab kahte voi enamat rongast, on vaja eraldi

katseid teha, et hinnata iga margistatud ronga sdilimise hindamiseks ning sobiva teabe saamiseks transformatsioonisaaduste tekke

kohta.
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1.5

1.6

1.7

Katseaine ja selle vees ja settes olevate transformatsioonisaaduste kvantifitseerimise ja identifitseerimise
analiitisimeetodid (sh ekstraheerimis- ja puhastamismeetodid) peaksid olema kittesaadavad (vt punkt 1.7.2).

KATSEMEETODI POHIMOTE

Kiesolevas katses kirjeldatud meetod kasutab aeroobseid ja anaeroobseid pohjasetteid (vt lisa 1), mis
vodimaldavad:

i) katseaine transformatsioonikiiruse mddtmist pdhjasettes,
ii) katseaine transformatsioonikiiruse modtmist settes,

iii) katseaine ja/vdi transformatsioonisaaduste mineralisatsioonikiiruse modtmist (kui kasutatakse
'4C-mirgistusega katseainet),

iv) transformatsioonisaaduste identifitseerimine ja kvantifitseerimine vee- ja settefaasides, sh ainetase (kui
kasutatakse margistatud katseainet),

v) katseaine ja selle transformatsioonisaaduste jaotamise modtmine kahe faasi vahel inkubatsiooni ajal
pimedas (et viltida, niiteks, vetikavohangut) konstantsel temperatuuril. Poolestusajad, DTs,, DT, ja
DT, vdirtused médratakse, kui andmed seda lubavad, kuid neid ei tohiks ekstrapoleerida pikalt iile
katseperioodi (vt punkt 1.2).

Viahemalt kaks setet ja nendega seotud veed on ndutavad nii aeroobseks kui anaeroobseks katseks (7). Siiski
voib esineda olukordi, kui tuleks kasutada rohkem kui kahte pdhjasetet, niiteks, kemikaalide puhul, mis
voivad esineda magevees ja/voi merekeskkonnas.

KATSE KOHALDAMISALA

Meetodit kohaldatakse koikide keemiliste ainete suhtes (mirgistamata voi margistatud, mille kohta on
olemas piisavalt tipne ja tundlik analiiiisimeetod. See on kohaldatav kergelt lenduvate, mittelenduvate,
veeslahustuvate voi vees halvasti lahustuvate ithendite suhtes. Katset ei kohaldata kemikaalide suhtes, mis
kergesti lenduvad pinnasest (nt fumigandid, orgaanilised lahustid) ja seega ei saa seda hoida vees ja/voi settes
kiesolevates katsemeetodites.

Meetodit on kohaldatud nii palju, et uurida kemikaalide transformatsiooni magevees ja setetes, kuid
pohimotteliselt voib seda kohaldada ka suudmealas ja merekeskkonnas. See ei sobi voolava vee (nt joed) voi
avamere tingimuste simuleerimiseks.

KVALITEEDINOUDED
Saagis

Vahemalt kahe vee- ja setteproovi ekstraheerimine ja analiiiis kohe katseaine lisamise jarel annab esimesi
mirke analiiiisimeetodi korratavuse kohta ning katseaine manustamise iihtsuse kohta Saagised katse
hilisematelt etappidelt on saadud vastavatelt ainetasemetelt (kui kasutatakse mérgistatud materjali). Saagised
peaksid jadma vahemikku 90-110 % mirgistatud kemikaalide puhul (6) ja 70-110 % margistamata
kemikaalide puhul.

Analiiiisimeetodi korratavus ja tundlikkus

Analiiisimeetodi korratavust (v.a alguses tehtud ekstraheerimise tohusus) katseaine ja transformatsiooni
saaduste kvantifitseerimiseks saab kontrollida, korduvanaliiiisides samast veest vdi settest tehtud ekstrakti,
mida on inkubeeritud seni, kuni tekivad transformatsioonisaadused.
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Katseaine ja transformatsioonisaaduste puhul peaks analiitisimeetodi avastamislivi (LOD) olema vihemalt
0,01 mg-kg™ vee- v&i setteproovina (katseainena) vdi 1 % kasutatud lihteannusest, olenevalt sellest, kumb
on viiksem. Kvantifikatsioonildvi (LOQ) tuleks samuti méarata.

1.7.3  Transformatsioonist saadud andmete tipsus

Katseaine  kontsentratsioonide — regressioonanaliiis  ajafunktsioonina annab  vajalikku teavet
transformatsioonikovera tipsuse kohta ning vdimaldab arvutada poolestusacgade usalduspiire (ndilise
esimese astme kineetika puhul) voi DT, vddrtused ja vajadusel DT, ja DT, vdartused.

1.8 MEETODI KIRJELDUS

1.8.1  Katsesiisteem ja -seadmed

Katse tuleks teha klaasmahutites (nt pudelid, tsentrifuugikiivetid), vilja arvatud juhul, kui esialgne teave (nt
n-oktanooli-vee jaotustegur, sorbtsiooniandmed jne) viitab sellele, et katseaine voib kinnituda klaasile,
mistottu voiks kaaluda alternatiivse materjali kasutamist (nt teflon). Kui on teada, et katseaine kinnitub
klaasile, voib olla voimalik leevendada seda probleemi, kasutades tthte voi mitut jargmistest meetoditest:

— madrata klaasile kinnitunud katseaine ja transformatsioonisaaduste mass,
— pesta kdik klaasnoud lahustiga katse 16pus,
— kasutada preparaate (vt ka punkt 1.9.2),

— kasutada katseaine siisteemi lisamisel kaaslahusti suurenenud kogust; kui kasutatakse kaaslahustit,
peaks see olema selline, mis ei solvoliiisi katseainet.

Tiiiipilise katseseadme ndited, s.t gaasimoodavoolu- ja biomeetersiisteemid, on toodud vastavalt lisades 2 ja
3 (14). Muid kasulikke inkubatsioonisiisteeme on kirjeldatud viites 15. Katseseadme iilesehitus peaks olema
selline, et see vdimaldab dhu voi limmastiku vahetust ning lenduvate ainete piiiddmist. Seadme mdddud
peaksid vastama katsetingimustele (vt 1.9.1). Ventilatsioon tagatakse kas kerge mullitamise voi viies dhu voi
lammastiku veepinnale. Viimasel juhul on soovitav segada vett kergelt iilevalpool, et hapnik voi limmastik
vees paremini leviks. CO,-vaba ohku ei tohiks kasutada, kuna see voib pohjustada vee pH taseme tdusu. Igal
juhul sette hdirimine on ebasoovitav ja seda peaks véltima niipalju kui vdimalik. Kergelt lenduvaid aineid
tuleks uurida biomeetersiisteemis, veepinda kergelt segades. Samuti voib kasutada suletud anumaid, milles
on kas atmosfadriohuga voi limmastikuga 6huruum, ja sisemisi pudeleid lenduvate ainete piitidmiseks (16).
Ohuruumi gaasi regulaarne vahetumine on ndutav aeroobses katses, et kompenseerida hapniku tarbimist
biomassi poolt.

Lenduvate transformatsioonisaaduste kogumiseks sobivad 16ksud sisaldavad, kuid mitte ainult 1 mol-dm™
kaaliumhiidroksiidi voi naatriumhiidroksiidi lahuseid siisinikdioksiidi puhul (') ja etiileengliikooli,
etanoolamiini voi 2 % parafiini ksiileenis orgaaniliste thendite puhul. Anaeroobsetes tingimustes tekkinud
lenduvad ained, niiteks metaan, saab koguda, niiteks, molekulaarsdelade abil. Sellised lenduvad ained saab
poletada, nditeks, CO,-ks, viies gaasi CuO-ga tdidetud kvartstorusse temperatuuril 900 °C ja piitides
absorberis tekkinud CO, leelisesse (17).

(') Kuna nimetatud leeliselised absorbtsioonilahused absorbeerivad ka ohutamisel siisinikdioksiidi ning aeroobsetes katsetes
hingamisel tekkinud siisinikdioksiidi, tuleb neid regulaarselt vahetada, et viltida nende kiillastumist ja seega nende
absorbtsioonivoime havimist.
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1.8.2

1.8.2.1

1.8.2.2

Noutavad on katseainete ja transformatsioonisaaduste keemilise analiiiisi laboriseadmed (nt
gaasvedelikkromatograafia (GLC), korgefektiivne vedelikkromatograafia (HPLC), planaarkromatograafia
(TLC),  mass-spektroskoopia  (MS),  gaaskromatograaifa -  mass-spektroskoopia  (GS-MS),
vedelik-kromatograafia — mass-spektromeetria (LC-MS), tuumamagnetresonants (NMR) jne), sh vajadusel
radiomargistatud voi mérgistamata kemikaalide avastamissiisteemid. Kui kasutatakse radiomargistatud
materjali, soovitatakse samuti vedelikstsintsillatsioonloendurit ja okstideerijat poletamiseks (setteproovide
poletamiseks enne radioaktiivsuse analiiisi).

Muud standardlaboriseadmed fuiisikalis-keemiliste ja bioloogiliste médramiste joaks (vt tabel 1,
punkt 1.8.2.2), klaasndud, kemikaalid ja reaktiivid on ndutavad vastavalt vajadusele.

Pohjasetete valik ja arv

Proovivotukohad tuleks valida vastavalt katse eesmérgile igas nimetatud olukorras. Proovivotukohtade
valikul tuleks kaaluda valgla ja vee iilesvoolu voimalikke pollumajanduslikke, toostuslikke voi
kodumajapidamise sisendeid. Setteid ei tohiks kasutada, kui need on saastatud katseainega voi selle
struktuurse analoogiga viimase 4 aasta jooksul.

Sette valik

Tavaliselt kasutatakse aeroobsetes katsetes kahte setet (7). Need kaks setet peaksid erinema orgaanilise
siisiniku sisalduse ja tekstuuri poolest. Uhel settel on kérge orgaanilise siisiniku sisaldus (2,5-7,5 %) ja peen
tekstuur, teisel on madal orgaanilise aine sisaldus (0,5-2,5 %) ja jime tekstuur. Orgaanilise siisiniku
sisaldused peaksid tavaliselt erinema vihemalt 2 %. “Peen tekstuur” tdhendab maédratluse jargi > 50 %
[savi + aleuriidi] () sisaldust ja “jame tekstuur” < 50 % [savi + aleuriidi] sisaldust. Kahe sette [savi + aleuriidi]
sisaldus peaks tavaliselt erinema vihemalt 20 %. Juhul, kui kemikaal voib samuti jouda merevette, peaks
vihemalt iiks pShjasete olema parit merest.

Rangelt anaeroobses katses tuleks valida prooviks kaks setet (sh nendega seotud vesi) pinnaveemassist
anaeroobselt alalt (7). Sette- ja veefaase tuleks kisitleda ja transportida ettevaatlikult hapnikuta tingimustes.

Muud parameetrid voivad olla tihtsad setete valikul ja neid tuleks arvesse votta iga iiksikjuhtumi puhul
eraldi. Niiteks, setete pH-vahemik on tihtis selliste kemikaalide uurimisel, mille transformatsioon ja/voi
sorbtsioon sdltub pH-st. Sorbtsiooni pH-soltuvust saab peegeldada katseaine pK,véirtuses.

Pohjasetteproovide kirjeldamine

Nii vee kui sette puhul peamised parameetrid, mida tuleb moota ja millest tuleb teatada (viidates
katsemeetodile), ning katseetapp, milles need parameetrid médratakse, on esitatud kokkuvotlikult siin
toodud tabelis. Nende parameetrite méddramismeetodid on toodud viidetes (18)(19)(20)(21).

Lisaks sellele voib osutuda vajalikuks mddta ja teatada ka muudest parameetritest iga juhtumi puhul eraldi
(nt magevee puhul: osakesed, aluselisus, kovadus, elektrijuhtivus, NO4/PO, (suhe ja iiksikud vddrtused);
setete puhul: katioonvahetusvdime, veemahutavus, karbonaat, kogulimmastik ja -fosfor, ning merede
puhul: soolsus). Setete vdi vee analiitis nitraadi, sulfaadi, biokittesaadava raua ja muude voimalike
elektronaktseptorite kohta voib olla kasulik redokstingimuste hindamisel, eriti seoses anaeroobse
transformatsiooniga.

(") [Savi + aleuriit] on sette mineraalfraktsioon, mille osakeste suurus on < 50 pm.



746

Euroopa Liidu Teataja

13/34. kd

1.8.3.1

Vee-setteproovide iseloomustamiseks kasutatavate parameetrite modtmine (7)(22)(23)

Katseprotseduuri etapp

Parameeter viliproovide jarelké- k?ﬁ?;e_ katse katse Katse Iopp
votmine sitlemine algus algus kaigus
Vesi
Paritolu/allikas X
Temperatuur (°C) X
pH X X X X X
Kogu orgaaniline siisinik X X X
0, kontsentratsioon (*) X X X X X
Redokspotentsiaal () X X X X
Setted
Piritolu/allikas X
Kihi stigavus X
pH X X X X X
Osakeste jaotus X
Kogu orgaaniline siisinik X X X X
Mikroobi biomass (™) X X X
Redokspotentsiaal () Vaatlused X X X X
(vérv/l1ohn)

() Viimased uurimustulemused on ndidanud, et vee hapniku kontsentratsioonide ja redokspotentsiaalide modtmistel ei ole
mehhanistlikku ega ennustatavat véirtust, kui kisitletakse mikroobipopulatsioonide kasvu ja arengut pinnavetes
(24)(25). Biokeemilise hapnikutarbe (BOD) midramine viliproovide votmisel, katse alguses voi 1opus) ja mikro-
|makrotoitainete Ca, Mg ja Mn kontsentratsioonide maaramine (katse alguses ja [dpus) vees ning kogulimmastiku ja
kogukaaliumi mootmine setetes (viliproovide votmise ajal ja katse 16pus) sobivad paremini aeroobse biotransformat-

siooni kiiruste ja teede tolgendamiseks ja hindamiseks.

(") Aeroobsetes uuringutes mikroobide hingamiskiiruse meetod (26), suitsutusmeetod (27) voi bakterite arvu médiramine

(nt bakterid, kiirikbakterid, seened ja kolooniate koguarv), anaeroobsetes uuringutes metanogeneesi kiirus.

Kogumine, kisitlemine ja siilitamine

Kogumine

ISO pdhjasetteproovide votmist ksitleva juhendi (8) eelndud tuleks kasutada setteproovide votmisel.
Setteproovid tuleks votta sette 5-10 cm iilemisest kihist. Settega seotud vesi tuleks koguda samast kohast
ja samal ajal kui sete. Anaeroobse katse puhul tuleks sette- ja sellega seotud vee proove votta ja transportida

hapnikuta (28) (vt punkt 1.8.2.1). Mdningaid proovivotuseadmeid on kirjeldatud kirjanduses (8)(23).
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1.8.3.2

1.8.3.3

1.8.4

1.9

1.9.1

Kisitlemine

Sete eraldatakse veest filtreerimise teel ja sete margsdelutakse 1abi 2 mm sdelaava, kasutades liigsed
proovivotukohast voetud vett, mis seejirel visatakse minema. Seejirel segatakse soovitud suhtes (vt
punkt 1.9.1) sette ja vee teadaolevad kogused inkubatsioonikolbides ja valmistataks ette kohanemiseks (vt
punkt 1.8.4). Anaeroobse katse puhul tuleb sooritada koik kisitlemisetapid hapniku puudumisel
(29)(30)(31)(32)(33).

Sdilitamine

Virskelt voetud sette- ja veeproovide kasutamist soovitatakse viga, kuid kuna sdilitamine on vajalik, tuleks
sete ja vesi soeluda selliselt, nagu on kirjeldatud eespool, ja siilitada koos, veega kiillastatult (6-10 cm
veekiht), pimedas, temperatuuril 4 * 2 °C (') maksimaalselt 4 nddalat (7)(8)(23). Aeroobsetes katsetes
kasutatud proovid tuleks siilitada vaba ohu juurdepéisuga (nt avatud mahutites), samas anaeroobsete
katsete proovid tuleks siilitada ilma hapnikuta. Transportimisel ja sdilitamisel ei tohi sette- vdi veeproove
killmutada voi setteproove kuivatada.

Sette-[veeproovide katseks ettevalmistamine

Kohanemisperiood peaks aset leidma enne katseaine lisamist, asetades iga sette-/veeproovi
inkubatsioonindusse, mida kasutatakse pohikatses, ja kohanemine toimub tipselt samades tingimustes nagu
katseinkubatsioon (vt punkt 1.9.1). Kohanemisperiood on aeg, mis kulub siisteemi mdistliku stabiilsuse
saavutamiseks, mida peegeldavad pH, hapniku kontsentratsioon vees, sette- ja veeproovi redokspotentsiaal
ning faaside makroskoopiline eraldamine. Kohanemisperiood peaks tavaliselt kestma iiks kuni kaks nadalat
ja ei tohiks iiletada nelja nddalat. Nimetatud perioodil tehtud madramiste tulemused tuleks teha teatavaks.

KATSE SOORITAMINE

Katsetingimused

Katse tehakse inkubatsiooniseadmes (vt punkt 1.8.1), milles vee ja sette mahusuhe on 3:1 ja 4:1 ning
settekiht on 2,5 cm (£0,5 cm). (') Vahemalt 50 g setet (kuivmass) inkubatsioonianuma kohta on soovitav.

Katse tuleks sooritada pimedas konstantsel temperatuuril vahemikus 10-30 °C. Temperatuur (20 £ 2) °C on
sobiv. Vajadusel voib kasutada tdiendavaid madalamaid temperatuure (nt 10 °C) iga juhtumi puhul eraldi,
soltuvalt katse kohta ndutavast teabest. Inkubatsioonitemperatuuri tuleks jdlgida ja sellest teatada.

(") Viimased uuringud on niidanud, et siilitamine temperatuuril 4 °C voib pohjustada sette orgaanilise siisiniku sisalduse vihenemist,

mille véimalikuks tulemuseks on mikroobide tegevuse vihenemine (34).
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Katseaine to6tlemine ja lisamine

Kasutatakse kemikaali iihte katsekontsentratsiooni. (*) Pollukultuuride kemikaalide puhul, mida lisatakse
otse veemassi, tuleks tdlgendada suurima annusena margistusel suurimat lisamiskiirust, mis on arvutatud
katseanuma vee pindala pohjal. Koikidel muudel juhtudel peaks kasutatav kontsentratsioon pohinema
keskkonnaemissioonidest tehtud ennustuste pdhjal. Tuleks piiiida tagada seda, et katseainet lisatakse
piisavas kontsentratsioonis selleks, et iseloomustada transformatsiooniteed ning transformatsioonisaaduste
teke ja vihenemist. Voib osutuda vajalikuks lisada suuremaid annuseid (nt 10-kordsed) olukordades, kus
katseaine kontsentratsioonid on ldhedal avastamispiiridele katse alguses ja/voi kui peamisi
transformatsioonisaaduseid ei suudeta kohe avastada, kuna nende kontsentratsioon on 10 % katseaine
annusemaddrast. Kui kasutatakse suuremaid kontsentratsioone, ei tohiks neil olla olulist negatiivset moju
vee-settesiisteemi mikroobide tegevusele. Katseaine konstantse kontsentratsiooni saamiseks erinevate
modtmetega anumates voib pidada vajalikuks lisatava aine koguse kohandamist, mis pohineb veesamba
siigavusel anumas seoses vee siigavusega uuritavas keskkonnas (mis eeldatavasti on 100 c¢m, kuid vdib
kasutada ka muid siigavusi). Vt lisa 4 ndidisarvutamise kohta.

Ideaalselt tuleks lisada katseainet vesilahusena katsesiisteemi veefaasi. Kui see on viltimatu, on lubatud
kasutada veega segunevate lahustite (nt atsetoon, etanool) viikeseid koguseid katseaine lisamiseks ja
jaotamiseks, kuid see ei tohiks iiletada 1 % v/v ja sellel ei tohiks olla kahjulikke mdjusid katsestisteemi
mikroobide tegevusele. Katseaine vesilahus tuleks teha hoolikalt — tdieliku homogeensuse tagamiseks voib
vaja minna generaatorkolonne ja eelsegamist. Katsesiisteemi vesilahuse lisamise jirel on soovitav veefaasi
ornalt segada, héirides setet nii vihe kui voimalik.

Preparaatide kasutamist tavaliselt ei soovitata, kuna preparaatide koostisosad voivad mojutada katseaine
ja/voi transformatsioonisaaduste jaotumist vee- ja settefaaside vahel. Nt norgalt veeslahustuva katseaine
puhul voib siiski kasutada preparaati sobiva alternatiivina.

Inkubatsioonianumate arv sdltub proovivétukordade arvust (vt punkt 1.9.3). Katsesiisteeme peaks olema
piisavalt, et igal proovivotukorral voib kasutada kahte siisteemi. Kui iga pohjasettesiisteemi kohta tehakse
kontrollproovid, ei tohiks neid toodelda katseainega. Kontrollproove saab kasutada sette mikroobi biomassi
ning vee- ja setteproovide orgaanilise siisiniku koguarvu méadramiseks katse 16pus. Kahte kontrollproovi (s.t
iiks kontrollproov iga pohjasette kohta) saab kasutada ndutud parameetrite jalgimiseks settes ja vees
kohanemise ajal (vt tabelit punktis 1.8.2.2). Tuleks teha kaks tdiendavat kontrollproovi juhul, kui katseainet
lisatakse lahusti abil, et modta kahjulikke mojusid katsestisteemi mikroobide tegevusele.

Katse kestus ja proovide vétmine

Katse ei tohiks tavaliselt kesta kauem kui 100 pdeva (6) ning peaks jatkuma seni, kuni lagunemise ja vee/[sette
jaotamise kohta esitatakse selgitus voi kui 90 % katseainest on hdvinud transformatsiooni ja/voi lendumise
tottu. Proovivotukordade arv peaks olema vihemalt kuus (sealhulgas proovivotu 0 kord), ja enne katset voib
kasutada valikulist eelkatset (vt punkt 1.9.4), mille kdigus médratakse asjaomased proovivotureziimid ja
katse kestus, valja arvatud juhul, kui katseaine kohta on olemas piisavalt andmeid eelnevatest uuringutest.
Hiidrofoobsete katseainete puhul voib vaja minna tdiendavaid proovivotuhetki katse algperioodil, et
mdirata vee- ja settefaaside jaotamise kiirus.

() Katse tegemine teise kontsentratsiooniga voib olla kasulik kemikaalide puhul, mis jduavad pinnavette erinevaid teid pidi oluliselt

erinevate kontsentratsioonide tottu, kuni saab analiiiisida viiksemat kontsentratsiooni piisavalt tipselt.
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1.9.4

1.9.5

2.1

Asjaomastel proovivotuaegadel eemaldatakse analiiiisis koik inkubatsioonianumad (paralleelproovides).
Setet ja selle peal olevat vett analiiiisitakse eraldi. (*) Pinnavesi tuleks hoolikalt eemaldada setet minimaalselt
hdirides. Katseaine ja transformatsioonisaaduste ekstraheerimine ja karakteriseerimine peaksid jargima
asjaomaseid analiiiitilisi protseduure. Tuleks hoolikalt eemaldada aine, mis voib olla adsorbeerunud
inkubatsioonianumasse voi lenduvate ainete piitidmistorusse.

Valikulised eelkatsed

Kui proovivotu kestust ja reziimi ei saa hinnata muude, katseainet kisitlevate asjaomaste uuringute pdhjal,
voib pidada vajalikuks teha valikuline eelkatse, mis tuleks sooritada, kasutades samu katsetingimusi, mis on
vilja pakutud 16ppuuringuks. Asjaomased katsetingimuste ja eelkatse tulemuste kohta, kui see on
sooritatud) tuleks esitada lithiprotokoll.

Mo6tmised ja analiiiis

Katseaine a transformatsioonisaaduste kontsentratsiooni igal proovivotu korral vees ja settes tuleks moota
ja neist teatada (lisatud kontsentratsiooni ja protsendimédrana). Uldiselt tuleks identifitseerida
transformatsoonisaadused, mis on avastatud > 10 %-na radioaktiivsest ainest vee-sette koguproovis igal
proovivotuajal, kui seda ei ole moistlikult teisiti pohjendatud. Transformatsioonisaaduseid, mille
kontsentratsioonid katse kdigus pidevalt kasvavad, tuleks samuti identifitseerimisel arvesse votta, isegi siis,
kui nende kontsentratsioonid ei iileta eespool toodud piirnorme, kuna see voib viidata aine piisivusele.
Viimast tuleks arvesse votta iga juhtumi puhul eraldi, tuues pohjendused protokollis.

Gaaside/lenduvate ainete piiiidmissiisteemide (CO, ja muud, s.t. lenduvad orgaanilised ithendid) tulemustest
tuleks teatada igal proovivotuajal. Tuleks teatada ka mineralisatsioonikiirus. Ekstraheerimata (seotud)
jadkidest settes tuleks teatada igal proovivotuhetkel.

TULEMUSED

TULEMUSTE TOOTLEMINE

Lisatud radioaktiivse aine kogu ainetase voi saagis (vt punkt 1.7.1) arvutatakse igal proovivotukorral.
Tulemustest tuleks teada anda lisatud radioaktiivse aine protsendiméddrana. Radioaktiivse aine jaotamisest
vee ja sette vahel tuleks teatada kontsentratsioonide ja protsendiméddradena igal proovivotukorral.

Katseaine poolestusaeg, DTs, ja vajadusel DT,s ja DTy, tuleks arvutada koos usalduspiiridega (vt
punkt 1.7.3). Teavet katseaine havimiskiiruse kohta vees ja settes voib saada sobivate hindamisprotseduuride
abil. Nende hulka kuuluvad niiline esimese astme kineetika, graafilisi voi numbrilisi lahendeid kasutavad
empiirilised kovera moodustamise tehnika ning keerukamad hindamised, naiteks ithe voi mitme lahtriga
ndidised. Tdiendavaid iiksikasju voib leida asjaomasest avaldatud kirjandusest (35)(36)(37).

(") Kui voib toimuda kiire anaeroobsete transformatsioonisaaduste reoksiideerumine, tuleks siilitada anaeroobsed tingimused

proovivotu ja analiiiisimise ajal.
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3.1

Koikidel lahenemistel on oma tugevad ja ndrgad kiiljed ning need erinevad markimisvéirselt oma keerukuse
poolest. Esimese astme kineetika voib lagundamis- ja jaotamisprotsesse liiga lihtsustada, kuid vdimaluse
korral lisab suuruse (kiirusekonstant vdi poolestusaeg), mis on holpsasti mdistetav ja mis on vairtuslik
simulatsioonimudelite koostamisel ja prognoositavate arvutuskontsentratsioonide arvutamisel. Empiiriliste
lahenemiste voi lineaarsete transformatsioonide kdigus voidakse saada andmete jaoks paremini sobivaid
koveraid ja seetdttu hinnata paremini poolestusaegasid, DT, ja vajadusel DT, s ja DT -vddrtusi. Tuletatud
konstantide kasutamine on siiski piiratud. Lahterndidiste abil voib luua riski hindamise jaoks kasulikke,
vairtuslikke konstante, mis kirjeldavad lagunemiskiirust erinevates sektorites ja kemikaali jaotust. Neid
tuleks samuti kasutada kiiruskonstantide hindamiseks peamiste transformatsioonisaaduse tekkel ja
lagunemisel. K6ikidel juhtudel tuleb valitud meetodit péhjendada ja eksperimenteerija peaks graafiliselt
ja[voi statistiliselt esitama sobivuse headuse.

PROTOKOLL

KATSEPROTOKOLL
Protokoll peab hdlmama jargmist teavet:

Katseaine:

— {iildnimetus, keemiline nimetus, CASi number, struktuurivalem (tuues dra margi(markide) asukoha, kui
kasutatakse radiomargistatud ainet) ja asjaomased fiiiisikalis-keemilised omadused,

— Xkatseaine puhtus (lisandid),
— mirgistatud kemikaali radiokeemiline puhtus ja molaarne aktiivsus (vajadusel).
Vordlusained:

— selliste vordlusainete keemiline nimetus ja struktuur, mida kasutatakse transformatsioonisaaduste
kirjeldamiseks ja/voi identifitseerimiseks.

Uuritavad setted ja veed:

— pohjasettest proovide votmise koha (kohtade) asukoht ja kirjeldus, sh vdimaluse korral saastumise
ajalugu,

— kogu teave vee-settesiisteemide kogumise, sdilitamise (kui sailitatakse) ja kohanemise kohta,
— vee-setteproovide tunnused, mis on loetletud punkti 1.8.2.2 tabelis.
Katsetingimused:

— kasutatud katsesiisteem (nt méddavool, biomeeter, Shutamisviis, segamismeetod, veemaht, settemass,
nii vee- kui settekihi paksus, katseanumate moddud jne),

— Xkatseaine lisamine katsesiisteemi: kasutatud  katsekontsentratsioon, paralleelproovide ja
kontrollproovide arv, katseaine lisamisviis (nt lahusti abil, kui seda kasutatakse) jne,

— inkubatsioonitemperatuur,
— proovivotuajad,
— ckstraheerimismeetodid ja -tShusused ning analiitisimeetodid ja avastamispiirid,

— transformatsioonisaaduste kirjeldamise/identifitseerimise meetodid,
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korvalekalded katseprotokollist voi katsetingimustest katse kaigus.

Tulemused:

representatiivsete analiiiside tootlemata andmed (kéik tootlemata andmed tuleb siilitada labori
arhiivis),

kasutatud analiiiisimeetodite korratavus ja tundlikkus,
saagisemddrad (valiidse katse protsendimiirad on toodud punktis 1.7.1),

tulemused tabeli kujul, viljendatuna katseaine ja vajadusel transformatsioonisaaduste ning
ekstraheerimata radioaktiivsete ainete protsendimadrana lihteannusest ja vajadusel mg-kg™ vees, settes
ja kogu siisteemis (vaid protsendina),

ainetase uuringute kestel ja 1opus,

vee- ja settefraktsioonides ning kogu siisteemis toimunud transformatsiooni (sh mineralisatsiooni)
graafiline esitamine,

mineralisatsioonikiirused,

katseaine ja vajadusel peamiste transformatsioonisaaduste poolestusaeg, DT, ja vajadusel DT, ja DTy,
véirtused, kaasa arvatud usalduspiirid vees, settes ja kogu siisteemis,

hinnang katseaine ja vajadusel peamiste transformatsioonisaaduste transformatsioonikineetika kohta,
vajadusel eeldatavad transformatsiooniteed,

tulemuste arutelu.
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LISA 1

JUHEND AEROOBSETE JA ANAEROOBSETE KATSESUSTEEMIDE KOHTA

Aeroobne katsesiisteem

Kiesolevas meetodis kirjeldatud aeroobne Kkatsesiisteem sisaldab aeroobset veekihti (tiiiipilised hapniku
kontsentratsioonid on vahemikus 7-10 mg-17") ja settekihti, mis on aeroobne pinnal ja anaeroobne pinna all
(tutipilised keskmised redokspotentsiaalid (E,) sette anaeroobsel alal on vahemikus —80 kuni =190 mV). Igas
inkubatsiooniiiksuses viiakse niisutatud dhk veepinnale piisava hapniku sdilitamiseks 6huruumis.

Anaeroobne katsesiisteem

Anaeroobse katsesiisteemi puhul on katseprotseduur oma olemuselt samasugune kui acroobses siisteemis, erandiks
on see, et igas inkubatsiooniiiksuses viiakse niisutatud limmastik veepinnale limmastiku 6huruumi sdilitamiseks.
Setet ja vett kasitletakse anaeroobsena, kui redokspotentsiaal (E;) on madalam kui ~100 mV.

Anaeroobses katses sisaldab mineralisatsiooni hindamine tekkinud siisinikdioksiidi ja metaani mootmisi.
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LISA 2

GAASI MOODAVOOLUSEADME NAIDIS
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LISA 3

BIOMEETERI NAIDIS
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LISA 4

NAIDISARVUTUS KATSEAINE ANNUSTAMISE KOHTA KATSEANUMATESSE

Silindri sisemine 1abimoot: =8 cm
Veesamba siigavus, v.a sediment: =12 cm
Pindala: 3,142 x 42 =50,3 cm?

Annusmér: 500 g katseainet ha kohta vastab 5 ug/em?

Kogu pg: 5 x 50,3 =251,5pg
Kohandada kogust seoses 100 cm siigavusega: 12 x 251,5 +.100 =30,18 pg
Veesamba maht: 50,3 x 12 =603 ml

Kontsentratsioon vees 30,18: 603 = 0,050 pg/ml voi 50 pg/1



