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(Sddddkset, jotka on julkaistava)

KOMISSION DIREKTIIVI 2004/73/EY,

annettu 29 paiviana huhtikuuta 2004,

vaarallisten aineiden luokitusta, pakkaamista ja merkintoja koskevien lakien, asetusten
ja hallinnollisten méaraysten lihentimisesti annetun neuvoston direktiivin 67/548/ETY
mukauttamisesta tekniikan kehitykseen kahdennenkymmenennenyhdeksiannen kerran

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan yhteisdn perustamissopimuksen,

ottaa huomioon vaarallisten aineiden luokitusta, pakkaamista ja merkintdjd koskevien lakien,
asetusten ja hallinnollisten méérdysten ldhentdmisestd 27 pdivind kesidkuuta 1967 annetun
neuvoston direktiivin 67/548/ETY" ja erityisesti sen 28 artiklan,

seki katsoo seuraavaa:

(D

2)

Direktiivin 67/548/ETY liite 1 sisdltddi vaarallisten aineiden luettelon sekd kunkin
aineen luokitusta ja merkintoji koskevat vaatimukset. Kyseistd luetteloa olisi
ajantasaistettava siten, ettd se siséltdisi ilmoitetut uudet aineet ja muita olemassa olevia
aineita, ja siind olevia nimikkeitd olisi mukautettava tekniikan kehitykseen esimerkiksi
vahvistamalla rajat tiettyjen aineiden pitoisuuksille ympéristdssd. Lisdksi on tarpeen
poistaa luettelosta tiettyjd aineita koskevat nimikkeet ja jakaa tietyt nimikkeet, koska
luokitus ei koske endi kaikkia kyseisiin nimikkeisiin kuuluvia aineita. 1,3-butadieenia
sisdltdvien aineiden merkintdjd olisi muutettava, koska kyseinen aine luokitellaan tdssi
direktiivissd mutageeniksi.

Direktiivin 67/548/ETY liitteessd V sdddetddn menetelmistd aineiden ja valmisteiden
fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksien, toksisuuden ja ekotoksisuuden
madrittamiseksi. Kyseistd liitettd on syytd muuttaa koetarkoituksiin kiytettdvien
eliinten miirin minimoimiseksi kokeisiin ja muihin tieteellisiin tarkoituksiin
kiytettdvien eldinten suojelua koskevien jdsenvaltioiden lakien, asetusten ja
hallinnollisten maéérdysten ldhentdmisestd 24 pidivind marraskuuta 1986 annetun
neuvoston direktiivin 86/609/ETY? mukaisesti. Luvuissa B.1, B4, B.5, B.31 ja B.35

EYVL 196, 16.8.1967, s. 1. Direktiivi sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna komission direktiivilld
2001/59/EY (EYVL L 225, 6.8.2001, s. 1).

EYVL L 358, 18.12.1986, s. 1. Direktiivi sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna Euroopan
parlamentin ja neuvoston direktiivilld 2003/65/EY (EYVL L 230, 16.9.2003, s. 32).
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esitettyjd subkroonista oraalista toksisuutta koskevia menetelmid olisi tarkistettava.
Lisiksi liitteeseen V olisi lisittivd luku B.42, jotta kdyttdOn saataisiin parannettu
subkroonista oraalista toksisuutta koskeva menetelméd. Lopuksi liitteeseen V olisi
lisdttdvda fysikaalis-kemiallisia ominaisuuksia kisittelevd luku A.21, subkroonista
oraalista toksisuutta kisittelevd luku B.43 ja ekotoksisuutta kisittelevit luvut C.21-
C.24, jotta voitaisiin madrittdd ominaisuudet, joiden maédrittdmiseen liitteessd V
tarkoitetut menetelmit eivit vield riitd.

3) Tassd direktiivissd sdfdetyt toimenpiteet ovat vaarallisten aineiden ja valmisteiden
kaupan teknisten esteiden poistamiseksi annettujen direktiivien mukauttamista
tekniikan kehitykseen kisittelevin komitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla
Muutetaan direktiivi 67/548/ETY seuraavasti:
(O Muutetaan liite I seuraavasti:
a)  korvataan yleisjohdannon huomautus K liitteen 1A tekstilld;

b)  korvataan timéin direktiivin liitteessd 1B olevia nimikkeitd vastaavat nimikkeet
kyseisen liitteen tekstilli;

c¢)  lisatddan tdmén  direktiivin  liitteessi  1C  olevat nimikkeet direktiivin
67/548/ETY liitteessi I olevien nimikkeiden jédrjestyksen mukaisesti;

d) poistetaan nimikkeet, joiden indeksinumerot ovat 604-050-00-X, 607-050-00-
8, 607-171-00-6 ja 613-130-00-3;

e) korvataan nimike, jonka indeksinumero on 048-002-00-0, tdmin direktiivin
liitteessd 1D olevilla nimikkeilld, joiden indeksinumerot ovat 048-002-00-0 ja
048-011-00-X;

) korvataan nimike, jonka indeksinumero on 609-006-00-3, timin direktiivin
liitteessd 1D olevilla nimikkeilld, joiden indeksinumerot ovat 609-006-00-3 ja
609-065-00-5;

g)  korvataan nimike, jonka indeksinumero on 612-039-00-6, liitteessd 1D olevilla
nimikkeilld, joiden indeksinumerot ovat 612-039-00-6 ja 612-207-00-9.

2) Muutetaan liite V seuraavasti:
a)  lisdtddn timén direktiivin liitteen 2A teksti luvuksi A.21;
b)  korvataan luku B.1 bis timén direktiivin liitteen 2B tekstilli;
¢)  korvataan luku B.1 tris timin direktiivin liitteen 2C tekstilld;
d) korvataan luku B.4 timéin direktiivin liitteen 2D tekstills;

e¢)  korvataan luku B.5 timéin direktiivin liitteen 2E tekstilld;
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f) korvataan luku B.31 timin direktiivin liitteen 2F tekstill4;
g)  korvataan luku B.35 timin direktiivin liitteen 2G tekstilli;
h)  lisdtddn tdimén direktiivin liitteen 2H teksti luvuiksi B.42 ja B.43;

1) lisdtadn taméan direktiivin liitteen 2I teksti luvuiksi C.21-C.24.

2 artikla

1. Jasenvaltioiden on saatettava tdmén direktiivin noudattamisen edellyttdmit lait,
asetukset ja hallinnolliset médrdykset voimaan viimeistddn 31 pdivind lokakuuta
2005. Niiden on vilpymittd toimitettava komissiolle kyseiset sdddostekstit sekd
mainittujen sdddosten ja tdmén direktiivin sddnnosten vilinen vastaavuustaulukko.
Niissd jasenvaltioiden antamissa sdddoksissd on viitattava tahin direktiiviin tai niihin
on liitettdvd tillainen viittaus, kun ne virallisesti julkaistaan. Jidsenvaltioiden on
sdadettava siitd, miten viittaukset tehddin.

2, Jiasenvaltioiden on toimitettava tidssd direktiivissd tarkoitetuista kysymyksistd
antamansa keskeiset kansalliset sddnnokset komissiolle.
3 artikla
Tédmi direktiivi tulee voimaan kahdentenakymmenentend piivdnd sen jilkeen, kun se on
julkaistu Euroopan unionin virallisessa lehdessd.
4 artikla
Tama direktiivi on osoitettu kaikille jisenvaltioille.

Tehty Brysselissd 29 pdivind huhtikuuta 2004.

Komission puolesta
Margot WALLSTROM
Komission jdsen
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LIITE 1A
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Huomautus K:

Ainetta ei luokitella syOpdd aiheuttavaksi tai perimdd vaurioittavaksi, jos voidaan
osoittaa, ettd aine sisiltdi alle 0,1 painoprosenttia 1,3-butadieenia (Einecs-nro 203-450-
8). Jos ainetta ei luokitella syopdd aiheuttavaksi tal perimédd vaurioittavaksi, siithen
sovelletaan vihintddn S-lausekkeita (2-)9-16. Tdmé huomautus koskee tiettyja liitteessd
I mainittuja Oljystd johdettuja monimutkaisia aineita.
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A.21. HAPETTAVAT OMINAISUUDET (NESTEET)

1. MENETELMA

1.1 JOHDANTO

Tédmin testimenetelmin tarkoituksena on mitata nestemiisen aineen kyky suurentaa palavan aineen
palamisnopeutta tai -intensiteettid tai sen kykyd muodostaa palavan aineen kanssa sellainen seos, joka voi
syttyd itsestiddn, kun aineet sekoitetaan tiydellisesti. Menetelmi perustuu YK:n testiin hapettaville nesteille
(1) ja vastaa sitd tiysin. Koska menetelmi A.21 on kuitenkin tarkoitettu pddasiassa tiyttimiin direktiivin
67/548 vaatimukset, testattavaa ainetta on tarpeen verrata vain yhteen vertailuaineeseen. Testaaminen ja
aineen vertaaminen muihin vertailuaineisiin voi olla tarpeen, jos on odotettavissa, ettd testien tuloksia
kélytetdéin muihin tarkoituksiin.!

Tité testid ei tarvitse tehdd, jos rakennekaavaa tarkastelemalla voidaan pétiteltd kohtuullisella varmuudella,
ettd aine ei voi reagoida eksotermisesti palavan aineen kanssa.

On hyvi, jos aineen mahdollisista rdjihdysominaisuuksista on saatavilla alustavia tietoa ennen testin
tekemisti.

Tdmi testi ei sovellu kiinteille aineille, kaasuille, rijihtiville tai erittdin helposti syttyville aineille eikd
orgaanisille peroksideille.

Tité testi ei mahdollisesti tarvitse tehdd, jos ainetta koskevia tuloksia on jo olemassa YK:n hapettavia
nesteitd koskevasta testistid (1).

1.2 MAARITELMAT JA MITTAYKSIKOT

Keskiméaaridinen paineennousuaika on niiden aikojen keskiarvo, jotka on mitattu, kun testattavan
seoksen paine on nostettu 690 kPa:sta 2070 kPa:an ilmanpaineen ylidpuolella.

1.3 VERTAILUAINE
Vertailuaineeksi tarvitaan 65-painoprosenttista typpihappoa (vesiliuos; anatyyttinen laatu).?

Jos kokeen tekijii kuitenkin arvelee, ettii testin tuloksia saatetaan kiyttii muihin tarkoituksiin," muidenkin
vertailuaineiden testaaminen voi olla aiheellista.’

1.4 TESTIMENETELMAN PERIAATE

Testattava neste sekoitetaan massasuhteessa 1:1 kuituselluloosan kanssa ja siirretiiiin paineastiaan. Jos
aineet syttyviit itsestédiin sekoitettaessa tai astiaa tiytettiessd, ei testid tarvitse jatkaa.

Jos testattava seos ei syty itsestidiin, tehddin koko testi. Seosta kuumennetaan paineastiassa ja midritetdin
keskimidrdinen aika, joka tarvitaan, ettd paine nousee 690 kPa:sta 2070 kPa:iin ilmanpaineen yldpuolella.
Tatd verrataan sithen keskimiiriiseen aikaan, joka tarvitaan, ettii vertailuaine(id)en ja selluloosan 1:1-seos
paine nousee saman verran.

1.5 LAATUKRITEERIT

Viiden kokeen sarjassa yhdelld aineella mikiin tulos ei saa erota enempid kuin 30 % aritmeettisesta
keskiarvosta. Tulokset, jotka eroavat yli 30 % keskiarvosta, on hyléttdvi, sekoitus- ja tiyttdmenetelmii on
parannettava ja testi uusittava,

! Esimerkiksi YK:n kuljetussddnndsten yhteydessi.

2 . . i . i

~ Happo on titrattava ennen testausta sen konsentraation varmistamiseksi.

* Esimerkiksi 50-painoprosenttista perkloorihappoa ja 40-painoprosenttista natriumkloraattia on kiytetty viitteessi 1.
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1.6 MENETELMAN KUVAUS
1.6.1 Valmistelu
1.6.1.1 Palava aine

Palavana aineena Kiytetdlin kuivattua kuituselluloosaa, jonka kuidun pituus on 50-250 pum ja
keskihalkaisija 25 pm.4 Selluloosa kuivataan vakiopainoon kerroksena, joka on enintddn 25 mm paksu, 105
°C:ssa 4 tuntia, ja sitd pidetdéin eksikkaattorissa kuivatusaineen kanssa, kunnes se on jidhtynyt ja kunnes

sitd tarvitaan. Kuivatun selluloosan vesipitoisuuden pitiisi olla alle 0,5 % kuivasta massasta’. Tarvittaessa
6

kuivatusaikaa on pidennettivi, jotta tidhidn pifstiin.” Koko testin aikana on kidytettivd samaa
selluloosaerii.

1.6.1.2 Laitteet

1.6.1.2.1 Paineastia

Testiin tarvitaan lierionmuotoinen teridksinen paineastia, jonka pituus on 89 mm ja ulkohalkaisija 60 mm
(ks. kuva 1). Vastakkaisille sivuille tyostetiitin kaksi tasaista pintaa (jolloin astian poikkileikkaus pienenee
50 mm:iin) kiinnipitdmisen helpottamiseksi, kun sytytystulppaa ja ilmaustulppaa pannaan paikoilleen.
Astian siséldpimitta on 20 mm ja kummankin piiin sisiipuoli on kyntetty 19 mm:n syvyydelti ja siind on
kierteet, joihin sopii 1" British Standard Pipe (BSP) tai vastaava metrijirjestelmdn mukainen osa.
Paineastian pyOredidn pintaan 35 mm:n pédihin astian toisesta pdistd ja 90 asteen kulmassa tyOstettyihin
pintoihin on ruuvattu sivuhaara, jonka kautta paine voidaan piistidd ulos. Sivuhaaraputken istukka porataan
12 mm:n syvyyteen siten, ettid siihen sopii 1/2":n BSP (tai metrijirjestelmin vastaava) kierre sivuhaaran
pédssd. Tarvittaessa lisitdfin inertti tiiviste, jotta liitos on kaasutiivis. Sivuhaara ulottuu 55 mm:n pdihin
paineastian ulkopuolelle, ja sen sisdldpimitta on 6 mm. Sivuhaaran pid on kyntetty ja sen kierteet ovat
sellaiset, ettd niihin sopii kalvotyyppinen paineenmuunnin. Mitd tahansa paineenmittauslaitetta voidaan
kiyttidd edellyttiden, etteiviit kuumat kaasut tai hajoamisessa syntyvit yhdisteet vaikuta siithen ja etti se
pystyy mittaamaan paineennousunopeuksia 690-2070 kPa:n vililli alle 5 ms:ssa.

Kauempana sivuhaarasta oleva paineastian pid suljetaan sytytystulpalla, jossa on kaksi elektrodia. Toinen
niistd on eristetty tulpan piifiosasta ja toinen on maadoitettu siihen. Paineastian toisessa pdidssi on
varokalvo (murtumispaine noin 2200 kPa), jota pitdd paikallaan siséldpimitaltaan 20 mm:n tulppa.
Tarvittaessa sytytystulpan kanssa kilytetiidn inerttid tiivistettd, jotta liitos on kaasutiivis. Tukiteline (kuva 2)
pitdd kokoonpanon oikeassa asennossa kdyton aikana. Siihen kuuluu tavallisesti pehmedd terdsti oleva
pohjalaatta, jonka mitat ovat 235 mm x 184 mm x 6 mm, ja 185 mm:n pituinen poikkileikkaukseltaan
nelidnmuotoinen onttotanko, jonka mitat ovat 70 mm x 70 mm x 4 mm.

Nelidonttotangon toisessa piissi siitd leikataan pala vastakkaisilta puolilta siten, ettd saadaan rakenne,
jossa on kaksi littedreunaista jalkaa, joiden yldpuolella on 86 mm koskematonta neliGonttotankoa. Jalat
leikataan siten, ettd ne muodostavat 60°:n kulman vaakatason kanssa, kun tanko on hitsattu pohjalaattaan.
Pohjarakenteen yldosan yhdelle laidalle tyostetddn lovi, jonka leveys on 22 mm ja syvyys 46 mm, siten,
etti kun paineastiakokoonpano lasketaan onttotankotelineeseen sytytystulppa edelld, sivuhaara sopii
loveen. Onttotangon alempaan sisiipintaan hitsataan 30 mm leveii ja 6 mm paksu terispala, joka toimii
vilikkeend. Kaksi vastakkaisilla pinnoilla olevaa 7 mm:n siipiruuvia pitdid paineastian tukevasti paikallaan.
Kaksi 12 mm leveiid 6 mm:n paksuisesta teriksesti tehtyd nauhaa, jotka on hitsattu onttotangon pohjaosaan
kiinnittyviin sivuosiin, tukee paineastiaa alhaalta pdin.

* Esimerkiksi Whatman Column Chromatographic Cellulose Powder CF 11, luettelon nro 4021 050,
3 Varmistetaan (esim.) Karl Fisherin titrauksella.
® Vesipitoisuus voidaan mirittii myds (esim.) kuumentamalla 105 °C:ssa tyhjidssi 24 h,
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1.6.1.2.2 Sytytysjirjestelmd

Sytytysjirjestelméd koostuu 25 cm pitkidstd Ni/Cr-langasta, jonka halkaisija on 0,6 mm ja vastus 3,85
ohm/m. Lanka on kierretty halkaisijaltaan 5 mm:n tangon avulla kelaksi ja kiinnitetty sytytystulpan
elektrodeihin. Kelan muodon pitiisi olla sellainen kuin kuvassa 3 esitetiiin. Astian pohjan ja sytytyskelan
alapdiin viilisen etdisyyden pitiisi olla 20 mm. Ellei elektrodeja voi siiitidd, pitdisi kelan ja astian pohjan
viililld olevan sytytyslangan piiit eristiii keraamivaipalla. Lankaa kuumennetaan tasavirtatehonliihteelld,
Jjoka pystyy tuottamaan vihintddn 10 Amn voimakkuista virtaa.

1.62 Testin suoritusarvot’

Laitetta, joka on koottu tiydellisesti ja jossa on paineenmuunnin ja kuumennusjirjestelmé, mutta johon ei
ole asennettu varokalvoa, tuetaan sytytystulppapuoli alaspdin. 2,5 g testattavaa nestettd ja 2,5 g kuivattua
selluloosaa sekoitetaan lasidekanterissa kiyttien lasista sekoitussauvaa®. Turvallisuussyistd tyontekijin ja
seoksen vililld on oltava suojalevy sekoituksen aikana. Jos seos syttyy sekoituksen tai tdytdn aikana, ei
testid tarvitse jatkaa. Seos siirretiiéin paineastiaan pieni méird kerratlaan taputtaen, jotta seos pakkautuisi
sytytyskelan ympirille ja olisi hyvin kosketuksissa sen kanssa. On tirkeiid, ettei kela viiiristy seoksen
pakkaamisen aikana, koska se voisi aiheuttaa véirid tuloksia®.  Varokalvo asetetaan paikalleen ja
kiinnitystulppa kierretiiiin tiukasti paikalleen. Tiytetty astia asetetaan tukitelineeseen siten, ettid varokalvo
on ylospiin. Teline olisi sijoitettava sopivaan vahvistettuun vetokaappiin tai sytytyskoekammioon.
Tehonlihde yhdistetidlin sytytystulpan ulompiin piihin ja annetaan 10 A:mn virtaa. Aika, joka kuluu
sekoituksen aloittamisesta tehon kytkemiseen, ei saisi olla olla pitempi kuin 10 min.

Paineenmuuntimen aikaansaama signaali rekisteroidddn sopivalla jirjestelmilld, joka mahdollistaa sekd
arvioinnin ettd saadun aika-painekéyrin pysyvin rekisterdinnin (esim. transienttitallennin, joka on kytketty
piirturiin). Seosta kuumennetaan, kunnes varokalvo murtuu tai ainakin 60 s. Jos varokalvo ei murruy,
vapautumista. Testattavalla aineella ja vertailuaineella (-aineilla) tehdéfin viisi koetta. Kirjataan aika, joka
kuluu siihen, ettd paine nousee 690 kPaista 2070 kPa:in ilmanpaineen yldpuolella. Lasketaan
paineennousuun kuluvien aikojen keskiarvo.

Joissakin tapauksissa aineet saattavat aiheuttaa paineen nousun (liian suuren tai lilan pienen), joka aiheutuu
sellaisista kemiallisista reaktioista, jotka eiviit liity aineen hapettaviin ominaisuuksiin. Télldin voi olla
tarpeen toistaa testi inertilld aineella, esim. piimaalla (kieselguhr), selluloosan sijasta reaktion laadun
selvittidmiseksi.

7 Hapettimien ja selluloosan seoksia on pidettivi mahdollisesti rijahtivind ja kisiteltdvd asianmukaisella huolella.

¥ Kiytinnossi timi voidaan tehdd valmistamalla testattavasta nesteesti ja selluloosasta 1:1-seosta suurempi miiri kuin
kokeeseen tarvitaan ja siirtdmilld 5 £ 0,1 g seosta paineastiaan. Seos on valmistettava tuoreeltaan joka koetta varten.

® Erityisesti on estettiivii kelan vierekkiisten kierteiden vilinen kosketus,
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2 MITTAUSTULOKSET
Paineen nousuun kuluneet ajat sekd testiaineelle ettd vertailuaineelle (-aineille). Paineen nousuun kuluneet
ajat mahdollisille inertin aineen kanssa tehdyille testeille.
2.1 TULOSTEN KASITTELY

Taulukossa 1 esitetdén joitakin esimerkkeji tuloksista.

Taulukko 1
Esimerkkeji tuloksista ©

Lasketaan paineen nousuun kuluneiden aikojen keskiarvot seki testiaineelle ettd vertailuaineelle (-aineille).
Lasketaan paineen nousuun kuluneiden aikojen keskiarvot mahdollisille inertin aineen kanssa tehdyille
testeille.

Keskimaariinen paineen

Vesi:selluloosa

Aine ¥ nousuun kulunut aika
1:1-selluloosaseokselle
(ms)
Ammoniumdikromaatti, kylldstetty vesiliuos 20800
Kalsiumnitraatti, kylldstetty vesiliuos 6700
Ferrinitraatti, kylldstetty vesiliuos 4133
Litiumperkloraatti, kylldstetty vesiliuos 1686
Magnesiumperkloraatti, kyllistetty vesiliuos 777
Nikkelinitraatti, kyllistetty vesiliuos 6250
Typpihappo, 65 % 47679
Perkloorihappo, 50 % 121¥
Perkloorihappo, 55 % 59
Kaliumnitraatti, 30 % vesiliuos 26690
Hopeanitraatti, kylldstetty vesiliuos o
Natriumkloraatti, 40 % vesilizos 2555%
Natriumnitraatti, 45 % vesiliuos 4133
Inertti aine
D)

a) Laboratorioidenviilisten vertailevien tutkimusten keskiarvo.

b) Maksimipainetta 2070 kPa ei saavutettu.

c) Kyllistetyt liuokset on valmistettava 20 °C:ssa.
d) Ks. viite (1), YK:n kuljetusjirjestelmin mukainen luokitus.
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3 TESTISELOSTE

3.1 TESTISELOSTE
Testiselosteessa on ilmoitettava seuraavat tiedot:

— testattavan aineen tunnistetiedot, koostumus, puhtausaste jne.

— testiaineen pitoisuus

— selluloosan kuivausmenetelmé

— kiytetyn selluloosan vesipitoisuus

— mittaustulokset

— inertin aineen kanssa mahdollisesti tehtyjen testien tulokset

— paineen nousuun kuluvista ajoista lasketut keskiarvot

— mahdolliset poikkeamat tisti menetelmiistii ja syyt niihin

— kaikki lisiitiedot tai huomautukset, jotka voivat vaikuttaa tulosten tulkintaan.

32 TULOSTEN TULKINTA"
Testitulosten arvioinnissa
a) todetaan, syttyyko testiaineen ja selluloosan seos itsestiéin ja

b) verrataan paineen nousuun (690 kPa — 2070 kPa) kuluneiden aikojen keskiarvoja vertailuaine(id)en
vastaaviin arvoihin.

Nestemiisen aineen katsotaan olevan hapettava, kun

a) testattavan aineen ja selluloosan 1:1-seos (massana) syttyy itsestddn tai

b) testattavan aineen ja selluloosan 1:1-seoksella (massana) on pienempi tai yhtd suuri keskimidriinen
paineen nousuun kuluva aika kuin 65-painoprosenttisen typpihapon ja selluloosan 1:1-seoksella

(massana).

Vidrien positiivisten tulosten vilttimiseksi on tuloksia tulkittaessa tarkasteltava tarvittaessa myos tuloksia,
Jjotka on saatu testattaessa ainetta inertin materiaalin kanssa.

4 KIRJALLISUUS

(1) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Manual of Tests and Criteria. 3. tarkistettu
painos. YK:n julkaisu nro ST/SG/AC.10/11/Rev. 3, 1999, sivu 342. Test O.2: Test for oxidizing
liquids.

19 Ks. viite 1, tulosten tulkinta YK:n kuljetusmiiriysten mukaan kilytettiessi useita vertailuaineita.
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(N) Eristysrenkaan ura
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Kuva 3
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Huom: kokoonpainosta voidaan kiyttia kumpaa hyvinsa



30.4.2004 Euroopan unionin virallinen lehti L 152/157

LIITE 2B
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B.la AKUUTTI ORAALINEN TOKSISUUS - VAKIOANNOSMENETELMA

1. MENETELMA

T4mi menetelmi vastaa OECD:n testiohjetta nro TG 420 (2001)

1.1 JOHDANTO

Perinteisissd menetelmisséi akuutin toksisuuden arvioimiseksi kiiytetddn pifitepisteeni elidinten kuolemaa. Vuonna 1984
British Toxicology Society ehdotti akuutin toksisuuden testaamiseksi uutta kidytdntdd, joka perustuu aineen annosteluun
vakioannostasojen sarjana (1). Menetelmiissi viiltettiin kidyttdmistii eliinten kuolemaa piitepisteend ja tarkkailtiin sen
sijaan  selvid  toksisuusoireita yhdelld annossarjasta valitulla vakioannostasolla. Menetelmd on hyviksytty
tutkimusmenetelmiksi vuonna 1992 Yhdistyneen kuningaskunnan (2) ja kansainvilisten (3) in vivo validointitutkimusten
perusteella. Tdmin jilkeen vakioannosmenetelmin tilastollisia ominaisuuksia on arvioitu matemaattisten mallien avulla
useissa tutkimuksissa (4)(5)(6). In vivo- ja mallintamistutkimukset ovat osoittaneet, ettd menetelmi on toistettava, ettd siind
kilytetdidn vihemmén eldimid ja ettid se aiheuttaa vihemmiin kiirsimystd kuin perinteiset menetelmét. Menetelmilld voidaan
luokitella aineita vaarallisuuden mukaan samalla tavoin kuin muilla akuutin toksisuuden tutkimusmenetelmilli.

Ohjeita tiettyyn tarkoitukseen sopivimman tutkimusmenetelmidn valinnasta on annettu akuutin oraalisen toksisuuden
testausta koskevassa ohjeasiakirjassa (Guidance Document on Acute Oral Toxicity Testing (7)). Ohjeasiakirjassa on myds
lisdtietoa tutkimusmenetelmi B.1 a :n kiyttimisestd ja tulkinnasta.

Menetelmiin periaatteena on, etti piitutkimuksessa kilytetiin ainoastaan Hevisti toksisia annoksia ja ettdi todenndkoisesti
tappavien annosten antamista viltetddn. Annoksia, joiden tiedetddn atheuttavan voimakasta kipua ja kérsimystd
syovyttidvien tai vaikea-asteisten drsytysvaikutusten vuoksi, ei myoskiifin tarvitse annostella. Kuolemaisillaan olevat,
selviisti kirsivit tai voimakkaasta ja jatkuvasta kivusta merkkeji osoittavat eliimet on lopetettava humaanilla tavalla, ja
koetulosten tulkinnassa ne on otettava huomioon samalla tavalla kuin kokeessa kuolleet eldimet. Erillisessd ohjeasiakirjassa
(8) on esitetty kriteerit, joiden perusteella tehdiin piitds kuolemaisillaan olevan tai voimakkaasti kiirsivin elidimen
lopettamisesta. Lisiksi siind on annettu ohjeita ennustettavan tai uhkaavan kuoleman tunnistamiseksi.

Menetelmilld saadaan tietoa vaarallisista ominaisuuksista ja aineet voidaan sen perusteella sijoittaa ja luokitella akuuttia
toksisuutta aiheuttavien kemikaalien Kkansainvilisesti yhdenmukaistetun luokitusjirjestelmidn mukaisesti (Globally
Harmonised System (GHS) for the classification of chemicals which cause acute toxicity (9)).

Koelaboratorion on otettava huomioon kaikki testiaineesta saatavilla olevat tiedot ennen tutkimuksen suorittamista. Néissd
tiedoissa on esitettiivii aineen tunnistetiedot ja kemiallinen rakenne, sen fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, kaikkien
muiden aineella in vivo tai in vitro suoritettujen toksisuuskokeiden tulokset, rakenteellisesti samanlaisten aineiden
toksikologiset tiedot ja aineen odotettu kidyttd. Ndmi tiedot ovat vilttdmittomid kaikkien asianosaisten vakuuttamiseksi
siiti, ettd kokeella on merkitystd ihmisten terveyden suojelun kannalta ja ettii sen avulla voidaan valita sopiva alkuannos,

1.2 MAARITELMAT

Akuutti oraalinen toksisuus: haittavaikutukset, joita esiintyy, kun ainetta on annosteltu suun kautta kerta-annoksena tai
useampana annoksena 24 tunnin aikana.

Viiviastynyt kuolema: eldin ei kuole tai vaikuta kuolevalta 48 tunnin kuluessa, mutta kuolee myShemmin 14 pdivin
havainnointijakson aikana.

Annos: annostellun testiaineen méiri. Annos ilmaistaan testiaineen painona koe-eliimen painoyksikkod kohti (esimerkiksi
mg/kg).

Ilmeinen toksisuus: yleistermi, jolla tarkoitetaan testiaineen antamisen jilkeen ilmenevid selvii toksisuuden oireita (katso
esimerkiksi (3)). Niiden oireiden perusteella vakioannoksen suurentaminen seuraavaan annokseen aiheuttaisi
todenniikoisesti voimakasta kipua ja jatkuvia merkkeji kovasta kirsimyksesti tai sen, etti eldin on kuolemaisillaan
(perusteet on esitetty eliinkokeen humaaneja lopettamiskriteereiti koskevassa ohjeasiakirjassa Humane Endpoints
Guidance Document (8)) tai todenniikoisesti useimpien elidinten kuoteman.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.2

GHS: Globally Harmonised Classification System for Chemical Substances and Mixtures (Kemiallisten aineiden ja seosten
kansainvilisesti yhdenmukaistettu luokitusjirjestelmé). Yhteinen toimi, johon osallistuvat OECD (ihmisten terveys ja
ympiristd), YK:n vaarallisten aineiden kuljettamista kisittelevd asiantuntijakomitea (fysikaalis-kemialliset ominaisuudet) ja
[LO (vaarojen ilmoittaminen) ja jota koordinoidaan kemikaalien jirkevid hallinnointia koskevalla organisaatioiden viliselld
ohjelmalla (IOMC).

Uhkaava kuolema: eliin on vakavasti sairas tai kuolee todennikdisesti ennen seuraavaa suunniteltua
havainnointiajankohtaa. Jyrsijoilld tdllaista tilaa osoittavia merkkejd voivat olla kouristukset, kyljellidn makaaminen,
velttous ja vapina. (Katso tarkempia tietoja elidinkokeen humaaneja lopettamiskriteereitd koskevasta ohjeasiakirjasta (8)).

LDsy (median lethal dose, keskimaariinen tappava annos): on tilastollinen kerta-annos, jonka voidaan suun kautta
annosteltuna odottaa tappavan puolet annoksen saaneista eldimistid. LDsg-arvo ilmoitetaan testiaineen painona koe-elidimen
painoyksikkod kohti (mg/kg).

Raja-annos: kokeen yldraja-annos (2000 tai 5000 mg/kg).

Kuolemaisillaan oleva: eliin, joka on kuolemaisitlaan tai ei kykene siilymiin hengissd hoidosta huolimatta. (Katso
tarkempia lisitietoja eliinkokeen humaaneja lopettamiskriteereiti koskevasta ohjeasiakirjasta (8)).

Ennustettava kuolema: sellaisten kliinisten oireiden esiintyminen, jotka viittaavat siihen, ettii eliin tulee kuolemaan tietyn
ajan kuluttua ennen kokeen suunniteltua pédttymistd. Niitd oireita ovat esimerkiksi kykenemiittomyys kdyttdd vettid tai
ruokaa. (Katso tarkempia lisitietoja eliinkokeen humaaneja lopettamiskriteereitii koskevasta ohjeasiakirjasta (8)).

KOEMENETELMAN PERIAATE

Samaa sukupuolta olevien eldinten ryhmille annostellaan testiainetta vaiheittain kéyttdmilld 5, 50, 300 ja 2000 mg:n/kg
vakioannoksia (poikkeuksellisesti voidaan kidyttdd 5000 mgin/kg lisdvakioannosta, katso kappale 1.6.2). Alkuannostaso
valitaan esikokeen perusteella annokseksi, jonka odotetaan aiheuttavan joitakin toksisuusoireita, mutta ei kuitenkaan
vakavia toksisia vaikutuksia tai kuolleisuutta. Kipuun, kdrsimykseen ja uhkaavaan kuolemaan liittyvid kliinisid oireita ja
tiloja on kuvailtu yksityiskohtaisesti OECD:n ohjeasiakirjassa (8). Muille eldinryhmille voidaan antaa korkeampia tai
matalampia vakioannoksia sen mukaan, esiintyykd merkkejd toksisuudesta tai kuolleisuudesta. Menettelyd jatketaan,
kunnes ilmeistd toksisuutta tai korkeintaan yhden kuoleman aiheuttava annos pystytddn mifrittdmién, tai kun
korkeimmasta annoksesta ei ole havaittavissa vaikutuksia tai alhaisin annos aiheuttaa kuolemia.

KOEMENETELMAN KUVAUS
Elainlajin valinta

Suositeltavin jyrsijilaji on rotta, tosin muitakin jyrsijoiti voidaan kdyttdd. Yleensd kidytetddn naaraita (7). Syynd tihin on,
etti tavanomaisia LDsg-kokeita koskevien kirjallisuustutkimusten perusteella sukupuolten herkkyydessi on yleensd vihin
eroja, mutta sitloin kun eroja on havaittu, naaraat ovat yleensé hieman herkempid (10). Mikili rakenteeltisesti samanlaisten
kemikaalien toksikologisia ja toksikokineettisid ominaisuuksia koskevat tiedot osoittavat urosten olevan herkempii, on
kiytettiivi uroksia. Kokeen tekeminen uroksilla edellyttid riittivii perusteita.

Kokeeseen on kiytettivii terveitd, nuoria ja tiysikasvuisia yleisesti kilytettyjd koe-elidinkantoja. Naaraat eiviit saa olla
synnyttineitd eivitkd kantavia. Kunkin eldimen on annostuksensa alussa oltava 812 viikon ikdinen, ja sen paino saa
poiketa korkeintaan + 20% aikaisemmin annoksen saaneiden elidinten keskipainosta.

Koe-eliintilat ja eldinten ruokinta

Koe-elidinhuoneen lampétilan tulee olla 22 °C (£ 3 °C). Vaikka riittivit vaatimukset suhteellisen kosteuden suhteen ovat
vithintddn 30 % eikd mielellidiin yli 70 % muulloin kuin huoneen puhdistuksen aikana, pitiisi kuitenkin pyrkid 50—60 %:n
suhteelliseen kosteuteen. Huoneessa tulee kiyttidd keinovalaistusta 12 tunnin jaksoissa (12 tuntia valoa, 12 tuntia pime#s).
Eldinten ruokinnassa voidaan kiiyttdd normaalia laboratorioruokavaliota, eikd juomaveden miirid saa rajoittaa. Eldimet
voidaan erotella eri hidkkeihin annoksen mukaan, mutta eldinten lukuméirid hdkkid kohti ei saa hiiritd kunkin eldimen
selkeiid havainnointia.
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143 Elidinten valmistelu

Eldimet valitaan satunnaisesti ja merkitddn yksilotunnistusta varten. Eldimid pidetdiin hiikeissdén vihintiddn viiden pdivin
ajan ennen annostelun aloittamista, jotta ne tottuvat laboratorio-oloihin.

144 Annosten valmistelu

Yleensd testiaineen testattavat annokset annostellaan vakiotilavuudessa niin, ettd annosteltavan valmisteen pitoisuus
vaihtelee. Testattaessa nestemiistéd lopputuotetta tai sekoitusta testiaineen kiiyttd laimentamattomana eli vakiopitoisena
saattaa kuitenkin olla oleellista kyseisen aineen myShemmin riskinarvioinnin kannalta, ja jotkut saéintelyviranomaiset
edellyttiviitkin tillaista menettelyd. Kummassakaan tapauksessa annoksen enimmiistilavuutta ei saa ylittdd. Kerralla
annettavan nesteen enimméisméird riippuu koe-eliiimen koosta. Jyrsijoilld méidrd ei yleensd saa olla yli 1 ml sataa
painogrammaa kohti. Vesiliuoksia voidaan kuitenkin antaa 2 ml sataa painogrammaa kohti. Annostellun valmisteen
koostumukseksi suositellaan vesipitoista liuosta/suspensiota/emulsiota aina, kun se on mahdollista. Muussa tapauksessa on
mieluiten kiytettivd 6ljypohjaista (esimerkiksi maissioljy) livosta/suspensiota/emulsiota tidssé jirjestyksessd ja sen jilkeen
muihin kantaja-aineisiin pohjautuvia liuoksia. Jos kantaja-aine on muu kuin vesi, sen toksiset ominaisuudet on tunnettava.
Annokset on valmistettava vihidn ennen annostelua paitsi, jos valmisteen tiedetidiin siilyttivin stabiliteettinsa kiiyton ajan ja
sen on osoitettu olevan hyviksyttivi.

1.5 TESTIN SUORITUS
1.5.1 Annostelu

Testiaine annetaan kerta-annoksena mahaletkun tai sopivan intubaatiokanyylin kautta. Mikili kerta-annostelu ei
poikkeuksellisesti ole mahdollinen, annos voidaan antaa pienempini osina enintiéin 24 tunnin kuluessa.

Eldimid ei saa ruokkia ennen annostelua (esimerkiksi rottaa on pidettivd ruoatta yli yon ja hiirtd 3—4 tuntia, mutta vettd
tulee olla tarjolla). Paaston jilkeen eldimet punnitaan ja niille annetaan testiaine. Aineen annostelun jdlkeen ruokintaa
voidaan siirtdd rotilla vield 3-4 tuntia ja hiirilli 1-2 tuntia. Mikiili annos annetaan osina tietyn ajan kuluessa, eldimille
saatetaan joutua antamaan ruokaa ja vettd jakson pituudesta riippuen.

1.5.2 Esikoe

Esikokeen tarkoituksena on sopivan alkuannoksen valinta piitutkimusta varten. Testiaine annostellaan yksittdisille
eldimille vaiheittain liitteessd | esitetyn toimenpidekaavion mukaisesti. Esikoe on valmis, kun p#itds padtutkimuksessa
kiytettidvisti alkuannoksesta voidaan tehdi (tai jos kuolleisuutta ilmenee alhaisimman vakioannoksen yhteydessi).

Esikokeen alkuannos valitaan vakioannostasoista 5, 50, 300 ja 2000 mg/kg. Valitun alkuannoksen odotetaan aiheuttavan
ilmeistd toksisuutta ja sen on mahdollisuuksien mukaan perustuttava samalla kemikaalilla tai rakenteellisesti samanlaisilla
kemikaaleilla suoritettujen in vivo tai in vitro testien tietoihin. Jos tillaisia tietoja ei ole kiytettdvissé, alkuannos on 300
mg/kg.

Annokset annetaan eldimille vihintdin 24 tunnin viilein. Kaikkia eldimid on havainnoitava vihintiin 14 péivii.

Korkeinta 5000 mg:n/kg vakioannostasoa voidaan kiyttié poikkeuksellisesti ja vain silloin, kun se on perusteltua erityisten
sdiintelyyn liittyvien vaatimusten vuoksi (katso liite 3). Eldinten hyvinvoinnin takia eldinkokeiden tekeminen GHS-luokassa
5 annoksella 2000-5000 mg/kg ei ole suositeltavaa, ja sitd tulee kidyttdd vain, kun on erittdin todenndkoistd, ettd tillaisen
kokeen tuloksilla on viilitontd merkitystd elidinten tai ihmisten terveyden tai ympiristdn suojelemiselle.
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Kun esikokeessa alhaisimmalla vakioannostasolla (5mg/kg) testattu eldin kuolee, tavanomainen menettely on paittid
tutkimus ja luokitella aine GHS-luokkaan 1 (kuten liitteessd 1 on esitetty). Mikili luokitus on kuitenkin vield
varmennettava, voidaan suorittaa seuraavanlainen vaihtoehtoinen lisdtoimenpide: Toiselle eldimelle annetaan 5 mg:n/kg
henkiin, annetaan korkeintaan kolmelle muulle eldimelle 5 mg:n/kg annos. Koska kuolleisuusriski on suuri, annostelun tulee
tapahtua vaiheittain eldinten hyvinvoinnin turvaamiseksi. Annokset on annettava eldimille riittivin aikaviilein, jotta voidaan
osoittaa edellisen elidimen todennidkdisesti jddivin henkiin. Mikéli toinen eldin kuolee, annostelu keskeytetdidn vilittomésti
eikd enempiid eldimiii testata. Koska toisen eldimen kuolema (riippumatta testattujen eldinten médiristd pdittymishetkelld)
kuuluu tulosluokkaan A (kaksi tai useampia eldimid kuolee), noudatetaan 5 mg:n/kg vakioannokselle liitteessd 2 esitettyd
luokitussdintod (luokka 1 mikéli kaksi tai useampia eldimid kuolee tai luokka 2 mikéli vain yksi eldin kuolee). Lisiiksi
liitteessi 4 annetaan ohjeita EU:n jirjestelmin mukaisesta luokituksesta ennen uuden GHS-jirjestelmiin kilyttoonottoa.

1.53 Paatutkimus
1.5.3.1 FEldiinten mddrd ja annostasot

Alkuannostasolla tapahtuneen testauksen jilkeen suoritettavat toimet on esitetty toimenpidekaavioissa liitteessd 2.
Valittavana on kolme toimintavaihtoehtoa: testauksen keskeyttiminen ja sopivan vaarallisuusluokan miérittiminen,
korkeamman vakioannoksen testaaminen tai matalamman vakioannoksen testaaminen. Eldinten suojelemiseksi
pidtutkimuksessa ei kuitenkaan kiytetd uudestaan  esikokeessa kuolemaan johtanutta annostasoa (katso liite 2).
Kokemusten mukaan todennikoisin tulos alkuannostasolla on, ettd aine voidaan luokitella eikid uutta testausta tarvita.

Yleensd kullakin tutkitulla annostasolla kidytetddn yhteensd viittd samaa sukupuolta olevaa eldintii. Niihin viiteen elidimeen
kuuluu yksi esikokeessa valitulla annostasolla testattu eldin sekd nelji muuta eldintd (paitsi jos pddtutkimuksessa kiytetty
annostaso ei poikkeuksellisesti sisiltynyt katsaustutkimukseen).

Annostelun aikavili kullakin tasolla mdidritelliin toksisten oireiden alkamishetken, keston ja vaikeusasteen mukaan.

annosteluviliksi suositellaan jokaisella annostasolla 3-4 piivid viiviistyneen toksisuuden havainnoimiseksi. Aikavilid
voidaan muuttaa sopivaksi esimerkiksi, jos vasteesta ei vield ole tdyttid varmuutta.

Kiytettdessd korkeinta 5000 mgin/kg vakioannosta on noudatettava liitteessd 3 esitettyd menettelytapaa (katso myos
kappale 1.6.2).

1.5.3.2 Raja-annostesti

Raja-annostestid kiiytetiin pidasiassa silloin, kun tutkimuksen tekijilld on tietoa, jonka mukaan testiaine on todennédkoisesti
ei-toksinen, toisin sanoen se on toksista ainoastaan ylittiessdin sdfidosten mukaiset raja-annokset., Tietoa testiaineen
toksisuudesta saadaan samanlaisia testattuja  yhdisteiti tai seoksia koskevista tiedoista, kun otetaan huomioon
toksikologisesti merkittdvien ainesosien tunnistetiedot ja prosenttiosuus. Padtutkimus on suoritettava, kun testiaineen
toksisuudesta on vain vihin tai ei lainkaan tietoa tai kun se todennikdisesti on toksinen.

Niiden ohjeiden mukaisena raja-annostestini voidaan tavanomaista menettelytapaa kiytettiessd kiyttidid katsaustutkimusta,
jossa alkuannos on 2000 mg/kg (tai poikkeuksellisesti 5000 mg/kg), ja jossa sen jilkeen annetaan neljille muulle eldimelle
$ama annos.

1.6 HAVAINNOINTI

Eldimid havainnoidaan yksittiin annostelun jidlkeen vihintidfin yhden kerran ensimmiisten 30 minuutin aikana ja
sdinnoltisin viliajoin ensimmiisten 24 tunnin aikana. Havainnoinnin on oltava erityisen tarkkaa ensimmdisten neljin tunnin
aikana. Sen jilkeen havainnointi tapahtuu piivittiin 14 piivin ajan paitsi, jos eldin on poistettava tutkimuksesta ja
lopetettava humaanilla tavalla eldinten hyvinvointia koskevien periaatteiden vuoksi tai se loydetdiin kuolleena.
Havainnoinnin kestoa ei pitiisi kuitenkaan médritelld tiukasti. Se tulee midrittidi toksisten reaktioiden, niiden alkamishetken
ja toipumisen keston perusteella ja sitd tulisi voida pidentdd tarvittaessa. Toksisuusoireiden ilmaantumis- ja
hilviimisajankohdat ovat tirkeitd etenkin, jos toksisilla oireilla on taipumus viivistyd (11). Kaikki havainnot kirjataan
jirjestelmaillisesti eldinkohtaisesti.
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Liséihavainnointi on tarpeen jos eldinten toksisuusoireet jatkuvat. Havaintoihin tulee siséltyd ihon, karvapeitteen, silmien,
limakalvojen, hengitys- ja verenkiertojirjestelmin, autonomisen hermoston ja keskushermoston, somatomotorisen
toiminnan ja kidyttdytymisen muutokset. Huomiota tulee kiinnittdd vapinaan, kouristuksiin, syljeneritykseen, ripuliin,
letargiaan, uneen ja koomaan. Elidinkokeiden humaaneja lopettamiskriteereiti koskevassa ohjeasiakirjassa esitetyt
periaatteet ja perustelut on otettava huomioon (8). Kuolevat eldimet ja eldimet, jotka osoittavat merkkejd voimakkaasta
kivusta ja jatkuvasta kovasta kirsimyksestd, tulee lopettaa humaanilla tavalla. Humaaneista syistd lopetettujen tai kuolleena
16ydettyjen eldinten kuolinajankohta tulee kirjata muistiin mahdollisimman tarkasti.

1.6.1 Ruumiinpaino
Kunkin eldimen paino on miiritettivd hieman ennen testiaineen annostelua ja vihintéiéin viikoittain sen jilkeen. Painon
humaanilla tavalla.

1.6.2 Patologia
Kaikkii koe-eldimet (my0s kokeen aikana kuolleet tai eldinten hyvinvointia koskevien periaatteiden vuoksi tutkimuksesta
poistetut) avataan. Kunkin elidimen kaikki makroskooppiset muutokset tulee kirjata. Ensimmiisen annostelun jilkeen
vihintddn 24 tuntia hengissid siilyneiden eldinten makroskooppisia muutoksia sisiltdviit elimet voidaan myos tutkia
mikroskooppisesti siitd mahdollisesti saatavan hyddyllisen tiedon vuoksi.

2 TULOKSET
Tuloksina on esitettidvi yksittdisid eldimid koskevat tulokset. Kaikki tulokset tulee esittid mySs yhteenvetona taulukossa,
josta kiy ilmi kussakin koeryhmiissd kiytettyjen eldinten lukumiiri, toksisuusoireita osoittaneiden eldinten lukumiérd,
kokeen aikana kuolleena loydettyjen tai humaaneista syistid lopetettujen eldinten lukumidrd, yksittidisten eldinten

kuolinajankohta, toksisten vaikutusten ja palautuvuuden kuvaus ja niiden ajallinen esiintyminen sekd
ruumiinavausloydokset.

3 TULOSTEN ILMOITTAMINEN
3.1 Loppuraportti
Loppuraportin tulee tarpeen mukaan sisiltid seuraavat tiedot:
Testiaine:

— fysikaalinen olomuoto, puhtaus ja tarvittaessa fysikaalis-kemialliset ominaisuudet (my0s isomeroituminen)
— tunnistetiedot CAS-numero mukaan lukien.

Kantaja-aine (tarvittaessa):

— perustelut kantaja-aineen valinnalle, mikili se on muu kuin vesi.

Koe-eldimet:

— kéytetty eldinlaji ja -kanta

— eldinten mikrobiologinen status, mikiili se on tiedossa

— eldinten lukumaéiird, ikd ja sukupuoli (tarvittaessa myds perusteet urosten kiytolle naaraiden sijasta)
— ldhde, ylldpito-olosuhteet, ravinto jne.

Koeolosuhteet:

— yksityiskohtaiset tiedot testiainevalmisteesta, mukaan luettuna annostellun aineen fysikaalinen muoto
— yksityiskohtaiset tiedot testiaineen annostelusta, mukaan luettuina annostelutilavuudet ja -ajankohta

— yksityiskohtaiset tiedot ravinnon ja veden laadusta (mukaan lukien eldinrehun tyyppi/ldhde, veden lihde)
— alkuannoksen valintaperusteet.
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Tulokset:

— kunkin eldimen vastetulosten ja annostason taulukot (toksisuusoireet, mukaan lukien kuolleisuus, vaikutusten
luonne, vaikeusaste ja kesto)

— ruumiinpainon ja siini tapahtuneiden muutosten taulukot

— kunkin eldimen paino annostelupiivini, sen jilkeen viikon vilein sekd kuolin- tai lopettamishetkellid

— kuolinpdivi ja -ajankohta, mikili eldin kuolee ennen suunniteltua lopettamista

— kunkin eldimen toksisuusoireiden alkamisajankohta ja niiden mahdollinen palautuminen

— kunkin eldimen ruumiinavausloydokset ja histopatologiset 16ydokset, mikéili saatavilla.

Tulosten tarkastetu ja tulkinta.
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LIITE 3

PERUSTEET SELLAISTEN TESTIAINEIDEN LUOKITTELULLE, JOIDEN ODOTETTAVISSA OLEVA LDs-
ARVO YLITTAA 2000 MG/KG JA JOITA EI TARVITSE TESTATA

Vaarallisuusluokkaa 5 koskevien kriteereiden avulla on tarkoitus tunnistaa sellaiset testiaineet, joiden akuutti toksisuusvaara
on suhteellisen alhainen, mutta jotka tietyissii olosuhteissa voivat olla vaaraksi heikommille populaatioille. Néiden aineiden
LDsp-arvon odotetaan vaihtelevan viililld 2000-5000 mg/kg ihon tai suun kautta annosteltuna tai vastaavina annoksina muuta
kautta annettuna. Testiaineet voidaan luokitella vaarallisuusluokkaan, jonka rajat ovat 2000 mg/kg <L.Dsy < 5000 mg/kg
(luokka 5 GHS-jirjestelmiissé) seuraavissa tapauksissa:

a) mikiilli aine midritelliin missi tahansa liitteessd 2 esitetyisti koejiirjestelyistid tihin luokkaan kuuluvaksi

kuolleisuuden esiintymisen perusteella

b) mikili on jo kiytettiivissii luotettavia todisteita, joiden mukaan LDsy on luokkaan 5 kuuluvien arvojen
vaihteluviilin rajoissa tai mikiili muut eldinkokeet tai toksiset vaikutukset ihmisilld osoittavat, ettd asialla on
viillitontd merkitysti ihmisten terveydelle

¢) tietoja ekstrapoloimalla, arvioimalla tai mittaamalla, jos miiritteleminen korkeampaan vaarallisuusluokkaan ei
ole aiheellista ja kun

— kiiytettiivissid on luotettavaa tietoa, joka osoittaa huomattavia toksisuusvaikutuksia ihmisilld tai

— kun havaitaan kuolleisuutta testattaessa suun kautta enintéiéin luokkaa 4 vastaavia arvoja tai kun

— asiantuntija-arvio vahvistaa huomattavia kliinisid toksisuusoireita testattaessa enintdin luokkaa 4 vastaavia
arvoja, lukuun ottamatta ripulia, piloerektiota tai puhtauden laiminlyontii tai kun

— asiantuntija-arvio vahvistaa muista eliinkokeista saadut luotettavat tiedot, joiden mukaan huomattavat akuutit
vaikutukset ovat mahdollisia.

TESTAAMINEN 2000 MG/KG YLITTAVILLA ANNOKSILLA

Korkeinta 5000 mg:n/kg vakioannostasoa voidaan kiyttid poikkeuksellisesti ja vain silloin, kun se on perusteltua erityisten
siddntelyyn liittyvien vaatimusten vuoksi, Koska eldinten hyvinvointia on suojeltava, kokeiden tekeminen 5000 mgmn/kg
annoksella ei ole suositeltavaa, ja sitid tulee kiyttidi vain kun on erittiin todennékdisté, etté tillaisen kokeen tuloksilla on
vilitontd merkitystid eldinten tai ihmisten terveyden tai ympiriston suojelemiselle (9).

Esikoe

Liitteessii 1 esitettyii vaiheittaista menettelyii koskevia piitoksentekosiidntdji laajennetaan siten, etti niihin sisiiltyy 5000
mg:n/kg annostaso. Kiytettiessi esikokeen alkuannoksena 5000 mg:aa/kg tulos A (kuolema) edellyttid kokeen tekemistid
toisella eldimelld 2000 mg:n/kg annoksella. Jos saadaan tulos B tai C (ilmeinen toksisuus tai ei toksisuutta), voidaan
péitutkimuksen alkuannokseksi valita 5000 mg/kg. Vastaavasti kiiytettiessd muuta alkuannosta kuin 5000 mg:aa/kg koetta
jatketaan 5000 mg:aan/kg asti siinil tapauksessa, etti kokeen tulos on B tai C 2000 mg:n/kg annoksella. Mikili 5000 mg:n/kg
annoksella saadaan mydhemmin tulokseksi A, on piitutkimuksen alkuannos 2000 mg/kg. Mikiili tulokseksi saadaan B ja C,
on pédtutkimuksen alkuannos 5000 mg/kg.

Paatutkimus

Liitteessii 2 esitettyii vaiheittaista menettelyii koskevia piitoksentekosiidnttji laajennetaan siten, etti niihin sisiiltyy 5000
mg:n/kg annostaso. Kiytettiessit pifitutkimuksen alkuannoksena 5000 mg:aa/kg tulos A (22 kuolemaa) edellyttiiii kokeen
tekemisti toisella ryhmilld 2000 mg:n/kg annoksella. Mikili tulos on B (ilmeinen toksisuus ja/tai <1 kuolemaa) tai C (ei
toksisuutta), ainetta ei GHS-jéirjestelmiin mukaan luokitella. Vastaavasti kiiytettiessi muuta alkuannosta kuin 5000 mg:aa/kg
koetta jatketaan 5000 mg:aan/kg asti siind tapauksessa ettd kokeen tulos on C 2000 mg:n/kg annoksella. Mikiili my&hemmin
saadaan 5000 mg:n/kg annoksella tulos A, aine luokitellaan kuuluvaksi GHS-jirjestelmiin luokkaan 5. Mikiili tulos on B tai C,
ainetta ei luokitella.
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B.1 b AKUUTTI ORAALINEN TOKSISUUS - AKUUTIN TOKSISUUSLUOKAN MENETELMA

1. MENETELMA

Tidmé menetelmii vastaa OECD:n testiohjetta nro TG 423 (2001)

1.1 JOHDANTO

Tidssd esitetéiiin vaiheittainen akuutin toksisuusluokan menetelmi (1), jonka kussakin vaiheessa kiiytetiiin
kolmea samaa sukupuolta olevaa eldinti. Testiaineen akuutin toksisuuden arvioimiseksi saatetaan tarvita
Menetelmii on  toistettava ja siind kidytetddn erittiin vihidn eldimid. Silli voidaan luokitella aineita
vaarallisuuden mukaan samalla tavoin kuin muilla akuutin toksisuuden tutkimusmenetelmilld. Akuutin
toksisuusluokan menetelmid perustuu biometrisiin arviointeihin (2)(3)(4)(5) vakioannoksilla, jotka eroavat
toisistaan riittivisti aineen luokittelemiseksi vaarallisuuden mukaan ja riskin arvioimiseksi. Menetelmi
hyvilksyttiin vuonna 1996, ja se on validoitu laajasti seké kansallisella tasolla (6) etti kansainviiliselld tasolla (7)
in vivo vertaamalla tuloksia kirjallisuudesta saatuihin LDsy-arvoja koskeviin tietoihin.

Ohjeita tiettyyn tarkoitukseen sopivimman tutkimusmenetelmén valinnasta on annettu akuutin oraalisen
toksisuuden testausta Kiisitteleviissi ohjeasiakirjassa (Guidance Document on Acute Oral Toxicity Testing (8)).
Ohjeasiakirjassa on myos lisitietoa tutkimusmenetelmi B.1 b kidyttimisesti ja tulkinnasta.

Testiaineita ei tarvitse annostella annoksina, joiden tiedetiifin aiheuttavan voimakasta kipua ja kirsimysti
syovyttivien tai vaikea-asteisten drsytysvaikutusten vuoksi. Kuolemaisillaan olevat, selvisti kirsivit tai
voimakkaasta ja jatkuvasta kivusta merkkejii osoittavat elidimet on lopetettava humaanilla tavalla, ja koetulosten
tulkinnassa ne on otettava huomioon samalla tavalla kuin kokeessa kuolleet eldimet. Erillisessid ohjeasiakirjassa
(9) on esitetty kriteerit, joiden perusteella tehdiin piétos kuolemaisillaan olevan tai voimakkaasti kiirsivin
eldimen lopettamisesta. Lisidksi siind on annettu ohjeita ennustettavan tai uhkaavan kuoleman tunnistamiseksi.

Menetelmiissi  kiiytetiiin etukiiteen midiriteltyjd annoksia, ja tulosten avulla voidaan miiritelld aineen
vaarallisuusaste ja luokitella se akuuttia toksisuutta aiheuttavien kemikaalien kansainviilisesti yhdenmukaistetun
luokitusjirjestelmin mukaisesti (Globally Harmonised System for the classification of chemicals which cause
acute toxicity (10)).

Periaatteessa menetelmiin avulla ei ole tarkoitus laskea tarkkaa LDsg-annosta, vaan silli voidaan midéirittii tietty
altistusalue, jolla kuolleisuutta on odotettavissa, silli kokeen tirkein piiitepiste on edelleenkin se, etti osa
eldimistd kuolee. Menetelmiin avulla voidaan miidrittid LDsg-arvo vain silloin, kun viihintidin kaksi annosta
aiheuttaa kuolleisuuden, joka on korkeampi kuin 0 % ja alhaisempi kuin 100 %. Menetelmissid kiytetiiiin
testiaineesta riippumatta tiettyji etukiiteen médiriteltyji annoksia, ja luokitus tehdiiin selkedisti eri tilassa olevien
eldinten mdiristd tehtyjen havaintojen perusteella. Tdmin ansiosta eri laboratorioiden raportit ovat
yvhdenmukaisempia ja toistettavampia.

Koelaboratorion on otettava huomioon kaikki testiaineesta saatavilla olevat tiedot ennen tutkimuksen
suorittamista. Néitd tietoja ovat mm. aineen tunnistetiedot ja kemiallinen rakenne, sen fysikaalis-kemialliset
ominaisuudet, kaikkien muiden aineella in vitro tai in vivo suoritettujen toksisuuskokeiden tulokset,
rakenteellisesti samanlaisten aineiden toksikologiset tiedot ja aineen odotettu kiyttd. Nimi tiedot ovat
viilttimiittomid kaikkien asianosaisten vakuuttamiseksi siitd, ettd kokeella on merkitystd ihmisten terveyden
suojelun kannalta ja ettdi sen avulla voidaan valita sopiva alkuannos.
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1.2 MAARITELMAT

Akuutti oraalinen toksisuus: haittavaikutukset, joita esiintyy, kun ainetta on annosteltu suun kautta kerta-
annoksena tai useina annoksina 24 tunnin aikana.

Viivistynyt koolema: eliin ei kuole tai vaikuta kuolevalta 48 tunnin kuluessa, mutta kuolee myShemmin 14
piivin havainnointijakson aikana.

Annos: annostellun testiaineen mééird. Annos ilmaistaan testiaineen painona koe-eliimen painoyksikkodd kohti
(esimerkiksi mg/kg).

GHS: Globally Harmonised Classification System for Chemical Substances and Mixtures (Kemiallisten
aineiden ja seosten kansainvilisesti yhdenmukaistettu luokitusjirjestelmi). Yhteinen toimi, johon osallistuvat
OECD (ihmisten terveys ja ympiristd), YK:n vaarallisten aineiden kuljettamista kiisittelevi asiantuntijakomitea
(fysikaalis-kemialliset ominaisuudet) ja ILO (vaarojen ilmoittaminen) ja jota koordinoi kemikaalien jirkevii
hallinnointia koskeva organisaatioiden viilinen ohjelma (IOMC).

Uhkaava kuolema: eliin on vakavasti sairas tai kuolee todennikoisesti ennen seuraavaa suunniteltua
havainnointiajankohtaa. Jyrsijoilli tillaista tilaa osoittavia merkkeji voivat olla kouristukset, kyljelldin
makaaminen, velttous ja vapina. (Katso tarkempia tietoja eliinkokeen humaaneja lopettamiskriteereitii
koskevasta ohjeasiakirjasta (9)).

LDsy (median lethal oral dose, keskiméiriinen tappava annos suun kautta annettuna): on tilastollinen
kerta-annos, jonka voidaan suun kautta annosteltuna odottaa tappavan puolet annoksen saaneista eldimisti.
LDsy-arvo ilmoitetaan testiaineen painona koe-elidimen painoyksikkod kohti (mg/kg).

Raja-annos: kokeen yliraja-annos (2000 tai 5000 mg/kg).

Kuolemaisillaan oleva: eliiin, joka on kuolemaisillaan tai ei kykene siilymiiiin hengissi hoidosta huolimatta.
(Katso tarkempia lisiitietoja eldinkokeen humaaneja lopettamiskriteereitii koskevasta ohjeasiakirjasta (9)).

Ennustettava kuolema: sellaisten kliinisten oireiden esiintyminen, jotka viittaavat siithen, etti elidin tulee
kuolemaan tietyn ajan kuluttua ennen kokeen suunniteltua piittymisti. Niitd oireita ovat esimerkiksi
kykenemiittomyys kéyttdii vettdi tai ruokaa. (Katso tarkempia lisiitietoja elidinkokeen humaaneja
lopettamiskriteereitid koskevasta ohjeasiakirjasta (9)).

1.3 TESTIN PERIAATE

Testin periaate on, etti vaiheittaisella menetelmillid ja kiyttimilld mahdollisimman vihin eliimii kussakin
vaiheessa saadaan riittidvisti tietoa testiaineen akuutista toksisuudesta sen luokittelemiseksi. Ainetta annetaan
koe-eldinryhmiille suun kautta yhdelli miiritellyisti annostasoista. Ainetta testataan vaiheittain siten, ettd
kussakin vaiheessa kilytetiiin kolmea samaa sukupuolta olevaa eliintii (yleensii naaraita). Kyseisesti yhdisteestéi
johtuva kuolleisuus kussakin testin vaiheessa miirii kokeen seuraavan vaiheen, eli

— lisiikokeita ei tarvita
— ainetta annetaan kolmelle muulle eldimelle samalla annostasolla
— ainetta annetaan kolmelle muulle eldimelle astetta korkeammalla tai astetta matalammalla annostasolla.

Testin suoritus on kuvattu yksityiskohtaisesti liitteessii 1. Menetelmiin avulla testiaine voidaan luokitella
johonkin niistd toksisuusluokista, jotka on médritelty kiinteiden LDsg-raja-arvojen perusteella.
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1.4 MENETELMAN KUVAUS
1.4.1 Eliinlajin valinta

Suositeltavin jyrsijilaji on rotta, tosin muitakin jyrsijoitd voidaan kiiyttii. Yleensi kidytetididn naaraita (9). Syynid
tihin on, etti tavanomaisia LDsg-kokeita koskevien kirjallisuustutkimusten perusteella sukupuolten
herkkyydessii on viihiisid eroja, mutta silloin kun eroja on havaittu, naaraat ovat yleensd hieman herkempid
(11). Mikili rakenteellisesti samanlaisten kemikaalien toksikologisia ja toksikokineettisii ominaisuuksia
koskevat tiedot osoittavat urosten olevan herkempii, on kéytettiivii uroksia. Kokeen tekeminen uroksilla
edellyttidi riittivid perusteita.

Kokeeseen on kiiytettivi terveitd, nuoria ja tiysikasvuisia yleisesti kidytettyjid koe-elidinkantoja. Naaraat eiviit
saa olla synnyttiineitéi eivitkid kantavia. Kunkin eliimen on annostuksensa alussa oltava 8—12 viikon ikiinen, ja
sen paino saa poiketa korkeintaan £ 20% aikaisemmin annoksen saaneiden eldinten keskipainosta.

1.4.2 Koe-eliintilat ja elainten ruokinta

Koe-elidinhuoneen limpétilan tulee olla 22 °C (+ 3 °C). Vaikka riittiiviit vaatimukset suhteellisen kosteuden
suhteen ovat vihintitin 30 % eiki mielellidéin yli 70% muulloin kuin huoneen puhdistuksen aikana, pitiisi
kuitenkin pyrkid 50-60 %:n suhteelliseen kosteuteen. Huoneessa tulee kiiyttiii keinovalaistusta 12 tunnin
jaksoissa (12 tuntia valoa, 12 tuntia pimeidd). Eldinten ruokinnassa voidaan kiyttid normaalia
laboratorioruokavaliota, eiki juomaveden méiirii saa rajoittaa. Eldimet voidaan sijoittaa eri hiikkeihin ryhmissi
annoksen mukaan, mutta eldinten lukumiiird hiikkid kohti ei saa hiiritid kunkin eliiimen selkeéi havainnointia.

1.4.3 Eliinten valmistelu

Eliimet valitaan satunnaisesti ja merkitdin yksildtunnistusta varten. Eldimiid pidetiilin hiikeissidn vihintiiin
viiden piivin ajan ennen annostelun aloittamista, jotta ne tottuvat laboratorio-oloihin.

144 Annosten valmistelu

Yleensii testidineen testattavat annokset annostellaan vakiotilavuudessa niin, etti annosteltavan valmisteen
pitoisuus vaihtelee. Testattaessa nestemilisti lopputuotetta tai seosta testiaineen kiyttd laimentamattomana eli
vakiopitoisena saattaa kuitenkin olla oleellista kyseisen aineen my&hemmiin riskinarvioinnin kannalta, ja jotkut
sddntelyviranomaiset  edellyttiiviitkin - tillaista  menettelyidi. Kummassakaan  tapauksessa  annoksen
enimméistilavuutta ei saa ylittdd. Kerralla annettava nesteen enimmiismitird riippuu koe-eliimen koosta.
Jyrsijoilld miird ei yleensi saa olla yli 1 ml sataa painogrammaa kohti. Vesiliuoksia voidaan kuitenkin antaa 2
ml sataa painogrammaa kohti. Annostellun valmisteen koostumukseksi suositellaan  vesipohjaista
liuosta/suspensiota/emulsiota aina kun se on mahdollista. Muussa tapauksessa on mieluiten kiytettivd
Oljypohjaista (esimerkiksi maissioljy) liuosta/suspensiota/emulsiota tissi jirjestyksessid ja sen jilkeen muihin
kantaja-aineisiin pohjautuvia liuoksia. Jos kantaja-aine on muu kuin vesi, sen toksiset ominaisuudet on
tunnettava. Annokset on valmistettava vihin ennen annostelua paitsi, jos valmisteen tiedetdin siilyttivin
stabiliteettinsa kiyton ajan ja sen on osoitettu olevan hyvilksyttivi.

1.5 TESTIN SUORITUS

1.5.1 Annostelu

Testiaine annetaan kerta-annoksena mahaletkun tai sopivan intubaatiokanyylin kautta. Mikili kerta-annostelu ei
poikkeuksellisesti ole mahdollinen, annos voidaan antaa pienempini osina enintiiéin 24 tunnin kuluessa.
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Eliimid ei saa ruokkia ennen annostelua (esimerkiksi rottaa on pidettivi ruoatta yli yon ja hiirtd 3—4 tuntia,
mutta vetti tulee olla tarjolla). Paaston jilkeen eliimet punnitaan ja niille annetaan testiaine. Aineen annostelun
jilkeen ruokintaa voidaan siirtdi rotilla vield 3-4 tuntia ja hiirilld 1-2 tuntia. Mikili annos annetaan osina tietyn
ajan kuluessa, elidimille saatetaan joutua antamaan ruokaa ja vettii jakson pituudesta riippuen.

1.5.2 Eldinten maira ja annostasot

Kussakin vaiheessa kiiytetidiin kolmea eldintid. Alkuannostasoksi valitaan yksi neljistd vakiotasosta, jotka ovat 5,
50, 300 ja 2000 mg/kg. Alkuannostason tulee olla sellainen, ettii se todennikdisesti tappaa muutaman annoksen
saaneista eldimistd. Liitteessd 1 esitetyissd toimenpidekaavioissa kuvataan kunkin alkuannoksen yhteydessid
noudatettava menettely. Lisiiksi liitteessi 4 annetaan ohjeita EU:n jirjestelmiin mukaisesta luokituksesta ennen
uuden GHS-jirjestelméin kiiyttodnottoa.

Kun saatavissa olevat tiedot viittaavat siihen, ettei korkein alkuannostaso (2000 mg/kg) todenniikoisesti aiheuta
eldinten kuolemaa, on tehtiivi raja-annostesti. Kun testiaineesta ei ole tietoja, alkuannokseksi suositellaan
elidinten hyvinvointia koskevien periaatteiden vuoksi 300 mg/kg.

Testiryhmien testaamisen aikaviilit médritelldfin toksisten oireiden alkamishetken, keston ja vaikeusasteen

varmuus,

Korkeinta 5000 mg:in/kg annostasoa voidaan kiyttidd poikkeuksellisesti ja vain silloin, kun se on perusteltua
erityisten sifintelyyn liittyvien vaatimusten vuoksi (katso liite 2). Eliinten hyvinvointia koskevien periaatteiden
vuoksi eldinkokeiden tekeminen GHS-luokan 5 annoksilla (2000-5000 mg/kg) ei ole suositeltavaa, ja niiti tulee
kiyttdd vain, kun on erittiin todennikdoisti, etté tillaisen kokeen tuloksilla on viilitontd merkitystid ihmisten tai
elidinten terveyden tai ympiiriston suojelemiselle.

153 Raja-annostesti

Raja-annostestiid kilytetiiiin pifasiassa silloin, kun tutkimuksen tekijillid on tietoa, jonka mukaan testiaine on
todennikdisesti ei-toksinen, toisin sanoen se on toksista ainoastaan ylittdessiddn sdddosten mukaiset raja-
annokset. Tietoa testiazineen toksisuudesta saadaan samanlaisia testattuja yhdisteitd tai seoksia koskevista
tiedoista, kun otetaan huomioon, miti toksikologisesti merkittivit ainesosat ovat ja mikd on niiden
prosenttiosuus. Péitutkimus on suoritettava, kun testiaineen toksisuudesta on vain vihin tai ei lainkaan tietoa
tai kun se todenniikdisesti on toksinen.

Raja-annostesti voidaan tehdid yhdellid annostasolla 2000 mg/kg kiiyttiien kuutta eldintid (kolme elidintid vaihetta
kohden). Poikkeuksellisesti voidaan tehdid raja-annostesti yhdellid annostasolla 5000 mg/kg kiiyttien kolmea
eldintd (katso liite 2). Mikiili testiaineeseen liittyvidd kuolleisuutta esiintyy, voidaan tarvita lisikokeita
seuraavaksi alemmalla annostasolla.

1.6 HAVAINNOINTI

Elidimid havainnoidaan yksittiin annostelun jilkeen vihintiin yhden kerran ensimmiisten 30 minuutin aikana ja
sdiinnollisin viligjoin ensimmiisten 24 tunnin aikana. Havainnoinnin on oltava erityisen tarkkaa ensimmaéisten
neljin tunnin aikana. Sen jilkeen havainnointi tapahtuu péivittiin 14 péivin ajan paitsi, jos elidin on poistettava
tutkimuksesta ja lopetettava humaanilla tavalla eldinten hyvinvointia koskevien periaatteiden vuoksi tai se
l6ydetidin kuolleena. Havainnoinnin kestoa ei pitéisi kuitenkaan méiritelld tiukasti. Se tulee méiirittii toksisten
reaktioiden, niiden alkamishetken ja toipumisen keston perusteella ja sitid tulisi voida pidentié tarvittaessa.
Toksisuusoireiden ilmaantumis- ja hidviimisajankohdat ovat tirkeitd etenkin, jos toksisilla oireilla on taipumus
viivistyi (12). Kaikki havainnot kirjataan jirjestelmillisesti eldinkohtaisesti.
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Lisdhavainnointi on tarpeen jos eldinten toksisuusoireet jatkuvat. Havaintoihin tulee sisiltyd ihon,
karvapeitteen, silmien, limakalvojen, hengitys- ja verenkiertojirjestelmin, autonomisen hermoston ja
keskushermoston, somatomotorisen toiminnan ja kidyttiytymisen muutokset. Huomiota tulee kiinnittid
vapinaan, kouristuksiin, syljeneritykseen, ripuliin, letargiaan, uneen ja koomaan. Eldinkokeiden humaaneja
lopettamiskriteereiti koskevassa ohjeasiakirjassa (9) esitetyt periaatteet ja perustelut on otettava huomioon.
Kuolevat eldimet ja eldiimet, jotka osoittavat merkkeji voimakkaasta kivusta ja jatkuvasta kovasta
kérsimyksestid, tulee lopettaa humaanilla tavalla. Humaaneista syistd lopetettujen tai kuolleena loydettyjen
eldinten kuolinajankohta tulee kirjata mahdollisimman tarkasti.

1.6.1 Ruumiinpaino
Kunkin eldimen paino on médiritettiivi hieman ennen testiaineen annostelua ja vihintiéin viikoittain sen jéilkeen.
Painon muutokset on laskettava ja kirjattava, Kokeen piiityttyi henkiin jilineet eldimet punnitaan ja lopetetaan
humaanilla tavalla.

1.6.2 Patologia
Kaikki koe-elidimet (my6s kokeen aikana kuolleet tai eldinten hyvinvointia koskevien periaatteiden vuoksi
tutkimuksesta poistetut) on avattava. Kunkin eldimen kaikki makroskooppiset muutokset tulee kirjata.
Vithintéiin 24 tuntia hengissé siilyneiden eldinten makroskooppisia muutoksia sisiltivit elimet voidaan myos
tutkia mikroskooppisesti siitd mahdollisesti saatavan hyddyllisen tiedon vuoksi.

2. TULOKSET
Tuloksina on esitettivil yksittidisid eldimiéi koskevat tulokset. Kaikki tulokset tulee esittidi myos yhteenvetona
taulukossa, josta kdy ilmi kussakin koeryhmiissi kiiytettyjen eldinten lukumiird, toksisuusoireita osoittaneiden
eldinten lukumiiird, kokeen aikana kuolleena 16ydettyjen tai humaaneista syisti lopetettujen elidinten lukumiiiira,

yksittdisten eldinten kuolinajankohta, toksisten vaikutusten ja palautuvuuden kuvaus ja niiden ajallinen
esiintyminen seki ruumiinavausloydokset.

3. TULOSTEN ILMOITTAMINEN
3.1 Loppuraportti
Loppuraportin tulee tarpeen mukaan sisdltdd seuraavat tiedot:
Testiaine:
— fysikaalinen olomuoto, puhtaus ja tarvittaessa fysikaalis-kemialliset ominaisuudet (myos
isomeroituminen)
— tunnistetiedot, CAS-numero mukaan lukien.
Kantaja-aine (tarvittaessa):
— perustelut kantaja-aineen valinnalle, mikili se on muu kuin vesi.
Koe-eldimet:
— kiytetty eliiinlaji ja -kanta
— eldinten mikrobiologinen status, mikiili se on tiedossa

— eldinten lukumiiird, iké ja sukupuoli (tarvittaessa myds perusteet urosten kiiytdlle naaraiden sijasta)
— lithde, yllipito-olosuhteet, ravinto jne.
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Koeolosuhteet:

— yksityiskohtaiset tiedot testiainevalmisteesta, mukaan luettuna annostellun aineen fysikaalinen muoto

— yksityiskohtaiset tiedot testiaineen annostelusta, mukaan luettuina annostelutilavuudet ja -ajankohta

— yksityiskohtaiset tiedot ravinnon ja veden laadusta (mukaan lukien eldinrehun tyyppi/lihde, veden
lihde)

— alkuannoksen valintaperusteet.

Tulokset:

— kunkin eliimen vastetulosten ja annostason taulukot (toksisuusoireet, mukaan lukien kuolleisuus,
vaikutusten luonne, vaikeusaste ja kesto)

— ruumiinpainon ja siini tapahtuneiden muutosten taulukot

— kunkin eldimen paino annostelupiivini, sen jilkeen viikon vilein seki kuolin- tai lopettamishetkelld

— kuolinpiivi ja -ajankohta, mikili eldin kuolee ennen suunniteltua lopettamista

— kunkin eldimen toksisuusoireiden alkamisajankohta ja niiden mahdollinen palautuminen

— kunkin eldimen ruumiinavausloydokset ja histopatologiset [6ydokset, mikiili saatavilla.

Tulosten tarkastelu ja tulkinta.

Johtopiitokset.
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LIITE 1

TESTIN SUORITUS ERT ALKUANNOKSILLA

YLEISIA HUOMAUTUKSIA

Tissi liitteessi selostetaan testin suoritus kkullekin alkuannokselle.

— Liite 1 a: alkuannos 5 mg/kg

— Liite 1 b: alkuannos 50 mg/kg
— Liite 1 ¢: alkuannos 300 mg/kg
— Liite 1 d: alkuannos 2000 mg/kg

Humaanilla tavalla lopetettujen tai kuolleiden eldinten lukuméiristd riippuen koe etenee nuolten osoittamalla tavalla.
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LIITE 2

PERUSTEET SELLAISTEN TESTIAINEIDEN LUOKITTELULLE, JOIDEN ODOTETTAVISSA OLEVA LDs-
ARVO YLITTAA 2000 MG/KG JA JOITA EI TARVITSE TESTATA

Vaarallisuusluokkaa 5 koskevien kriteereiden avulla on tarkoitus tunnistaa sellaiset testiaineet, joiden akuutti toksisuusvaara
on suhteellisen alhainen, mutta jotka tietyissd olosuhteissa voivat olla vaaraksi herkimmille populaatioille. Niiden aineiden
LDsg-arvon odotetaan vaihtelevan viililld 2000-5000 mg/kg ihon tai suun kautta annosteltuna tai vastaavina annoksina muuta
kautta annettuna. Testiaineet on luokiteltava vaarallisuusluokkaan, jonka rajat ovat 2000 mg/kg < LDsg < 5000 mg/kg (luokka
5 GHS-jirjestelmiissii) seuraavissa tapauksissa:

a) mikéli aine méiritellddn missi tahansa liitteissd 1a—1d esitetyistid koejdrjestelyisti tihiin luokkaan kuuluvaksi
kuolleisuuden esiintymisen perusteella

b) mikili on jo kiiytettivissi luotettavaa néyttdod, jonka mukaan LDsg on luokkaan 5 kuuluvien arvojen
vaihteluviilin rajoissa tai mikili muut eliinkokeet tai toksiset vaikutukset ihmisillid osoittavat, etti aineella on
vilitontid merkitystid ihmisten terveydelle

c) tietoja ekstrapoloimalla, arvioimalla tai mittaamalla, jos miiritteleminen korkeampaan vaarallisuusluokkaan ei
ole aiheellista ja kun

—  kiiytettivissi on luotettavaa tietoa, joka osoittaa huomattavia toksisuusvaikutuksia ihmisilld tai

—  kun havaitaan kuolleisuutta testattaessa suun kautta enintiiin luokkaa 4 vastaavia arvoja tai kun

— asiantuntija-arvio vahvistaa huomattavia kliinisid toksisuusoireita testattaessa enintidin luokkaa 4
vastaavia arvoja lukuun ottamatta ripulia, piloerektiota tai puhtauden laiminlydntii tai kun

— asiantuntija-arvio vahvistaa muista eldinkokeista saadut luotettavat tiedot, joiden mukaan huomattavat
akuutit vaikutukset ovat mahdollisia.

TESTAAMINEN 2000 MG/KG YLITTAVILLA ANNOKSILLA

Koska eliinten hyvinvointia on suojeltava, testaaminen eldimilld luokan 5 (5000 mg/kg) rajoissa ei ole suositeltavaa, ja sitd
tulee kiiyttiid vain kun on erittiiin todenniikdistd, etti tillaisen kokeen tuloksilla on viilitontd merkitysti eldinten tai ihmisten
terveyden suojelemiselle (10). Lisikokeita korkeammilla annostasoilla ei pidi tehdi.

Kun kokeen tekeminen 5000 mg:in/kg annoksella on vilttimitontd, tarvitaan vain yksi vaihe (eli kolme eldintd). Jos
ensimmilinen annoksen saanut elidin kuolee, annostelua jatketaan 2000 mgm/kg annoksella liitteessd 1 esitettyjen
toimenpidekaavioiden mukaisesti. Jos ensimmiinen eldin jid henkiin, kahdelle muulle eliimelle annetaan annos testiainetta.
Jos vain yksi kolmesta elidimesti kuolee, LDsp-arvo ylittid todennikoisesti 5000 mg/kg. Jos molemmat elidimet kuolevat,
annostelua jatketaan 2000 mg:lla/kg.
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GHIS

LDsg-raju-arvo

(mg/kg)

TiU/kemikaalit
nestemiiset Ltorjunta-
aineet

EU kiintcit torjunta-

aineet

YK nestemiiiset

YK kiinteidt

Sveitsi

USA EPA crk

Japani PDSCA

1nada/WHMIS/USA OSHA

USA EPA torjunta-aineet

USA CPSC

Kanada torjunta-aineet

LIITE 3

KOEMENETELMA B.1 b: EU:n jirjestelmian mukaiset luokitteluohjeet, joita kiytetiin siirtymikaudella ennen kemikaalien
kansainvilisesti yhdenmukaistetun jarjestelmin (GHS) (viitteessa (8)) taysimédraista tiytintdonpanoa

p>

5 mg/kg
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3 eldinti
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3 eldintd
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2000 mg/kg
3 eliiintid
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GHS

LDsy-raja-arvo
mg/kg

EU/kcemikaalit
nestemiiset Ltorjunta-
aineet

LU kiinteit torjunta-

aineet

YK

nestemiiisel

YK kiinteit

Sveitsi

-kukin vaihe tehdiilin kolmea samaa sukupuolta olevalla

eldimelld (tavallisesti naarailla)

-0, 1, 2, 3: kuolemaisillaan olevien ja kuolleiden eldinten

Tukumiiéird kussakin vaiheessa

- 20: luokittelematon
- GHS: kansainvillisesti yhdenmukaistettu luokitusjirjestelmi (mg/kg)

} LIITE 3 (JATKOA 1)
KOEMENETELMA B.1 b: EU:n jirjestelmin mukaiset luokitteluohjeet, joita kiytetiin siirtymikaudella
ennen kemikaalien kansainvilisesti yhdenmukaistetun jarjestelmin (GHS) (viitteessa (8)) tiysimaariisti

>

taytantoonpanoa
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USA EPA crk

USA EPA torjunta-
aincet

Kunada torjunta-

aincet
- kukin vaihe tehdidiin kolmella samaa sukupuolta olevalla - o01 luokittelematon
cldimelld (tavallisesti naarailla) - *: ensimmaisessd vaiheessa
- GHS: kansainvillisesti yhdenmukaistettu luokitusjirjestelmi
-0, 1, 2, 3: kuolemaisillaan olevien tai kuolleiden cldinten (mg/kg)
lukumiiéird kussakin vaiheessa
) LIITE 3 (JATKOA 2)
KOEMENETEILMA B.1 b: EU:n jarjestelmian mukaiset luokitteluohjeet, joita kiytetain siirtymékaudella
ennen kemikaalien kansainvilisesti yhdenmukaistetun jirjestelmin (GHS) (viitteessi (8)) taysimadriisti
taytantoonpanoa
5 mg/kg < 50 mg/kg  [® 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 eldintii 3 elidinti 3eldintd P 3 elidinti
<4+— [
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3 eldintd 3 eldinti 3 eldini 3 eldintd
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i
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~ kiinteiit torjunta-aineet 500
YK nestemiiset l 50 500
! |
50 200
I |
50 500 2000 | 5000 el
USA TPA crk 25 I I o0
' |
! |
50 500
USA EPA torjunta-aincet l 50 500 I
| I
5000
Kanada torjunta-aineet I I I
- kukin vaihe tehdéiin vaiheittain kolmella samaa sukupuolta - ooz luokittelematon
olevalla eldimelld (tavallisesti naarailla) - *: ensimmiiisessid vaiheessa
-0, 1, 2, 3: kuolemaisillaan olevien tai kuolleiden eldinten - GIIS: kansainvilisesti yhdenmukaistettu luokitusjirjestelmi

lukumiiird kussakin vaiheessa (mg/kg)

LIITE 3 (JATKOA 3)
KOEMENETELMA B.1 b: EU:n jirjestelmin mukaiset luokitteluohjeet, joita kiytetiin siirtymikaudella
ennen kemikaalien kansainvilisesti yhdenmukaistetun jarjestelmin (GHS) (viitteessa (8)) tiysimaariisti
taytantoonpanoa

;

5 mg/kg < 50 mg/kg < 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 elidinti 3 elidinti 3eldintd 3 elidinti
< ¢
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
B eldintid 3 eldinti 3 eldinti 3 eldinti
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o0 00 o Lo o

Luokka 2 Luokka 3 Luokka 4 Luokka 5 e
>5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2009 - 5000
I I I | |
I I I I I I I
3% muu 3% muu | |3% (2000 2% muu 1 0
(50me/ke) (300 meg/ke) mg/keg ) (2000 megke)
' v v vy ,
LDsg-raja-arvo 5 25 30 50 200 300 500 1000 2500 5000 o0
mg/kg.
A\ A 4 A 4 A A A l ¢ A
L:U/kemikaalit 25 200 2000 0
n.e%lemiiisrﬂ torjunta-
atnect I'1 | | | | | | | | |
- kiinteit torjunta-aincet 500 ©
11 I I I I | I I I |
YK nestemniliset 50 500 o0
11 | | | I I | | | |
50 200 o0
11 I I I I I I I I I
50 500 2000 | 5000 | ©
11 | | | | | | | | |
USA EPA crk 75 .
11 | | | | | | | | |
30 300 o)
I1 | | | | | | | | |
50 500 .
1 I I | | | I I I I
USA EPA torjunta-aineet 50 500 5000 o0
I'1 | | | | | | | | |
5000
L1 | | | | | | | | |
Kanada torjunta-aineet 50 500 1000 2000 0
- kukin vaihe tehdidiin kolmella samaa sukupuolta olevalla - o01 luokittelematon
cldimelld (tavallisesti naarailla) - *: ensimmaisessd vaiheessa
-0, 1, 2, 3: kuolemaisillaan olevien tai kuolleiden cldinten - GHS: kansainvillisesti yhdenmukaistettu luokitusjirjestelmi
lukumiitird kussakin vaiheessa (mg/kg)
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LIITE 2D
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B. 4. AKUUTTI TOKSISUUS: IHOARSYTTAVYYS/-SYOVYTTAVYYS

1. TESTIMENETELMA

Tidmé menetelmii on toisinto OECD:n testiohjeesta nro 404 (2002).

1.1 JOHDANTO

Timin piivitetyn testimenetelmin valmistelun yhteydessi on erityisesti pyritty ottamaan huomioon eldinten
hyvinvointiin liittyviit niikokohdat seki kaikkien testiaineesta aiemmin saatujen tietojen arviointi, jotta voidaan
villttidd tarpeettomia eliinkokeita. Tissd menetelmiissi esitetiiéin suositus, etti ennen tissd kuvatun, aineen
drsyttivyytti/syovyttdvyyttd tutkivan /n vivo -testin toteuttamista on arvioitava aiempien relevanttien
tutkimustulosten painoarvo. Jos saatavissa olevat tiedot ovat puutteellisia, niitd voidaan tiydentid vaiheittaisen
menettelyn avulla (1). Suositeltava testausstrategia, joka on selostettu timiin menetelmin liitteessd, sisiltid
validoitujen ja hyviksyttyjen in vifro -testien suorittamisen. Lisiksi suositellaan tilanteen mukaan, ettid in vivo
-alkutestissii elidimelle asetetaan kolme testilappua perikkiiin eikd samanaikaisesti.

Seki jirkevien tieteellisten menettelytapojen etti elidinten hyvinvoinnin vuoksi in vivo -testiéi ei pidi suorittaa
ennen kuin kaikkien saatavissa olevien testiaineen mahdolliseen ihoirsyttivyyteen/-sydvyttivyyteen liittyvien
tietojen painoarvo on arvioitu. Téllaisia tietoja ovat todisteet aiemmista ihmisille ja/tai koe-eldimille tehdyisti
tutkimuksista, todisteet yhden tai usean rakenteellisesti samankaltaisen aineen tai ainetta sisiltidviin seoksen
drsyttivyydesti/syovyttivyydestii, aineen voimakasta happamuutta tai emiksisyytti osoittavat tulokset (2)(3)
sekil validoidut ja hyviksytyt in viiro- tai ex vivo -testit (4)(5)(5a). Tillainen analyysi vihentdi in vivo -testien
tarvetta sellaisten aineiden kohdalla, joiden ihodrsyttivyydesti/-syovyttivyydestdi aiempi tutkimus on jo
tuottanut riittdvisti todisteita.

Suositeltava tapa toteuttaa vaiheittainen menettely, johon sisiltyy validoituja ja hyviiksyttyji in vitro- tai ex vivo
-testejd  drsyttiivyyden/syvyttivyyden selvittimiseksi, selostetaan timiin menetelmin liitteessd, Tdmi
menettelytapa kehitettiin OECD:n seminaarissa (6), jonka osanottajat suosittelevat sitd yksimielisesti, ja se
hyvilksyttiin suositeltavaksi testimenettelyksi Globally Harmonised System for the Classification of Chemical
Substances (GHS) -kokouksessa (7). Vaikka timid menettely ei olekaan olennainen osa testimenetelmiid B.4, sen
kidyttod suositellaan ennen in vivo -testin suorittamista. Uusia aineita testattaessa se on suositeltava vaiheittainen
menettelytapa tieteellisesti pitevien tulosten tuottamiseksi aineen drsyttivyydesti/syovyttivyydesti. Sellaisten
aineiden kohdalla, joiden ihodrsyttivyydesti/-sydvyttivyydesti el ole riittiviisti tietoja, menettelytapaa voidaan
kidyttid puuttuvien tietojen hankkimiseen. Jos piitetiiin kéiyttidi jotain muuta menettelytapaa tai olla kidyttdmiitti
vaiheittaista menettelytapaa, piitds on perusteltava,

Jos aineen irsyttivyytti tai syOvyttivyytti ei voida méirittdd vaiheittaisen menettelyn mukaisesti aiempien
tulosten painoarvoanalyysin avulla, on syyti harkita in vivo -testidi (katso liite).

1.2 MAARITELMAT
Ihoirsytys: korjautuvan ihovaurion syntyminen enintéin nelji tuntia kestiineen testiaineen annostelun jilkeen.

Thon sydopyminen: korjautumattoman ihovaurion eli niikyviin orvasketeen ja verinahkaan ulottuvan kuolion
ilmaantuminen enintiin nelji tuntia kestéineen aineen annostelun jilkeen. Tyypillisid syopymisreaktioita ovat
haavaumat, verenvuoto, veriset ruvet, 14 piivin tarkkailujakson lopussa ihon vaalenemisen aiheuttama
virinmuutos, kokonaan kaljuuntuneet alueet ja arvet. Episelvien vaurioiden tapauksessa olisi harkittava
histopatologista tutkimusta.
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1.3 TESTIMENETELMAN PERIAATE

Testiaine annostellaan yhtenii annoksena koe-eliimen iholle; eliimen ihon kisittelemiittomiit alueet toimivat
kontrollina. Arsytyksen/syopymisen aste todetaan ja pisteytetifin miirivilein, ja vauriota kuvaillaan
vaikutusten arvioinnin tiydentimiseksi. Testin on kestettiivii niin pitkiidn, ettd havaittujen vaikutusten
korjautuvuus tai korjautumattomuus voidaan arvioida.

Eldimet, joissa havaitaan merkkeji jatkuvasta vakavasta stressisti ja/tai tuskista missi tahansa testin vaiheessa,
on lopetettava inhimilliselld tavalla, ja timid on otettava huomioon testiaineen arvioinnissa. Kuolevien ja
kirsivien eldinten lopettamiskriteerit ovat lihteessi (8).

1.4 TESTIMENETELMAN KUVAUS
1.4.1 In vivo -testin valmistelu
1.4.1.1 Eldinlajin valinta

Suositeltava koe-eldinlaji on albiinokaniini. Kokeessa kiytetiin nuoria ja terveitii tiysikasvuisia yksiloiti.
Muiden lajien kiiytté on perusteltava.

1.4.1.2 Lldinten valmistelu

Noin 24 tuntia ennen testidi eldinten selkiipuolen karva ajetaan lyhyeksi. lhoa on varottava hankaamasta.
Testissd voidaan kiyttdd vain elidimii, joiden iho on terve ja vahingoittumaton.

Joillakin kaniinikannoilla esiintyy tiheitd karvalaikkuja, jotka ovat tavallista voimakkaampia tiettyind
vuodenaikoina. Tillaisia tiheidkarvaisia alueita ei pidé kiyttiii testikohtina.

1.4.1.3 FEldinten hdkit ja ruokinta

Jokaisella eldimelldi on oltava oma hiikki. Koe-elidinhuoneen limpétilan on oltava kaniineilla 20 °C (£3 °C).
Vaikka riittiid, ettii suhteellinen kosteus on vihintiifin 30 % eiké mielelliiin ylitd 70 %:a muulloin kuin huoneen
puhdistuksen aikana, pitdisi kuitenkin pyrkii 50-60 %:n suhteelliseen kosteuteen. Huoneessa tiytyy kidyttdd
keinovalaistusta 12 tunnin jaksoissa (12 tuntia valoa, 12 tuntia pimed). Eldinten ruokinnassa voidaan kiyttidd
normaalia laboratorioruokavaliota, eikéi juomaveden miirii saa rajoittaa.

1.42 Testin suoritus
1.42.1 Testiaineen annostelu

Testiaine annostellaan pienelle ihoalueelle (noin 6 em’) ja peitetiiiin sideharsolapulla, joka kiinnitetiiéin ihoa
drsyttimittomilli teipillid. Jos suora annostelu ei ole mahdollinen (esimerkiksi nesteiden tai joidenkin tahnojen
tapauksessa), testiaine annostellaan ensin sideharsolapulle, joka sitten asetetaan iholle. Lappu on pidettivd
kevyessii kosketuksessa ihoon sopivan, puolitiiviin siteen avulla koko altistusjakson ajan. Jos testiaine
annostellaan lappuun, se on kiinnitettivd ihoon siten, etti aine on hyvissd kosketuksessa ihoon ja leviidd
tasaisesti. Elidiimen yltiminen lappuun ja testiaineen nieleminen tai sisiinhengittiiminen on estettivi.

Nestemiisii testiaineita kiiytetiifin yleensii laimentamattomina. Testattaessa kiinteitd aineita (jotka voidaan
tarvittaessa jauhaa) testiaine on kostutettava mahdollisimman pienelld médrilli vettd (tai tarvittaessa jollain
muulla sopivalla kantaja-aineella), jotta saadaan hyvi ihokosketus. Jos kiytetdin muuta kantaja-ainetta kuin
vetti, kantaja-aineen mahdollisen vaikutuksen testiaineen aiheuttamaan ihoirsytykseen pitiiisi olla olematon tai
mahdollisimman viihiinen.

Tavallisesti neljin tunnin mittaisen altistusjakson lopussa ylimidridinen testiaine on poistettava, jos se on
kiytinndssid mahdollista, vedelld tai sopivalla livottimella muuttamatta orvaskeden sen hetkisti vastetta tai
eheyttil.
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1.42.2 Annostaso
Testikohtaan annostellaan 0,5 ml nestettd tai 0,5 g kiinteéidl ainetta tai tahnaa.
1.4.2.3 Alkutesti (ihodrsyttdvyyden/-syovyttdvyyden in vivo -testi yhdelle eldimelle)

On erittiin suositeltavaa suorittaa in vivo -testi aluksi yhdelle eliimelle, erityisesti jos testiaineella arvellaan
mahdollisesti olevan syovyttiivi vaikutus. Tdmi on vaiheittaisen menettelyn mukaista (katso liite 1).

Kun aine on todettu syovyttiiviikksi aiempien tietojen painoarvoanalyysin perusteella, eliinkokeita ei eniii tarvita.
Useimmille syovyttiviksi epiillyille aineille in vivo -jatkotesti ei yleensid ole tarpeen. Tapauksissa, joissa
lisditietoja katsotaan tarvittavan puutteellisten todisteiden takia, rajoitettuja eldinkokeita voidaan kuitenkin tehdd
seuraavasti: Enintiiin kolme testilappua asetetaan yksi toisensa jilkeen elidimen iholle. Ensimmiiinen niisti
poistetaan kolmen minuutin kuluttua. Jos vakavaa ihoreaktiota ei havaita, toinen lappu asetetaan iholle ja
poistetaan tunnin kuluttua. Jos havainnot tisséi vaiheessa osoittavat, ettéd altistusta voidaan inhimillisesti jatkaa

Jos syovyttivi vaikutus havaitaan minké tahansa kolmen periikkiiisen altistuksen aikana, testi lopetetaan heti.
Jos syovyttiviid vaikutusta ei havaita viimeisen lapun poistamisen jilkeen, eldinti tarkkaillaan 14 piivin ajan,
mikiili syopymisti ei kehity sitid ennen.

Jos testiaineen ei odoteta aiheuttavan syopymisti vaan drsytystid, elidimelle asetetaan yksi lappu neljin tunnin
ajaksi.

1.42.4 Vahvistustesti (ihodrsylidvyyden in vivo -testi useille eldimille)

Jos alkutestissi ei havaita syovyttitvii vaikutusta, drsyttivyys tai negatiivinen vaste on vahvistettava testaamalla
vield kaksi eldinti. Kummallekin asetetaan lappu neljin tunnin altistusjakson ajaksi. Jos drsyttivd vaikutus
havaitaan alkutestissd, vahvistustesti voidaan tehdid periikkiistestind tai altistamalla  kaksi lisdeldintid
yhtdaikaisesti, Siind poikkeustapauksessa, ettd alkutestid ei tehdid, kahdelle tai kolmelle eliimelle voidaan
asettaa yksi lappu, joka poistetaan neljin tunnin kuluttua. Kun kiytetiin kahta eldintd, lisiitestid ei tarvita, jos
molemmilla esiintyy sama vaste. Muussa tapauksessa testataan myos kolmas eldin. Epiiselviit vasteet tiytyy
mahdollisesti arvioida testaamalla lisdd eldimid.

1.4.2.5 Tarkkailujakso

Tarkkailujakson on oltava riittiivin pitkd havaittujen vaikutusten korjautuvuuden arvioimiseksi tiydellisesti.
Testi on kuitenkin lopetettava heti, jos eldin osoittaa jatkuvia kovien tuskien tai stressin merkkejd. Vaikutusten
korjautuvuuden miirittimiseksi eldimiid on tarkkailtava enintiiéin 14 péiviin ajan lappujen poistamisen jilkeen.
Jos korjautuvuus todetaan ennen kuin 14 piivii on kulunut, testi on lopetettava silloin.
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1.4.2.6 Kliiniset havainnot ja ihoreaktioiden pisteytys

Kaikista elidimisti tutkitaan eryteeman ja 6deeman merkit ja vasteet pisteytetidiin ensiksi 60 minuutin jilkeen ja
sitten 24, 48 ja 72 tunnin kuluttua lapun poistamisesta. Yhdelle elidimelle tehtiviin alkutestin jilkeen testikohta
tutkitaan myos heti lapun poistamisen jilkeen. lhoreaktiot pisteytetiifin ja kirjataan jiljempéini esitetyn taulukon
asteikon mukaan. Jos iholla esiintyy vaurioita, joita ei voida tunnistaa drsytykseksi tai sydpymiseksi 72 tunnin
kuluttua, voi olla tarpeen jatkaa havainnointia péiviin 14 asti, jotta vaikutusten korjautuvuus voidaan todeta.
Arsytyksen lisiksi kaikki paikalliset toksiset vaikutukset, kuten ihon rasvan liukeneminen ja mitkii tahansa koko
elimistdon  kohdistuvat  vaikutukset (esimerkiksi vaikutukset kliinisiin  toksisuuden merkkeihin ja
ruumiinpainoon), on kuvattava ja kirjattava tiydellisesti. Episelvien vaurioiden tapauksessa olisi harkittava
histopatologista tutkimusta.

Thovasteiden pisteytys on viistimiitti subjektiivista. Thovasteiden pisteytyksen yhdenmukaistamiseksi seki
testilaboratorion ja havaintoja tekevien ja tulkitsevien henkildiden tyon helpottamiseksi havaintoja tekeviin
henkiléstén on oltava riittivin perehtynyttd pisteytysjirjestelmiin (katso jiljempidnd olevaa taulukkoa).
Kuvitettu opas ihodirsytyksen ja muiden vaurioiden asteista voi olla hyddyllinen (9). lhovasteiden pisteytys on
arvioitava sokkona.

2. MAARITYSTULOKSET
2.1 TULOSTEN ESITYSTAPA

Tutkimuksen tulokset on esitettivi taulukkomuodossa lopullisessa testiselosteessa, ja niiden on sisillettivd
kaikki kohdassa 3.1 luetellut asiat.

22 TULOSTEN ARVIOINTI

[hoiirsytyspisteet on arvioitava yhdessi vaurioiden luonteen ja vakavuuden sekid niiden korjautuvuuden tai
korjautumattomuuden kanssa. Yksittdiset pisteet eiviit edusta aineen drsyttivyysominaisuuksien absoluuttista
tasoa, koska testiaineen muutkin vaikutukset ovat arvioinnissa mukana. Sen sijaan yksittidisid pisteitd voidaan
tarkastella viitearvoina, jotka on arvioitava kaikkien muiden tutkimuksessa tehtyjen havaintojen yhteydessi.

[hovaurioiden korjautuvuus on otettava huomioon frsytysvastetta arvioitaessa. Jos vasteet kuten kaljuuntuminen
(suppealla alueella), liikasarveistuminen, liikakasvu ja hilseily jatkuvat 14 péivin tarkkailujakson loppuun asti,
testiainetta voidaan pitiidl thoa drsyttivini.
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3. TULOSTEN ILMOITTAMINEN
3.1 LOPPURAPORTTI
Loppuraportti on oltava seuraavat tiedot:

Perustelut in vivo -testin tekemiselle: aiemmista tutkimuksista saatujen testitulosten painoarvoanalyysi, mukaan
luettuina vaiheittaisen menettelyn tulokset:

— alemmista testeisti saatujen relevanttien tulosten kuvaus

— testissd kidytetyn menettelytavan kustakin vaiheesta saadut tulokset

— kuvaus tehdyisti in vitro -testeistd, mukaan luettuina suoritusta koskevat yksityiskohtaiset
tiedot ja testi-/vertailuaineesta saadut tulokset

— painoarvoanalyysi in vivo -testid varten.

Testiaine:

— tunnistetiedot (esimerkiksi CAS-numero, alkuperi, puhtaus, tunnetut epiipuhtaudet,
erdnumero)
— fysikaalinen olomuoto ja fysikokemialliset ominaisuudet (esimerkiksi pH, haihtuvuus,
liukoisuus, stabiilius)
— jos kyseessii on seos, sen koostumus ja ainesosien suhteellinen osuus.

Kantaja-aine:

— tunnistetiedot, konsentraatio (tilanteen mukaan), kiytetty tilavuus
— perustelut kantaja-aineen valinnalle.

Koe-eliin:

— kiiytetty laji ja kanta, perustelut muiden elédinten kuin albiinokaniinien kiiytolle
— uros- ja naaraseldinten midri

— eliinyksildiden paino testin alussa ja lopussa

— eldinten iki testin alussa

— eliinten alkuperi, hiikkkijirjestelyt, ruokavalio ja niin edelleen.

Testiolosuhteet:

— lapun asetuskohdan valmistelu
— tiedot lapun materiaalista ja asetustekniikasta
— tiedot testiaineen valmistelusta, annostelusta ja iholta poistamisesta.

Tulokset:

— kunkin eldimen idrsytys-/syOpymisvasteen pisteytys jokaiselta mittauskerralta
taulukkomuodossa

— havaittujen vaurioiden kuvaus

— sanallinen kuvaus havaitun drsytyksen/sydpymisen luonteesta ja asteesta sekid mahdolliset
histopatologiset 16yddkset

— kuvaus muista paikallisista haittavaikutuksista (esimerkiksi ihon rasvan liukeneminen) ja
ihodrsytyksen/-syopymisen lisiksi koko elimistoon kohdistuvat vaikutukset.

Tulosten pohdinta
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TAULUKKO I: IHOREAKTIOIDEN PISTEYTYS

Eryteeman ja karstan muodostus

Ei eryteemaa 0
Hyvin lievii eryteema (tuskin havaittava) 1
SEIKEHSTT BTOTIUVE @IYIEEITIA .uviruvirrierreereerttesee st e esteseeseess e e ee s e e sse e e s eessee s s s te s e e sraesmn e s s eesseesrneesseesreesreeenseesseesanesnseereesnnesns 2
KesKivaKava — VAKAVA @IYIEEIMIA «..uiiieeiieieeiie e e e e e et e e e e et e eceeasceaeeeeeeaseeaaeeaeeeaseeaneeaaeeeaseeanteaaceaaseeanseeneeeaseeaneeaneeeaneean 3
Vakava eryteema (voimakas punoitus) — karsta, joka estid eryteeman pisteytyKsen ......ccoovviviiiininiiinnnieeeen, 4
Suurin mahdollinen pistemiifiri: 4

Odeeman (turvotuksen) muodostus

BT OUEEITIAL «vviviiiiiiiiiiciiciee e s s s e s s e e e s s s 0
Hyvin lievi ddeema (fuskin DAVAIIEAVA)  oiiiiieeiie et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e eeeae e e neeeaceeseeaneeeneeeaseeaneeeneeeaneean 1
Lievi 6deema (selviirajainen alue, jonka reunat ovat KOhOIA) oooiiiiiiiee e e 2
Keskivakava édeema (noin 1 mm koholla) 3
Vakava 6deema (enemmiin kuin | mm koholla ja levinnyt altistuskohtaa laajemmalle) .....coooeiiiiiiiini e 4

Suurin mahdollinen pistemiifiri: 4

Epiiselvien vaurioiden tapauksessa voidaan tehdi histopatologinen tutkimus.
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LIITE

Thoirsyttivyyden ja -syovyttivyyden vaiheittainen testaus

YLEISIA NAKOKOHTIA

Vaikka tidmi vaiheittainen testausstrategia ei ole olennainen osa testimenetelmidd B.4, siind kuvataan suositeltavaa
lihestymistapaa aineen ihodrsyttivyys-/-syovyttivyysominaisuuksien miirittimiseen. Témi lihestymistapa edustaa seki
parhaita kiytintojid etti eettistd vertailukohdetta ihoiirsyttivyyden/-sydvyttivyyden in vivo -testauksessa. Siind annetaan
ohjeita in vivo -testin suorittamiseen ja esitetiifin yhteenveto tekijoisti, jotka on kiisiteltivi ennen testin aloittamista. Strategia
tarjoaa lihestymistavan aiemmin saatujen tulosten arviointiin testiaineen ihoirsyttivyys-/-sydvyttivyysominaisuuksien
selvittimiseksi, ja sen avulla voidaan vaihe vaiheelta tuottaa merkitsevii tuloksia aineista, joista tarvitaan liséitietoja tai joita ei
ole aikaisemmin tutkittu. Strategiassa suositellaan myos tietyissi tapauksissa kidyttimidin validoituja ja hyviiksyttyjd in vitro-
tai ex vivo -testeji ithodirsyttivyyden/-syovyttivyyden toteamiseksi.

tehdid mahdollisimman vahdn sellaisia testeji, JOtkd todenniikoisesti dlheutthdt elimissi vakavia vasteita. Ennen in vivo -testin
suunnittelemista on arvioitava kaikki tiedot testiaineen mahdollisesta ihodrsyttivyydesti/-syovyttivyydesti. Riittivit todisteet
testiaineen ihodrsyttivyyden/-syovyttivyyden luokittelemiseksi voivat jo olla olemassa, jolloin koe-eliintesteji el tarvita.
Painoarvoanalyysin ja vaiheittaisen menettelyn kiyttd vihentdd in vivo -testien tarvetta, erityisesti jos on todennikdisti, ettd
testiaine aiheuttaa vakavia reaktioita.

On suositeltavaa arvioida aineiden ihodrsyttivyydestid ja -sydvyttivyydesti saatavissa olevien tietojen painoarvo, jotta voidaan
péittiid, tarvitaanko aineen ihofirsytyspotentiaalin méfirittimiseksi muita testeji kuin in vivo -ihotesti. Jos muita testeji
tarvitaan, on suositeltavaa kiiyttid vaiheittaista menettelyd relevanttien koetulosten hankkimiseksi. Jos ainetta ei ole
aikaisemmin testattu,  vaiheittaisen menettelyn avulla voidaan hankkia ihoérsyttivyyden/-sydvyttivyyden arviointiin
tarvittavat tulokset. Tissid liitteessd kuvattu testimenettely on kehitetty OECD:n seminaarissa (1), ja se on vahvistettu ja
laajennettu myShemmin jirjestelmissid Harmonised Integrated Hazard Classification System for Human Health and
Lnvironmental Lffects of Chemical Substances, sellaisena kuin se vahvistettiin kemikaalikomitean ja kemikaalityéryhmin 28.
yhteisessid kokouksessa marraskuussa 1998 (2).

ARVIOINTI- JA TESTAUSSTRATEGIAN KUVAUS

Ennen vaiheittaiseen menettelyyn sisiltyvien testien suorittamista (kaavio) on analysoitava kaikki saatavissa olevat tiedot,
jotta in vivo -ihotestauksen tarve voidaan médrittdd. Vaikka yksittidisistd parametreista (esimerkiksi #déirimmdiset pH-arvot)
voidaan saada merkitsevid tietoja, on syyti ottaa huomioon tulokset kokonaisuudessaan. Kaikkien kyseessd olevan aineen tai
sen kaltaisten aineiden vaikutusta koskevien tietojen painoarvo on arvioitava testauspiitoksen yhteydessi, ja péiitokselle on
esitettiivii perustelut. Ensisijaisesti on painotettava sekid ihmisilld ettii eldimilli aiemmin saatuja tuloksia ja seuraavaksi in
vitro- tal ex vivo -testien tuloksia. Sydvyttivien aineiden in vivo -testeji on viltettiivi aina kun se on mahdollista.
Testimenettelyssi on otettava huomioon seuraavat asiat:

Thmisilld ja eldimilld aiemmin saatujen (ulosten arviointi (vaihe 1). Aiemmat ihmisilld saadut tulokset, esimerkiksi kliiniset tai
tybperiiseen altistukseen liittyviit tutkimustulokset ja tapausselostukset ja/tai eliinkokeiden tulokset, esimerkiksi yksittidisten
tai toistettujen ihoaltistustestien tulokset, on otettava ensiksi huomioon, koska niistit saadaan suoraan aineen ihovaikutuksiin
liittyvid tietoja. /n vivo -testejd ei tarvitse tehdd aineille, joiden drsyttivyys tai sydvyttivyys tiedetiin, eiki aineille, joista on
selviisti todistettu, ettéi ne eiviit ole drsyttivii tai syovyttivii.
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Rakenne—aktiivisuusanalyysi (SAR) (vaihe 2). Jos saatavilla on rakenteellisesti saumankaltaisten aineiden testituloksia, ne on
otettava huomioon. Kun rakenteellisesti samankaltaisista aineista tai niitd sisdltivistd seoksista on saatavilla riittdvisti
ihmisilld tehtyjen testien ja eldinkokeiden tuloksia, jotka osoittavat niiden ihodrsyttivyys-/-syovyttivyyspotentiaalin, voidaan
olettaa, ettii arvioitava testiaine tuottaa samanlaiset vasteet. Tillaisessa tapauksessa ainetta ei kenties tarvitse testata.
Negatiiviset tulokset rakenteellisesti samankaltaisten aineiden tai sellaisista aineista koostuvien seosten tutkimuksista eiviit
vaiheittaisessa menettelyssid ole riittidvi todiste siitd, ettd aine ei ole ihoa drsyttiivid tai syOvyttivi. Thoidrsyttivyys ja
-syovyttivyys on selvitettiivi validoitujen ja hyviksyttyjen SAR-menetelmien avulla.

Fysikokemialliset ominaisuudel ja kemiallinen reaktiivisuus (vaihe 3). Aineella, jolla esiintyy ddrimmiisid pH-arvoja, kuten
<2,0 ja 211,5, voi olla voimakkaita paikallisvaikutuksia. Jos aine miiritetiiiin ihoa sydvyttiviiksi didrimmiisen pH-arvon
perusteella, sen happo-/emisreservi (eli puskurointikyky) voidaan myos ottaa huomioon (3)(4). Jos puskurointikyky viittaa
sithen, ettd aine ei ole ihoa sydvyttivi, timin vahvistamiseksi on tehtivi jatkotesti, jonka on ensisijaisesti oltava validoitu ja
hyviksytty in vitro- tai ex vivo -testi (katso vaiheet 5 ja 6).

Toksisuus tholla (vaihe 4). Jos aine on todettu erittidin toksiseksi ihon kautta annosteltuna, ihoérsyttivyyden/-sybvyttivyyden
testaaminen in vivo -testilli el kenties ole jirkeviidl, koska tavallisesti kiiytetty testininemiiird voi ylittidé erittiiin toksisen
annoksen ja siten johtaa eldinten kuolemaan tai vakaviin kdrsimyksiin. Jos lisiksi toksisuuden ihotestejd albiinokaniineilla on
jo tehty raja-annosarvoon 2 000 mg/ruumiinpainokilo tai sitd suurempaan arvoon eikii ihofrsytysti tal -syOpymisti ole
havaittu, ihodrsyttivyyden/syovyttivyyden lisitestaus ei kenties ole tarpeen. Joitakin seikkoja on syytd pitdd mielessi
arvioitaessa aiempien tutkimusten tuloksia akuutista toksisuudesta iholla. Esimerkiksi ihovaurioista raportoidut tiedot voivat
olla puutteellisia. Testeissii ja havainnoinnissa on saatettu kiyttid muuta eldinlajia kuin kaniinia, ja eri eliinlajien
vasteherkkyys poikkeaa toisistaan suuresti. Niin ikéin eliimille annostellun testiaine ei vilttimitti ole ollut sopivassa
muodossa ihodrsyttivyyden/-sydpymisen arvioimiseksi (esimerkiksi aineiden laimentaminen toksisuuden testaamiseksi iholla
(5)). Tapauksissa, joissa hyvin suunnitellut ja toteutetut ihotoksisuutta tutkivat testit on tehty kaniineille, negatiiviset 16ydokset
voidaan kuitenkin katsoa riittiviksi todisteiksi siitéi, ettéd aine ei ole syovyttivi eiké drsyttivii.

In vitro- tai ex vivo -testien tulokset (vaiheet S ja 6). Aineita, joilla on todettu olevan sySvyttivid tai vakavasti drsyttivid
ominaisuuksia validoiduissa ja hyviksytyissi, nimenomaan niiden ominaisuuksien mittaamista varten kehitetyissé in vitro- tai
ex vivo -testeissd (6)(7), el tarvitse testata eldimilld. Voidaan olettaa, ettd tillaiset aineet aiheuttavat samoja vaikutuksia in vivo
-testeissi.

In vivo -testi kaniineilla (vaiheet 7 ja §). Jos painoarvoanalyysin jilkeen piitetiiiin toteuttaa in vivo -testi, se on aloitettava
testaamalla ensin yksi eldin. Jos timiin testin tulokset osoittavat, etti aine on ihoa syovyttivi, jatkotestidl ei pidd tehdid. Jos
alkutestissi ei todeta syOvyttivid vaikutusta, drsyttivyys tai negatiivinen vaste on vahvistettava testaamalla vield enintidin
kaksi eldintid neljin tunnin altistusjakson ajan. Jos alkutestisséi todetaan ihoa drsyttivi vaikutus, vahvistustesti voidaan
toteuttaa perikkiistestini tai altistamalla mainitut kaksi eldinti samanaikaisesti.
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KAAVIO

THOARSYTTAVYYDEN/SYOVYTTAVYYDEN TESTAUS- JA ARVIOINTIMENETTELY

Toimi

Aiemmat tulokset ihmisisti tai
elidimisti osoittavat iho- tai
limakalvoreaktioita

Tietoja ei saatavilla tai saatavilla
olevat tiedot eivdt mahdollista
lopullista johtopddtdstd

Toteuta ihosydvyttivyyden/-
drsyttivyyden SAR-arviointi

LEnnusteita ei voida tehdd tai
ennusteet ovat negatiivisia tai eivét
mahdollista lopullista johtopddtdstd

Mittaa pH (ota huomioon
puskurointikyky tarpeen mukaan)

{
2<pll < 115 tai pll 2,0 tai 211.,5
Jja pieni tai olematon
puskurointikyky, jos merkityksellistd

Arvioi ihon kautta koko elimistoon
kohdistuva toksisuus "

Muainittuja tieloja ei ole saatavilla tai
ne eivdr mahdollista lopullista
Johtopddtdstd

Toteuta validoitu ja hyviksytty in
vitro- tai ex vivo -testi ihon

syOpymisen toteamiseksi

!

Aine el ole syovyttivd

Toteuta validoitu ja hyviksytty in
vitro- tai ex vivo -testi ihoéirsytyksen

toteamiseksi

W Voidaan tehdid myds ennen vaiheita 2 ja 3.

Loydos
Sybvyttidvi

Arsyttiivii

Ei syovyttivi eiki drsyttivil

Ennustaa vakavia ihovaurioita

Ennustaa ihoidrsytysti

pH <2 tai = 11,5 (suuri
puskurointikyky, jos
merkityksellisti)

Erittiiin toksinen

Ei syovyttivi eiki drsyttivi
testattaessa kaniineilla raja-
annosarvolla 2 000 mg/painokilo
tai suuremmalla

Sydvytysvaste

Arsytysvuste

Johtopiitos
Apikaalinen piiiitepiste; katsotaan
syovyttiviksi, Testid ei tarvita.

Apikaalinen piiiitepiste; katsotaan
drsyttiviiksi. Testid ei tarvita.

Apikaalinen péiitepiste; ei katsota

syovyttiviksi tai drsyttiviksi. Testid ei
tarvita,

Katsotaan syovyttiviiksi. Testid ei tarvita.

Katsotaan drsyttiviiksi. Testid ei tarvita.

Oletetaan syovyttiviksi. Testid ei tarvita.

Jatkotestii ei tarvita.

Oletetaan, ettii aine ei sydvyttivi eiki
drsyttivil. Jatkotestid el tarvita.

Oletetaan syovyttiviksi in vivo.
Jatkotestid ei tarvita.

Oletetaan drsyttiviiksi in vivo. Jatkotestid
ei tarvita.
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Validoituja in vitro- tai ex vivo -
testimenetelmid ihodrsytyksen
toleamiseksi ei ole saatavilla tai aine
ei ole thoa drsyttavi
{
7 | Toteuta in vivo -alkutesti yhdelle Vakavia ihovaurioita
kaniinille

\:
Eivakavia ihovaurioita

\
8 | Toteuta vahvistustesti yhdelle tai Syodvyttidvi tai drsyttivi
kahdelle eldimelle

Ei syovyttivi eiki drsyttivil

Katsotaan syovyttiviksi. Jatkotestid ei
tarvita.

Katsotaan syovyttaviksi tai drsyttiviksi.
Jatkotestid ei tarvita.

Ei katsota syovyttiviksi eikii drsyttiaviksi.
Jatkotestid ei tarvita.
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B. 5. AKUUTTI TOKSISUUS: SILMAN ARSYTTAVYYS/SYOVYTTAVYYS

1. MENETELMA

T4mi4 menetelmi on toisinto OECD:n testiohjeesta nro 405 (2002).

1.1 JOHDANTO

Tidmén piivitetyn testimenetelmiin valmistelun yhteydessd on erityisesti pyritty ottamaan huomioon
kaikkien testiaineesta aiemmin saatujen tietojen arviointi ja eldinten hyvinvointiin littyvit ndkokohdat,
jotta voidaan villttidid tarpeettomia eldinkokeita. Tédssid menetelmiissid esitetiddn suositus, ettd ennen tissd
kuvatun, akuuttia silmi-irsyttivyyttd/syovyttivyyttd tutkivan in vivo -testin toteuttamista on arvioitava
aiempien relevanttien tutkimustulosten painoarvo (1). Jos saatavissa olevat tiedot ovat puutteellisia, niitd
voidaan tiydentidd vaiheittaisen menettelyn avulla (2) (3). Suositeltava testausstrategia, joka on selostettu
timidn menetelmiin liitteessd, sisiltiid validoitujen ja hyviksyttyjen in vitro -testien suorittamisen. Lisdksi
suositellaan, ettd ennen in vivo -silmitestin tekemistid tehddin in vivo -ihodrsyttivyys-/-syovyttivyystesti
silmisyovytyksen ennustamiseksi.

Sekd jdrkevien tieteellisten menettelytapojen ettd eldinten hyvinvoinnin vuoksi in vivo -testid ei pidd
suorittaa  ennen  kuin  kaikkien  saatavissa  olevien  testiaineen = mahdolliseen  silmi-
drsyttivyyteen/syovyttivyyteen liittyvien tietojen painoarvo on arvioitu. Téllaisia tietoja ovat todisteet
alemmista thmisille ja/tai koe-eldimille tehdyistd tutkimuksista, todisteet yhden tai usean rakenteellisesti
samankaltaisen aineen tai ainetta sisiiltivin seoksen drsyttivyydesti/syovyttivyydesti, aineen voimakasta
happamuutta tai emiksisyyttd osoittavat tulokset (4)(5) seké validoidut ja hyviksytyt in vitro- tai ex vivo
-thodrsyttivyys-/-sydvyttivyystestit (6)(6a). Tutkimukset voivat olla painoarvoanalyysia aiemmin tehtyji
tai sen tuloksena syntyneiti.

Joidenkin aineiden kohdalla painoarvoanalyysi voi osoittaa, ettd in vivo -testi on tarpeen aineen
mahdollisen silmi-drsyttivyyden/-syovyttivyyden selvittimiseksi. Kaikissa sellaisissa tapauksissa on
ennen in vivo -silmitestin harkitsemista suositeltavaa tehdd ensin in vivo -ihotesti ihovaikutusten
selvittimiseksi ja arvioida se testimenetelmidn B.4 mukaan (7). Painoarvoanalyysi ja vaiheittainen
menettely vihentdvit tarvetta in vivo -testeihin silmid-drsyttivyyden/-syovyttivyyden selvittdmiseksi
aineilla, joiden ominaisuuksista muut tutkimukset ovat jo tuottaneet riittdvisti todisteita. Jos aineen silmé-
arsyttiavyyttd/-sydvyttivyytti ei voida midrittdd vaiheittaisen menettelyn avulla eikid edes in vivo -ihotestin
jilkeen, in vivo -silmétesti voidaan tehdi.

Suositeltava tapa toteuttaa vaiheittainen menettely, johon sisdltyy validoituja ja hyviksyttyjd in vitro- tai ex
menettelytapa kehitettiin OECD:n seminaarissa (8), jonka osanottajat suosittelevat sitd yksimielisesti, ja
hyviksyttiin suositeltavaksi testimenettelyksi Globally Harmonised System for the Classification of
Chemical Substances (GHS) -kokouksessa (9). Vaikka timd menettely ei olekaan olennainen osa
testimenetelmid B.4, sen kidyttod suositellaan ennen in vivo -testin suorittamista. Uusia aineita testattaessa
se on suositeltava vaiheittainen menettelytapa, jonka avulla voidaan kehittidi tieteellisesti pitevii tuloksia
aineen drsyttivyydesti/syovyttdvyydestd. Sellaisten aineiden kohdalla, joiden iho- ja silmi-
arsyttivyydestid/-syovyttivyydestd ei ole riittdvisti tietoja, menettelytapaa voidaan kiyttdd puuttuvien
tietojen hankkimiseen. Jos péidtetidn kéyttdd jotain muuta menettelytapaa tai olla kdyttdmittd vaiheittaista
menettelytapaa, piitds on perusteltava.

1.2 MAARITELMAT

Silmé-arsytys: silmidn muutokset, jotka syntyvit, kun testiainetta on annosteltu silmén etupinnalle, ja
korjautuvat tidysin 21 pdivin kuluessa annostelusta.
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Silmén syépyminen: silmidn kudosvauriot tai vakava fyysinen nddn rappeutuminen, joka syntyy, kun
testiainetta on annosteltu silmén etupinnalle, eiki se korjaudu tiysin 21 piiviin kuluessa annostelusta.

1.3 TESTIMENETELMAN PERIAATE

Testiaine annostellaan yhtend annoksena koe-eliimen toiseen silmiin. Kisittelemidton silmid toimii
kontrollina. Silmin #rtymisen/syopymisen aste arvioidaan pisteyttdmiilld sidekalvon, sarveiskalvon ja
viirikalvon vammat tietyin viiliajoin. Muut silméiin kohdistuvat vaikutukset ja koko elimistoon kohdistuvat
haittavaikutukset kuvataan myos, jotta vaikutuksia voidaan arvioida kokonaisuudessaan. Testin on
kestettdvi niin pitkddn, ettd havaittujen vaikutusten korjautuvuus tai korjautumattomuus voidaan arvioida.

Eldimet, joissa havaitaan merkkeji jatkuvasta vakavasta stressistd ja/tai tuskista missd tahansa testin
vaiheessa, on lopetettava inhimilliselld tavalla, ja timd on otettava huomioon testiaineen arvioinnissa.
Kuolevien ja kiirsivien eliinten lopettamiskriteerit ovat lihteessi (10).

1.4 TESTIMENETELMAN KUVAUS
1.4.1 In vivo -testin valmistelu
1.4.1.1 Eldinlajin valinta

Suositeltava koe-eldinlaji on albiinokaniini. Kokeessa kiytetddn nuoria ja terveitd tiysikasvuisia yksiloitd.
Muiden lajien kiyttd on perusteltava.

1.4.1.2 Koe-eldinten valmistelu

Kunkin alustavasti testiin valitun koe-eliimen molemmat silmit tutkitaan testin alkua edeltiiviin 24 tunnin
aikana. Eldimid, joilla esiintyy silmien drtyneisyyttd, silmivikoja tai aiempia sarveiskalvon vaurioita, ei voi
kiyttdd testissd.

1.4.1.3 FEldiinten hékit ja ruokinta

Jokaisella eldimelld on oltava oma hiikki. Koe-eldinhuoneen ldmpétilan on oltava kaniineilla 20 °C (£3
°C). Vaikka riittii, ettd suhteellinen kosteus on vihintdin 30 % eikd mielelldin ylitd 70 %:a muulloin kuin
huoneen puhdistuksen aikana, pitdisi kuitenkin pyrkid 50-60 %:n suhteelliseen kosteuteen. Huoneessa
tulee kiiyttidid keinovalaistusta 12 tunnin jaksoissa (12 tuntia valoa, 12 tuntia pimeii). Eldinten ruokinnassa
voidaan kdyttdid normaalia laboratorioruokavaliota, eikd juomaveden midrii saa rajoittaa.

1.42 Testimenettely
1.4.2.1 Testiaineen annostelu

Elidimen alaluomea vedetidiin varovasti silmimunasta poispdin ja testiaine annostellaan eliimen toisen
silmén sidekalvopussiin. Sen jilkeen luomia pidetiéin varovasti yhdessd sekunnin ajan, jotta aine ei valuisi
ulos silmistd. Toinen silmé, jota ei késitelld, toimii kontrollina.

1.422 Huuhtelu

Koe-elidinten silmii ei saa pestd vihintdin 24 tuntiin testiaineen annostelun jilkeen, paitsi jos kyseessd on
kiinted aine (katso kohta 1.4.2.3.2) tai viliton drsyttivii tai syovyttivi vaikutus. Silmit voidaan pestd 24
tunnin kuluttua, jos se katsotaan tarpeelliseksi.

Pesemisen vaikutuksen selvittdmiseksi ei suositella kontrolliryhmid, paitsi jos sille on tieteellisid
perusteita. Jos kontrolliryhmi tarvitaan, kiytetdin kahta kaniinia. Pesuolosuhteet on dokumentoitava
tarkasti, esimerkiksi pesuaika, pesuliuoksen koostumus ja ldmpétila, pesun kesto, nesteen tilavuus ja
virtausnopeus.
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1423 Annostaso
1.42.3.1 Nesteiden testaus

Testattaessa nesteitd testiannos on 0,1 ml. Ainetta ei saa annostella suoraan suihkepumpusta silméin.
Nestesuihke on ensin keriittiivi astiaan ennen 0,1 ml:n annostelua silméin.

14232 Kiinteiden aineiden testaus

Testattaessa kiinteitd aineita, tahnoja ja hiukkasmaisia aineita annoksen tilavuuden on oltava 0,1 ml tai
painon enintddn 100 mg. Testiaine jauhetaan hienoksi polyksi. Kiintedn aineen tilavuus mitataan, kun aine
on ensin kevyesti tiivistetty esimerkiksi naputtamalla mitta-astiaa. Jos kiinted aine ei ole poistunut koe-
eldimen silmistd fysiologisten mekanismien seurauksena ensimmdéiseen havainnointiaikaan mennessi eli
tunnin kuluttua kisittelystd, silméd voidaan huuhdella fysiologisella suolaliuoksella tai tislatulla vedelli.

1.42.3.3 Aerosolien testaus

On suositeltavaa keriti kaikki pumpattavat suihkeet ja aerosolit ennen niiden annostelua silméidn. Ainoa
poikkeus ovat paineistetuissa aerosolisdilidissd olevat aineet, joita el voida kerdtd hoyrystymisen takia.
Sellaisessa tapauksessa silmid pidelldén auki ja testiaine annostellaan silméén yhtend sekunnin kestivind
purskauksena 10 cm:n etidisyydeltd suoraan silmiin edestd. Vilimatka voi vaihdella suihkesiilion paineen ja
sisillon mukaan. On varottava, ettei suihkesiilion paine vahingoita silmid. Joissakin tapauksissa voi olla
syytd arvioida suihkeen voimakkuuden silmille mahdollisesti aiheuttamat “mekaaniset” vauriot.

Aerosoliannoksen suuruus voidaan arvioida simuloimalla testidi seuraavalla tavalla. Testiaine suihkutetaan
punnituspaperille suoraan paperin edessid olevasta kaniinin silmén kokoisesta aukosta. Paperin painon
lisdiyksen avulla arvioidaan silmiin suihkutettu méird. Haihtuvien aineiden tapauksessa annoksen suuruus
voidaan arvioida punnitsemalla keridysastia ennen ja jilkeen testiaineen poistamisen.

1.42.4 Alkutesti (in vivo -silmd-drsytiivyys/-syovyttiavyystesti yhdelle eldimelle)

Vaiheittaisen menettelyn mukaan (katso liite 1) on erittdin suositeltavaa suorittaa in vivo -testi aluksi vain
yhdelle elidimelle.

Jos testitulos osoittaa, etti aine on silmdd syOvyttivd tai vakavasti drsyttdvd kuvattua menettelyd
kiytettdessd, silmin drtymistd ei pidd enii testata.

1.42.5 Paikallispuudutusaineet

Paikallispuudutusainetta voidaan kidyttdd tapauskohtaisesti. Jos painoarvoanalyysi tai vaiheittainen
menettely osoittaa, ettd aine saattaa aiheuttaa tuskia, tai jos alkutestissi on todettu kipureaktio,
paikallispuudutusainetta voidaan antaa ennen testiaineen annostelua. Paikallispuudutusaineen laji,
konsentraatio ja annos on valittava huolellisesti, jotta varmistetaan, etti erot testiaineen aiheuttamissa
reaktioissa eiviit johdu puudutusaineesta. Testiaineella kiisittelemiton silmid on puudutettava samalla
tavoin.

1.4.2.6 Vahvistustesti (in vivo -silmd-drsyttdvyystesti useille eldimille)

Jos alkutestissii ei havaita syovyttdvdd vaikutusta, drsyttdvyys tai negatiivinen vaste on vahvistettava
testaamalla vielid enintdin kaksi eldinti, Jos alkutestissd todetaan voimakas drsyttiivi vaikutus, joka viittaa
mahdolliseen voimakkaaseen (korjautumattomaan) vaikutukseen vahvistustestissd, on suositeltavampaa
tehdd vahvistustesti vaiheittaisen menettelyn mukaan yhdelle eldimelle kerrallaan kuin altistaa uudet kaksi
eldintd samalla kertaa. Jos toisella eldimelld esiintyy syOpymisoireita tai vakavia drsytysoireita, testid ei
jatketa. Heikon tai keskinkertaisen drsyttdvin vaikutuksen vahvistamiseksi saattaa olla tarpeen testata
useampia eldimid.
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1427 Tarkkailujakso

Tarkkailujakson on oltava riittdviin pitkd havaittujen vaikutusten voimakkuuden ja korjautuvuuden
arvioimiseksi tidydellisesti. Testi on kuitenkin lopetettava heti, jos elidin osoittaa jatkuvia kovien tuskien tai
stressin merkkejid (9). Vaikutusten korjautuvuuden médrittimiseksi eldimid on tarkkailtava tavallisesti 21
péiviin ajan testiaineen antamisen jilkeen. Jos korjautuvuus todetaan ennen kuin 21 pidivii on kulunut, testi
on lopetettava silloin.

1.42.7.1 Kliiniset havainnot ja silmdreaktioiden pisteytys

Silmiit tutkitaan 1, 24, 48 ja 72 tuntia testiaineen annostelun jilkeen. Eldintd ei saa pitdd testattavana sen
jilkeen kun lopulliset tiedot on saatu. Eldimet, jotka osoittavat jatkuvia stressin tai vakavien tuskien
merkkejd, on viipymiittd lopetettava inhimilliselld tavalla, ja tim# on otettava huomioon testiaineen
vaikutusten arvioinnissa. Inhimilliselld tavalla on lopetettava eldimet, joilla esiintyy testiaineen annostelun
jilkeen seuraavia silmdvammoja: sarveiskalvon puhkeaminen tai huomattava sarveiskalvon haavauma
mukaan luettuna pullistuma, verta silmén etukammiossa, asteen 4 sarveiskalvosamentuma, joka jatkuu 48
tuntia, valorefleksin puuttuminen (virikalvon vaste 2), joka jatkuu 72 tuntia, sidekalvon haavauma,
sidekalvon tai vilkkukalvon kuolio tai arpeutuminen. Nidin menetelldiin siksi, ettd kyseiset vauriot ovat
yleensi korjautumattomia.

Eldimet, joille ei kehity silmdvammoja, voidaan lopettaa aikaisintaan kolme piivid testiaineen annostelun
jilkeen. Eldimid, joilla esiintyy lievid tai keskinkertaisia vaurioita, on tarkkailtava, kunnes vauriot hdvidiviit,
tai 21 piivii, jolloin testi lopetetaan. Havainnot on tehtiivi piivind 7, 14 ja 21, jotta voidaan miiirittid
vaurioiden tila ja niiden korjautuvuus tai korjautumattomuus.

Silméreaktioiden (sidekalvon, sarveiskalvon ja viirikalvon) asteet on kirjattava joka kerta, kun eldintd
tutkitaan (taulukko I). Kaikki muut silmévauriot (esimerkiksi sarveiskalvoverho, virjiytyminen) tai koko
elimistoon kohdistuvat haittavaikutukset on my®ds raportoitava.

Reaktioiden tutkimista helpottaa luuppilasien, lampun, biomikroskoopin tai muiden sopivien laitteiden
kiytts. Kun havainnot on kirjattu 24 tunnin jilkeen, silmii voidaan edelleen tutkia fluoreskeiini avulla.

Silmivasteiden pisteytys on viistimittd subjektiivista. Silmivasteiden pisteytyksen yhdenmukaistamiseksi
sekil testilaboratorion ja havaintoja tekevien ja tulkitsevien henkildiden tyon helpottamiseksi havaintoja
tekeviin henkiloston on oltava riittdvdn perehtynytti pisteytysjirjestelmiidn. Silmidvasteiden pisteytys on
arvioitava sokkona.

2. MAARITYSTULOKSET
22 TULOSTEN ARVIOINTI

Silmi-irsytyspisteet on arvioitava yhdessid vammojen luonteen ja vakavuuden sekii niiden korjautuvuuden
tai korjautumattomuuden kanssa. Yksittidiset pisteet eivit edusta aineen drsyttivyysominaisuuksien
absoluuttista tasoa, koska testiaineen muutkin vaikutukset ovat arvioinnissa mukana. Sen sijaan yksittiisii
pisteitd pitdisi tarkastella viitearvoina, jotka ovat merkitsevid vain, kun kaikki muut havainnot ja niiden
arviointi tukevat pisteiden antamaa tietoa.
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3.1

32

TULOSTEN ILMOITTAMINEN

LOPPURAPORTTI
Loppuraportti on annettava seuraavat tiedot:

Perustelut in vivo -testin tekemiselle: aiemmista tutkimuksista saatujen testitulosten painoarvon analyysi,
mukaan luettuna vaiheittaisen menettelyn tulokset:

— alemmista testeistd saatujen relevanttien tulosten kuvaus

— testimenettelyn kustakin vaiheesta saadut tulokset

— kuvaus tehdyistd in vitro -testeistd, mukaan luettuna niiden suorittamistapa ja testi-/viiteaineesta
saadut tulokset

—  kuvaus tehdyistd in vivo -ihoiirsyttavyys/-syovyttivyystesteistd seki niiden tulokset

— painoarvoanalyysi in vivo -testid varten.

Testiaine:

— tunnistetiedot (esimerkiksi CAS-numero, alkuperi, puhtaus, tunnetut epépuhtaudet, erinumero)

— fysikaalinen olomuoto ja fysikokemialliset ominaisuudet (esimerkiksi pH, haihtuvuus, liukoisuus,
stabiilius, reaktiivisuus veden kanssa)

— jos kyseessi on seos, sen koostumus ja ainesosien suhteellinen osuus

— jos on kiiytetty paikallispuudutusainetta, sen tunnistetiedot, puhtaus, laji, annos ja mahdollinen
vuorovaikutus testiaineen kanssa.

Kantaja-aine:

— tunnistetiedot, konsentraatio (tilanteen mukaan), kiytetty tilavuus
— perustelut kantaja-aineen valinnalle.

Koe-eldimet:

—  kéytetty laji ja kanta, perustelut muiden eldinten kuin albiinokaniinien kiiytolle
— eliinten iki testin alussa

— uros- ja naaraseldinten miiri testi- ja kontrolliryhmissi (jos tarpeen)

— eliinyksildiden paino testin alussa ja lopussa

— eldinten alkuperd, hikkijdrjestelyt, ruokavatio ja niin edelleen.

Tulokset:

—  kuvaus drsytyksen pisteytyksessid kiytetystd viilineestd kullakin havaintokerralla (esimerkiksi
lamppu, biomikroskooppi, fluoreskeiini)

— taulukkomuotoiset tiedot kunkin eldimen drsytys-/sydpymisvasteesta kullakin havaintokerralla siihen
asti, kun eldin on poistettu testisti

— sanallinen kuvaus havaitun drsytyksen/sydpymisen luonteesta ja asteesta

— kuvaus kaikista silmissd havaituista vaurioista (esimerkiksi verisuonittuminen, sarveiskalvoverhon
muodostus, umpeen muurautuminen, varjaytyminen)

— kuvaus muualle kuin silmdin kohdistuvista vaurioista sekd koko elimistoon kohdistuvista
haittavaikutuksista ja mahdolliset histopatologiset 10ydokset.

Tulosten pohdinta.

TULOSTEN TULKINTA

Koe-elidimille tehtyjen silmi-drsytystestien tulosten ekstrapolointi ihmisid koskeviksi on vain rajoitetusti
pitevdd. Monissa tapauksissa albiinokaniini on ihmistd herkempi silmdd #rsyttiville tai syovyttdville

aineille.

Tulosten tulkinnassa on huolellisesti erotettava sekundéirisesti tulehduksesta johtuva drsytys.
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TAULUKKO I: SILMAVAURIOIDEN PISTEYTYS

Sarveiskalvo

Samentuma: tiheysaste (mittausarvot otettava tiheimmastid kohdasta)*

Ei haavaumia tal SAMENIUMAL ....ccoovivirriiiice et n e e sn e s 0

Yksittdisid tai hajanaisia samentuma-alueita (muu kuin lievid normaalin kiillon himmentyminen);

viirikalvon yksityiskohdat selviisti nihtidvissd 1

Selvisti erottuva lapinidkyvd alue; virikalvon yk%ltyl%kohdat hiukan pelttyneet 2

Helmidishohtoinen alue; virikalvon yksityiskohtia ei erotu lainkaan; pupilli tuskin erottuva 3

Samea sarveiskalvo; virikalvo ei erotu samentuman lépi 4
Suurin mahdollinen pistemédri: 4

* Sarveiskalvosamentuman alue on mainittava

Varikalvo

A0 43T PPN 0

Selviisti syventyneet poimut, verentungosta, turvotusta, keskinkertaista verekkyytti sarveiskalvon ympirill4;

viirikalvon reagoiminen valoon (viivistynyt reaktio katsotaan testiaineen vaikutukseksi)....cooovvvinninnnninnnnnneenne 1

Verenvuotoa, vakavasti tuhoutunut virikalvo tai el reaktiotd valoOn .......ccccvveveiveveeicieee e e eere e e eens 2
Suurin mahdollinen pistemédri: 2

Sidekalvo

Normaali punaisuus (viittaa luomen ja silmidmunan sidekalvoon; pois lukien sarveiskalvo ja viirikalvo) 0

Joitakin hypereemisié verisuonia 1

Laajalle levinnyt helakka punaisuus; yksittiiset suonet eiviit erotu selvisti 2

Laajalle levinnyt voImakas PUNAISIUS ..cocviiiriiriiriieniee ettt sttt st st sre e e s 3
Suurin mahdollinen pistemédri: 3

Sidekalvopoho

Turvotus (viittaa luomiin ja/tai vilkkukalvoon)

Normaali 0

Hiukan normaalia enemmin turvotusta 1

Selviid turvotusta, luomet osittain kiiintyneet ympéiri 2

Turvotusta, luomet puoliksi muurautuneet umpeen .. . 3

Turvotusta, luomet enemmiin kuin puoliksi muurautuneet umpeen 4

Suurin mahdollinen pistemiiri: 4
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LHTE

Silma-arsyttivyyden ja -syovyttivyyden vaiheittainen testaus

YLEISIA NAKOKOHTIA

Sekd jirkevien tieteellisten menettelytapojen ettd eldinten hyvinvoinnin vuoksi on tirkeddi viilttdd tarpeettomia
eldinkokeita ja tehdd mahdollisimman vihin sellaisia testejd, jotka todennikdisesti aiheuttavat eldmissi vakavia vasteita.
Ennen in vivo -testin suunnittelemista on arvioitava kaikki tiedot testiaineen mahdollisesta silmi-
drsyttivyydesti/-sydvyttivyydestd. Riittiviit todisteet testiaineen silmi-drsyttivyyden/-syovyttivyyden luokittelemiseksi
voivat jo olla olemassa, jolloin koe-elidintestejd ei tarvita. Painoarvoanalyysin ja vaiheittaisen menettelyn kiiyttd vihentdd
in vivo -testien tarvetta, erityisesti jos on todennikdistd, ettd testiaine aiheuttaa vakavia reaktioita.

On suositeltavaa arvioida aineiden silmi-drsyttivyydesti/-syovyttivyydestid saatavissa olevien tietojen painoarvo, jotta
voidaan piittdd, tarvitaanko aineen silmi-irsyttivyyspotentiaalin médrittimiseksi muita testejd kuin in vivo -silmiitesti.
Jos muita testejd tarvitaan, on suositeltavaa kiiyttidd vaiheittaista menettelyi relevanttien koetulosten hankkimiseksi. Jos
ainetta ei ole testattu aikaisemmin, vaiheittaisen menettelyn avulla voidaan hankkia silmi-drsyttivyyden/-sydvyttivyyden
arviointiin tarvittavat tulokset. Tissd liitteessd kuvattu testimenettely on kehitetty OECD:n seminaarissa (1), ja se on
vahvistettu ja laajennettu myShemmin jirjestelmiissi Harmonised Integrated Hazard Classification System for Human
Health and Environmental Effects of Chemical Substances, sellaisena kuin se vahvistettiin kemikaalikomitean ja
kemikaalitydryhmin 28. yhteisessi kokouksessa marraskuussa 1998 (2).

Vaikka téméi vaiheittainen testausstrategia ei ole olennainen osa testimenetelmidd B.4, siind kuvataan suositeltavaa
ldhestymistapaa aineen silmé-drsyttidvyys-/-syovyttivyysominaisuuksien midrittimiseen. Tdmé ldhestymistapa edustaa
sekd parhaita kilytdntoji ettd eettistd vertailukohdetta silmi-drsyttivyyden/-sydvyttivyyden in vivo -testauksessa. Siind
annetaan ohjeita in vivo -testin suorittamiseen ja esitetdlin yhteenveto tekijoistd, jotka on kisiteltiivid ennen testin
aloittamista. Strategia tarjoaa lihestymistavan aiemmin saatujen tulosten arviointiin testiaineen silmi-drsyttivyys-/-
syovyttivyysominaisuuksien selvittimiseksi, ja sen avulla voidaan vaihe vaiheelta tuottaa merkitsevid tuloksia aineista,
joista tarvitaan lisdtietoja tai joita ei ole aikaisemmin tutkittu. Strategiassa suositellaan myds tietyissd tapauksissa
kilyttdmiin validoituja ja hyviksyttyjd in vitro- tai ex vivo -testeji silmi-drsyttivyyden/-syovyttivyyden toteamiseksi

3.

VAIHEITTAISEN TESTAUSSTRATEGIAN KUVAUS

Ennen vaiheittaiseen menettelyyn sisiltyvien testien suorittamista (kaavio) on analysoitava kaikki saatavissa olevat tiedot,
jotta in vive -silmétestauksen tarve voidaan midrittid. Vaikka yksittdisistd parametreista (esimerkiksi ddrimmaéiset pH-
arvot) voidaan saada merkitsevii tietoja, on syytd ottaa huomioon tulokset kokonaisuudessaan. Kaikkien kyseessd olevan
aineen tai sitd rakenteeltaan vastaavan aineen vaikutustietojen painoarvo on arvioitava testauspditoksen yhteydessd, ja
padtokselle on esitettiivd perustelut. Ensisijaisesti on painotettava sekd ihmis- ettd eldintesteilld aineesta aiemmin saatuja
tuloksia ja seuraavaksi in vitro- tai ex vivo -testien tuloksia. Sydvyttivien aineiden in vivo -testejd on viiltettiivii aina kun
se on mahdottista. Testimenettelyssd on otettava huomioon seuraavat asiat:

Ihmisilld ja eldimilld aiemmin saatujen tulosten arviointi (vaihe 1). Aiemmat thmisilld saadut tulokset, esimerkiksi
kliiniset tai tyoperidiseen altistukseen liittyvit tutkimustulokset ja tapausselostukset jajtai eldinkokeiden tulokset
silmiitesteisti, on otettava ensiksi huomioon, koska niistd saadaan suoraan aineen silmivaikutuksiin liittyvid tietoja. Sen
jilkeen on arvioitava saatavissa olevat tiedot ihmisilld ja/tai eldimilld tehdyistd ihodrsyttdvyys/-syovyttivyystesteisti.
Eldinten silmiin ei saa annostella aineita, joiden tiedetddn olevan sydvyttivii tai voimakkaasti drsyttiivid, eiki aineita,
joilla on ihoa drsyttiavii/syovyttdvi vaikutus; sellaisten aineiden voidaan katsoa vaikuttavan samoin myds silmiin. /n vivo
-testejd ei tarvitse tehdd aineille, joiden silmi-drsyttivyys tai -syovyttivyys tiedetddn, eikii aineille, joista on selviisti
todistettu, ettd ne eivit ole Arsyttivid tai Syovyttavii.
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Rakenne—aktiivisuusanalyysi (SAR) (vaihe 2). Jos saatavilla on rakenteellisesti samankaltaisten aineiden testituloksia, ne
on otettava huomioon. Kun rakenteellisesti samankaltaisista aineista tai niitd siséltivistd seoksista on saatavilla riittdvisti
ihmisille tehtyjen testien ja eldinkokeiden tuloksia, jotka osoittavat niiden silmi-drsyttivyys/-syovyttivyyspotentiaalin,
voidaan olettaa, ettii arvioitava testiaine tuottaa samanlaiset vasteet. Téllaisessa tapauksessa ainetta ei kenties tarvitse
testata. Negatiiviset tulokset rakenteellisesti samankaltaisten aineiden tai sellaisista aineista koostuvien seosten
tutkimuksista eivit vaiheittaisessa menettelyssé ole riittdvi todiste siitd, ettd aine ei ole drsyttdvi tai syovyttdvd. Sekd
silmi- ettd ihodrsyttivyys ja -syOvyttivyys on selvitettivii validoitujen ja hyviksyttyjen SAR-menettelytapojen avulla.

Fysikokemialliset ominaisuudet ja kemiallinen reaktiivisuus (vaihe 3). Aineella, jolla esiintyy ddrimmiisid pH-arvoja,
kuten <2,0 ja 211,5, voi olla voimakkaita paikallisvaikutuksia. Jos aine mééritetdén silméd syovyttiaviksi ddrimmadisen
pH-arvon perusteella, sen happo-/emisreservi (eli puskurointikyky) voidaan myds ottaa huomioon (5)(6). Jos
puskurointikyky viittaa sithen, ettd aine ei ole silméd syovyttivi, timin vahvistamiseksi on tehtivd jatkotesti, jonka on
ensisijaisesti oltava validoitu ja hyvidksytty in vitro- tai ex vivo -testi (katso vaiheet 5 ja 6).

Muiden aiempien tietojen ottaminen huomioon (vaihe 4). Kaikki saatavissa olevat tiedot koko elimistoon ihon kautta
kohdistuvasta toksisuudesta on arvioitava tissi vaiheessa. Testiaineen akuutti toksisuus ihon kautta saatuna on myods
otettava huomioon. Jos testiaine on osoitettu erittdin toksiseksi ihon kautta saatuna, siti ei kenties tarvitse testata silmille.
Vaikkakaan akuutin ihotoksisuuden ja silmi-drsyttdvyyden/-syovyttdvyyden vililld el vilttdmittd ole suhdetta, voidaan
olettaa, ettd jos aine on erittdin toksinen ihon kautta saatuna, se on erittiin toksinen my0s silmédin annosteltuna. Tillaiset
tiedot voidaan ottaa huomioon myds vaiheiden 2 ja 3 vilissd.

In vitro- tai ex vivo -testien tulokset (vaiheet 5 ja 6). Aineita, joilla on todettu olevan sydvyttivid tai vakavasti drsyttivid
ominaisuuksia validoiduissa ja hyviiksytyissid, nimenomaan silmi- ja ihodrsyttivyyden/-syovyttidvyyden mittaamista
varten kehitetyissd in vitro- tai ex vivo -testeissd (7)(8), el tarvitse testata eldimilld. Voidaan olettaa, ettd tillaiset aineet
aiheuttavat samoja vaikutuksia in vivo -testeissil. Jos validoituja ja hyviksyttyji in vitro-/ex vivo —testeji ei ole saatavissa,
vaiheet 5 ja 6 ohitetaan ja siirrytiiiin suoraan vaiheeseen 7.

Testiaineen in vivo -thodrsyttivyyden/-sydvyttivyyden arviointi (vaihe 7). Kun testiaineesta ei ole saatavilla riittdvid
todisteita painoarvoanalyysin ja lopullisen johtopiiitoksen tekemiseksi testiaineen
ihodirsyttivyys/-syovyttovyyspotentiaalista edelld lueteltujen tutkimusten tietojen perusteella, in vivo -ihofrsyttivyys/-
syovyttivyyspotentiaali on arvioitava ensiksi testimenetelmidn B.4 (4) ja sen liitteen mukaisesti (9). Jos aineen on
osoitettu aiheuttavan ihon syOpymistd tai vakavaa drsytystd, sitd on syytd pitdd syOvyttivind ja silmé-drsytystd
aiheuttavana, mikili muut tiedot eivit tue toisenlaista johtopditosti. Tilloin in vivo -silmiitestid ei tarvita. Jos aine ei ole
ihoa syOvyttivi tai vakavasti drsyttivi, in vivo -silmiitesti on tehtivi.

In vivo -testi kaniineilla (vaiheet 8 ja 9). In vivo -silmiitesti on aloitettava testaamalla ensin yksi elidin. Jos timin testin
tulokset osoittavat, ettd aine on silmid vakavasti drsyttivi tai syovyttivi, jatkotestid ei pidd tehdd. Jos alkutestissi ei
todeta vakavasti drsyttivii tai syovyttivid vaikutusta, drsyttivyys tai negatiivinen vaste on vahvistettava testaamalla
vield enintdédn kaksi eldinté.
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KAAVIO

SILMA-ARSYTTAVYYDEN/-SYOVYTTAVYYDEN TESTAUS- JA ARVIOINTIMENETTELY

Toimi

Aiemmat tulokset ihmisisti tai
eldimistd osoittavat silmireaktioita

Aiemmat tulokset ihmisistd ja/tai
eldimistd osoittavat thon
syOpymisvaikutuksia

Aiemmat tulokset ihmisistd ja/tai
eldimistd osoittavat vakavia
ihodrsytysvaikutuksia

Tietoja ei saatavilla tai saatavat
tiedot eiviit mahdollista lopullista
Johtopdiditistd

Suorita silmisyovyttivyyden/-
arsyttivyyden SAR-arviointi

Suorita thosyovyttivyyden SAR-

arviointi

Ennusteita ei voida tehdd tai
ennusteet ovat negatiivisia tai eivdt
mahdollista lopullista johtopddtostd

Mittaa pH (puskurointikyky tarpeen

mukaan)
{

2<pH < 11,5, tai pHL2,0 tai 211,5
Ja puskurointikyky alhainen tai
olematon, jos relevanttia

\

Arvioi ihon kautta koko elimistéon
kohdistuva toksisuus

l

Mainittuja tietoja ei ole saatavilla tai
aine ei ole kovin toksinen

!

Suorita validoitu ja hyviksytty in
vitro- tai ex vivo -testi
silmisyovyttivyyden toteamiseksi

Loydos

Vakavia silmévaurioita
aiheuttava

Silmid drsyttivi

Ei silmid syovyttavi eikd
drsyttivi

Thoa syovyttivi

Vakavaa ihodrsytysté aiheuttava

Ennustaa vakavia silmidvaurioita

Ennustaa silmi-irsytysté

Ennustaa thosyovyttivyytti

pH <2 tai> 11,5 (suuri
puskurointikyky, jos relevanttia)

Erittédin toksinen
silmitestauksissa kiytettivinid
pitoisuuksina.

Syopymisvaste

Johtopiatios

Apikaalinen piitepiste; katsotaan
syovyttiviksi silmille. Testi ei
tarvita.

Apikaalinen piitepiste; katsotaan
drsyttiviksi silmille. Testid ei
tarvita.

Apikaalinen piitepiste; katsotaan,
ettd aine ei ole silmid syovyttivi
eikd drsyttyvi. Testid ei tarvita.

Oletetaan silmii syovyttiviksi.
Testid ei tarvita.

Oletetaan silmid drsyttdviksi.
Testid ei tarvita.

Oletetaan silmii syovyttiviksi.
Testii ei tarvita.

Oletetaan silmii drsyttdaviiksi.
Testid ei tarvita.

Oletetaan silmii syovyttiviksi.
Testid ei tarvita.

Oletetaan silmii syovyttiviksi.
Testii ei tarvita.

Aine on liian toksinen
testattavaksi. Testiid ei tarvita,

Oletetaan silmid syovyttiviksi.
Testid ei tarvita.
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Aine ei ole sydvyttdvd tai validoitu in
vitro- tai ex vivo -testimenetelmid
silmdsydvyttivyyden osoittamiseksi ei
ole vield saatavilla

Suorita validoitu ja hyviksytty in
vitro- tai ex vivo -testi silmé-
drsyttivyyden toteamiseksi

Aine ei ole drsyttdvd tai in validoitu
vitro- tai ex vivo -testimenetelmid
silmd-drsytyksen toteamiseksi ei ole
vield saatavilla

!

Arvioi kokeellisesti in vivo
-ihodrsyttavyys/-
syovyttivyyspotentiaali (katso
testimenetelmi B.4 ja sen liite)

Aine ei ole syovyttivd tai vakavasti
thoa drsyttdvi

l

Suorita in vivo -alkutesti yhdelle
kaniinille silmédvaikutuksen

toteamiseksi
Ei vakavia vaurioita tai ei vastetta

Suorita vahvistustesti vield yhdelle tai
kahdelle eliimelle

Arsytysvaste

SyOpymisvaste tai vakava
drsytysvaste

Vakavia silmivaurioita

Syovyttivi tai drsyttivi

Ei syovyttivi eikid drsyttivi

Oletetaan silmid drsyttaviksi.
Testid ei tarvita.

Oletetaan silmii syovyttaviksi.
Testid ei tarvita.

Katsotaan silmii syovyttiviksi.
Testid ei tarvita.

Katsotaan silmid syovyttiviksi tai
drsyttdviksi. Jatkotestid ei tarvita.

Katsotaan, ettd aine ei ole drsyttivi
eikd syovyttivi. Jatkotestid ei
tarvita.
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B.31. PRENATAALISEN KEHITYKSEN AIKAISTEN
MYRKYLLISYYSVAIKUTUSTEN TUTKIMUS

1. MENETELMA

Tidmé menetelmi on toisinto OECD:n testiohjeesta nro 414 (2001).

1.1 JOHDANTO

Tdmin sikionkehityksen aikaisten myrkyllisyysvaikutusten testimenetelmiin tarkoitus on hankkia yleisti
tietoa syntyméii edeltiiviin altistuksen vaikutuksista tiineeseen koe-eldimeen ja sen kohdussa kehittyviin
organismiin. Testiin voi sisdltydi emoon kohdistuvien vaikutusten arviointi sekd sikion kuoleman,
rakenteellisten epidmuodostumien tai poikkeavan kehityksen arviointi. Sikion toiminnallisia hdiriditd, jotka
ovat tidrked osa kehitystd, ei tutkita tissd menetelmissi. Niitd voidaan tutkia erilliselld testilld tai timin
testin  ohessa kéyttimilli hermostonkehitykseen kohdistuvia myrkyllisyysvaikutuksia —selvittivii
menetelmiid. Toiminnallisten hiirididen ja muiden syntymiin jilkeisten vaikutusten testauksesta saa tietoa
kahden  sukupolven  reproduktiivisten — myrkyllisyysvaikutusten  tutkimusmenetelmistd — seki
hermostonkehitykseen kohdistuvien myrkyllisyysvaikutusten menetelmiistii soveltuvin osin.

Titd testimenetelméd voidaan joutua mukauttamaan yksittdistapauksissa testiaineen fysikokemiallisten tai
toksikologisten ominaisuuksien mukaan. Mukauttaminen on hyviksyttiviid, jos on olemassa vakuuttavaa
tieteellistd viitettd, ettd testi olisi siten informatiivisempi. Jos testid mukautetaan, on mainittu tieteellinen
niyttd dokumentoitava huolellisesti tutkimusraportissa.

1.2 MAARITELMAT

Kehitystoksikologia: Tieteenala, joka tutkii kehittyvissd organismissa esiintyvid haittavaikutuksia, jotka
voivat aiheutua altistuksesta ennen hedelmditymistd, syntymii edeltdviin kehityksen aikana tai syntymin
jilkeisend aikana sukukypsyysikddn asti. Sikionkehityksen aikaisten myrkyllisyysvaikutusten térkeimmit
ilmenemismuodot ovat 1) organismin kuolema 2) rakenteelliset epdmuodostumat 3) poikkeava kasvu seki
4) toiminnalliset hiiriot. Aikaisemmin kehitystoksikologiaa kutsuttiin usein teratologiaksi.

Haittavaikutuos: Sellainen kisittelyyn liittyvd poikkeama perustasosta, joka vihentdd organismin kykyd
pysyd hengissd, lisddntyd tai sopeutua ympiristoon. Kehitystoksikologian kannalta haittavaikutus on
laajimmassa merkityksessiddn mikéd tahansa vaikutus, joka haittaa conceptuksen normaalia kehitystd sekéd
ennen syntyméi ettd syntymén jilkeen.

Poikkeava kehitys: Poikkeama poikasen elinten tai ruumiin painossa tai koossa.
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Poikkeamat (epimuodostumat): Kehityksessd ilmeneviit rakenteelliset poikkeamat, joihin sisdltyvit seki
epidmuodostumat ettd vaihtelu (28).

Epamuodostuma/merkittava epanormaalius: Rakenteellinen muutos, joka katsotaan eldimelle
haitalliseksi (voi olla my6s letaali) ja jota esiintyy harvoin.

Vaihtelu / vihédinen epianormaalius: Rakenteellinen muutos, joka katsotaan eldimelle viihin tai el
lainkaan haitalliseksi. Muutos voi olla ohimenevid ja esiintyi suhteellisen usein

vertailupopulaatiossa.

Hedelmditymisen tulos (conceptus): Kaikki hedelmdityneestd munasolusta kehittyneet kudokset kaikissa
kehitysvaiheissa hedelmoitymisesti syntymiitin asti. Siséltid alkion tai sikion seki sikidkalvot ja istukan.

Implantaatio: Blastokystan kiinnittyminen kohdun epiteeliin, mukaan lukien tunkeutuminen epiteelin ldpi
ja kiinnittyminen endometriumiin.

Alkio: Organismin varhais- tai kehitysvaihe, erityisesti munasolun hedelmoitymisen tuote pituusakselin
ilmaantumisen jilkeen siihen saakka, kunnes keskeiset rakenteet ovat kehittyneet.

Alkioon kohdistuva myrkyllisyysvaikutus: Alkion normaalia rakennetta, kehitystd, kasvua jaftai
elinkelpoisuutta haittaava vaikutus.

Siki6: Syntymiton organismi alkiokehityksen jilkeen.

Sikioon kohdistuva myrkyllisyysvaikutus: Sikion normaalia rakennetta, kehitystd, kasvua ja/tai
elinkelpoisuutta haittaava vaikutus.

Tiineyden keskeytyminen (abortoituminen): Hedelmditymisen tulosten (alkion tai elinkelvottoman
sikion) ennenaikainen poistuminen kohdusta.

Resorptio: Implantaation jilkeen kuollut conceptus, joka resorboituu parhaillaan tai on jo resorboitunut.
Varhainen resorptio: Todistettavasti tapahtunut implantaatio ilman tunnistettavaa alkiota tai sikiGté.
Myohainen resorptio: Kuollut alkio tai sikio, jossa nikyy ulkoisia degeneratiivisia muutoksia.

NOAEL: Lyhennys miiritelmille “no-observed-adverse-effect level” (haitaton vaikutustaso). Korkein annos-
tai altistustaso, jolla ei havaita mitdén haitallisia késittelyyn liittyvid vaikutuksia.
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1.3 VERTAILUAINE

Ei kiiytssi.

1.4 TESTIMENETELMAN PERIAATE

Testiainetta annetaan tiineille eldimille ainakin implantaation ja eliiimen suunnitellun lopettamisen viiliseni
aikana. Lopettaminen on tehtidvd mahdollisimman lihelld normaalia synnytyspéiviid vilttden kuitenkin sité,
etti menetettdisiin tutkimustietoja ennenaikaisen synnytyksen johdosta. Testimenetelmiin tarkoitus ei ole
tutkia yksinomaan organogeneesin eli elinten muodostumisen jaksoa (jyrsijoilld pdivit 5-15, kaniinilla
piivit 6-18), vaan myods soveltuvissa tapauksissa koko tiineyden aikaisia vaikutuksia alkaen ennen
implantaatiota ja piittyen sektiota edeltiviiiin piiviidn. Hiukan ennen sektiota naaraat lopetetaan, niiden
kohdunsisiltd tutkitaan ja sikidistd tutkitaan ulkoiset ndkyvit epimuodostumat sekid pehmytkudosten ja
luuston muutokset.

1.5 TESTIMENETELMAN KUVAUS
1.5.1 Elainlajin valinta

Testissd suositellaan kidytettdviiksi parhaiten soveltuvaa eldinlajia sekid sellaisia laboratorioeldinlajeja ja
-kantoja, joita kiytetdiin yleisesti syntymii edeltivien myrkyllisyysvaikutusten tutkimuksessa. Jyrsijoistd
suositeltava koe-elidin on rotta ja muista eldimistd kaniini. Muiden lajien kidytto on erikseen perusteltava.

1.5.2 Koe-eliintilat ja elainten ruokinta

Koe-eldinhuoneen limpdtilan tulee olla jyrsijoilld 22 °C (£ 3%) ja kaniineilla 18 °C (£ 39). Vaikka riittii,
etti suhteellinen kosteus on vihintddn 30 % eikd mielellddn ylitdi 70 %:a muulloin kuin huoneen
puhdistuksen aikana, pitiisi kuitenkin pyrkid 50-60 %:n suhteelliseen kosteuteen. Huoneessa tulee kiyttii
keinovalaistusta 12 tunnin jaksoissa (12 tuntia valoa, 12 tuntia pime#dd). Eldinten ruokinnassa voidaan
kiyttii normaalia laboratorioruokavaliota, eikd juomaveden méirid saa rajoittaa.

Pariutumisen tulee tapahtua tarkoitukseen sopivissa hikeissd. Pariutumisen jidlkeen on suositeltavaa pitdd
kukin eldin omassa hikissddn, mutta myds muutaman eliimen pitiminen samassa hikissd on
hyviksyttdvai.
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1.5.3 Eldinten valmistelu

Testissd tulee kidyttdd terveitd eldimid, jotka on totutettu laboratorio-olosuhteisiin vihintdin viiden
vuorokauden ajan ja joita ei ole aiemmin kiytetty testeihin. Koe-eldinten laji, kanta, alkuperd, sukupuoli,
paino ja/tai ikd on tunnettava. Eldinten tulee kaikissa testiryhmissid olla samanpainoisia ja -ikiisid niin
tarkasti kuin on kidytinndssi mahdollista. Kullakin annostasolla tulee kiiyttid nuoria tiysikasvuisia
naaraita, jotka eiviit ole synnyttineet. Naaraat tulee parittaa saman lajin ja kannan urosten kanssa, ja
sisarusten pariutumista tulee vilttdd. Jyrsijoilld tiineyden alkupiivi (pdivd 0) on se, jolloin vaginan tulpitus
jaftai sperma havaitaan; kaniineilla se on yleensd pariutumisen tai keinosiemennyksen piivd, mikiili
keinosiemennystd kiytetiiin. Hikit on sijoitettava siten, etti hikin sijainnista johtuvat vaikutukset ovat
mahdollisimman véhiisid. Kullekin eldimelle annetaan oma tunnistenumero. Paritetut naaraat jaetaan
satunnaisesti kontrolli- ja testiryhmiiin, ja jos naaraat on paritettu erissii, kunkin eriin elidimet tulee jakaa
tasaisesti molempiin ryhmiin. Samoin on meneteltivi saman uroksen hedelmoittimien naaraiden kohdalla.

1.6 TESTIN SUORITUS
1.6.1 Elidinten méaara ja sukupuoli

Kussakin testi- ja kontrolliryhmissd tulee olla niin paljon naaraita, ettd ruumiinavaukseen saadaan noin 20
eldintd, joilla implantaatio voidaan havaita. Ryhmit, joissa tillaisia eldimili on vihemmin kuin 16, eiviit
mahdollisesti ole asianmukaisia. Emojen kuolleisuus ei vilttimittd heikennd tutkimuksen validiteettia,
mikili kuolleisuus ei ylitd keskiméiirin 10 %:a.

1.6.2 Annosten valmistelu

Jos annostelun helpottamiseksi kidytetdéin kantaja-ainetta tai muuta lisHainetta, on syytd selvittdd sen
vaikutus testiaineen absorboitumiseen ja jakautumiseen, testiaineen metaboloitumiseen, elimistossi
sdilymiseen ja eritykseen. Lisiksi on selvitettiivi sellaiset vaikutukset testiaineen kemiallisiin
ominaisuuksiin, jotka saattavat muuttaa testiaineen myrkyllisyyttd, seki vaikutukset koe-eldinten ravinnon
ja juoman nauttimiseen tai ravitsemustilaan. Kantaja-aineella ei saa olla sikionkehitykseen tai
lisdéintymiseen kohdistuvia myrkyllisyysvaikutuksia.
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1.6.3 Annostasot

Normaalisti testiainetta annetaan péivittidin alkaen implantaatiosta (esim. pdivd S pariutumisen jilkeen)
suunniteltua sektiota edeltiiviiiin pdiviin asti. Jos aikaisemmat tutkimukset, mikili sellaisia on tehty, eiviit
osoita merkittivid ennen implantaatiota tapahtuvan alkionmenetyksen mahdollisuutta, ainetta voidaan
antaa koko tiineyden ajan parittelusta eldimen suunniteltua lopettamista edeltiviidn piiviin. Eldimen
virheellinen kisittely tai tiineyden aikainen stressi voivat johtaa sikion menetykseen. Jotta sikidn menetys
muista kuin testiin liittyvistd syisti estettdisiin, tiineiden eldinten tarpeetonta kiisittelyd sekd ulkoisten
tekijoiden kuten melun aiheuttamaa stressid tulee vilttid.

Testissd tulee kilyttdd viihintddn kolmea annostasoa ja testin kanssa samaan aikaan tehtivid kontrolleja.
Terveet eldimet jaetaan satunnaisesti kontrolli- ja testiryhméén. Annostasojen vilit midritetidn siten, ettd
toksiset vaikutukset saadaan porrastettua. Jos testiaineen fysikaalinen/kemiallinen olomuoto tai biologiset
ominaisuudet eiviit aseta rajoituksia, suurin annos médritetitin sellaiseksi, ettd se on jonkin verran
myrkyllinen kehittyville sikitlle ja/tai emolle (kliinisid 10ydoksid tai ruumiinpainon viiheneminen), mutta
ei aiheuta kuolemaa tai kovia tuskia. Ainakin yksi suurimman ja pienimmin vililli oleva annostaso
asetetaan sellaiseksi, ettd se aiheuttaa erittdin pienen havaittavan myrkyllisyysvaikutuksen. Pienin annos
asetetaan sellaiseksi, ettd silld ei ole mitddn myrkyllisyysvaikutuksia kehittyviin sikioon tai emoon.
Annostasot on porrastettava siten, ettd tutkimuksessa saadaan esiin mahdolliset annostasoihin liittyviit
reaktiot sekii haitaton altistustaso (NOAEL). Kaksinkertaiset — nelinkertaiset erot annostasojen vililld ovat
usein parhaimmat alenevissa annossarjoissa, ja usein on parempi lisitd neljis testiryhmi kuin kiyttdd hyvin
suuria annosvileji (esimerkiksi yli 10-kertaisia annosviilejd). Vaikka tavoitteena onkin miiirittid emon
haitaton altistustaso, hyviksyttivid voivat olla myos tutkimukset, joissa tillaista tasoa el médritetd (1).

Annostasojen valinnassa tulee ottaa huomioon aikaisemmat myrkyllisyystiedot seki tiedot testiaineen tai
muiden sen kanssa samantyyppisten materiaalien metaboloitumisesta elimistdssd samoin kuin niiden
toksikokineettisistd ominaisuuksista. Ndmi tiedot auttavat my0Os osoittamaan, ettd annostasot on valittu
oikein.

Testissi on kidytettivd samanaikaista kontrolliryhméd. Sen tulee olla joko plaseboa saava kontrolliryhmi tai
kantaja-ainetta saava kontrolliryhmi, mikéli testiaineen antamisen yhteydessd kiytetdiin kantaja-ainetta.
Kaikille ryhmille annetaan tilavuudeltaan sama miiérd joko testi- tai kantaja-ainetta. Kontrolliryhmin tai
-ryhmien eldimii tulee kiisitelldi samalla tavoin kuin testiryhmén eldimid. Kantaja-aineen kontrolliryhmille
tulee antaa suurin kidytetty miird kantaja-ainetta (kuten alimmassa testiryhmissi).

1.6.4 Raja-annostesti

Jos jokin testin annostaso, joka on vihintiddn 1 000 mg/kg (eldimen painokilo)/vrk ja joka annetaan suun
kautta tidssd testimenetelmiissd kuvattujen menettelyjen mukaisesti, ei aiheuta lainkaan havaittavaa
myrkyllisyysvaikututusta tiineissd eldimissd tai niiden jilkeldisissd ja jos myrkyllisyysvaikutusta ei
aikaisempien tutkimustulosten perusteella ole odotettavissa (esimerkiksi rakenteellisesti ja/tai metabolisesti
samantyyppiset yhdisteet), tiydellinen kolmea annostasoa kéyttdvi testi ei vilttimittd ole tarpeen. Jos
odotettavissa on ihmisten altistuminen aineelle, voi olla tarpeen kiiyttidi raja-annostestissd suurempaa
annostasoa, kun aine annetaan suun kautta. Muita antotapoja kuten inhalaatiota tai ihoapplikaatiota
kiytettdessi testiaineen fysikokemialliset ominaisuudet saattavat usein osoittaa altistuksen enimmiistason
(esimerkiksi thoapplikaatio ei saa aiheuttaa vakavaa paikallista myrkyllisyysvaikutusta).
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1.6.5 Antotapa

Testiaine tai kantaja-aine annetaan yleensid suun kautta letkulla. Jos kiytetiéin muuta antotapaa, testin
tekijin on perusteltava sen kiiyttd ja muutettava muita kohtia vastaavasti (2)(3)(4). Testiaine annetaan
péivittdin suunnilleen samaan aikaan.

Kunkin eldinyksilon annoksen tulee yleensd perustua viimeiseen elidimen ruumiin painon médritykseen.
Annoskoon miirittimisessd on kuitenkin oltava erityisen huolellinen viimeisen tiineyskolmanneksen
aikana. Aikaisempien tutkimustietojen perusteella on valittava sellainen annoskoko, joka ei aiheuta litkaa
myrkyllisyysvaikutuksia emolle. Jos kuitenkin havaitaan liian suuria myrkyllisyysvaikutuksia testiainetta
saaneissa emoissa, ndmi eldimet on lopetettava inhimilliselld tavalla. Jos useissa tiineissd eldimissid
havaitaan lilan suuren myrkyllisyysvaikutuksen merkkeji, on syytd harkita koko kyseisen
annostasoryhmiin lopettamista. Letkuruokinnassa aine on annettava eldimelle yhtend annoksena
mahaletkun tai sopivan intubaatiokanyylin kautta. Suurin kerralla annettava nestemidird midridytyy koe-
eldimen koon mukaan. Nestemiirin tilavuus ei saa ylittdd 1 ml/100 g painoa. Poikkeuksen muodostavat
vesiliuokset, joita kidytettdessd tilavuus voi olla 2 ml/100 g painoa. Kun kantaja-aineena on maissioljy,
tilavuus ei saa olla suurempi kuin 0,4 ml/100 g painoa. Testiaineen nestemiidrin tilavuusvaihtelu tulee
minimoida pitoisuutta muuttamalla, jotta kaikilla annostasoilla voidaan kiiyttdid tilavuudeltaan samaa
nestemairii.

1.6.6 Emojen havainnointi

Kliinisid havaintoja tulee tehdd ja kirjata ainakin kerran piivissid, mieluiten samaan aikaan joka pdivd
ottaen huomioon se, milloin annoksen antamisen jidlkeen odotetut vaikutukset ovat suurimmillaan. Eldinten
kliinisestd tilasta kirjataan kuolleisuus, kuoleman lihestyminen, testiin liittyvit kiytosmuutokset ja kaikki
ilmeisten myrkyllisyysvaikutusten merkit.

1.6.7 Eldimen paino ja ravinnon nauttiminen

Eldimet punnitaan tiineyden pdivédnd O (tai viimeistddn pidivdnd 3, jos kiytetddn ulkopuolisen kasvattajan
toimittamia aikaparitettuja eldimid), ensimméisen annoksen antopdiviind, vihintiiin joka kolmas piivid
annosten antamisjaksolla sekd eldinten suunniteltuna lopettamispéivini.

Ravinnonotto kirjataan kolmen piivin vilein ruumiinpainon miérityspdivini.
1.6.8 Post mortem -tutkimus

Naaraat lopetetaan pidivdd ennen odotettua synnytyspidivdd. Naaraat, joissa havaitaan tiineyden
keskeytymisen tai ennenaikaisen synnytyksen merkkejd ennen suunniteltua lopetuspiiviid, on lopetettava,
ja niille on tehtivi perusteellinen makroskooppinen tutkimus.

Kun naaras lopetetaan tai kun se kuolee testin aikana, siiti on makroskooppisesti tutkittava mahdolliset
rakenteelliset epimuodostumat tai patologiset muutokset. Systemaattisen virheen minimoimiseksi
naaraiden arviointi sektion aikana ja sitd seuraavat sikidanalyysit tulisi tehdd tietdmiittd, mihin ryhmiiin
kyseinen naaras kuuluu.
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1.6.9 Kohdunsisallon tutkiminen

Vilittomisti eldimen lopettamisen jidlkeen tai mahdollisimman pian kuoleman jilkeen kohtu poistetaan ja
tiineys varmistetaan. Kohdut, joissa ei ole niikyvid tiineyden merkkeji, on tutkittava tarkemmin (jyrsijit
esimerkiksi ammoniumsulfidivirjiykselld ja kaniinit Salewski-virjiykselld tai vastaavalla menetelmélld)
asian varmistamiseksi (5).

Tiineiden eldinten kohdut punnitaan, mukaan lukien kohdunkaula. Jos eliimet ovat kuolleet testin aikana,
kohtuja ei punnita.

Tiineiden elidinten keltarauhasten m#idrd mééritetidén.

Kuolleiden alkioiden tai sikididen médrid seki elinkelpoisten sikididen midrd méiritetddn kohdunsisiltod
tutkimalla. Resorptioaste kuvataan, jotta voidaan arvioida conceptuksen suhteellinen kuolinaika (katso
kohta 1.2).

1.6.10 Sikioiden tutkiminen

Kunkin sikion sukupuoli ja ruumiinpaino méiritetdsin.
Kustakin sikiosti tutkitaan ulkoiset muutokset (6).

Sikioistd tutkitaan luuston ja pehmytkudosten muutokset (esimerkiksi vaihtelut ja epdmuodostumat)
()OO DHA2)A3)AH(AS)ABYN A8 (19N20)(21)(22)(23)(24).  Sikidmuutosten luokittelu on
suositeltavaa, mutta ei pakollista. Jos luokitus tehdidin, on kunkin luokan médrityskriteerit esitettivid
selvisti. Erityistd huomiota on kiinnitettiivd lisddntymiselimiin, joista tutkitaan poikkeavan kehityksen
merkit.

Kustakin jyrsijipoikueesta noin puolet preparoidaan luustomuutosten tutkimista varten ja tutkitaan. Toinen
puoli preparoidaan pehmytkudosmuutosten tutkimista varten ja tutkitaan kiiyttden hyviksyttyji tai
soveltuvia mikrotomiamenetelmid tai huolellista dissektiomenetelmi.

Muiden eldinten kuin jyrsijoiden, esimerkiksi kaniinien, poikueista tutkitaan kaikilta sikiciltd sekd
pehmytkudos- ettd luustomuutokset. Niiden sikididen ruumiista tutkitaan pehmytkudosmuutokset
huolellisen dissektion avulla. Téhdn voi liittyd jatkotoimia syddmen sisdisten rakenteiden (25)
arvioimiseksi. Puolelta niin tutkituista sikidistd irrotetaan piiit, joiden pehmytkudosmuutokset (muun
muassa silmit, aivot, neniiontelot ja kieli) tutkitaan kiyttden tavanomaisia sarjaleikemenetelmid (26) tai
muita yhtd herkkii menetelmid. Niiden sikioiden vartalo-osat sekd muut sikitt, joita ei ole tutkittu,
preparoidaan luustomuutosten tutkimista varten ja tutkitaan samoilla menetelmilld kuin jyrsijit.
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2 MAARITYSTULOKSET
2.1 TULOSTEN KASITTELY

Tiedot raportoidaan erikseen kustakin emosta ja sen jilkeldisistd ja esitetiidn taulukossa, jossa on eritelty
testiryhmittiin eldinten miéird testin alussa, testin aikana kuolleiden tai inhimillisistd syistd lopetettujen
eldinten midrd, kuoleman tai lopettamisen aika, tiineiden naaraiden méird, niiden eldinten médrd, joissa
myrkyllisyysvaikutuksia on havaittavissa, kuvaus havaituista myrkyllisyysvaikutuksista mukaan lukien
myrkytysoireiden alkamisaika, kesto ja vakavuus, alkiosta tai sikiostd tehtyjen havaintojen laji sekd kaikki
asiaankuuluvat tiedot poikueesta.

Numeeriset tulokset arvioidaan sopivalla tilastollisella menetelmilld kédyttden poikuetta analyysin
yksikkond. Tilastollisen menetelmiin on oltava yleisesti hyviksytty, se on valittava tutkimusta
suunniteltaessa ja sen valinta on perusteltava. Myos sellaisten eldinten tiedot, jotka kuolevat ennen niiden
suunniteltua lopettamista, on raportoitava. Ndmd tiedot voidaan sisdllyttidd ryhmikeskiarvoihin, mikili se
on perusteltua. Tillaisista eldimistd saatujen tietojen relevanssi ja niin muodoin nididen tietojen
sisillyttiminen ryhmiikeskiarvoihin tai jittiiminen niistd pois tulee perustella ja arvioida tapauskohtaisesti.

22 TULOSTEN ARVIOINTI

Syntymii edeltivien kehitysmyrkyllisyysvaikutusten testin 10ydokset arvioidaan tarkastelemalla havaittuja
vaikutuksia. Arviointiin tulee sisiltyi seuraavat tiedot:

— emon ja alkion/sikion testitulokset sekd eldinten testiainealtistuksen ja toisaalta kaikkien
16ydosten esiintyvyyden ja vakavuuden vilisen mahdollisen suhteen arvioiminen

— sikion ulkoisten muutosten sekéd pehmytkudos- ja luustomuutosten luokittelussa kiiytetyt kriteerit,
jos luokittelua on kéytetty

— soveltuvissa tapauksissa historiallinen kontrolliaineisto, joka tehostaa tutkimustulosten tulkintaa
— kaikkien prosenttiosuuksien tai indeksien laskennassa kiytetyt luvut

— soveltuvissa tapauksissa tutkimustulosten asianmukainen tilastollinen analyysi, joka sisdltdd
analyysimenetelmiisti sellaiset tiedot, etti riippumaton arvioija/tilastoasiantuntija voi niiden
avulla arvioida ja rekonstruoida analyysin.

Jos kehitykseen kohdistuvia myrkyllisyysvaikutuksia ei voida osoittaa, on syytd harkita jatkoselvitystd,
jossa midritetdiin absorptio ja testiaineen hydtyosuus.

23 TULOSTEN TULKINTA

Syntymii edeltiivien myrkyllisyysvaikutusten tutkimuksen tulee antaa tietoja toistuvan tiineydenaikaisen
testiainealtistuksen vaikutuksista emoihin sekdi niiden jilkeldisten kohdunsisidiseen kehitykseen.
Tutkimuksen tulokset on tulkittava yhdessi subkroonisten, lisdintymisfysiologisten, toksikokineettisten ja
muiden tutkimusten kanssa. Koska tutkimuksessa painotetaan sekd yleisid myrkyllisyysvaikutuksia (emoon
kohdistuvat vaikutukset) etti sikion kehitykseen vaikuttavien myrkyllisyysvaikutusten loppupisteiti,
tutkimustulosten perusteella voidaan jossain méirin erotella toisaalta ne sikion kehitykseen kohdistuvat
vaikutukset, jotka esiintyvit yleisten myrkyllisyysvaikutusten puuttuessa, seké toisaalta ne vaikutukset,
jotka esiintyvit vain sellaisilla annostasoilla, jotka ovat myrkyllisid myds emolle (27).
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3 TULOSTEN ILMOITTAMINEN
TESTISELOSTE
Testiselosteessa on annettava seuraavat tiedot:
Testiaine:

— fysikaalinen olomuoto ja tarvittaessa fysikokemialliset ominaisuudet
— tunnistetiedot mukaan lukien CAS-numero, jos tiedossa/kiytossi
— puhtaus.

Kantaja-aine (tarvittaessa)

— jos kantaja-aine on muu kuin vesi, sen valinta on perusteltava.

Koe-eldinlajit

— kiytetty eliinlaji ja kanta

— eldinten lukumiiri ja ikd

— toimittaja, hikit, ravinto ja niin edelleen
— kunkin eldimen paino testin alussa.

Testiolosuhteet:

— annostasojen valintaperusteet

— yksityiskohtaiset tiedot testiainevalmisteesta/ravintovalmisteesta, testiaineen saavutettu
pitoisuus, stabiilisuus ja tasalaatuisuus valmisteessa

— yksityiskohtaiset tiedot testiaineen antotavasta

— todellinen annos (mg/painokilo/vrk) ja muuntokerroin ravintoon/juomaveteen sekoitetun
testiaineen pitoisuudelle (ppm) tarvittaessa

— ympéristoolosuhteet

— yksityiskohtaiset tiedot ravinnon ja veden laadusta.
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Tulokset:

Ainakin seuraavat tiedot emon vasteesta myrkylliseen aineeseen:

eldinten méird testin alussa, testin lopussa elossa olevien eldinten méird, tiineiden eldinten
midrd, niiden eldinten méird, joiden tiineys keskeytyi, sekd ennenaikaisesti synnyttineiden
eldinten médrd

kuolinpiivi testin aikana tai tieto elidimen selvidmisesti suunniteltuun lopettamiseen asti
ennen suunniteltua lopettamista kuolleiden eldinten tiedot kirjataan, mutta niitd ei oteta
mukaan ryhmien viiliseen tilastolliseen vertailuun

jokaisen poikkeavan kliinisen 10yddksen havaintopiivi ja sen jatkokehitys

ruumiinpaino, painon muutos ja tiineen eldimen kohdun paino; haluttaessa myds
ruumiinpainon muutos korjattuna kohdun painolla

ravinnonotto seki nautitun veden méiird, mikidli se on mitattu

ruumiinavausloydokset, mukaan lukien kohdun paino

haitattoman annostason arvot emolle ja kehittyviille sikiolle.

Kehitykseen liittyviit loppupisteet annostasoittain poikueille, joissa on implantaatioita, mukaan
lukien seuraavat tiedot:

— keltarauhasten méird
— implantaatioiden midrd, elivien ja kuolleiden sikididen sekd resorptiotapausten médrid ja

prosenttiosuus

— ennen ja jilkeen implantaation tapahtuneiden tiineyden keskeytymisten middrd ja

prosenttiosuus.

Kehitykseen liittyviit loppupisteet annostasoittain poikueille, joissa on eldvid sikiditd, mukaan
lukien seuraavat tiedot:

elidvien poikasten médri ja prosenttiosuus

sukupuolten vilinen suhde

sikidn ruumiinpaino, mielelldidn seki sukupuolen mukaan ettd molemmille sukupuolille
ulkoiset epdmuodostumat, pehmytkudosten ja luuston epdmuodostumat ja muut merkittéviit
muutokset

luokittelukriteerit tarvittaessa

niiden sikididen ja poikueiden kokonais- ja prosenttimidri, joilla on ulkoisia muutoksia tai
pehmytkudosten tai luuston muutoksia, sekd yksittiisten epimuodostumien ja muutosten laji
jaesiintyvyys.

Tulosten pohdinta.

Johtopéiitokset.
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LIITE 2G
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B.35. KAKSI SUKUPOLVEA KASITTAVA LISAANTYMISKYKYYN KOHDISTUVIEN
MYRKYLLISYYSVAIKUTUSTEN TUTKIMUS

1. MENETELMA

Tidmé menetelmi on toisinto OECD:n testiohjeesta nro 416 (2001).

1.1 JOHDANTO

Talld kaksi sukupolvea kisittivilld reproduktiotestilli on tarkoitus tuottaa yleistd tietoa testiaineen
vaikutuksista urosten ja naaraiden lisdiintymiselinten vahingoittumattomuuteen ja toimintaan. Siihen
sisdltyy sukupuolirauhasten toiminta, kiimasykli, pariutumiskidyttdytyminen, hedelmdityminen, tiineys,
synnytys, imetys ja vieroitus seki testiaineen vaikutukset jilkeldisten kasvuun ja kehitykseen. Tutkimus
voi myds tuottaa tietoja testiaineen vaikutuksista vastasyntyneiden sairastuvuuteen ja kuolleisuuteen sekid
alustavia tietoja pre- ja postnataalisen kehityksen aikaisista myrkyllisyysvaikutuksista. Tutkimus voi
lisdksi ohjata seuraavien tutkimusten suorittamista. Fl-sukupolven kasvun ja kehityksen lisiksi tdmin
testimenetelmién tarkoitus on arvioida F2-sukupolven urosten ja naaraiden lisdintymiselinten
vahingoittumattomuutta ja toimintaa sekd kasvua ja kehitystd. Lisitietoja kehityksen aikaisista
myrkyllisyysvaikutuksista ja toiminnallisista hiiridistd voidaan hankkia lisddmilld tdssd kuvattuun
tutkimusohjelmaan muita osatutkimuksia, joissa sovelletaan yleiseen ja/tai hermojen kehitykseen
kohdistuvien myrkyllisyysvaikutusten tutkimusmenetelmii, tai tutkimalla néditd loppupisteitd erillisilld
testeilld soveltuvia testimenetelmid kidyttden.

1.2 TESTIMENETELMAN PERIAATE

Testiainetta annetaan porrastettuina annoksina useille uros- ja naarasryhmille. P-sukupolven uroksille tulee
antaa testiainetta niiden kasvun aikana ja ainakin yhden kokonaisen spermatogeneesisyklin ajan (hiirelld
noin 56 piivid ja rotalla 70 pdivid), jotta spermatogeneesiin kohdistuvat haittavaikutukset voidaan todeta.
Spermaan kohdistuvat vaikutukset médritetidiin useiden spermaparametrien (esimerkiksi siittididen
morfologia ja liikkkuvuus), kudospreparaattien ja yksityiskohtaisen histopatologisen tutkimuksen avulla. Jos
kiytettiivissd on spermatogeneesii koskevia tietoja aikaisemmasta toistuvaa annostelua kiiyttineestd
tutkimuksesta, jonka kesto on riittivi, esimerkiksi 90 pdiviid, P-sukupolven uroksia ei tarvitse sisillyttii
arviointiin, On kuitenkin suositeltavaa siilyttdd P-sukupolven spermaniytteet tai digitaaliset tallenteet
myShempdd arviointia varten. P-sukupolven naaraille tulee antaa testiainetta niiden kasvun aikana ja
useiden kokonaisten kiimasyklien ajan, jotta testiaineen mahdolliset normaalia kiimasyklid hiiritseviit
haittavaikutukset voidaan todeta. Testiainetta annetaan poikasten vanhemmille (P-sukupolvi) pariutumisen
aikana, tiineyden aikana ja niiden F1-poikasten vieroitukseen asti. Vieroituksesta lihtien ainetta annetaan
Fl-poikasille aikana, jotloin ne kehittyvit sukukypsiksi, pariutumisen aikana sekd F2-sukupolven
syntymin jilkeen vieroitukseen asti.

Kaikista eldimistd tutkitaan myrkyllisyysvaikutusten merkit kliinisesti havainnoiden ja patologisten
tutkimusten avulla  kiinnittden erityisti huomiota urosten ja naaraiden lisiiintymiselinten
vahingoittumattomuuteen ja toimintaan seki jilkeldisten kasvuun ja kehitykseen kohdistuviin vaikutuksiin.
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1.3 TESTIMENETELMAN KUVAUS

1.3.1 Eliinlajin valinta

Suositeltava eldinlaji on rotta. Jos kiytetdéin muita lajeja, niiden kidyttd on erikseen perusteltava ja
testimenetelmidid on tarvittaessa mukautettava. Kantoja, joiden hedelmiillisyys on alhainen tai joilla
tiedetéidin esiintyvin kehityshiirioitd, ei tule kiyttid. Tutkimuksen alussa eldinten painon variaation tulisi
olla mahdollisimman pieni, eikd se saa olla suurempi kuin 20 % kummankin sukupuolen painokeski-
arvosta.

1.3.2 Koe-eliintilat ja eldinten ruokinta

Koe-elidinhuoneen limpdotilan olisi oltava 22 °C (£ 3°). Vaikka riittdd, ettid suhteellinen kosteus on
vihintddn 30 % eikd mielellidén ylitd 70 %:a muulloin kuin huoneen puhdistuksen aikana, pitiisi kuitenkin
pyrkid 50—60 %:n suhteelliseen kosteuteen. Huoneessa tulee kiyttidd keinovalaistusta 12 tunnin jaksoissa
(12 tuntia valoa, 12 tuntia pimedd). Eldinten ruokinnassa voidaan kiyttdi normaalia
laboratorioruokavaliota, eikid juomaveden méirdd saa rajoittaa. Ruokavalion valinnassa on varmistettava,
ettd testiaineen ja ravinnon suhde on sopiva, mikili testiaine annetaan ravintoon sekoitettuna.

Eldimet voidaan pitdd hikeissd yksittdin tai muutaman samaa sukupuolta olevan elidimen ryhmissi.
Parituksen tulee tapahtua tarkoitukseen sopivissa hikeissd. Kun parituksen voidaan todeta tapahtuneen,
kukin pariutunut naaras siirretiiéin omaan synnytys- tai poikimishédkkiinsi. Paritetut rotat voidaan myos
pitdd hiikeissd pienissd ryhmissd ja erottaa toisistaan yksi tai kaksi piivdd ennen synnytysti. Paritetuille
eldimille on annettava synnytyksen lihestyessd asianmukaiset ja etukiteen mifiritellyt pesiintekoaineet.

133 Eldinten valmistelu

Testissd tulee kiiyttdd terveitd, nuoria eldimié, jotka on totutettu laboratorio-olosuhteisiin vihintddn viiden
vuorokauden ajan ja joita ei ole aiemmin kéytetty testeihin. Koe-eldinten laji, kanta, alkuperd, sukupuoli,
paino ja/tai ikd on tunnettava. Mahdollisista sisarussuhteista eldinten vililld on oltava selvilld, jotta
sisarusten parittaminen voidaan vilttdd. Eldimet jaetaan satunnaisesti kontrolli- ja testiryhmiin (jaottelu
ruumiinpainon mukaan on suositeltavaa). Hikit on sijoitettava siten, etti hikin sijainnista johtuvat
vaikutukset ovat mahdollisimman vihiisid. Kullekin eldimelle annetaan oma tunnistenumero. P-
sukupolvelle on annettava tunnistenumerot ennen annostelun aloittamista. Fl-sukupolvelle
tunnistenumerot annetaan paritukseen valittujen eliinten vieroituksen yhteydessi. F1-sukupolven kaikkien
valittujen eldinten alkuperiispoikue on merkittdvd muistiin. Lisdksi suositellaan, etti poikasille annetaan
yksilollinen tunniste mahdollisimman pian syntymin jilkeen, mikili yksilot aiotaan punnita tai mikili
niille aiotaan tehdd toiminnallisia testeji.

P-sukupolven eldinten tulee olla kiisittelyn alkaessa noin 5-9 viikon ikiisid. Eldinten tulee kaikissa
testiryhmissi olla samanpainoisia ja -ikiisid niin tarkasti kuin on kdytdnndssd mahdollista.
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1.4 TESTIN SUORITUS

1.4.1 Elidinten lukumééri ja sukupuoli

Kussakin testi- ja kontrolliryhméssid on oltava riittivii middrd eldimid, jotta testiin saadaan mielellddn
vithintidn 20 tiinettd naarasta, jotka synnyttivit tai joiden synnytysaika on ldhelld. Tdmi ei ehkd ole
mahdollista testattaessa aineita, jotka aiheuttavat kisittelyyn liittyvid ei-toivottuja vaikutuksia (esimerkiksi
steriiliys tai lilan suuri myrkyllisyys ylimmélld annostasolla). Tavoitteena on tuottaa tarpeeksi
tiineystapauksia, jotta voidaan tehdd merkitsevd arvio testiaineen vaikutuksesta hedelmillisyyteen,
tiineyteen, emon kiytokseen ja imetykseen, Fl-sukupolven poikasten kasvuun ja kehitykseen
hedelmoityksestid sukukypsyyteen, sekii Fi-sukupolven poikasten (F2) kehitykseen vieroitukseen asti. Jos
tutkimuksessa ei piistd tavoiteltuun tiineiden eldinten miéirddn (20), tutkimus ei silti vilttiméttd ole
epivalidi. Tutkimuksen validiteetti tulee arvioida kussakin tapauksessa erikseen.

142 Annosten valmistelu

Testiaineen antaminen suun kautta (ravintoon tai juomaveteen sekoitettuna tai letkulla) on suositeltavaa,
paitsi jos jokin muu antotapa (esimerkiksi ihoapplikaatio tai inhalaatio) todetaan sopivammaksi.

Tarvittaessa testiaine liuotetaan tai siitd tehdéiin suspensio sopivaan kantaja-aineeseen. Ensiksi tulisi aina
harkita vesiliuoksen/suspension kéyttdmistd, milloin se on mahdollista, seuraavaksi 6ljyliuvoksen/emulsion
(esimerkiksi maissioljy) kiyttimistd ja vasta sitten muiden kantaja-aineiden kiiyttdmistd. Jos kantaja-
aineena kiytetddin muuta kuin vettd, kantaja-aineen toksiset ominaisuudet on tunnettava. Testiaineen
stabiilius kantaja-aineessa on madritettivi.

143 Annostasot

Testissd tulee kidyttdd vihintdin kolmea annostasoa ja testin kanssa samaan aikaan tehtidvidd kontrollia. Jos
testiaineen fysikaalinen/kemiallinen olomuoto tai biologiset ominaisuudet eivit aseta rajoituksia, suurin
annos valitaan sellaiseksi, ettid se aiheuttaa myrkyllisyysvaikutuksen mutta ei aiheuta kuolemaa tai kovia
tuskia, Mikiili odottamatonta kuolleisuutta esiintyy, hyviiksyttivd on yleensi sellainen tutkimus, jossa P-
sukupolven kuolleisuus on alle 10 %. Annostasot on porrastettava laskevasti siten, ettd tutkimuksessa
saadaan esiin mahdolliset annostasoihin littyviit vaikutukset sekid haitaton altistustaso (NOAEL).
Kaksinkertaiset — nelinkertaiset erot annostasojen vililld ovat usein parhaimmat alenevissa annossarjoissa,
ja usein on parempi lisdtd neljis testiryhmd kuin kéyttdd hyvin suuria annosvilejd (esimerkiksi yli
kymmenkertaisia annosviileji). Tutkimuksissa, joissa testiaine annetaan ravintoon sekoitettuna,
annostasojen viiliset erot saavat olla enintiin kolminkertaisia. Annostasojen valinnassa tulee ottaa
huomioon aikaisemmat myrkyllisyystiedot ja erityisesti toistettujen annostelututkimusten tulokset.
Tutkimuksessa on otettava huomioon myds tiedot testiaineen tai muiden sen kanssa samantyyppisten
materiaalien metaboloitumisesta elimistdssd samoin kuin niiden toksikokineettisistdi ominaisuuksista.
Nimad tiedot auttavat myOs osoittamaan, ettd annostasot on valittu oikein.

Kontrolliryhmiin tulee olla joko ryhmi, joka ei saa kisittelyd, tai kantaja-ainetta saava ryhmi, mikali
testiaineen antamisen yhteydessi kiiytetiidn kantaja-ainetta. Kontrolliryhmin elidimii tulee kiisitelld samalla
tavoin kuin testiryhmén eldimid (testiainekésittelyd lukuun ottamatta). Jos kidytetiiin kantaja-ainetta,
kontrolliryhmille tulee antaa tilavuudeltaan suurin kiytetty kantaja-aineannos. Jos testiaine annetaan
ravintoon sekoitettuna ja se vihentdd ravinnonottoa tai ravinnon hyviksikdyttod elimistossd, voi olla
tarpeen kiyttdd parikontrolliryhmiid. Samanaikaisen parikontrolliryhmiin sijasta voidaan kiyttdd tietoja,
jotka on saatu sellaisista tutkimuksista, joilla on selvitetty vihentyneen ravinnonoton vaikutusta
lisadntymisfysiologisiin parametreihin.
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Kantaja-ainetta tai muuta lisdainetta kiytettiessd aineesta on syytd selvittdd seuraavat ominaisuudet:
vaikutus testiaineen absorboitumiseen, jakautumiseen, metaboloitumiseen ja elimistdssd sidilymiseen,
sellaiset vaikutukset testiaineen kemiallisiin ominaisuuksiin, jotka saattavat muuttaa testiaineen
myrkyllisyytti, sekil vaikutukset koe-eliinten ravinnon- ja juomanottoon tai ravitsemustilaan.

1.4.4 Raja-annostesti

Jos jokin testin annostaso, joka on vihintidiin 1 000 mg/kg (eldimen painokilo)/vrk tai vastaava suhteellinen
médrd ravinnossa tai juomavedessd, milloin testiaine annetaan ravinnon tai juomaveden seassa, ja joka
annetaan tdssid testimenetelmissid kuvattujen menettelyjen mukaisesti, ei aiheuta lainkaan havaittavaa
myrkyllisyysvaikutusta poikasten vanhemmissa tai poikasissa ja jos myrkyllisyysvaikutusta ei
aikaisempien tutkimustulosten perusteella ole odotettavissa (esimerkiksi rakenteellisesti ja/tai metabolisesti
samantyyppiset yhdisteet), tiydellinen useita annostasoja kiiyttivii testi ei vilttimiittd ole tarpeen. Raja-
annostestid voidaan soveltaa, paitsi silloin, kun ihmisten altistuminen viittaa siihen, ettd on kiytettivi
suurempaa suun Kkaufta annettavaa annosta. Muita antotapoja, kuten inhalaatiota tai ihoapplikaatiota
kilytettiiessd, testiaineen fysikokemialliset ominaisuudet, esimerkiksi liukoisuus, saattavat usein osoittaa
altistuksen enimmaistason ja rajoittaa sitd.

1.4.5 Antotapa

Testiainetta annetaan eldimille seitsemind pédivdnd viikossa. Suun kautta tapahtuva antotapa (ravintoon tai
Jjuomaveteen sekoitettuna tai letkulla) on suositeltava. Jos kidytetdiin muuta antotapaa, testin tekijin on
perusteltava muun antotavan kiiyttd ja muutettava muita kohtia vastaavasti. Kaikille eldimille tulee antaa
testiaineannokset samalla tavalla asianmukaisena koeaikana. Jos testiaine annetaan letkulla, on syytd
kiiyttdd mahaletkua. Kerralla annettavan nesteen tilavuus ei saa ylittdd 1 ml/l00 g eldimen painoa
(maissioljyd kiytettdessd tilavuus saa olla enintidiin 0,4 ml/100 g eliimen painoa), paitsi kiytettiessd
vesiliuosta, jolloin enimmiistilavuus voi olla 2 ml/100 g eliimen painoa. Testiaineen tilavuuden vaihtelu
tulee minimoida pitoisuutta muuttamatla, jotta kaikilla annostasoilla voidaan kiiyttdd tilavuudeltaan samaa
nestemiirid. Poikkeuksena tiisti ovat drsyttiiviit tai syOvyttiviit aineet, joiden kohdalla voidaan yleensi
todeta vaikutusten voimistuminen suurempia pitoisuuksia kéytettiessd. Letkuannostelua kéyttivissd
tutkimuksissa poikaset saavat yleensd testiainetta vain episuorasti emon maidosta vieroitukseen asti,
jolloin annosten antaminen poikasille aloitetaan. Tutkimuksissa, joissa testiaine annetaan ravintoon tai
juomaveteen sekoitettuna, poikaset saavat lisdksi testiainetta suoraan, kun ne alkavat itse syddd imetysajan
viimeiselld viikolla.

Jos aineita annetaan eliimille ravintoon tai juomaveteen sekoitettuna, on tidrkedd varmistaa, ettd
testiainemidrit eiviit hdiritse normaalia ravinto- tai nestetasapainoa. Jos testiaine annetaan ravintoon
sekoitettuna, voidaan ilmoittaa joko testiaineen pitoisuus ravinnossa (ppm) tai eldimen painoon suhteutettu
annos; kiytetty tapa on mainittava. Jos testiaine annetaan letkulla, annos tulee antaa péivittiin samaan
aikaan ja sitd on mukautettava vihintddin viikoittain siten, etti annostaso pysyy samana eldimen
ruumiinpainoon nihden. Nidin meneteltdessd on otettava huomioon tiedot testiaineen levifimisestd istukan
kautta.
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1.4.6 Testiaikataulu

P-sukupolven urosten ja naaraiden péivittiinen kiisittely aloitetaan, kun eldimet ovat 5-9 viikon ikéisid. F1-
sukupolven urosten ja naaraiden péivittidinen kisittely aloitetaan vieroituksen yhteydessi pitiden kuitenkin
mielessd, ettd jos testiaine annetaan ravintoon tai juomaveteen sekoitettuna, Fl-sukupolven poikaset
saattavat altistua testiaineelle jo imetysaikana. Molempien sukupuolten kisittelyd jatketaan sekd P- ettd F1-
ryhmissd ainakin kymmenen viikon ajan ennen parittamisvaihetta. Molempien sukupuolten kisittelyd
jatketaan my0s kahden viikon parittamisjakson aikana. Urokset lopetetaan inhimilliselld tavalla ja
tutkitaan, kun niitd ei endd tarvita lisdéintymisfysiologisten vaikutusten arviointiin. P-sukupolven naaraiden
kisittelyd jatketaan koko tiineysajan ja Fl-sukupolven poikasten vieroitukseen asti. Annosteluaikataulun
mukauttamista harkittaessa tulee ottaa huomioon kiytettivissi olevat tiedot testiaineesta, mukaan lukien
aikaisemmat myrkyllisyystiedot sekd metaboloituminen tai biologinen kertyminen. Kunkin eldimen annos
on yleensd médriteltivi eldimen viimeksi médritetyn ruumiinpainon mukaan. Annoksen mukauttamisessa
viimeisen tiineyskolmanneksen aikana on kuitenkin oltava varovainen.

P- ja Fl-sukupolvien urosten ja naaraiden kisittelyd jatketaan eldinten lopettamiseen asti. P- ja Fi-
sukupolvien kaikki aikuiset urokset ja naaraat tulee lopettaa inhimilliselld tavalla, kun eldimid ei end
tarvita lisddntymisfysiologisten vaikutusten arviointiin. F1-sukupolven poikaset, joita ei valita paritukseen,
ja kaikki F2-sukupolven poikaset lopetetaan inhimilliselld tavalla vieroituksen jilkeen.

1.4.7 Paritus

1.4.7.1 P-sukupolven paritus

Kussakin parituksessa jokainen naaras on samassa hikissd yhden, samalla annostasolla olevan uroksen
kanssa (1:1-paritus) sithen saakka, kunnes eldimet parittelevat tai kunnes kaksi vitkkoa on kulunut. Naaraat
tutkitaan pédivittidin sperman tai vaginan tulpituksen toteamiseksi. Tiineyden pidivd O katsotaan pdiviksi,
jolloin jompikumpi todetaan. Jos parittelua ei tapahdu, voidaan harkita naaraan uutta paritusta saman
ryhmin hedelmiillisiksi todettujen urosten kanssa. Pariutuneet elidinparit on merkittiivd muistiin. Sisarusten
parittamista on viltettivi.

1.4.7.2 Fl-sukupolven paritus

Fl-sukupolven eldinten paritus tapahtuu siten, ettd kustakin poikueesta valitaan vieroituksen yhteydessid
vithintddn yksi uros ja yksi naaras, jotka paritetaan samalla annostasolla olevien eri poikueeseen kuuluvien
poikasten kanssa. Nidin syntyvd sukupolvi on F2-sukupolvi. Poikaset valitaan kustakin poikueesta
satunnaisesti, jos poikasten ruumiinpainossa tai ulkomuodossa ei ole merkittdvid eroja. Jos tillaisia eroja
havaitaan, kustakin poikueesta on valittava sitd parhaiten edustavat yksilot. Kdytinndssd valinta on paras
tehdd ruumiinpainon perusteella, mutta se voidaan tehdid myos ulkomuodon perusteella. Fl-sukupolven
poikasia ei saa parittaa ennen kuin ne ovat saavuttaneet tiyden sukukypsyyden.

Poikimattomien parien hedelmittomyyden todenndkdinen syy on arvioitava. Menetelmini voidaan kidyttdd
toista paritusta muiden hedelmiillisiksi todettujen urosten tai naaraiden kanssa, lisddntymiselinten
mikroskooppitutkimusta sekd kiimasyklien ja spermatogeneesin tutkimista.
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1.4.7.3 Toinen paritus

Joissakin tapauksissa, esimerkiksi kun havaitaan kisittelyyn liittyvid muutoksia poikueen koossa tai
episelvid vaikutuksia ensimmiisessi parituksessa, on suositeltavaa parittaa P- tai Fl-sukupolven aikuiset
eldimet uudelleen toisen poikueen tuottamiseksi. Suositeltava tapa on parittaa uudelleen naaraat tai urokset,
jotka eiviit ole tuottaneet poikuetta vastakkaisen sukupuolen hedelmiilliseksi todetun elidimen kanssa. Jos
toisen poikueen tuottamista pidetdin tarpeellisena jommassakummassa sukupolvessa, eldimet on
paritettava uudelleen noin viikon kuluttua viimeisen poikueen vieroituksesta.

1.4.7.4 Poikueen koko

Eldinten on annettava poikia normaalisti ja kasvattaa poikaset vieroitukseen asti. Poikueen koon
vakioiminen ei ole viilttimitontd. Jos vakiointia kéytetidiin, vakiointimenetelmd on kuvattava

yksityiskohtaisesti.
1.5 HAVAINNOT
1.5.1 Kliiniset havainnot

Yleinen kliininen havainnointi on tehtdvd péivittdin, ja letkuruokinnassa havainnoinnin ajoitusta
suunniteltaessa  on syytd ottaa huomioon se, milloin annoksen antamisen jilkeen odotetut
myrkyllisyysvaikutukset ovat suurimmillaan. Kdytosmuutokset, vaikean tai pitkittyneen synnytyksen
merkit ja kaikki myrkyllisyysvaikutusten merkit on kirjattava. Kukin eldin on lisdksi tutkittava
yksityiskohtaisesti esimerkiksi punnituksen yhteydessid ainakin viikoittain. Kaikkia eliimiii havainnoidaan
kaksi kertaa piivdssid ja tarvittaessa viikonloppuisin kerran péivissi sairastuvuuden ja kuolleisuuden
toteamiseksi.

1.5.2 Poikasia saaneiden elidinten paino seka ravinnon- ja nesteenotto

Poikasia saaneet eldimet (P ja FI) punnitaan annostelun aloituspiivind ja sen jilkeen ainakin kerran
viikossa. Poikasia saaneet naaraat (P ja F1) punnitaan ainakin tiineyspdivind 0, 7, 14 ja 20 tai 21 sekd
imetyksen aikana poikueiden punnituspdivind sekéd eldinten lopetuspdivind. Havainnot raportoidaan
erikseen kustakin tdysikasvuisesta eldimesti. Paritusta edeltiviind aikana ja tiineysjaksojen aikana
ravinnonotto tulee mitata vihintddn viikoittain. Juomanotto mitataan vihintddn viikoittain, jos testiaine
annetaan juomaveteen sekoitettuna.

1.53 Kiimasykli

Kiimasykiin pituus ja normaalius arvioidaan P- ja Fi-sukupolven naaraista ottamalla vaginasta
irtosoluniiyte ennen pariutumista sekid haluttaessa my0s pariutumisjakson aikana, kunnes pariutumisen
voidaan todeta tapahtuneen. Otettaessa irtosoluniytettd vaginasta tai kohdunkaulasta on varottava
limakalvojen vahingoittamista ja siitid seuraavaa valeraskautta (1).
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1.54 Siemennesteen muuttujat

Lopettamisen yhteydessi kaikilta P- ja Fl-sukupolvien uroksilta kirjataan kivesten ja lisiikivesten paino ja
yksi kappale kumpaakin elintid sdilotidn histopatologista tutkimusta varten (katso kohdat 1.5.7 ja 1.5.8.1).
Sekid P- ettd Fl-sukupolven kustakin ryhmiéstd erotetaan vihintitin kymmenen uroksen osajoukko, jonka
lopuista kiveksistid ja lisikiveksistd lasketaan homogenisoinnille resistentit spermatidit ja lisidkiveksen
hiintiddn varastoituneen siemennesteen miird. Samalta osajoukolta keritiiin siemenneste lisikiveksen
hénnéstd tai siemenjohtimesta siittididen liikkuvuuden ja morfologian arviointia varten. Jos havaitaan
kisittelyyn liittyvid vaikutuksia tai jos muissa tutkimuksissa on osoitettu mahdollisia vaikutuksia
spermatogeneesiin, jokaisen ryhmin kaikkien urosten siemenneste tulee arvioida. Muussa tapauksessa
riittidd, ettd laskenta tehdidin kontrolliryhmiin ja korkean annostasoryhmiin P- ja Fl-eldimille.

Homogenisoinnille resistenttien kiveksissi olevien spermatidien ja listikiveksen hintidéin varastoituneiden
siittividen madrd on laskettava (2)(3). Lisdkiveksen hintddn varastoituneiden siittididen miédrd voidaan
johtaa kvalitatiiviseen arviointiin kdytetyn suspension sisidltimien siittididen pitoisuudesta ja tilavuudesta
siittididen lukuméiristd. Laskenta tulee tehdd valitulle urosten osajoukolle kaikissa annosryhmissd heti
eldinten lopettamisen jilkeen, paitsi jos kidytetddn video- tai digitaalista tallennusta tai jos niiytteet
jaddytetidn myohempid analyysia varten. Niissd tapauksissa kontrolliryhmiit ja ylin annosryhmi voidaan
analysoida ensin. Jos mitiin kisittelyyn liittyvid vaikutuksia (esimerkiksi vaikutukset siittididen médriiin,
liikkkuvuuteen tai morfologiaan) ei havaita, muita annosryhmii ei tarvitse analysoida. Jos taas ylimmissd
annosryhmissd havaitaan kiisittelyyn liittyvid vaikutuksia, myds alemmat annosryhmiit on arvioitava.

Lisiikiveksessi (tai siemenjohtimessa) olevien siittididen liikkkuvuus tulee arvioida tai videoida heti elidimen
lopettamisen jilkeen. Siittiot kerdtddn niitd mahdollisimman vihdn vaurioittaen ja sperma laimennetaan
liikkkuvuusanalyysia varten hyviksyttyji menetelmid kiyttden (4). Progressiivisesti liikkkuvien siittididen
prosenttiosuus tulee miédrittdd joko subjektiivisesti tai objektiivisesti. Kun tehddéin tietokoneavusteinen
liikkkuvuusanalyysi (5)(6)(7)(8)(9)(10), progressiivinen liikkuvuus johdetaan kiyttdjin méédrittelemien
keskimiirdisten nopeuden ja suoruuden kynnysarvojen eli lineaarisen indeksin mukaan. Jos néytteet on
videoitu (11) tai kuvat on muulla tavoin tallennettu ruumiinavauksen yhteydessi, jatkoanalyysi tarvitsee
tehdd vain kontrolliryhmén ja ylimmén annosryhmin P- ja Fl-sukupolvien uroksitle. Jos kuitenkin
havaitaan kisittelyyn liittyvii vaikutuksia, myos alemmat annosryhmit on arvioitava. Jos video- tai
digitaalitallenteita ei ole tehty, kaikkien testiryvhmien kaikki niytteet tulee analysoida ruumiinavauksen
yhteydessi.

Lisdkiveksen (tai siemenjohtimen) siemennestendytteestd tehddédn morfologinen arvio. Siemenneste
(vdhintddn 200 siittioti/nidyte) tutkitaan fiksatiivikisiteltynd mérkipreparaattina (12) ja luokitetaan joko
normaaliksi tai epdnormaaliksi. Morfologisiin siemennesteen epidnormaaliuksiin kuuluvat siittididen
fuusio, eristyneet pddt sekd piiden tai hintien epdmuodostumat. Arviointi on tehtivd Kkaikista
annosryhmisté valitulle urosten osajoukolle joko heti eldinten lopettamisen jidlkeen tai mydohemmin video-
tai digitaalitallenteiden pohjalta. Kun preparaatit on Kkisitelty fiksatiivilla, ne voidaan tutkia
myShemminkin. Niissi tapauksissa kontrolliryhmi ja ylin annosryhmi voidaan tutkia ensin, Jos mitiin
kisittelyyn liittyvid vaikutuksia (esimerkiksi vaikutuksia sperman morfologiaan) ei havaita, alempia
annosryhmid ei tarvitse analysoida. Jos Kkisittelyyn Hittyvid vaikutuksia esiintyy  ylimmiissi
annosryhmissi, myos alemmat annostasoryhmiit on arvioitava.

Jos jokin edelld kuvatuista siemennesteen muuttujista on jo tutkittu vihintddn 90 piivid kestdneissd
systeemisen myrkyllisyyden tutkimuksissa, tutkimusta ei tarvitse toistaa tdssd yhteydessd. On kuitenkin
suositeltavaa tallentaa P-sukupolven niytteet tai siemennesteen digitaalinen tallenne mahdollista
mybhempid tutkimusta varten.
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1.5.5 Poikaset

Kukin poikue tutkitaan mahdollisimman pian synnytyksen jilkeen (imetyspdivd 0) ja poikueista
madritetdtin poikasten lukumidrd ja sukupuoli, kuolleena ja elivind syntyneiden poikasten méérd sekid
merkittidvien poikkeavuuksien esiintyminen. Poikasista, jotka 10ydetidn kuolleina péivind 0, on mielelldén
tutkittava mahdolliset kehityshdiriot ja kuolinsyy, mikiili mahdollista, ja ruumiit sdilotddn. Elivit poikaset
lasketaan ja punnitaan kukin erikseen synnytyksen yhteydessd (imetyspdivd 0) tai péivind 1 sekd
sadnnollisesti punnituspéivini, esimerkiksi imetyspiivind 4, 7, 14 ja 21. Emoissa tai poikasissa havaitut
ruumiilliset epdmuodostumat tai epinormaali kilyttdiyminen on merkittiivii muistiin.

Poikasten ruumiillisesta kehityksestd kirjataan lihinnd painonlisilys. Muista fyysisistdi muuttujista
(esimerkiksi korvien ja silmien avautuminen, hampaiden puhkeaminen, karvankasvu) voidaan saada
tiydentdvid tietoja, mutta tdllaiset tiedot tulee mielelldtin arvioida sukukypsyystietojen pohjalta
(esimerkiksi ikd ja ruumiinpaino emiittimen avautuessa tai terskan ja esinahan erotessa) (13).
Toiminnalliset tutkimukset (esimerkiksi motoriset toiminnot, aistitoiminnot, refleksien kehitys), jotka
Liittyviit erityisesti sukukypsyyden saavuttamiseen, suositellaan tehtiviksi F1-sukupolven poikasille ennen
vieroitusta jaftai sen jilkeen, mikili edelldi mainittuja tutkimuksia ei ole tehty erillisten tutkimusten
yhteydessid. Fl-sukupolven vieroitetuista, paritukseen valituista poikasista tulee médrittdd ikil emittimen
avautuessa ja esinahan irtautuessa. Periiaukon ja sukupuolielinten vilinen etdisyys on mitattava F2-
sukupolven poikasilta syntymin jilkeisend piiviand 0O, mikdli Fl-sukupolven sukupuolijakauman
muutokset tai sukukypsyyden saavuttamisen ajoitus antavat siihen aihetta.

Toimintoja koskevia havaintoja ei tarvitse tehdd ryhmisti, jotka muutoin osoittavat selvid haittavaikutusten
merkkeji (esimerkiksi merkittivii painonnousun viheneminen). Jos toiminnallisia tutkimuksia tehdiin,
niitd ei tule tehdi paritettaviksi valituille poikasille.

1.5.6 Ruumiinavaus

Rakenne-epidmuodostumat tai patologiset muutokset tutkitaan makroskooppisesti lopettamisen tai
tutkimuksen kuluessa sattuneen kuoleman yhteydessd kaikista poikasia saaneista eldimisti (P ja F1),
kaikista poikasista, joissa on ndkyvid epdmuodostumia tai kliinisid merkkejd, sekd yhdestd satunnaisesti
F1- ja F2-sukupolvesta valitusta poikasesta kummastakin sukupuolesta ja kustakin poikueesta. Erityisti
huomiota tulee kiinnittdd lisddntymiselimiin. Kuolemaisillaan olevista poikasista, jotka lopetetaan
inhimilliselld tavalla, seki kuolleista poikasista (niiden ruumiin kunnon salliessa) tulee tutkia mahdolliset
hiiriot ja/tai kuolinsyy, ja ruumiit tulee sdilod.

Kaikkien ensi kertaa poikineiden naaraiden kohduista tutkitaan implantaatiokohtien olemassaolo ja niiden
midrd tavalla, joka ei haittaa histopatologista tutkimusta.
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1.5.7 Elinten paino

Lopettamisen aikaan P- ja Fl-sukupolven vanhemmilta médritetiin ruumiinpaino sekii seuraavien elinten
paino (parilliset elimet punnitaan erikseen):

— kohtu ja munasarjat

— kivekset ja lisidkivekset (kokonaispaino ja hiintdosan paino)

— eturauhanen

— rakkularauhaset ja eturauhasen etuosa sekd niiden nesteet ja eturauhanen (yhtend
kokonaisuutena)

— aivot, maksa, munuaiset, perna, aivolisike, kilpirauhanen ja lisdimunuaiset sekid miédritetyt
kohde-elimet.

Fl- ja F2-sukupolvien ruumiinavaukseen valittujen poikasten paino miiritetddn lopetuksen yhteydessi.
Kummastakin sukupuolesta ja kustakin poikueesta satunnaisesti valitulta poikaselta (katso kohta 1.5.6)
punnitaan aivot, perna ja kateenkorva.

Ruumiinavaustulosten ja elinten punnitustulosten arvioinnissa tulee ottaa huomioon muissa toistuvaa
annostelua kiyttidvissd tutkimuksissa tehdyt havainnot, milloin niiti on saatavissa.

1.5.8 Histopatologinen tutkimus

1.5.8.1 Poikasia saaneet eldimet

Poikasia saaneilta eldimiltd (P ja F1) irrotetaan seuraavat elimet ja kudokset tai niiden edustavat niytteet.
Kudokset tai nidytteet kiisitelliddn fiksatiivilla ja siilotddn sopivalla tavalla histopatologista tutkimusta
varten.

— emiitin, kohtu ja kohdunkaula seké munasarjat (sdilotédiin soveltuvassa fiksatiivissa)

— vyksi kives (sdilotddn Bouinin fiksatiivissa tai vastaavassa), yksi lisikives, rakkularauhaset,
eturauhanen ja sen etuosa

— etukiiteen miiritetyt kohde-elimet kaikilta paritukseen valituilta P- ja F1-eldimilti.

Kaikille paritukseen valituille ylimpiin annosryhmiin ja kontrolliryhmiin kuuluville P- ja Fl-sukupolven
eliimille tulee tehdid edelld mainittujen elinten ja kudosten tidydellinen histopatologinen tutkimus. P-
sukupolven eldinten munasarjojen tutkimus ei ole pakollinen. Elimet, joissa todetaan kisittelyyn liittyvid
muutoksia, on tutkittava myos alemmissa ja keskikokoisissa annosryhmissi NOAEL-tason médrityksen
helpottamiseksi. Lisdksi on tutkittava histopatologisin menetelmin lisdéintymiselimet sellaisilta alempiin ja
keskikokoisiin annosryhmiin kuuluvilta eldimiltd, joiden kohdalla epdillddn viihentynytti hedelmillisyytti,
toisin sanoen niiltd, jotka eiviit pariutuneet, hedelmdityneet, siittineet tai synnyttineet terveitd poikasia, tai
niiltd, joiden kiimasykliin tai sperman miirddn, liikkkuvuuteen tai morfologiaan testiaine vaikutti. Kaikki
vakavat vauriot, kuten surkastumat tai kasvaimet on tutkittava.
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Kivesten yksityiskohtaisella histopatologisella tutkimuksella (esimerkiksi Bouinin fiksatiivi, parafiinivalu
ja 4-5 wm paksut poikittaisleikkeet) tulee médrittdd kisittelyn aiheuttamat vaikutukset, kuten rauhaseen
jddneet spermatidit, puuttuvat itusolukerrokset tai -tyypit, monitumaiset jéttisolut tai spermatogeenisten
solujen irtoaminen lumeniin (14). Koskemattomasta lisdkiveksesti tulee tutkia pidi-, runko- ja hintiosa
pitkittdisleikkeen avulla. Lisidkiveksestd tulee arvioida leukosyytti-infiltraatio, solutyyppien esiintyvyyden
muutokset, aberrantit solutyypit seki siemennesteen fagosytoosi. PAS- ja hematoksyliiniviirjiystd voidaan
kéyttidd urosten lisddntymiselinten tutkimukseen.

Imetyksen jilkeisen vaiheen munasarjojen pitdisi sisdltdd varhaismunarakkuloita ja kasvavia
munarakkuloita sekid imetysvaiheen suuria keltarauhasia. Histopatologisessa tutkimuksessa olisi pystyttivi
osoittamaan  varhaismunarakkuloiden  viheneminen  kvalitatiivisesti. ~ Varhaismunarakkuloiden
kvantitatiivinen arvio tulee tehdd F1-sukupolven naaraille. Eldinten miirin, munasarjaleikkeen valinnan
seki leikkeen niytekoon tulee sopia kiytettiviiiin tilastolliseen arviointimenettelyyn. Tutkimuksessa on
laskettava varhaismunarakkuloiden méérid, johon voidaan yhdistdd pienten kasvavien munarakkuloiden
midrd, jotta kisiteltyji munasarjoja ja kontrolliryhmiin kuuluvia munasarjoja voidaan verrata.

(15)(16)(17)(18)(19).
1.58.2 Vieroitetut poikaset

Vakavasti epidmuodostuneet kudokset ja kohde-elimet kaikilta poikasilta, joilla on ulkoisia
epidmuodostumia tai kliinisii merkkejd, sekd yhdelti sellaiselta F1- ja F2-sukupolvesta satunnaisesti
valitulta poikaselta kummastakin sukupuolesta ja kustakin poikueesta, jota ei ole valittu paritukseen,
kisitellddn fiksatiivilla ja sdilotidin sopivalla tavalla histopatologista tutkimusta varten. Siilotyille
kudoksille tehddiin tidydellinen histopatologinen méiritys, jossa pidipaino on lisdéntymiselinten

tutkimisessa.
2 MAARITYSTULOKSET
2.1 TULOSTEN KASITTELY

Tiedot raportoidaan yksildittdin ja esitetddn taulukossa, jossa on eritelty testiryhmittidin ja sukupolvittain
eldinten miird testin alussa, testin aikana kuolleiden tai inhimillisistd syistd lopetettujen eldinten midrd,
milloin eldimet ovat kuolleet tai lopetettu, fertiilien eldinten miird, tiineiden naaraiden miird, niiden
eliinten  miird,  joissa  myrkyllisyysvaikutuksia ~ on  havaittavissa,  kuvaus  havaituista
myrkyllisyysvaikutuksista mukaan lukien myrkytysoireiden alkamisaika, kesto ja vakavuus, millaisia
havaintoja vanhemmista ja poikasista on tehty, millaisia histopatologisia muutoksia on havaittu seki kaikki
asiaankuuluvat tiedot poikueesta.
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Numeeriset tulokset arvioidaan sopivalla, yleisesti hyviksytylld tilastollisella menetelméilld, joka on
valittava tutkimusta suunniteltaessa ja jonka valinta on perusteltava. Annostasovasteiden tilastolliset mallit
voivat olla avuksi tietojen analyysissa. Tutkimusselosteessa on oltava analyysimenetelmisti ja kdytetystd
tietokoneohjelmasta riittdvét tiedot, jotta riijppumaton arvioija/tilastoasiantuntija voi niiden avulla arvioida
ja rekonstruoida analyysin.

22 TULOSTEN ARVIOINTI

Kaksi sukupolvea kisittivin lisddntymiskykyyn kohdistuvien myrkyllisyysvaikutusten tutkimuksen
1oydokset — mukaan lukien ruumiinavausloydokset ja mikroskooppiset 10ydokset — on arvioitava
havaittujen vaikutusten pohjalta. Arvioinnissa tulee todeta testiaineen annostason ja epidmuodostumien tai
hiirididen — mukaan lukien vakavat vauriot, tietyt kohde-elimet, vaikutukset hedelmillisyyteen, kliiniset
hiiriot, vaikutukset liséddntymiskykyyn ja poikueen kokoon/laatuun, ruumiinpainon muutokset, vaikutukset
kuolleisuuteen sekd muut myrkyllisyysvaikutukset — esiintyvyyden ja vaikutusten vakavuuden vilinen
mahdollinen suhde. Testitulosten arvioinnissa on otettava huomioon testiaineen fysikokemialliset
ominaisuudet ja toksikokineettiset tiedot, milloin jilkimméisid on saatavissa.

Asianmukaisesti toteutetussa lisdéntymiskykyyn kohdistuvien myrkyllisyysvaikutusten tutkimuksessa
pitdisi saada tyydyttidvi arvio haitattomasta annostasosta sekd tietoa haittavaikutuksista lisdtintymiskykyyn,
synnytykseen, imetykseen sekd syntymin jilkeiseen kehitykseen mukaan lukien kasvu ja sukupuolinen
kehitys.

23 TULOSTEN TULKINTA

Kaksi sukupolvea kisittdvd lisdtintymiskykyyn kohdistuvien myrkyllisyysvaikutusten tutkimus tuottaa
tietoja toistuvan testiainealtistuksen vaikutuksista kaikissa lisddntymiskierron vaiheissa. Erityisesti
tutkimus tuottaa tietoja lisdlintymisfysiologisista muuttujista sekd poikasten kehityksestd, kasvusta,
sukukypsyyden saavuttamisesta ja eloonjddmisestd. Tutkimuksen tulokset on tulkittava yhdessi
subkroonisten, prenataalisen kehityksen aikaisten ja toksikokineettisten sekii muiden kéytettdvissd olevien
tutkimustulosten kanssa, Tdmiin tutkimuksen tulosten pohjalta voidaan arvioida tietyn kemikaalin
jatkotutkimustarve. Tulosten ekstrapolointi koskemaan ihmistd on validia rajoitetussa méirin. Tuloksia
voidaan parhaiten kidyttidi haitattoman annostason ja ihmisille sallitun altistuksen miirittimiseen
(20)(21)(22)(23).
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3 TULOSTEN ILMOITTAMINEN

TESTISELOSTE

Testiselosteessa on annettava seuraavat tiedot:

Testiaine:

— fysikaalinen olomuoto ja tarvittaessa fysikokemialliset ominaisuudet
— tunnistetiedot
— puhtaus.

Kantaja-aine (tarvittaessa):
— jos kantaja-aine on muu kuin vesi, sen valinta on perusteltava.
Koe-eldinlajit:

— kdytetty eldinlaji ja kanta

— eldinten tukumiird, ikd ja sukupuoli

— toimittaja, hikit, ravinto, pesintekoaineet ja niin edelleen
— kunkin eldimen paino testin alussa.

Testiolosuhteet:

— annostasojen valintaperusteet

— vyksityiskohtaiset tiedot testiainevalmisteesta/ravintovalmisteesta, testinineen saavutettu pitoisuus

— valmisteen stabiilisuus ja tasalaatuisuus

— yksityiskohtaiset tiedot testiaineen antotavasta

— todellinen annos (mg/painokilo/vrk) ja muuntokerroin ravintoon/juomaveteen sekoitetun testiaineen
pitoisuudelle (ppm) tarvittaessa

— yksityiskohtaiset tiedot ravinnon ja veden laadusta.
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Tulokset:

— ravinnonotto sekd nautitun veden mdiidrd, mikidli se on mitattu, ruumiinpainon lisdys nautittua
ravintogrammaa kohti sekd saadun testiaineen miird P- ja Fl-eldimilld, lukuun ottamatta sitd aikaa,
kun eldimet pidetddn yhdessi, ja vihintiin imetysajan viimeisen kolmanneksen aikana

— absorptiotiedot (jos mitattu)

— paritukseen valittujen P- ja Fl-eldinten painotiedot

— poikueiden ja poikasten painotiedot

— P-eldinten paino lopettamishetkelld seki elinten absoluuttinen ja suhteellinen paino

— Kkliinisten havaintojen laatu, vakavuus ja kesto (riippumatta siit4, korjaantuvatko vauriot myShemmin)

— kuolinaika testin kuluessa tai elikd koe-eliin lopettamiseen asti

— myrkkyvastetiedot sukupuolen ja annoksen mukaan sekd parituksen, hedelmiillisyyden, tiineyden,
syntymién, elinkelpoisuuden ja imetyksen indeksit; selosteessa tulee esittdd tuvut, joista ndma indeksit
on laskettu
edelleen

— ruumiinavausloydokset

— vyksityiskohtaiset tiedot kaikista histopatologisista 10ydoksistid

— P- ja Fl-sukupolvien niiden naaraiden lukumiiiird, joilla on normaali kiimasykli, seké syklin pituus

— lisdkiveksen hénnin siittididen kokonaismidrd, progressiivisesti litkkuvien siittididen prosenttiosuus,
morfologisesti normaalien siittididen prosenttiosuus ja poikkeavien siittididen prosenttiosuus kunkin
tietyn poikkeavuuden mukaan

— aika pariutumiseen asti, mukaan lukien pariutumista edeltivien piivien midri

— tiineyden kesto

— implantaatioiden ja keltarauhasten méiri seké poikueiden koko

— elidviind syntyneiden poikasten miird ja implantaation jilkeen tapahtuneet abortoitumiset

— selvisti nikyvistd epdmuodostumista kiirsivien poikasten lukumdiird; erityisen pienikasvuisten
poikasten lukuméiird, jos se on miéiiritetty

— tiedot poikasten fyysisistd kehitysvaiheista ja muut syntymin jilkeisen kehityksen tiedot; arvioitujen
kehitysvaiheiden valinta on perusteltava

— poikasten ja aikuisten toiminnallisesta havainnoinnista saadut tiedot soveltuvin osin

— tulosten tilastollinen kisittely tapauksen mukaan.

Tulosten pohdinta.

Johtopéitokset, mukaan lukien haitattoman altistustason (NOAEL) arvot emojen ja poikasten osalta.
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LIITE 2H
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B.42. IHOHERKISTYS: PAIKALLINEN IMUSOLMUKEMAARITYSMENETELMA

1. MENETELMA

Tidmé menetelmi on toisinto OECD:n testiohjeesta nro 429 (2002).

1.1 JOHDANTO

Paikallinen imusolmukemdiiritysmenetelmid (Local Lymph Node Assay, LLNA) on riittiviisti validoitu ja
hyviiksytty, joten se voidaan perustellusti midiritd uudeksi menetelmilksi (1)(2)(3). Tdmi on toinen menetelmi
kemikaalien ihoherkistyspotentiaalin arvioimiseksi eldimilld. Ensimmiiisessi menetelmissi (B.6) kiiytetiilin
marsutestejii, erityisesti marsuilla tehtéiviid maksimisaatiotestid ja Bilhlerin testidl (4).

LLNA on vaihtoehtoinen menetelmi, jonka avulla voidaan tunnistaa ihoa herkistiiviit kemikaalit ja varmistaa,
etti kemikaaleilla ei ole merkittiiviid ihoherkistyspotentiaalia. Timi ei viilttimiittd merkitse sitid, ettdi LLNA-
menetelmid pitidisi kiyttidd kaikissa tapauksissa marsutestin asemesta, vaan pikemminkin sitd, etti menetelmi
on yhtid hyvi ja sitid voidaan kiiyttiiil vaihtoehtona, jossa positiivisia ja negatiivisia tuloksia ei yleensi enii
tarvitse varmistaa uudelleen.

LLNA-menetelmillid on joitakin etuja seki tieteen edistyksen ettii eldinten hyvinvoinnin kannalta. Menetelmiilld
tutkitaan ihoherkistyksen induktiovaihetta ja tuotetaan annosvasteen arviointiin sopivia kvantitatiivisia tuloksia.
LLNA-menetelmin validointitiedot sekii sithen liittyvien tutkimusten tarkastelu on julkaistu lihteissii (5), (6),
(7) ja (8). Lisiiksi on syytd huomata, ettd lieviid tai keskimiirdisti herkistystd aiheuttavia aineita, joita
suositellaan positiivisiksi kontrolliaineiksi marsutestimenetelmissi, voidaan kiiyttid myds LLNA-menetelmiin
yhteydessi (6)(8)(9).

LLNA on in vivo -menetelmi, joten silli ei lopeteta koe-eldinten kidyttdd kosketusherkistyksen arvioinnissa.
Sen sijaan silld voidaan viihentiié tihin tarkoitukseen tarvittavien eldinten méirii. Lisiksi LLNA-menetelmissi
kiytetty tapa testata Kkosketusherkistytd eldimilli on huomattavasti aikaisempia edistyneempi. LLNA-
menetelmiin perustana on kemikaalien aiheuttamien immunologisten tapahtumien tarkastelu ihoherkistyksen
induktiovaiheen aikana. Marsutesteisti poiketen LLNA-menetelmiissi ei edellyteti tarkoituksellista ihon
yliherkkyysreaktioiden tuottamista. LLNA-menetelmi ei myoskiiin edellytd adjuvantin kidyttdd, kuten marsuilla
tehtiivit maksimisaatiotesti. LLNA-menetelméén liittyy siis viihemmin eldinten kérsimystid. Vaikka LLNA-
menetelmiilld onkin perinteisiin marsutesteihin verrattuna etuja, on syytd huomata, ettid siihen liittyy joitakin
rajoituksia, joiden vuoksi voi olla tarpeen kiiyttiid perinteisii marsutesteji (esimerkiksi vifirit negatiiviset
loydokset LLNA-menetelmiilli joidenkin metallien kohdalla ja viirit positiiviset 16ydokset joidenkin ihoa
drsyttiivien aineiden kohdalla) (10).

Katso myos osan B johdanto.
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1.2 TESTIMENETELMAN PERIAATE

LLNA-menetelmin perusperiaate on, ettdi ihoa herkistivit aineet aiheuttavat primaaria lymfosyyttien
proliferaatiota imusolmukkeessa, joka kuljettaa kemiallisen aineen alueelta. Tdmi proliferaatio on suhteessa
kiytettyyn annokseen (ja allergeenin voimakkuuteen) ja tarjoaa yksinkertaisen keinon ihoherkistyksen
mittaamiseksi objektiivisella ja kvantitatiivisella tavalla. LLNA-menetelmiissi arvioidaan proliferaatio annos-
vastesuhteena, jossa testiryhmiissid tapahtuvaa proliferaatiota verrataan kantaja-aineella kisitellyssid
kontrolliryvhmiissd tapahtuvaan. Testiryhmien ja kontrolliryhmien proliferaation suhde (stimulaatioindeksi)
miiiritetiiiin, ja sen on oltava vihintiin 3, ennen kuin testiaine voidaan arvioida mahdollisesti ithoherkistysti
aiheuttavaksi., Tissd kuvatut menetelmiit perustuvat solujen proliferaation mittaamiseen radioaktiivisen
merkkiaineen avulla. Proliferaation arvioimiseksi voidaan kuitenkin kiiyttii myOs muita péditepisteitii
edellyttien, ettd niiden kiiytté on perusteltua, tutkimukset tukevat sitd ja mukaan liitetédn tiydelliset viitteet ja
menetelmin kuvaus.

1.3 TESTIMENETELMAN KUVAUS
1.3.1 Valmistelut
1.3.1.1 Koe-eldintilat ja eldinten ruokinta

Jokaisella eliiimellid on oltava oma hiikki. Koe-eldintilan limpétilan on oltava 22 °C (£3 °C). Vaikka riittiid, ettii
suhteellinen kosteus on vihintiddn 30 % eikd mielellddn ylitdi 70 %:a muulloin kuin huoneen puhdistuksen
aikana, pitiisi kuitenkin pyrkii 50-60 %:n suhteelliseen kosteuteen. Huoneessa on kiiytettivii keinovalaistusta
12 tunnin jaksoissa (12 tuntia valoa, 12 tuntia pimeéid). Eldinten ruokinnassa voidaan kiyttid normaalia
laboratorioruokavaliota, eikii juomaveden mifirid saa rajoittaa.

1.3.1.2 Lldinten valmistelu

Eliimet valitaan satunnaistetusti, merkitidéin niin, ettd yksilot voidaan erottaa toisistaan (ei kuitenkaan
korvamerkeillid), ja pidetiin hiikeisséi vihintiiin viiden péiviin ajan ennen testiaineen annostelun aloittamista,
jotta ne tottuvat laboratorio-olosuhteisiin, Ennen kiisittelyn alkua kaikki eldimet on tutkittava sen
varmistamiseksi, ettei niilld ole havaittavia ihovaurioita.

1.32 Testiolosuhteet
1.3.2.1 Koe-eldimet

Tihin testiin paras eldinlaji on hiiri. Testissid kiiytetiiiin nuoria tiysikasvuisia CBA/Ca- tai CBA/J-kannan
naarashiirid, jotka eivit ole synnyttineet eiviitkd ole raskaana. Testin alussa eldinten on oltava 8—12 viikon
ikiiisid ja elidinten painoerojen on oltava vithiisii eli enintiifin 20 % keskipainosta. Muita kantoja tai uroselidimii
voidaan Kkiiyttid, jos tulostietoja tuotetaan riittdvisti sen osoittamiseksi, etti LLNA-vasteessa ei esiinny
merkitsevid koe-elidinkantaan tai sukupuoleen liittyvié eroja.

1.32.2 Reliabiliteetin tarkistus

Positiivisten kontrollien tarkoitus on osoittaa miéiritysmenetelmén toimivuus ja laboratorion pitevyys
menetelmiin kéiyttimisessi. Positiivisen kontrolliryhméin on tuotettava positiivinen LLNA-vaste altistustasolla,
jonka odotetaan antavan stimulaatioindeksin (SI), joka on >3 verrattuna negatiiviseen kontrolliryhmiiin.
Positiivisen kontrolliryhmiin annostaso on valittava siten, ettii induktio on selvi mutta ei liiallinen. Suositeltavia
aineita  ovat  heksyylikanelialdehydi  (CAS-numero  101-86-0, EINECS-numero 202-983-3) ja
merkaptobentsotiatsoli (CAS-numero 149-30-4, EINECS-numero 205-736-8). Joissakin olosuhteissa, jos on
riittiviit perusteet, voidaan Kkiiyttdd muita kontrolliaineita, jotka téyttivit edelldi mainitut kriteerit. Vaikka
miiritysmenetelmissid tavallisesti edellytetiin positiivisen kontrolliryhmin Kkidyttéd, testilaboratoriolla voi
joissakin tapauksissa olla historiallisia positiivisen kontrolliryhmén miéiritystuloksia, jotka osoittavat
tyydyttivin vasteen pysyvyyttd kuuden kuukauden jaksolta tai pitemmiltd ajalta. Tillaisessa tapauksessa
positiivisia kontrolliryhmii voidaan testata harvemmin, kuitenkin enintiiéin kuuden kuukauden vilein. Vaikka
positiivisen kontrolliryhmiin testiaineet on testattava kantaja-aineessa, jonka tiedetifin antavan aina samanlaisen
vasteen (esimerkiksi asetoni: oliivitljy), joidenkin sdinn&sten mukaan testaus epistandardissa kantaja-aineessa
(kliinisesti/kemiallisesti relevantissa aineessa) saattaa myos olla tarpeen. Tilloin on testattava positiivisen
kontrolliaineen mahdollinen vuorovaikutus epéstandardin kantaja-aineen kanssa.
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1.32.3 Koe-eldinten mddrd, annostasot ja kantaja-aineen valinta

Kussakin annostasoryhmiissi on oltava vithintiiiin neljd eldinté, ja testiaineesta on kiiytettéivi vithintééin kolmea
konsentraatiota; lisiiksi kiiytetiiiin negatiivista kontrolliryhméié, joka kisitelléifin vain testiaineen kantaja-aineella,
sekid tarpeen mukaan positiivista kontrolliryhmid. Tapauksissa, joissa keritddn yksittiisten eldinten tietoja,
kussakin annosryhmiissi on oltava vihintiidn viisi eldinti. Kontrolliryhmin eldimiii on kohdeltava samalla
tavoin kuin testiryhmiin eldimid, paitsi etti niiti ei kiisitelld testiaineella.

Annostason ja kantaja-aineen valinnan on perustuttava lihteessd (1) esitettyihin suosituksiin, Annostasot
valitaan konsentraatiosarjasta 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5% ja niin edelleen. Jos
kitytettiivissid on aiempia tietoja aineen akuutista toksisuudesta ja ihoirsytyksestid, ne on otettava huomioon
kolmen perikkiisen konsentraation valinnassa siten, etti suurin konsentraatio edustaa maksimialtistusta,
kuitenkin niin, ettd viiltetifin koko elimistodn kohdistuvaa toksisuutta ja lilan voimakasta paikallista
ithofirsytysti (2)(11).

Kantaja-aine on valittava siten, ettd testikonsentraatiot ja niiden liukoisuus voidaan maksimoida ja saadaan
testiaineen annostelua varten sopiva livos/suspensio. Suositeltavat kantaja-aineet suosituimmuusjirjestyksessii
ovat asetonifoliivioljy  (4:1  v/v), dimetyyliformamidi, metyylietyyliketoni, propyleeniglykoli ja
dimetyylisulfoksidi (2)(10); muitakin kantaja-aineita voidaan kiiyttidi riittiivin tieteellisin perustein. Joissakin
tilanteissa voi olla tarpeen kiiyttiié lisikontrolliaineena kliinisesti perusteltua liuotinta tai kaupallista valmistetta,
jossa testiainetta markkinoidaan. Erityisesti on varmistettava, etti kantaja-ainejirjestelmissd on hydrofiilisid
aineita, jotta aine vettéii ihon eiké valu heti pois. Pelkkii vesiliuoksia on siis syytid vilttii.

1.3.3 Testin suoritus
1.3.3.1 Testiaikataulu
Miiiritysmenetelmiin aikataulu on seuraava:

o Pdivi l:
Miiritetiifin - ja kirjataan kunkin koe-eliimen paino. Koe-elidiimen kummankin korvan takaosaan
annostellaan avoannosteluna 25 pl testiaineen, kantaja-aineen tai positiivisen kontrolliaineen sopivaa
laimennosta.

o Pdivil2 ja3:
Toistetaan péiviini | toteutettu menettely.

o Pgivit4jas:
Ei kiisittelyé.

. Pdivi 6 :
Kirjataan kunkin eldimen paino. Ruiskutetaan 250 ul fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (PBS), joka sisdltdd
20 uCi (7,4e + 8 Bq) SH—metyylitymidiiniii, kaikkiin testi-ja kontrolliryhmin hiiriin hintiivaltimon kautta,
Vaihtoehtoisesti ruiskutetaan 250 pL PBS:i4, joka sisiltdd 2 pCi (7,4e + 7 Bq) 125l—jododeoksiuridiinia ja
10° M-fluorodeoksiuridiinia, kaikkiin hiiriin hiintivaltimon kautta.

Viiden tunnin kuluttua elidimet lopetetaan. Kummastakin korvasta leikataan irti nestettd vieviit korvalehden
imusolmukkeet ja koko koeryhmin imusolmukkeet upotetaan PBS:iin (kisittelyryhmin niytteet
vhdistetiiiin); vaihtoehtoisesti kultakin eldinyksiloltd voidaan leikata imusolmukepari ja upottaa se
yksiloittdin PBS:idn (vain yhden yksilon niiytteet). Imusolmukkeiden tunnistukseen ja leikkaamiseen
liittyviit tiedot ja kaaviot ovat lihteen (10) liitteessi 1.
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1.3.3.2 Solususpensioiden valmistus

Testiryhmien yhdistetyistid imusolmukesoluista tai yksittdisten elidinten imusolmukeparien soluista valmistetaan
suspensio, jossa kaikki solut ovat irrallaan muista (yksisolususpensio), mekaanisesti hajottamalla solukertymiit
painamalla ne varovaisesti ruostumattoman terésseulan lidpi (silmikoko 200 um). Imusolmukesolut pestiin
kahdesti runsaalla PBS:1l4 ja saostetaan 5 %:ssa trikloorietikkahapossa 4 °Cin ldmpétilassa 18 tunnin ajan (1).
Pelletit voidaan joko resuspendoida | ml:aan trikloorietikkahappoa ja siirtié tuikeputkiin, joissa on 10 ml
tuikenestettii *H-laskentaa varten, tai siirtid suoraan gammalaskentaputkiin "L laskentaa varten.

1.333 Solujen proliferaation (inkorporoituneen radioaktiivisuuden) mdédritys

3H—metyylitymidiiniin inkorporoituminen mitataan [-tuikelaskennalla hajoamisina minuutissa (DPM). Sl
jododeoksiuridiinin inkorporoituminen mitataan 'S ]-laskennalla ja ilmoitetaan niin ikidin DPM-arvona.
Inkorporoituminen ilmoitetaan DPM:ni joko testiryhmii kohti tai elidinti kohti.

1.33.4 Havainnot
1.3.34.1 Kliiniset havainnot

Eldimistd on péivittidin  havainnoitava huolellisesti mahdolliset kliiniset merkit joko annostelualueen
paikallisesta drsytyksestd tai koko elimistéén kohdistuvasta toksisuudesta. Kaikki havainnot kirjataan
jirjestelmiillisesti erikseen kustakin eldinyksilosti.

1.33.42 Ruumiinpainot

Kuten kohdassa 1.3.3.1 mainitaan, kukin eldin on punnittava erikseen testin alussa ja aikataulun mukaisen
lopettamisen yhteydessi.

1.34 Tulosten laskeminen

Tulokset ilmoitetaan stimulaatioindeksinid (ST). Ryhmiiniiytteistd SI-arvo saadaan jakamalla kunkin testiryhmiin
vhdistetty radioaktiivinen inkorporoituminen kantaja-ainekontrolliryhmiin yhdistetylli inkorporoitumisella,
jolloin  saadaan  SIin  keskiarvo. Yksiloniytteisti Sl-arvo saadaan jakamalla testiaineryhmin ja
positiivikontrolliryhméin eldinkohtaisista DMP-arvoista laskettu keskiarvo livotin/kantaja-aine kontrolliryhméin
vastaavalla tuloksella. Kantaja-aineella kéisiteltyjen kontrolliryhmien SI:n keskiarvo on 1.

Kun Sl-arvo lasketaan yksilondytteistd, miiritystulokset voidaan analysoida tilastollisesti. Sopivaa tilastollista
menetelmiid valittaessa tutkijan on syyti pitidd mielessi varianssien mahdolliset erot ja muut vastaavat ongelmat,
jotka saattavat edellyttii médritystulosten muuntamista tai non-parametrista tilastollista analyysia. Sopiva
kiytintd miiritystulosten tulkintaan on arvioida testi- ja kontrolliryhmien yksittdiset miritystulokset ja
derivoida niisti parhaiten sopiva annos-vastekiiyrii, jossa luottamusvilit on otettu huomioon (8)(12)(13).
Tutkijan on kuitenkin tarkattava ryhmissid mahdollisesti esiintyvid yksittidisten eldinten vasteita, jotka ovat
kiyrin ulkopuolella ja saattavat vaatia vasteen mittaamista vaihtoehtoisella menetelmilli (esimerkiksi
mediaanina eiki keskiarvona) tai kiiyriin ulkopuolella olevan arvon poistamista.

Tuloksen voidaan katsoa olevan positiivinen, kun stimulaatioindeksi on 23, kun annosvaste ja tapauksen
mukaan tilastollinen merkitsevyys on otettu huomioon(3)(6)(8)(12)(14).

Jos saatuja tuloksia pitdd selventid, on syytd ottaa huomioon testiaineen erilaiset ominaisuudet, mukaan
luettuina mahdolliset rakenteelliset yhtiiliisyydet tunnettuihin ihon herkistysti aiheuttaviin aineisiin, sen
mahdollisesti aiheuttama liiallinen ihofirsytys ja havaitun annosvasteen luonne. Niitid ja muita huomionarvoisia
seikkoja kisitellddn yksityiskohtaisesti lihteessi (7).
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2 MAARITYSTULOKSET

Tulokset on esitettivi taulukkona, josta kiyviit ilmi DPM-arvojen keskiarvot ja yksittiiiset arvot sekid kunkin
annosryhmin (myos kantaja-ainekontrolliryhmiin) stimulaatioindeksi.

3 TULOSTEN ILMOITTAMINEN
LOPPURAPORTTI
Loppuraportti on annettava seuraavat tiedot:
Testiaine:
— tunnistetiedot (esimerkiksi CAS-numero, jos tiedossa; alkuperi, puhtaus, tunnetut epipuhtaudet, erfinumero)
— fysikaalinen olomuoto ja fysikokemialliset ominaisuudet (esimerkiksi haihtuvuus, stabiilisuus, liukoisuus)
— jos kyseessi on seos, sen koostumus ja ainesosien suhteelliset osuudet.
Kantaja-aine:

— tunnistetiedot (puhtaus, tarvittaessa konsentraatio, kiiytetty tilavuus)
— perustelut kantaja-aineen valinnalle.

Koe-eldimet:

— kiiytetty hiirikanta

— elédinten mikrobiologinen tila, jos se on tiedossa

— elidinten miidri, ikd ja sukupuoli

— elédinten alkuperi, koe-eliiintilat, ruokavalio ja niin edelleen.

Testiolosuhteet:

— tiedot testiaineen valmistelusta ja annostelusta

— perustelut annostasojen valinnalle, mukaan luettuina vaihteluvilid selvittiivin tutkimuksen tulokset, jos
tutkimus on tehty; kéiytetyt kantaja- ja testiaineiden konsentraatiot ja annostellun aineen kokonaismiiri

— tiedot ravinnon ja veden laadusta (mukaan luettuina ruokavalion tyyppi/alkuperd, veden alkuperi).

Reliabiliteetin tarkistus:

— yhteenveto viimeisesti reliabiliteetin tarkistuksen tuloksista, mukaan luettuina tiedot kiiytetysti testiaineesta,
konsentraatiosta ja kantaja-aineesta

— testauslaboratorion nykyiset ja/tai aiemmat positiivisten ja negatiivisten kontrollien tulokset.

Tulokset:

— kunkin elidimen paino annostelun alussa ja aikataulun mukaisen lopettamisen yhteydessi

— taulukko DPM-keskiarvoista (ryhminiiytteet) tai yksittidisisti DPM-arvoista (yksiloniytteet) sekid kunkin
annostasoryhmiin stimulaatioindeksit (mukaan lukien kantaja-ainekontrolliryhmi).

— tilastollinen analyysi tarvittaessa

— toksisuuden ilmeneminen ajan funktiona ja toksisuuden merkit, mukaan luettuna annostelualueen ihoirsytys,
jos sellaista esiintyy, erikseen kullekin elidinyksilélle.

Tulosten pohdinta:

— tulosten lyhyt kommentointi, annos-vasteanalyysi ja tarvittaessa tilastollinen analyysi sekd johtopiitds siiti,
voidaanko testiainetta pitii ihoherkistystid aiheuttavana.
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B.43. NEUROTOKSISUUSTUTKIMUS JYRSLJOILLA

L. MENETELMA
Tidmé menetelmii vastaa OECD:n testiohjetta nro 424 (1997).

Timin testimenetelmin tarkoituksena on tuottaa tiedot, joilla voidaan varmistaa kemikaalien mahdollinen
neurotoksisuus tiysikasvuisilla eldimilld tai kuvata se tarkemmin. Testi voidaan joko yhdistid toistuvan
annostelun toksisuustutkimusten nykyisiin testimenetelmiin tai suorittaa erillisend tutkimuksena. Télld
testimenetelmiilld tehtéivien tutkimusten suunnittelussa on suositeltavaa kilyttid apuna OECD:n ohjeasiakirjaa
neurotoksisuuden testistrategioista ja -menetelmisti (Guidance Document on Neurotoxicity Testing Strategies
and Methods (1)). Tdmid on erityisen tidrkeidii suunniteltaessa muutoksia menetelmin rutiinikdyttoon
suositeltuihin havaintoihin ja testin suoritukseen. Ohjeasiakirjan tarkoituksena on helpottaa muiden testien
valintaa tiettyissi oloissa. Tilld menetelmiillid ei arvioida sikionkehitykseen liittyviid neurotoksisuutta.

1.1 JOHDANTO

Arvioitaessa kemikaalien toksisia ominaisuuksia on tirkeidid ottaa huomioon mahdolliset neurotoksiset
vaikutukset. Toistuvan annostelun systeemisen toksisuuden testimenetelmiiiin sisiltyy jo havaintojen tekoa
mahdollisen neurotoksisuuden seulomiseksi. Tdmiin testimenetelmiin avulla voidaan suunnitella tutkimus, jolla
saadaan lisiitietoja toistuvan annostelun systeemisen toksisuuden tutkimuksissa havaituista neurotoksisista
vaikutuksista tai varmistetaan niméi vaikutukset. Tiettyjen kemikaaliluokkien mahdollinen neurotoksisuus voi
kuitenkin antaa viitteitd siitd, etti niiden arviointi on tarkoituksenmukaisempaa tilli menetelmiilld, kun
mahdollista neurotoksisuutta ei ole aiemmin osoitettu toistuvan annostelun systeemisen toksisuuden
tutkimuksissa. Huomioon otettavia seikkoja ovat esimerkiksi

* havainnot hermostollisista oireista tai neuropatologisista vaurioista muissa toksisuustutkimuksissa kuin
toistuvan annostelun systeemisen toksisuuden tutkimuksissa tai

* rakenteellinen sukulaisuus tai muut tiedot, jotka yhdistivit kyseiset kemikaalit tunnettuihin
neurotoksisiin aineisiin.

Timin  testimenetelmidn  kiiyttiminen voi  olla  tarkoituksenmukaista  muissakin  tapauksissa.
Yksityiskohtaisempia tietoja viitteessi (1).

Menetelmid on kehitetty sellaiseksi, etti se voidaan réitiloidd erityistarpeisiin, jotta voidaan varmistaa
kemikaalin spesifinen histopatologinen ja kéyttiytymiseen vaikuttava neurotoksisuus seki kuvata neurotoksiset
vasteet ja kvantifioida ne.

Aiemmin neurotoksisuus rinnastettiin neuropatiaan, johon liittyi neuropatologisia vaurioita tai hermoston
toimintahiiriditd kuten kohtauksia, halvaus tai vapinaa. Vaikka neuropatia onkin tirked neurotoksisuuden
ilmenemismuoto, nykyiiin on selviii, etti hermostoon kohdistuvaan toksisuuteen liittyy monia muitakin oireita
(esimerkiksi motorisen koordinaation puute, aistitoiminnan vajaukset, oppimis- ja muistihéiriot), jotka eiviit
ilmene neuropatiaan liittyvissid tai muun tyyppisissi tutkimuksissa.

Tidmin neurotoksisuuden testimenetelmin tarkoituksena on saada selville tirkeimmiit hermostoperiiset
kiyttiiytymiseen kohdistuvat ja neuropatologiset vaikutukset tiysikasvuisilla jyrsijoilli. Vaikka morfologisia
muutoksia ei esiintyisi, vaikutukset kidyttiytymiseen voivat ilmentdd elimistoén kohdistuvaa haitallista
vaikutusta. Kaikki kiyttiytymismuutokset eiviit kuitenkaan ole nimenomaan hermostoperiisii. Siksi kaikkia
havaittuja muutoksia on arvioitava vastaavien histopatologisten, hematologisten tai biokemiallisten sekid muun
tyyppiseen systeemiseen toksisuuteen liittyvien tietojen perusteella. Téssi menetelmissd neurotoksisten
vasteiden kuvaamiseksi ja kvantifioimiseksi tehtdviin testeithin kuuluu erityisidi histopatologisia ja
kiyttiytymiseen liittyvid testeji. Niiden lisidtukena voidaan kiyttdd sihkofysiologisia ja/tai biokemiallisia
tutkimuksia (1)(2)(3)(4).
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Neurotoksiset aineet voivat vaikuttaa monin tavoin useisiin kohteisiin hermostossa. Koska yhdellikiiin
koesarjalla ei voida tiysin arvioida kaikkien aineiden mahdollista neurotoksisuutta, saatetaan tarvita muita in
vivo tai in vitro -testejd, jotka on erityisesti tarkoitettu havaitun tai ennakoidun neurotoksisuustyypin
tutkimiseen.

Soveltamalla yhdessid neurotoksisuuden testistrategioita ja -menetelmid koskevan OECD:n ohjeasiakirjan (1)
ohjeita ja tiiti testimenetelmii voidaan myds suunnitella tutkimuksia, joiden tarkoituksena on kuvata tarkemmin
annosvasteen kvantifiointia ja lisidtd sen herkkyyttid, Niin voidaan paremmin arvioida haitaton vaikutustaso (no-
observed-adverse effect level, NOAEL) tai osoittaa kemikaalin tiedetyt tai epéillyt haittavaikutukset. Voidaan
esimerkiksi suunnitella tutkimuksia, joilla tunnistetaan ja arvioidaan neurotoksisuusmekanismeja tai
tiydennetiiin tietoja, joita on jo saatu kiyttimilld tavanomaisia hermostoperiisiin kiyttiytymisoireisiin
kohdistuvia ja neuropatologisia havainnointimenetelmii. Tillaisissa tutkimuksissa el tarvitse yrittidd hankkia
tietoja, jotka saataisiin jo tissd menetelmiissi suositelluilla tavanomaisilla kokeilla, mikili ndmi tiedot ovat jo
saatavilla eikd niitd pidetd vilttimittomini tutkimustulosten tulkinnan kannalta.

Kiytettiessi titi neurotoksisuustutkimusta yksin tai yhdessi jonkin muun tutkimuksen kanssa saadaan tietoja,
joiden avulla voidaan

* todeta, onko testattu kemikaali vahingoittanut hermostoa pysyviéisti, vai ovatko vauriot palautuvia

* kuvata kemikaalialtistumiseen liittyvii hermostonmuutoksia ja ymmiirtdii niiden taustalla olevia
mekanismeja

* miiritelli annos-vaste- ja aika-vaste-suhteet haitattoman vaikutustason arvioimiseksi (jota voidaan
kiyttid kemikaalin turvallisuuskriteerien méirittelemisessi).

Tissid testimenetelmissi testiaine annostellaan suun kautta. Muut antotiet (esimerkiksi ihon kautta tai
inhalaationa) voivat olla sopivampia ja edellyttid suorituksen yksityiskohtien muuttamista. Antotavan valintaan
vaikuttavat ihmisen altistusominaisuudet ja saatavilla olevat toksikologiset tai kineettiset tiedot.

1.2 MAARITELMAT

Haittavaikutus: sellainen kisittelyyn liittyvii poikkeama perustasosta, joka viihentdi organismin kykyi pysyi
hengissi, lisdiintyi tail sopeutua ympéristoon.

Annos: annettavan testiaineen miiri. Annos ilmaistaan painoyksikkoinid (g, mg) tai testiaineen painona koe-
eliimen painoyksikkod kohti (esimerkiksi mg/kg) tai vakiopitoisuuksina ravinnossa (ppm).

Annostus: yleistermi, joka kiisittii annoksen, annostusvilit ja annostelun keston.

Neurotoksisuus: kemikaalille tai biologiselle tai fysikaaliselle aineelle altistumisesta aiheutuva haitallinen
muutos hermoston rakenteessa tai toiminnassa.

Neurotoksinen aine: kemikaali tai biologinen tai fysikaalinen aine, joka voi aiheuttaa neurotoksisuutta.

NOAEL: (lyhenne sanoista no-observed-adverse effect level). Korkein annostaso, jolla ei havaita kiisittelyyn
liittyvii haitallisia 16 ydoksii.

1.3 TESTIMENETELMAN PERIAATE

Testattavaa kemikaalia annostellaan suun kautta erilaisina annoksina useille koe-eldinryhmille, jotka ovat
laboratoriokokeissa kiytettivid jyrsijoiti. Tavallisesti kilytetdiin toistuvaa annostusta. Annosteluohjelma voi
kestdd 28 piividd, 90 pdiviid (subkrooninen) tai yhden vuoden tai pidempiin (krooninen). Tissid
testimenetelmiissit esitettyji menettelyji voidaan kiiyttdd myos akuutin neurotoksisuuden tutkimuksessa.
Eldimii testataan kiiyttdytymiseen ja/tai hermostoon liittyvien poikkeavuuksien selvittimiseksi tai niiden
kuvaamiseksi. Jokaisen havainnointijakson aikana arvioidaan monentyyppisid kiyttiytymisilmiéitd, johon
neurotoksiset aineet voivat vaikuttaa. Testin lopussa osalle elidimisti (kaikista ryhmistd, kummastakin
sukupuolesta) tehdiin perfuusio in sifu, ja aivoista, selkdytimesti ja direishermostosta preparoidaan leikkeiti,
jotka tutkitaan.
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Kun tutkimus suoritetaan erillisené tutkimuksena neurotoksisuuden seulomiseksi tai neurotoksisten vaikutusten
kuvaamiseksi, voidaan kustakin ryhmiésti ne elidimet, joita ei kiyteti perfuusioon tai myShempiin
histopatologisiin tutkimuksiin (katso taulukko 1), kéyttdd erityisiin hermostoperiisiin kidyttiytymisoireisiin
liittyviin, neuropatologisiin, neurokemiallisiin tai sihkofysiologisiin tutkimuksiin. Niilld  tutkimuksilla
tiydennetiiiin timiin menetelmiin perustutkimuksa (1). Tidydentéiviit tutkimukset voivat olla erityisen hyddyllisi,
kun empiiriset havainnot tai ennakoidut vaikutukset osoittavat kemikaalin neurotoksisuuden olevan tietyn

joita edellytetiiin jyrsijoilld tehtivien toistuvan annostelun toksisuustutkimusten tutkimusmenetelmissi.

Kun timiin testimenetelmin menettelyt yhdistetilin muiden testimenetelmien menettelyihin, on kiytettivi
riittdvid midrid eldimid, jotta molempien tutkimusten havainnointiin liittyvit vaatimukset voidaan tiyttié.

1.4 MENETELMAN KUVAUS
1.4.1 Eliinlajin valinta

Suositeltavin jyrsijilaji on rotta, tosin muitakin jyrsijoitd voidaan kiyttdd, mikili se on perusteltua. Testiin on
kéytettiivi nuoria, tidysikasvuisia ja terveiti eldimid, jotka edustavat yleisesti kiiytettyji koe-eldinkantoja.
Naaraat eivit saa olla synnyttineiti eikd kantavia. Annostelu aloitetaan yleensi mahdollisimman pian
vieroituksen jilkeen, mieluiten eldinten ollessa kuuden viikon ikiisid, ja joka tapauksessa ennen kuin ne ovat
yhdeksiin viikon ikiisid. Kun timi tutkimus yhdistetiin muihin tutkimuksiin, ikdvaatimusta saatetaan joutua
mukauttamaan. Kiytettyjen eldinten paino saa tutkimuksen alussa vaihdella korkeintaan + 20 % kummankin
sukupuolen keskipainosta. Kun lyhytaikaista toistuvan annostelun tutkimusta seuraa pitkidaikaistutkimus, on
molemmissa tutkimuksissa kiytettivi samasta kannasta ja samasta lihteesti olevia eldimid.

1.42 Koe-eliintilat ja eliinten ruokinta

Koe-elidinhuoneen limpétilan tulee olla 22 °C (£ 3 °C). Vaikka riittiiviit vaatimukset suhteellisen kosteuden
suhteen ovat vihintiin 30 % eiki mielellddn yli 70 % muulloin kuin huoneen puhdistuksen aikana, pitidisi
kuitenkin pyrkii 50-60 %:n suhteelliseen kosteuteen. Huoneessa tulee kilyttii keinovalaistusta 12 tunnin
Jjaksoissa (12 tuntia valoa, 12 tuntia pimeid). Pitiisi vilttdd dkkindisid kovia diinid. Eldinten ruokinnassa voidaan
kidyttiit normaalia laboratoriorehua, eikii juomaveden miéidiridil saa rajoittaa. Rehun valintaan voi vaikuttaa se,
miten testiaine voidaan sekoittaa rehuun tilld menetelmilld annosteltaessa. Eliimet voidaan pitdd hikeissd
yksittiin tai muutaman samaa sukupuolta olevan eldimen ryhmissi.

1.4.3 Eliinten valmistelu

Nuoret, terveet eldimet jaetaan satunnaisotannalla testi- ja verrokkiryhmiin., Hikit tulee jirjestdd siten, etti
niiden sijoittamisesta mahdollisesti aiheutuvat vaikutukset ovat mahdollisimman vihiisida. Eldiimet merkitiin
yksilollisesti ja pidetiidn hikeissiiin vihintiin viiden péivin ajan ennen tutkimuksen aloittamista, jotta ne
tottuvat laboratorio-oloihin.

1.44 Antotie ja annosten valmistelu

Tutkimusmenetelmissi edellytetiin nimenomaan testiaineen annostelua suun kautta. Suun kautta annostelu voi
tapahtua letkuruokinnalla, rehun tai juomaveden mukana tai kapseleina. Muita antotapoja (esimerkiksi ihon
kautta tai inhalaationa) voidaan kidyttdd, mutta suoritustapaa saatetaan joutua muuttamaan. Antotavan valintaan
vaikuttavat ihmisen altistusominaisuudet seké saatavilla olevat toksikologiset ja kineettiset tiedot. Antotien
valintaperusteet seké siiti tiimin testimenetelmiin suoritukseen aiheutuvat muutokset on ilmoitettava.

Testiaine livotetaan tai suspensoidaan tarvittaessa sopivaan kantaja-aineeseen. Suositusten mukaan ensin tulee
kiyttid vesipohjaista liuosta/suspensiota, sitten 6ljypohjaista (esimerkiksi maissiéljy) liuosta/suspensiota ja
vasta sitten mahdollisesti muuhun kantaja-aineeseen pohjautuvaa livosta/suspensiota. Kantaja-aineen toksiset
ominaisuudet on tunnettava. Lisidksi on kiinnitettivd huomiota seuraaviin kantaja-aineen ominaisuuksiin:
kantaja-aineen vaikutukset testiaineen imeytymiseen, jakautumiseen, metaboloitumiseen ja elimistdssii
sdilymiseen. Edellid mainitut tekijit voivat vaikuttaa testiaineen toksisiin ominaisuuksiin. Lisiiksi on otettava
huomioon kantaja-aineen vaikutus eldinten ravinnon ja veden kulutukseen seki niiden ravitsemustilaan.
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1.5 TESTIN SUORITUS
1.5.1 Eliinten méira ja sukupuoli

Kun tutkimus suoritetaan erillisené tutkimuksena, on kunkin annoksen testaamiseen seké verrokkiryhmiitin,
jolla arvioidaan yksityiskohtaisia kliinisid ja toiminnallisia havaintoja, kiytettivid vihintiin 20 eldintd (10
naarasta ja 10 urosta). Ainakin viidelle urokselle ja viidelle naaraalle niisti kymmenestd uroksesta ja
kymmenesti naaraasta on tehtivd perfuusio Jn  sifu, ja niiti on kiytettivi  yksityiskohtaisiin
neurchistopatologisiin tutkimuksiin tutkimuksen lopussa. Silloin, kun tietystd annosryhmiisti havainnoidaan
vain muutamia elidimid neurotoksisten vaikutusten osoittamiseksi, ndmi eldimet olisi mahdollisesti otettava
perfuusioon valittujen eldinten joukkoon. Kun tutkimus suoritetaan yhdesséi toistuvan annostelun
toksisuustutkimuksen kanssa, on kiytettivid riittivisti  eldimii molempien tutkimusten tavoitteiden
saavuttamiseksi.  Taulukossa 1 on  esitetty eldinten  vihimmidismédrit ryhmidd  kohti  useissa
tutkimusyhdistelmissid. Jos osa elidimisti aiotaan lopettaa kesken tutkimuksen tai suunnitellaan toipuvista
eldimistd koostuvia ryhmii toksisten vaikutusten palautuvuuden, jatkuvuuden ja ilmenemisen viivistymisen
havainnoimiseksi testin jilkeen tai harkitaan tiydentiivien havaintojen tekemisti, eldinten miirid on lisittiivi.
Niin varmistetaan, ettd saatavilla on tarvittava méird eliimid havainnointia ja histopatologisia tutkimuksia
varten.

1.5.2 Testiryvhma ja verrokkiryhma

Yleensd kiiytetiiiin vihintidn kolmea annosryhmii ja yhtd verrokkiryhmii. Jos vaikutuksia ei muiden tietojen
arvioinnin perusteella ole odotettavissa toistetulla vuorokausiannoksella 1000 mg/kg, voidaan tehdd raja-
annostesti. Jos sopivia tietoja ei ole saatavilla, voidaan tehdi annosalueen haarukointitesti kiiytettdvien annosten
miirittimisen helpottamiseksi. Testiaineen annostelua lukuun ottamatta verrokkiryhmiin eldimii on kisiteltivd
tismiilleen samoin kuin testiryvhmiin elidimid. Jos testiaineen annostelussa kéiytetiin kantaja-ainetta, sitéi tulee
antaa verrokkiryhmiille suurin kidytetty mééri.

153 Luotettavuuden tarkistus

Tutkimuksen suorittavan laboratorion on esitettivi tiedot, joista ilmenevit sen kyky suorittaa tutkimus sekid
kiytettyjen menetelmien herkkyys. Niistii tiedoista tulisi ilmeti kyky osoittaa ja kvantifioida muutokset
pédtepisteissd, joiden havainnointia suositellaan. Niiti ovat autonomiset oireet, aistien reaktiivisuus,
tarttumaotteen voimakkuus ja motorinen aktiivisuus. Viitteissid 2-9 on tietoja eri tyyppisid neurotoksisia vasteita
aiheuttavista kemikaaleista, joita voidaan kéyttii positiivisina kontrolliaineina. Aiemmin saatuja tietoja voidaan
kiyttid, jos koemenetelmien oleelliset osatekijit pysyvit ennallaan. Alempien tietojen ajoittaista péivitystd
suositellaan. Menetelmien herkkyyden siilymisti osoittavia uusia tietoja on tuotettava, kun testin suorittava
laboratorio muuttaa jonkin testin toimenpiteiden suorittamisen kannalta olennaisen tekijin.

1.54 Annoksen valinta

Annostasojen valinnassa tulee ottaa huomioon kaikki testattavasta yhdisteesté tai sen sukulaisaineista saatavilla
olevat aiemmin saadut toksisuus- ja kinetiikkatiedot. Korkein annostaso tulee valita siten, ettéd sen tarkoituksena
on aiheuttaa neurotoksisia vaikutuksia tai selvid systeemisen toksisuuden vaikutuksia. Tdméin jilkeen annostasot
valitaan asteittain alenevasti mahdollisen annosvasteen osoittamiseksi ja haitattoman vaikutustason (NOAEL)
osoittamiseksi alhaisimmalla annostasolla. Periaatteessa annostasot tulee miiriti siten, ettd ensisijaiset
hermostoon kohdistuvat toksiset vaikutukset voidaan erottaa systeemiseen toksisuuteen liittyvistd vaikutuksista.
Kaksi tai kolme eri suuruista annosta on yleensd ihanteellisin miiri, ja usein on suositeltavaa kiyttdd neljittd
testiryhmid erittiiin pitkien annosvilien sijaan (esimerkiksi kerroin yli 10). Jos ihmisen altistumisesta on
olemassa jirkevi arvio, se on otettava huomioon.

1.55 Raja-annostesti

Jos tutkimus yhdelld annostasolla (vihintiiin 1000 mg/kg/vrk) ei tissid kuvatulla suoritustavalla aiheuta
havaittavia neurotoksisia vaikutuksia ja jos toksisuus ei ole todennikdistd rakenteellisesti samanlaisista
vhdisteistii saatujen tietojen perusteella, tiydellinen tutkimus kolmella annostasolla ei villttimitti ole tarpeen.
Odotettavissa olevan ihmisen altistuksen perusteella raja-annostestissid on mahdollisesti kiiytettivi korkeampaa
annostasoa suun kautta annettuna. Muiden antotapojen kuten inhalaation tai ihoapplikaation osalta korkein
saavutettavissa oleva altistumistaso mifiridytyy yleensii testiaineen fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksien
perusteella. Akuutin oraalisen tutkimuksen tekemiseksi raja-annostestin annoksen tulee olla vihintiin 2000
mg/kg.
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1.5.6 Annostelu

Eldimille annetaan testiainetta péivittiin seitsemind pdivini viikossa vihintidn 28 piivin ajan. Viisipdiviisen
annosteluohjelman kiiyttd tai lyhyempi altistusaika on perusteltava. Letkuruokinnassa testiaine on annettava
vhteni annoksena mahaletkun tai sopivan intubaatiokanyylin kautta. Kerralla annettavan nesteen
enimmiismiird riippuu koe-eldinten koosta. Miiri ei saa olla yli 1 ml sataa painogrammaa kohti. Vesiliuoksia
voidaan kuitenkin antaa 2 ml:aan asti sataa painogrammaa kohti. Lukuun ottamatta frsyttivid tal syovyttiviid
aineita, joiden vaikutukset yleensi pahenevat korkeammilla pitoisuuksilla, testiaineméirin vaihtelu olisi
minimoitava siitimilld pitoisuuksia vakiotilavuuden takaamiseksi kaikilla annostasoilla.

Jos aineita annetaan eldimille rehuun tai juomaveteen sekoitettuna, on tirkedid varmistaa, etteiviit testiaineméirit
hiiiritse normaalia ravinto- tai nestetasapainoa. Kun testiaine annetaan ravintoon sekoitettuna, sen miiri
mitataan joko vakiopitoisuutena rehussa (ppm) tai eldimen painoon suhteutettuna vakioannostasona. Kiytetty
tapa pitdil mainita. Jos testiaine annetaan letkulla, annos tulee antaa joka pidivid samaan aikaan, ja annosta on
mukautettava tarvittaessa siten, ettd annostaso pysyy samana eliimen painoon nihden. Kun toistuvan
annostelun tutkimuksen jilkeen tehdiiin pitkidaikaistutkimus, eldimille on annettava samanlaista ravintoa
molemmissa tutkimuksissa. Jos kerta-annos ei akuutissa tutkimuksessa ole mahdollinen, annos voidaan antaa
pienemmissi osissa vuorokauden kuluessa.

1.6 HAVAINNOINTI
1.6.1 Havainnoinnin ja testien maara

Toistuvan annostelun tutkimuksissa havainnointijakson tulee kattaa annostelujakso. Akuuteissa tutkimuksissa
havaintoja on tehtidvi kisittelyn jilkeen 14 piivin aikana. Satelliittiryhmien eldimii, joita ei altisteta kisittelyn
jilkeisen jakson aikana, on myds havainnoitava télld jaksolla.

Havaintoja on tehtivi riittdvéin usein, jotta kaikki kilyttiytymiseen liittyviit ja/tai hermostolliset poikkeavuudet
voitaisiin havaita. Havainnot on mieluiten tehtiivd samoihin aikoihin joka péivi ja ottaen huomioon, milloin
odotettuja vaikutuksia esiintyy eniten. Kliinisten havaintojen ja toiminnallisten kokeiden aikataulu (taajuus) on
esitetty yhteenvetona taulukossa 2. Jos aikaisemmista tutkimuksista saadut kineettiset tai muut tiedot osoittavat,
ettd havainnoinnin, testien tai havainnoinnin jilkeisten jaksojen ajankohtaa on muutettava, on laadittava uusi
aikataulu tiedonsaannin maksimoimiseksi. Aikatauluun tehtiiviit muutokset on perusteltava.

1.6.1.1 Havainnot yleisestd terveydentilasta ja kuolleisuudestal/sairastavuudesta

Kaikkien eliinten terveydentilaa on havainnoitava tarkoin vihintiin kerran piiviissi, ja niiden sairastavuutta tai
kuolleisuutta vihintidn kahdesti pdivissi.

1.6.1.2 Yksitviskohtaiset kliiniset havainnot

Kaikista titd tarkoitusta varten valituista eldimisti on tehtivi yksityiskohtaisia kliinisii havaintoja (katso
taulukko 1) kerran ennen ensimmiiisti altistuskertaa (samaa koe-eldinti koskevia vertailuja varten) ja eri
villigjoin sen jilkeen tutkimuksen kestosta riippuen (katso taulukko 2). Yksityiskohtaiset kliiniset havainnot
toipuvien eliinten satelliittiryhmistid on tehtivi toipumisjakson lopussa. Yksityiskohtaiset kliiniset havainnot on
tehtivid eliimen oman hikin ulkopuolella vakioalueella. Havainnot on Kkirjattava tarkasti kdyttimalld
pisteytysjirjestelmii, joihin sisiltyviit kriteerit tai pisteytysasteikot jokaista havainnointiin kuuluvaa mittausta
varten. Testilaboratorion on méiriteltivii kiytetyt kriteerit ja asteikot tarkasti. On pyrittivd varmistamaan, ettd
testiolosuhteet (jotka eiviit liity jirjestelmillisesti kisittelyyn) vaihtelevat mahdollisimman vihin, ja etti
havainnoinnin suorittavat eliinten kiisittelystd tietimittomiit koulutetut havainnoijat.
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On suositeltavaa, ettd havainnointi toteutetaan suunnitelmallisesti siten, ettd tarkoin méiriteltyji kriteereitd
(mukaan lukien normaalit "vaihtelun rajat”) sovelletaan jirjestelmillisesti kuhunkin eldimeen jokaisen
havainnointiajankohdan aikana. "Normaalit vaihtelun rajat" on dokumentoitava tarkoituksenmukaisesti. Kaikki
havaitut oireet on kirjattava. My0s havaittujen oireiden voimakkuus on kirjattava mahdollisuuksien mukaan.
Kliinisid havaintoja on tehtivi muun muassa ihon, karvapeitteen, silmien, limakalvojen, mahdollisten eritteiden
erityksen sekd autonomisen hermoston toiminnan (esimerkiksi kyynelvuoto, piloerektio, mustuaisen koko,
poikkeavuudet hengityksessid jaftai ilman haukkominen, kaikki virtsaamiseen tai ulostamiseen liittyvéit

Myés kaikki kehon asentoon, aktiivisuustasoon (esimerkiksi vakioalueen viihentynyt tai lisddntynyt tutkiminen)
ja liikekoordinaatioon liittyviit epiitavalliset vasteet on kirjattava. Muutokset kiynnissid (esimerkiksi
vaappuminen ja ataksia), asennossa (esimerkiksi selin koyristiminen) ja kiisittelyyn, paikkaan tai muihin
ympiriston drsykkeisiin liittyvissi reaktiivisuudessa seki klooniset tai tooniset liikkeet, kouristukset tai vapina,
stereotypiat (esimerkiksi ylenmiiriinen turkin hoito, epétavalliset piiiin liikkeet, jatkuva kehiin kiertiiminen) tai
omituinen kiytds (esimerkiksi pureminen tai ylenmiiirdinen nuoleminen, itsensd silpominen, takaperin
kitveleminen, #iintely) tai aggressiivisuus on kirjattava.

1.6.1.3 Toiminnalliset kokeet

Yksityiskohtaisten kliinisten havaintojen tavoin myds toiminnallisia kokeita on tehtivi kerran ennen altistusta
ja useasti sen jilkeen kaikilla tiitd tarkoitusta varten valituilla eldimillid (katso taulukko 1). My6s toiminnallisten
kokeiden lukumiird riippuu tutkimuksen kestosta (katso taulukko 2). Taulukossa 2 esitettyjen
havainnointijaksojen lisiiksi toipuvien eliinten muodostamista satelliittiryhmisti on tehtdvi toiminnallisia
havaintoja mahdollisimman lihelld eliinten lopettamisajankohtaa. Toiminnallisissa kokeissa testataan aistien
reaktiivisuutta erilaisille drsykkeille [esimerkiksi kuulo, nidkd ja asentotunto (5)(6)(7)], arvioidaan
tarttumaotteen voimakkuutta (8) ja motorista toimintaa (9). Motorista toimintaa on mitattava
automaattilaitteella, jolla voidaan selvittiii sekd toiminnan viheneminen ettid lisdidntyminen. Jos kiytetiiin
jotakin muuta midriteltyil jirjestelmid, sen on oltava kvantitatiivinen, ja sen herkkyys ja luotettavuus on
osoitettava, Kaikki laitteet on testattava sen varmistamiseksi, ettéd laitteet ovat luotettavia koko tutkimuksen ajan
ja ja antavat toistettavia tuloksia. Lisiitietoja sopivista suoritustavoista on esitetty viitteissi. Jos ei ole saatavissa
tietoja, jotka viittaisivat mahdollisiin neurotoksisiin vaikutuksiin (esimerkiksi rakenne-aktiivisuus -tiedot,
epidemiologiset tiedot, muut toksikologiset tutkimukset), on harkittava aistitoiminnan ja motorisen toiminnan
sekii oppimisen ja muistin testaamiseen erityistestien tekemisti mahdollisten vaikutusten tutkimiseksi
tarkemmin, Lisitietoja erityistesteistd ja niiden kiiytostii on esitetty viitteessi (1).

Eliimet, joissa ilmenee toksisuuden oireita siind méirin, ettii se hiiritsisi merkittiviisti toiminnallisten kokeiden
suorittamista, voidaan poistaa kyseisesti kokeesta. Eldinten poistaminen toiminnallisesta kokeesta on
perusteltava.

1.6.2 Ruumiinpaino ja ravinnon/veden kulutus

Korkeintaan 90 péivii kestivissd tutkimuksissa elidimet on punnittava vihintiiiin kerran viikossa, ja ravinnon
kulutus (veden kulutus, jos testiaine annetaan veteen sekoitettuna) on mitattava vihintiitin viikoittain.
Pitkiaikaistutkimuksissa kaikki eldimet on punnittava vihintifin kerran viikossa ensimmdisten 13 viikon ajan ja
sen jilkeen vihintidiin kerran neljiissii viikossa. Ravinnon kulutus (veden kulutus, jos testiaine annetaan veteen
sekoitettuna) on mitattava vihintddn kerran viikossa ensimmiisten 13 viikon ajan ja sen jilkeen noin kolmen
kuukauden viilein, elleiviit muutokset terveydentilassa tai ruumiinpainossa muuta edellyti.

1.6.3 Silmitutkimukset

Yli 28 piivid kestiivissid tutkimuksissa on tehtiivil silmitutkimus oftalmoskoopilla tai vastaavalla sopivalla
villineellid ennen testiaineen annostelua ja tutkimuksen piittyessi mieluiten kaikille eldimille, mutta ainakin
korkean annostason ryhmiin ja verrokkiryhmin eldimille. Jos silmisti Ioydetiin muutoksia tai jos se on
kliinisten oireiden vuoksi tarpeen, kaikki eliimet on tutkittava. Pitkdaikaistutkimuksissa silmitutkimus on
tehtivd my6s 13. viikolla, Silmitutkimuksia ei tarvitse tehdd, jos tiedot ovat jo saatavissa muista saman
pituisista ja samalla annostasolla tehdyisti tutkimuksista.
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1.6.4 Hematologia ja kliininen biokemia

Kun neurotoksisuustutkimus tehdiin toistuvan annostelun systeemisen toksisuuden tutkimuksen yhteydessi,
verikokeet ja kliiniset biokemialliset miiiritykset on tehtivi systeemisen toksisuuden tutkimusmenetelmiissi
esitetylld tavalla. Niytteiden keriiiminen on tehtivi siten, etti mahdolliset vaikutukset hermostoperiiseen
kiyttiytymiseen minimoidaan.

1.6.5 Histopatologia

Neuropatologinen tutkimus on suunniteltava tiydentimiin ja laajentamaan tutkimuksen /n vivo -vaiheen
aikana tehtyji havaintoja. Niytteet vilhintiifin viiden eliimen kudoksista sukupuolta ja ryhmiid kohti (katso
taulukko 1 ja seuraava kappale) on kiinnitettivi in situ kityttimilld yleisesti hyviksyttyji perfuusio- ja
kiinnitystekniikoita (katso viite 3, luku 5 ja viite 4, luku 50). Kaikki havaittavat suuret muutokset on kirjattava.
Kun tutkimus suoritetaan yksittiiisenid neurotoksisuuden seulontatutkimuksena tai neurotoksisten vaikutusten
kuvaamiseksi, jiljelle jilineet elidimet voidaan kiyttid joko erityisiin hermostoperiiseen Kiyttiytymiseen
liittyviin (10)(11), neuropatologisiin (10)(11)(12)(13), neurokemiallisiin (10)(11)(14)(15) tai séihkotysiologisiin
(10)(11)(16)(17) tutkimuksiin, jotka voivat tiydentdi tissd kuvattuja toimenpiteiti ja tutkimuksia. Ndmi
eliimet voidaan myOs kiéyttidd histopatologisiin tutkimuksiin. Tdydentiviit toimenpiteet ovat erityisen
hyodyllisid, kun empiiriset havainnot tai odotetut vaikutukset viittaavat tietyn tyyppiseen tai tiettyyn

eosiini -menetelmilli (H&E), ja ne on tutkittava mikroskooppisesti. Jos havaitaan tai epiilliin merkkeji
ddreishermoston neuropatiasta, on tutkittava muoviin valettuja direishermoston kudosniytteitd. My6s kliiniset
oireet voivat antaa aihetta uusien kohteiden tutkimiseen tai erityisten viirjiysmenetelmien kiyttimiseen.
Viitteissd (3) ja (4) on annettu ohjeita lisdtutkimuksen kohteista. Myds sopivat erikoisvirit voivat olla
hyddyllisii tietyn tyyppisten patologisten muutosten osoittamiseksi (18).

Keskus- ja didreishermostosta otettuja edustavia leikkeitii on tutkittava histologisesti (katso viite 3, luku 5 ja
viite 4, luku 50). Yleensid on tutkittava seuraavat alueet: etuaivot, isojen aivojen keskiosa mukaan luettuna
aivoturson lipi menevi leike, keskiaivot, pikkuaivot, aivosilta, ydinjatke, silmid nikéhermo ja verkkokalvo
mukaan luettuna, selkiiydin kaularangan ja lannerangan kohdalta, takajuuren hermosolmu, taka- ja etujuuren
hermosiiikeet, proksimaalinen lonkkahermo, proksimaalinen sifirihermo (polven kohdalta) ja siérihermon
puoleiset pohjelihaksen haarat. Selkiiytimesti ja dHireishermostosta on tehtivid sekid poikittais- ettii
pitkittdisleikkeet. Hermoston verisuonistoon on  kiinnitettivi  huomiota. Lisdksi on  tutkittava
luurankolihaksesta, erityisesti pohjelihaksesta otettu niiyte. Erityisti huomiota on kiinnitettivii keskus- ja
ddreishermoston alueisiin, joiden solu- ja sdierakenteeseen sekid -tyyppiin neurotoksisen aineen tiedetiin
vaikuttavan erityisen haitallisesti.

Viitteissd (3) ja (4) on annettu ohjeita neuropatologisista muutoksista, joita toksisille aineille altistuminen
yleisesti aiheuttaa. Kudosniiytteet on suositeltavaa tutkia vaiheittain siten, ettii korkean annostason ryhmiisti
otettuja leikkeitd verrataan aluksi verrokkiryhmiisti otettuihin leikkeisiin. Jos niiden ryhmien niiytteissi ei
havaita neuropatologisia muutoksia, myShempiid analyysia ei tarvita. Jos korkean annoksen ryhmiissi
havaitaan neuropatologisia muutoksia, on keskisuuren ja pienen annoksen ryhmin kustakin mahdollisesti
vahingoittuneesta kudoksesta otettava niytteet, jotka on koodattava ja tutkittava jirjestyksessi.

Jos kvalitatiivisessa tutkimuksessa 16ydetédidn niyttéd neuropatologisista muutoksista, on tehtdvi lisdtutkimus
niille hermoston alueille, joissa nditi muutoksia esiintyy. Kaikkien annosryhmien mahdollisesti
vahingoittuneista alueista on otettava leikkeitd, jotka on koodattava ja tutkittava satunnaisotannalla niiden
koodia tietimiitti. Kaikkien vaurioiden miirdi ja vaikeusaste on kirjattava. Kun kaikki alueet kaikista
annosryhmisti on arvioitu, voidaan koodi paljastaa ja tehdd tilastollinen analyysi annosvasteiden suhteen
arvioimiseksi. Kunkin vaurion eri vaikeusasteista on kuvailtava esimerkkeji.

Neuropatologiset 10ydokset on arvioitava yhdessd kiyttiytymiseen liittyvien havaintojen ja mittausten sekid
muista testiaineella tehdyisti edeltiivisti ja samanaikaisista systeemisen toksisuuden tutkimuksista saatujen
tietojen kanssa.
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2 TULOKSET
2.1 TULOSTEN KASITTELY

Tuloksina on esitettiivii yksittéisid eldimiéi koskevat tulokset. Kaikki tulokset tulee esittii myds yhteenvetona
taulukossa, josta kiy ilmi kussakin testi- ja verrokkiryhmissi kiytettyjen eldinten lukuméird kokeen alussa,
kokeen aikana kuolleena loydettyjen tai humaaneista syistid lopetettujen eldinten lukumiifird sekd niiden
kuolinajankohta, toksisuusoireita osoittaneiden eldinten lukumiird, havaittujen toksisten vaikutusten kuvaus
mukaan lukien niiden alkamisajankohta, kesto, tyyppi ja vaikeusaste, vaurioita saaneiden eldinten miiri
mukaan lukien vaurioiden tyyppi ja vaikeusaste.

22 TULOSTEN ARVIOINTI JA TULKINTA

Tutkimuksessa on arvioitava hermostoperiiseen kiyttiytymiseen kohdistuvien ja neuropatologisten
vaikutusten esiintyvyys, vaikeusaste ja korrelaatio (myds neurokemialliset tai sihkofysiologiset vaikutukset,
jos on tehty tiydentivid tutkimuksia) sekd muut havaitut haittavaikutukset. Numeeriset tulokset on
mahdollisuuksien mukaan arvioitava asianmukaisella ja yleisesti hyviksytylld tilastollisella menetelmiilli.
Tilastolliset menetelmiit on valittava tutkimuksen suunnitteluvaiheessa.

3 TULOSTEN ILMOITTAMINEN
LOPPURAPORTTI

Loppuraportissa on annettava seuraavat tiedot:
Testiaine:

- fysikaalinen olomuoto (isomeria, puhtausaste ja fysikaalis-kemialliset ominaisuudet mukaan luettuina)
- tunnistetiedot.

Kantaja-aine (tarvittaessa):
- perustelut kantaja-aineen valinnalle.
Koe-eldimet:

- kiytetty elidinlaji- ja kanta

- eldinten lukumiiiri, iki ja sukupuoli

- lihde, yllopito-olosuhteet, totuttamisvaihe, ravinto jne.
- kunkin eldimen paino kokeen alussa.

Koeolosuhteet:

- vksityiskohtaiset tiedot testiainevalmisteesta/rehuvalmisteesta, valmisteessa olleesta pitoisuudesta,
valmisteen stabiliteetista ja homogeenisuudesta

- annosteltujen annosten erittely, mukaan luettuna yksityiskohtaiset tiedot kantaja-aineesta ja annostellun
aineen médiristi ja fysikaalisesta muodosta

- yksityiskohtaiset tiedot testiaineen annostelusta

- annostasojen valintaperusteet

- altistustavan ja altistuksen keston valintaperusteet

- rehussa/juomavedessi  olevan testiaineen midrin (ppm) muuntaminen varsinaiseksi annokseksi
(mg/kg/vrk) tarvittaessa

- yksityiskohtaiset tiedot ravinnon ja veden laadusta.
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Havainnointi ja testausmenetelmiit:

yksityiskohtaiset tiedot kunkin ryhmin eldinten jakamisesta alaryhmiin perfuusiota varten
vksityiskohtaiset tiedot pisteytysjirjestelmistii, mukaan luettuna valintaperusteet ja kunkin mittauksen
pisteytysasteikot yksityiskohtaisten kliinisten havaintojen yhteydesséi

yksityiskohtaiset tiedot toiminnallisista kokeista, joissa testataan aistien reaktiivisuutta erilaisille
irsykkeille (esimerkiksi kuulo, niko ja asentotunto), arvioidaan tarttumaotteen voimakkuutta ja motorista
aktiivisuutta (mukaan luettuna yksityiskohtaiset tiedot aktiivisuuden tutkimiseksi kiytettivistd
automaattilaitteista) sekid muista kiiytetyisti menetelmisti

yksityiskohtaiset tiedot silmitutkimuksista sekid tarvittaessa verikokeista ja kliinisistd biokemiallisista
kokeista ja niihin liittyvistd lihtotasoarvoista

vksityiskohtaiset tiedot erityisisti hermostoperiiseen kiyttiytymiseen liittyvisti, neuropatologisista,
neurokemiallisista ja sihkofysiologisista menetelmisti.

Tulokset:

ruumiinpaino/ruumiinpainon muutokset mukaan lukien ruumiinpaino lopetettaessa

ravinnon ja veden kulutus tarvittaessa

toksiset vastetiedot sukupuolen ja annostason mukaan, toksisuusoireet tai kuolleisuus mukaan lukien
yksityiskohtaisten kliinisten havaintojen luonne, vaikeusaste ja kesto (alkamishetki ja jatkokehitys)
palautuvuudesta riippumatta

yksityiskohtainen kuvaus kaikkien toiminnallisten kokeiden tuloksista

ruumiinavausloydokset

yksityiskohtainen kuvaus kaikista hermostoperiiseen kiyttiytymiseen liittyvistid, neuropatologisista ja
neurokemiallisista tai sidhkofysiologisista 10ydoksistd, mikili saatavissa

tiedot imeytymisestii ja metaboliasta, mikiili saatavissa

tulosten tilastollinen kiisittely tarvittaessa.

Tulosten tarkastelu:

annos-vaste -tulokset
muiden toksisten vaikutusten yhteys testatun kemikaalin mahdollisesta neurotoksisuudesta tehtyihin

johtopiiitdksiin

haitaton vaikutustaso (NOAEL).

Johtopiiitokset:

erityistd lausuntoa testatun kemikaalin yleisestd neurotoksisuudesta suositellaan.
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C.21. MAAPERAN MIKROBIT: TYPEN MUUNTUMISTESTI
1 MENETELMA
Timi menetelmi on toisinto OECD:n testiohjeesta nro 216 (2000).
1.1 JOHDANTO

Timin menetelmiin tarkoitus on tutkia laboratoriomenetelmin kemikaalien pitkéaikaisvaikutuksia maaperin mikrobien typpei
muuntavaan toimintaan (typen transtormaatioon) kerta-altistuksen jilkeen. Menetelmi perustuu péiosin EPPO:n (Euroopan ja
Viilimeren maiden kasvinsuojelujirjeston) (1) suosituksiin. Myds muita, esimerkiksi Saksan Biologische Bundesanstaltin (2),
Yhdysvaltain ympiiristonsuojeluviraston (3), SETACIn (4) ja Kansainviilisen standardisoimisjirjeston (5) laatimia ohjeita on otettu
huomioon. Menetelmiissi kiytettivien maaniytteiden méiristi ja tyypistd on sovittu maalajin ja sedimentin valintaa kisitelleessi
OECD:n tyoryhmiéissi, joka kokoontui Belgiratessa [taliassa vuonna 1995 (6). Maaniytteiden keriiimiseen, Kisittelyyn ja
varastointiin liittyvit suositukset perustuvat ISO:n ohjeisiin (7) sekid Belgiraten tydryhmiin suosituksiin, Testiaineiden toksisten
ominaisuuksien arvioinnin yhteydessi voi olla tarpeen midirittiiit niiden vaikutukset maaperiin mikrobien toimintaan, esimerkiksi
kun tarvitaan tietoja kasvinsuojeluaineiden mahdollisista sivuvaikutuksista maaperin pieneliostoon tai kun on odotettavissa
maaperidn mikrobien altistuminen muille kemikaaleille kuin kasvinsuojeluaineille. Typen muuntumistestin avulla voidaan médrittid
kyseisten kemikaalien vaikutukset maaperiin pieneliostoon. Jos testattavat aineet ovat maatalouskemikaaleja (esimerkiksi
kasvinsuojeluaineita, lannoitteita tai metsitalouskemikaaleja), on tehtivi seki typen etti hiilen muuntumistestit. Jos testattavat
aineet ovat muita kuin maataloudessa kilytettiivid kemikaaleja, pelkkii typen muuntumistesti riittdd. Mikili kyseisten kemikaalien
typen muuntumistestistd saadut ECsg-arvot ovat kaupallisissa nitrifikaatiota estidvissid aineissa (esimerkiksi nitrapyriini) esiintyvillid
alueella, hiilen muuntumistesti voidaan tehdi lisitietojen saamiseksi.

Maaperid muodostuu eldviisti ja elottomasta aineesta, joka esiintyy erilaisina, hetrogeenisina seoksina, Mikrobeilla on tirked osuus
viljavien maannosten orgaanisen aineen hajottamisessa ja muuttamisessa, ja monet elidlajit vaikuttavat maannoksen viljavuuden eri
tekijoihin, Kaikki pitkidaikaiset vaikutukset nidihin biokemiallisiin prosesseihin saattavat muuttaa ravinnekiertoa, jolloin
maannoksen viljavuus saattaa muuttua. Hiilen ja typen muuntuminen tapahtuu kaikissa viljavissa maannoksissa. Vaikka nidmi
prosessit aiheuttava mikrobiyhteisd on erilainen eri maalajeissa, muuntumisreitit ovat olennaisilta osin samat.

Tissd kuvatun menetelmiin tarkoitus on osoittaa testiaineen pitkiaikaiset haittavaikutukset typen muuntumisprosessiin aerobisissa
pintamaissa. Menetelmin avulla voidaan my6s arvioida aineiden vaikutusta maaperidn pienelidston aiheuttamaan hiilen
muuntumiseen. Nitraatin muodostuminen tapahtuu hiili-typpisidosten hajoamisen jilkeen. Jos siis nitraatin tuotannon havaitaan
olevan samalla tasolla Kisitellyissi maaniytteissd ja kontrollindytteissid, on hyvin todennikdistd, ettd péiasialliset hiilisidosten
hajoamisreitit toimivat hyvin. Menetelmiissit kéiytettiviin kasvualustan (jauhettu sinimailasseos) hiili-typpisuhde on edullinen
(yleensid 12/1-16/1). Tisté syysti hiilen puute ei ole merkittiviid testin aikana, ja jos kemikaali vahingoittaa mikrobiyhteistji, ne
saattavat toipua 100 piivin kuluessa.

Tidmidn menetelmin perustana olevat testit ovat olleet tarkoitettuja péddasiassa aineille, joiden maaperiidn pidityvd miidrd on
ennakoitavissa. Tillaisia aineita ovat esimerkiksi kasvinsuojeluaineet, silli niiden annostelu pellolle tiedetiiin. Maataloudessa
kiytettivien kemikaalien kohdalla riittid, kun testataan kaksi annostasoa oletetun annostelutiheyden mukaan. Maataloudessa
kitytettiivien kemikaalien osalta voidaan testata tehoaine tai kaupallinen valmiste. Téssd esitetyn menetelmiin soveltamisala el
kuitenkaan rajoitu maataloudessa kiiytettiiviin kemikaaleihin. Muuttamalla sekid maaperiiin annosteltavan testiaineen miirii etti
tulosten arviointia menetelmilld voidaan testata myos sellaisia kemikaaleja, joiden maaperiin piityvistd miiiristi ei ole tietoa.
Muista kuin maataloudessa kiiytettivisti kemikaaleista méiritetiiiin useiden konsentraatioiden vaikutukset typen muuntumiseen.
Testitulosten perusteella laaditaan annos-vastekiyri ja lasketaan ECy-arvot, joissa x on méiritelty vaikutus prosentteina.
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1.6

1.6.1

MAARITELMAT

Typen muuntuminen: mikrobien toiminnan tuloksena ammonifikaatio- ja nitrifikaatioprosessin kautta tapahtuva, typped
sisiltiviin orgaanisen aineen lopullinen hajoaminen vastaavaksi epdorgaaniseksi lopputuotteeksi, nitraatiksi.

EC, (efektiivinen konsentraatio): maaperiissii esiintyvi testiaineen konsentraatio, joka estiid typen muuntumista nitraatiksi x
prosentilla.

ECs) (efektiivinen mediaanikonsentraatio): maaperiissi eslintyvil testiaineen konsentraatio, joka estii typen muuntumista
nitraatiksi 50 prosentilla.

VERTAILUAINE
Ei kilytossi.

TESTIMENETELMAN PERIAATE

Seulottua maa-ainesta parannetaan jauhetulla kasviseoksella, ja se joko kiisitelldfin testiaineella tai jitetdfin kisitteleméitti
(kontrollindiyte). Maataloudessa kiiytettiiviid kemikaaleja testattaessa suositellaan kiiytettiiviiksi viihintifin kahta testikonsentraatiota,
ja ne tulee valita suhteessa suurimpaan konsentraatioon, jonka odotetaan esiintyvin kentilld. Néytteitid inkuboidaan, péivinid 0, 7,
14 ja 28 Kkisitellyt niiytteet ja kontrollindytteet uutetaan sopivaan liuottimeen, ja uutteista méiritetiiiin nitraattimadrit.
Nitraatinmuodostuksen nopeutta Kisitellyissd niytteissi verrataan vastaavaan nopeuteen kontrollindytteissd ja kisiteltyjen
niiytteiden ja kontrollindytteiden viilinen prosentuaalinen ero lasketaan. Kaikkia testejii jatketaan vihintdiin 28 piiviin ajan. Jos
piivinid 28 kiisiteltyjen niytteiden ja kontrollindytteiden viillinen ero on 25 % tai enemmiin, mittauksia jatketaan (enintédin 100
piiviin asti). Jos testattavana on muu kuin maataloudessa kiiytettiivii kemikaali, maaniytteisiin lisitilin sarja testiaineen
konsentraatioita ja muodostuneen nitraatin méird mitataan kisitellyisti niytteistii ja kontrollindytteistd 28 piivin inkubaation
jilkeen. Useita konsentraatioita kiyttineiden testien tulokset analysoidaan regressiomallia kiyttien ja EC,-arvot lasketaan (ECsg,
EC»s ja/tai EC o). Katso kohta Miidritelmiit.

TESTIN VALIDITEETTI

Maataloudessa kiiytettivien kemikaalien testitulosten arviot perustuvat suhteellisen pieniin eroihin (esimerkiksi keskiarvo + 25 %)
kisiteltyjen niytteiden ja kontrollindytteiden nitraattikonsentraatioiden vilillid, joten kontrollindytteiden suuri vaihtelu voi johtaa
virheellisiin tuloksiin. Tisti syysti rinnakkaisten kontrollindytteiden viilisen vaihtelun tulisi olla alle = 15 %.

TESTIMENETELMAN KUVAUS
Laitteet

Testissi kilytetiiin s#ilioitd, jotka on valmistettu kemiallisesti inertisti materiaalista. Siilididen koon tulee sopia maaniytteiden
inkubaatiomenettelyyn (joko massana tai sarjana erillisid maaniytteitd, katso kohta 1.7.1.2). On syytd varmistaa, etti veden
haihtuminen testin aikana on minimaalista ja kaasujen vaihtuminen on mahdollista (testisdilic voidaan esimerkiksi peittii
rei'itetylli polyetyleenikalvolla). Testattaessa helposti haihtuvia aineita tulee kiyttid kannellisia ja kaasutiiviiti siiliditid. Niiden
koon tulisi olla sellainen, etti maaniyte tiyttid noin neljisosan niiden tilavuudesta.

Testissd kiytetiddn seuraavia tavanomaisia laboratorioviilineiti:
— sekoituslaite: mekaaninen ravistin tai vastaava laite
— sentrifugi (3 000 g) tai suodatin (kiytetéiin nitraattia sisiltimitontd suodatinpaperia)

— nitraattianalyysia varten riittiviin herkki mittalaite, jonka mittaustulos on toistettavissa.
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1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

1.6.3.2

Testattavien maalajien valinta ja maéra

Testissi kilytetidiin yhtd maalajia. Niytteeksi valittavan maannoksen suositeltavat ominaisuudet ovat seuraavat:
— hiekkapitoisuus: vithintéiin 50 % ja enintiiin 75 %
—pH:5,5-7,5
— orgaanisen hiilen pitoisuus: 0,5-1,5 %

— mikrobibiomassa mitataan (8)(9), ja sen hiilipitoisuuden tulee olla vihintiiin | % maaperiin orgaanisen hiilen
kokonaispitoisuudesta.

Useimmissa tapauksissa tillainen maannos edustaa pahinta mahdollista tapausta, koska testiaineen adsorboituminen on
minimaalista ja sen saatavuus pieneliostdlle maksimaalista. TéAmiin takia ei yleensi ole tarpeen testata muita maalajeja. Kuitenkin
joissain olosuhteissa, esimerkiksi kun testiainetta ennakoidaan kiiytettiiviiksi ennen kaikkea happamien metsimaiden tapaisissa
maannoksissa tai kun kemikaali on elektrostaattisesti varautunut, voi olla tarpeen kiiyttii testissid myds toista maalajia.

Maaniiytteiden keriddminen ja varastointi
Kerddminen

Kiytettivissi tulisi olla yksityiskohtaiset tiedot néytteenkeridyspaikan historiasta. Niitd tietoja ovat tarkka paikka, kasvipeite,
kasvinsuojeluainekisittelyjen pdiviméirit, kisittelyt orgaanisilla ja epdorgaanisilla lannoitteilla, biologisten materiaalien lisiykset
tai satunnaiset saastumiskerrat. Nitytteenkeridyspaikaksi valitun paikan tulisi olla pitkidaikainen. Sopivia paikkoja ovat jatkuvasti
laidunmaana kiytettiiviit alueet, vuosittain korjattavien viljakasvien (paitsi maissin) pellot tai tiheéin kylvetyt viherkesannot.
Nilytteenottopaikaksi soveltuu alue, jota ei ole kiisitelty kasvinsuojeluaineilla vihintiin vuoteen ennen niiytteenottoa. Soveltuvalla
alueella ei myoskiin ole kiiytetty orgaanista lannoitetta vihintilin kuuteen kuukauteen. Mineraalilannoitteiden kiyttd on
hyvilksyttiviid vain silloin, kun se on viljeltiviin kasvin vaatimusten mukaista, ja maaniiytteet voidaan tilldin ottaa vasta vihintiin
kolmen kuukauden kuluttua lannoitteen kiytosti. Niytteiden ottamista maasta, jota on kiisitelty biosidin tavoin vaikuttavalla
lannoitteella (esimerkiksi kalsiumsyanamidilla), tulisi vilttid.

Niytteenottoa tulisi vilttdd pitkien (yli 30 piivii) kuivien tai vedelld kyllistymisjaksojen aikana tai vilittémiisti niiden jilkeen.
Auratuilla mailla niiytteet on otettava 0-20 cmu:n syvyydesti. Nurmimailla (laitumilla) tai muilla maa-alueilla, joita ei aurata
pitkéén aikaan (vihintdin yhteen kasvukauteen), niytteenoton enimmaéissyvyys voi olla hiukan yli 20 ecm (esimerkiksi 25 cm).

Maaniytteet tulee kuljettaa sidilidissd ja sellaisessa limpotilassa, jossa maaniiytteen alkuperiiset ominaisuudet eivit muutu
merkittdvisti.

Varastointi

Kiytetyn maa-aineksen on mahdollisuuksien mukaan oltava dskeittidin maasta otettua. Jos varastointi on vilttimétdntd, maaniytteet
voidaan varastoida pimeiissd 4 (+2) Cin limpétilassa enintdin kolmen kuukauden ajan. Niytteiden varastoinnin aikana on
varmistettava, etti olosuhteet ovat aerobiset. Jos niiytteet on keriitty alueilta, joilla maaperi on jiiissid vihintiiiin kolme kuukautta
vuodesta, varastointi kuuden kuukauden ajan —18 - —22 °C:n ldmpotilassa voi tulla kysymykseen. Varastoitavien niytteiden
mikrobibiomassa mitataan ennen kutakin koetta. Biomassan hiilipitoisuuden tulee olla véhintiiin 1 % nilytteen orgaanisen hiilen
kokonaispitoisuudesta (katso kohta 1.6.2).
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1.6.4 Naytteiden kisittely ja valmistelu testid varten

1.6.4.1 Lsi-inkubaatio
Jos néiytettii on varastoitu (katso kohta 1.6.3.2), suositellaan sen esi-inkuboimista 2-28 piiiviin ajan. Esi-inkubaation aikana niytteen
limpdtilan ja kosteuspitoisuuden tulisi olla samanlaiset kuin testissid kidytetyt (katso kohdat 1.6.4.2 ja 1.7.1.3).

1.6.4.2 Fysiko-kemialliset ominaisuudet
Niiytteestii puhdistetaan manuaalisesti suuret hiukkaset (esimerkiksi kivet ja kasvinosat), minkd jilkeen se mirkiiseulotaan litkaa
Kuivaamatta 2 mm:n tai titd pienempéin raekokoon. Niytteen kosteuspitoisuus tulee siitii tislatulla tai ionipuhdistetulla vedellid
40%—60 %:iin maksimaalisesta vedenpidityskyvysti.

1.6.4.3 Parannus orgaanisella substraatilla
Maaniytetti tulee parantaa sopivalla orgaanisella substraatilla, esimerkiksi jauhetulla sinimailas-ruohoseoksella (piidaineksena
Medicago sativa), jonka hiili-typpisuhde on 12/1-16/1. Suositeltu sinimailasen ja maa-aineksen suhde on 5 g sinimailasta yhteen
kiloon maa-ainesta (kuivapaino).

1.6.5 Testiaineen valmistelu niaytteeseen annostelua varten
Testiaine annostellaan tavallisesti kantaja-aineen avulla. Kantaja-aineena voi olla vesi (vesiliukoisten testiaineiden tapauksessa) tai
inertti kiintoaine, kuten hieno kvartsihiekka (raekoko 0,1-0,5 mm). Muita nestemiiisii kantaja-aineita kuin vettii (esimerkiksi
orgaanisia liuottimia, kuten asetonia ja kloroformia) tulee vilttii, koska ne saattavat vahingoittaa pieneliostod. Jos kantaja-aineena
kiytetdin hiekkaa, se voidaan pinnoittaa testiaineella, joka on liuotettu tai suspendoitu sopivaan liuottimeen. Tillaisissa tapauksis
livotin tulee poistaa haihduttamalla ennen kuin kantaja-aine sekoitetaan maa-ainekseen. Jotta testiaine levidisi niytteessi
optimaalisesti, suositellaan suhteeksi 10 g hiekkaa yhti niiytteen kuivapainokiloa kohti. Kontrollinidytteet kiisitelldfin vastaavalla
miirilla pelkkidd vettd ja/tai kvartsihiekkaa.
Testattaessa helposti haihtuvia kemikaaleja tulisi mahdollisuuksien mukaan vilttid aineen hivikkid kisittelyn aikana ja pyrkii
varmistamaan aineen tasainen leviliminen niytteeseen (esimerkiksi ruiskuttamalla testiaine niytteeseen useisiin kohtiin).

1.6.6 Testikonsentraatiot

Jos testataan maataloudessa kiytettiviid kemikaaleja, tulee kiiyttiid ainakin kahta konsentraatiota. Pienemmiin konsentraation tulee
kuvastaa vihintiéin testiaineen kidytinnossi maaperiin pifisevii maksimiméirid, ja suuremman konsentraation puolestaan tulee
olla pienemmiin kerrannainen. Maaniytteeseen lisittiviit testiaineen konsentraatiot lasketaan olettaen, etti aine imeytyy tasaisesti 5
cm:n syvyyteen ja etti maamassan tiheyden arvo on 1,5. Testattaessa maataloudessa kilytettiivid, suoraan maaperiiin annosteltavia
kemikaaleja tai kemikaaleja, joiden maaperdin piidsevd miiird on ennakoitavissa, suositeltavat testikonsentraatiot ovat suurin
odotettavissa oleva konsentraatio ympiristossd (Predicted Environmental Concentration, PEC) sekd mainittu konsentraatio
kerrottuna viidelld. Testattaessa aineita, joita ennakoidaan annosteltaviksi maaperiiin  useita kertoja kasvukaudessa,
testikonsentraatio tulee johtaa kertomalla odotettavissa oleva ympiristdssd havaittava enimmadiskonsentraatio ennakoitujen
annostelukertojen miirilld. Suurin testikonsentraatio ei kuitenkaan saa olla suurempi kuin kymmenen kertaa suurin yksittiinen
annos. Jos testataan muita kuin maataloudessa kiytettivid kemikaaleja, tulee testissd kidyttdd vihintddn viiden konsentraation
geometrista sarjaa. Valittujen testikonsentraatioiden tulee kattaa ECy-arvojen méirittimiseksi tarvittava alue.
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1.7.1

1.7.1.1

1.7.1.2

1.7.1.3

1.7.2

1.7.2.1

TESTIN SUORITUS

Altistusolosuhteet
Testindytteet ja kontrollindytteet

Jos testataan maataloudessa kiiytettivid kemikaaleja, maaniyte jaetaan kolmeen samanpainoiseen osaan. Kahteen osaan sekoitetaan
testiaineen sisiltivid kantaja-ainetta ja kolmanteen sekoitetaan kantaja-ainetta, joka ei sisilli testiainetta (kontrolliniyte). On
suositeltavaa kiyttdd vihintidin kolmea rinnakkaisniiytetti sekd testi- etti kontrollindytteesti. Jos testataan muita kuin
maataloudessa kiiytettiiviii kemikaaleja, maaniiyte jaetaan kuuteen samanpainoiseen osaan. Viiteen osaan sekoitetaan testiaineen
sisiltivid kantaja-ainetta ja kuudenteen sekoitetaan kantaja-ainetta, joka ei sisilli testiainetta. On suositeltavaa kiiyttid kolmea
rinnakkaisniytettid sekd testi- etti kontrollindytteestd, Testiaineen tasainen leviliminen testiniiytteisiin tulee varmistaa.
Sekoittamisen aikana on viiltettivii nitytteen tiivistiimisté tai muotoutumista palloksi.

Maandytteiden inkubointi

Maaniytteiden inkubointi voidaan toteuttaa kahdella tavalla: massana testi- ja kontrollinidytteesti tai sarjana yksittiisid,
samankokoisia osandytteitid testi- ja kontrollindiytteestd. Helposti haihtuvien aineiden testi on kuitenkin toteutettava sarjalle
yksittdisid osandytteiti. Kun maaniiytteet inkuboidaan massana, kutakin testi- ja kontrollindytettd valmistetaan suuri méird, josta
analysoitavat osaniiytteet otetaan tarpeen mukaan testin aikana. Alun perin valmistettava testi- ja kontrollinfiytteen méiird riippuu
osaniytteiden koosta, analysoitavien rinnakkaisndytteiden miiirdstd sekid arvioitujen néytteenottokertojen enimméismiadrasti.
Massana inkuboidut maaniytteet tulee sekoittaa huolellisesti ennen osaniiytteen ottoa. Kun maaniiytteet inkuboidaan yksittiisten
niytteiden sarjana, kukin testi- ja kontrollimassaniiyte jaetaan tarvittaviin osandytteisiin, joita sitten kiytetdiin tarpeen mukaan.
Kokeissa, joissa niytteenottokertoja ennakoidaan olevan enemmiin kuin kaksi, osaniiytteiti tulee valmistaa riittivisti kaikkia
rinnakkaisniiytteiti ja néytteenottokertoja varten. Vihintiin kolme testattavan maaniiytteen rinnakkaisnéytettd tulee inkuboida
aerobisissa olosuhteissa (katso kohta 1.7.1.1). Kaikkien testien aikana tulee kiyttid asianmukaisia sdiliditd, joissa on riittdvisti
ilmatilaa, jotta villtetiiin anaerobisten olosuhteiden kehittyminen. Kun testataan haihtuvia aineita, testi tulee aina tehdi sarjalle
yksittdisid osandytteiti.

Testiolosuhteet ja testin kesto

Testi toteutetaan pimeiissi 20 (£2)°C:n huoneenlimmaossid. Maaniytteiden kosteuspitoisuus tulee pitii testin aikana 40-60 %:ssa
niytteen maksimaalisesta vedenpidityskyvystid (katso kohta 1.6.4.2) vaihteluvililli + 5 %. Tarvittaessa voidaan lisitd tislattua,
ionipuhdistettua vetti.

Testien vihimmiiskesto on 28 pdivii. Testattaessa maataloudessa kidytettivid kemikaaleja verrataan testi- ja kontrollindytteiden
nitraatinmuodostusnopeutta. Jos néiden ero on yli 25 % piiviind 28, testidi jatketaan, kunnes saavutetaan 25 %:n tai tiiti pienempi
ero, tai sadan piivin ajan sen mukaan, kumpaan menee vihemmiin aikaa. Testattaessa muita kuin maataloudessa kiytettivii
kemikaaleja testi lopetetaan 28 piivin kuluttua. Pdiviind 28 miiritetifin nitraattimifiriit testi- ja kontrollindytteisséi seké lasketaan
EC,-arvot.

Niytteenotto ja niytteiden analyysi
Néytteenottoaikataulu

Jos testataan maataloudessa kiytettivii kemikaaleja, maandytteisti analysoidaan nitraatti pdivind 0, 7, 14 ja 28. Jos testii on
jatkettava, jatkomittaukset tehdiin 14 piivin vilein piiviistd 28 lihtien.

Jos testataan muita kuin maataloudessa kiiytettiivid kemikaaleja, tulee kéyttddi vihintidiin viitti testikonsentraatiota ja néiytteisti
analysoidaan nitraatti testin alussa (pédivi 0) ja altistusjakson lopussa (28 pdivid). Tarvittaessa voidaan tehdd vilimittaus
esimerkiksi pdiviind 7. Pdivind 28 saatavien tietojen mukaan miiiritetiitin kemikaalin ECy-arvo. Haluttaessa voidaan raportoida
maaniytteen alkuperdinen nitraattiméird péivin 0 tietojen perusteella.
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1.7.2.2

2.1

2.2

Maandytteiden analyysi

Muodostuneen nitraatin miiiri midritetiiin kaikista testi- ja kontrollindytteiden rinnakkaisniiytteisti kullakin niytteenottokerralla.
Nitraatti erotetaan maandytteestd ravistamalla niiytetti sopivassa liuottimessa, esimerkiksi kaliumkloridiliuoksessa (0,1 M).
Suositeltava suhde on 5 ml kaliumkloridilivosta maaniytteen yhtii kuivapainogrammaa kohti. Erotuksen optimoimiseksi
maaniytteen ja liuottimen sisiltivien sidilididen tulee olla tiytetty vain puolilleen. Sekoituksia ravistellaan 150 rpm 60 minuutin
ajan. Sekoitukset sentrifugoidaan tai suodatetaan ja nestefaasista analysoidaan nitraatti. Nestemdiset uutteet, joissa ei ole hiukkasia,
voidaan siilyttidi ennen analyysia —20 £5 °C:n limpdotilassa enintiiin kuuden kuukauden ajan.

MAARITYSTULOKSET
TULOSTEN KASITTELY
Jos tutkitaan maataloudessa kiytettivid kemikaaleja, kaikissa rinnakkaisniytteissd muodostuneen nitraatin méiird raportoidaan ja
kaikkien rinnakkaisnéiytteiden keskiarvoista laaditaan taulukko. Typen muuntumisnopeudet tulee arvioida asianmukaisilla ja
yleisesti hyviksytyilld tilastollisilla menetelmilld (esimerkiksi F-testi, 5 %:n merkitsevyystaso). Muodostuneen nitraatin méirit

ilmoitetaan  milligrammoina per maandytteen kuivapainokilo per pidivid. Kunkin Kisittelyn yhteydessid  ilmeneviiid
nitraatinmuodostusnopeutta verrataan kontrollindytteeseen ja prosentuaalinen ero kontrollinéiytteeseen verrattuna lasketaan.

Jos testataan muita kuin maataloudessa kiytettivid kemikaaleja, kussakin rinnakkaisniytteessi muodostuneen nitraatin méii
miiritetdin ja laaditaan annos-vastekiyrd EC,-arvojen arvioimista varten. Testindiytteissd 28 piivin jilkeen havaittuja
nitraattimitéirid (mg /maandytteen kuivapainokilo) verrataan kontrollindytteissii havaittuihin nitraattiméiriin. Niistd tiedoista
lasketaan prosentuaaliset estoarvot kaikille testikonsentraatioille. Laaditaan kuvaaja, jossa nimid prosenttiarvot esitetiin
konsentraation funktiona, ja ECi-arvot lasketaan tilastollisin menetelmin. Luottamusviilit (p = 0,95) lasketuille ECy-arvoille
miiritetiin myds standardimenetelmilld (10)(11)(12).

Suuria typpiméiérid sisiltivit testiaineet saattavat vaikuttaa testin aikana syntyvin nitraatin médriiin. Jos niitd aineita testataan
suurilla  konsentraatioilla (esimerkiksi kemikaalit, joita ennakoidaan annosteltavan toistuvasti), testiin tulee sisdllyttii
asianmukaiset kontrollit (esimerkiksi maaniyte ja testiaine ilman kasviseosta). Niisti kontrolleista saadut tiedot tulee ottaa
huomioon ECy-arvojen laskennassa.

TULOSTEN TULKINTA

Kun maataloudessa  Kkiytettivien kemikaalien testituloksia arvioitaessa nitraatinmuodostusnopeuden ero  alimman
testiaineannostuksen (joka vastaa ennakoitua enimmiiiskonsentraatiota) ja kontrollindytteen vililli on 25 % tai vithemmin millid
tahansa nidytteenottokerralla piivin 28 jilkeen, voidaan arvioida, etti testiaineella ei ole pitkdaikaista vaikutusta typen
muuntumiseen maaperissi. Arvioitaessa muita kuin maataloudessa kiiytettiviid kemikaaleja tuloksissa esitetiitin ECso-, ECas- ja/tal
ECig-arvot.



30.4.2004 Euroopan unionin virallinen lehti L 152/272

3 TULOSTEN ILMOITTAMINEN
Testiselosteessa on annettava seuraavat tiedot,
Tunnistetiedot testindytteestii, mukaan lukien:

— nilytteenottopaikan maantieteellinen sijainti (leveys- ja pituusaste)

— nilytteenottopaikan historia (esimerkiksi kasvipeite, kisittelyt kasvinsuojeluaineilla, lannoitekisittelyt, satunnainen
saastuminen)

— kiyttotapa (esimerkiksi maanviljelysmaa, metsii)

— nilytteenottosyvyys {(cm)

— hiekka-/siltti-/savipitoisuus (% kuivapainosta)

— pH (vedessi)

— orgaanisen hiilen pitoisuus (% kuivapainosta)

— typpipitoisuus (% kuivapainosta)

— alkuperiiinen nitraattikonsentraatio (mg nitraattia / kg kuivapainoa)
— kationinvaihtokyky (mmol/kg)

— mikrobibiomassa prosentteina orgaanisen hiilen kokonaismiiristi
— viitetiedot kunkin parametrin méiritysmenetelmistid

— tiedot maaniytteiden keriddmisesti ja varastoinnista

— maaperin esi-inkubointitiedot tarvittaessa.

Testiaine:

— tysikaalinen olomuoto ja tarvittaessa fysiko-kemialliset ominaisuudet

— tarvittaessa kemialliset tunnistetiedot, mukaan lukien rakennekaava, puhtaus (esimerkiksi kasvinsuojeluaineista
tehoaineen prosenttiosuus), typpipitoisuus.

Kasvualusta:

— kasvualustan lihde

— koostumus (esimerkiksi sinimailanen, sinimailas-ruohoseos)
— hiili- ja typpipitoisuus (% kuivapainosta)

— seulan reiéin koko (mm).

Testiolosuhteet:

— tiedot maaniytteen parantamisesta orgaanisella kasvualustalla

— testiaineen konsentraatioiden méird ja tarvittaessa niiden valintaperusteet
— tiedot testiaineen annostelusta maahan

— inkubaatiolimpétila

— nilytteen kosteuspitoisuus testin alussa ja sen aikana

— nilytteen inkubointitapa (massana tai useina erillisinid osaniytteini)

— rinnakkaisniytteiden midiri

— nilytteenottoajankohdat

— menetelmi nitraatin uuttamiseksi niytteesti.
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Tulokset:

— nitraatin analysoinnissa kiiytetty menetelmé ja laitteisto

— taulukko nitraattimittausten yksittdisisti arvoista ja keskiarvoista
— testi- ja kontrollindytteiden rinnakkaisniiytteiden viilinen vaihtelu
— laskuihin tehtyjen korjausten selitykset tarvittaessa

— nitraatinmuodostusnopeuden prosentuaalinen vaihtelu kullakin niytteenottokerralla tai soveltuvin osin ECsp-arvo 95 %:n

luottamusviilein, muu ECi-arvo (joko ECas tai ECyp) luottamusviilein ja annos-vastekéiyri

— tulosten tilastollinen kisittely

— kaikki tulosten tulkinnan kannalta hyddylliset tiedot ja havainnot.
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C.22. MAAPERAN MIKROBIT: HIILEN MUUNTUMISTESTI

1. MENETELMA

Tidmé menetelmii on toisinto OECD:n testiohjeesta nro 217 (2000).

1.1 JOHDANTO

Timin menetelmiin tarkoitus on tutkia laboratoriomenetelmin kasvinsuojeluaineiden ja mahdollisesti muiden
kemikaalien pitkidaikaisia vaikutuksia maaperiin mikrobien hiilti muuntavaan toimintaan kerta-altistuksen
jilkeen. Testi perustuu pidosin Euroopan ja Vilimeren alueen kasvinsuojelujirjeston (OEPP) antamiin
suosituksiin (1). Mybs muiden elinten, esimerkiksi Saksan Biologische Bundesanstaltin (2), Yhdysvaltain
ympiiristonsuojeluviraston (3), ja SETACin (4) laatimat ohjeet on otettu huomioon. Menetelmiissi kéiytettivien
maanidytteiden midridstd ja tyypisti on sovittu maalajin ja sedimentin valintaa kisitelleessi OECD:n
tydryhmiissd, joka kokoontui Belgiratessa Italiassa vuonna 1995 (5). Maaniytteiden kerddmiseen, kiisittelyyn ja
varastointiin liittyvét suositukset perustuvat [SO:n ohjeisiin (6) seké Belgiraten tydryhmin suosituksiin.

Testiaineiden toksisten ominaisuuksien arvioinnin yhteydessi voi olla tarpeen médrittiilt niiden vaikutukset
maaperin mikrobien toimintaan, esimerkiksi silloin kun tarvitaan tietoja kasvinsuojeluaineiden mahdollisista
sivuvaikutuksista maaperin pieneliostodn tai kun on odotettavissa maaperin mikrobien altistuminen muille
kemikaaleille kuin kasvinsuojeluaineille. Hiilen muuntumistestin tarkoituksena on midrittdd kyseisten
kemikaalien vaikutukset maaperin pienelidstoon. Jos testattavat aineet ovat maatalouskemikaaleja (esimerkiksi
kasvinsuojeluaineita, lannoitteita tai metsitalouskemikaaleja), on tehtivi seki hiilen ettdi typen muuntumistestit.
Jos testattavat aineet ovat muita kuin maatalouskemikaaleja, pelkkd typen muuntumistesti riittdd. Mikili
kyseisten kemikaalien typen muuntumistestisti saadut ECsp-arvot ovat kaupallisissa nitrifikaatiota estiivien
aineiden (esimerkiksi nitrapyriini) alueella, hiilen muuntumistesti voidaan tehdi lisitietojen saamiseksi.

Maaperd muodostuu eldvisti ja elottomasta aineesta, joka esiintyy erilaisina, heterogeenisina seoksina.
Mikrobeilla on tirked osuus viljavien maannosten orgaanisen aineen hajottamisessa ja muuntamisessa, ja monet
elidlajit vaikuttavat maannoksen viljavuuden eri tekijoihin. Kaikki pitkiaikaiset vaikutukset niihin
biokemiallisiin prosesseihin saattavat muuttaa ravinnekiertoa, jolloin maannoksen viljavuus saattaa muuttua.
Hiilen ja typen muuntumista tapahtuu kaikissa viljavissa maannoksissa. Vaikka nidmi prosessit aiheuttava
mikrobiyhteisé on erilainen eri maalajeissa, muuntumisreitit ovat olennaisilta osin samat.

Tissd  kuvatun menetelmin tarkoitus on todeta testiaineen pitkilaikaiset haittavaikutukset hiilen
muuntumisprosessiin  aerobisissa  pintamaissa.  Testin  avulla  voidaan havaita hiilti muuntavien
mikrobiyhteisSjen koon ja toiminnan muutoksia, koska testi altistaa mikrobiyhteisot seki kemialliselle stressille
ettd hiilenpuutteelle. Testissi kiiytetididn hiekkaista maannosta, joka sisdltii niukasti orgaanista ainetta. Maannos
kisitellidéin testiaineella ja inkuboidaan olosuhteissa, joissa mikrobien aineenvaihdunta on nopeaa. Tillaisissa
olosuhteissa maannoksen sisiltimit helposti saatava hiili loppuu nopeasti. Tdmi aiheuttaa hiilenpuutteen, joka
sekii tappaa mikrobisoluja ettid aiheuttaa horroksen ja/tai lepoitididen muodostumisen. Jos testié jatketaan yli 28
piivin ajan, nididen reaktioiden summa voidaan mitata (kisittelemitonti maa-ainesta  sisiltivistd)
kontrolliniiytteisti metabolisesti aktiivisen mikrobibiomassan asteittain etenevinii vihenemisend (7). Jos
hiilikadosta kiirsiviin maa-aineksen biomassaan kohdistuu testiolosuhteissa jonkin kemikaalin vaikutus,
testindytteen biomassa ei mahdollisesti palaudu samalle tasolle kuin kontrolliniytteen. Niinpd testiaineen
milloin tahansa testin aikana aiheuttamat hiirict kestéivit usein testin loppuun asti.
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Timin menetelmiin perustana olevat testit ovat olleet tarkoitetut péfiasiassa aineille, joiden maaperiiin piityvil
miidrd on ennakoitavissa. Tillaisia aineita ovat esimerkiksi kasvinsuojeluaineet, silld niiden levitystiheys
pellolle tiedetiiiin. Maataloudessa kéiytettiivien kemikaalien osalta riittid kahden sellaisen annoksen testaaminen,
jotka kuvastavat oletettua levitysannosta. Maatalouskemikaalit voidaan testata tehoaineena tai (kaupallisena)
valmisteena. Tissi esitetyn menetelmiin soveltamisala ei kuitenkaan rajoitu kemikaaleihin, joiden ympiiristossii
havaittavat konsentraatiot ovat ennustettavissa. Muuttamalla sekidi maannokseen levitettivin testiaineen m i
ettd tulosten arviointitapaa menetelmilld voidaan testata my6s sellaisia kemikaaleja, joiden maaperiin piiityvid
miirid el tunneta. Muista kuin maataloudessa kilytettivisti kemikaaleista milfiritetifin  useiden
konsentraatioiden vaikutukset hiilen muuntumiseen. Testitulosten perusteella laaditaan annos-vastekiyrid ja
lasketaan EC,-arvot, joissa x on miiiiritelty vaikutus prosentteina.

1.2 MAARITELMAT

Hiilen muuntuminen: mikrobien toiminnan tuloksena tapahtuva orgaanisen aineen hajoaminen
epiorgaaniseksi lopputuotteeksi, hiilidioksidiksi.

EC, (efektiivinen Kkonsentraatio): maaperiissi esiintyvi testiaineen konsentraatio, joka estiii hiilen
muuntumista hiilidioksidiksi x prosentilla.

ECsy (efektiivinen mediaanikonsentraatio): maaperiissi esiintyvi testiaineen konsentraatio, joka estid hiilen
muuntumista hiilidioksidiksi 50 prosentilla.

1.3 VERTAILUAINE
Ei kiiytossi.
1.4 TESTIMENETELMAN PERIAATE

Seulottua maa-ainesta joko Kisitellddin testiaineella tai kiisittely jitetiiéin tekemiitti (kontrolliniyte).
Maataloudessa  kiiytettiivid  kemikaaleja  testattaessa  suositellaan  kiytettiiviiksi  vihintddn  kahta
testikonsentraatiota, ja ne tulee valita suhteessa suurimpaan konsentraatioon, jonka odotetaan esiintyvin
testattavassa ympiristdssd. Inkubaatioajan (0, 7, 14 ja 28 pdivid) jilkeen kiisiteltyihin niytteisiin ja
kontrollindytteisiin sekoitetaan glukoosia, ja glukoosin aiheuttaman soluhengityksen nopeutta mitataan
vhtiijaksoisesti 12 tunnin ajan. Soluhengitysnopeus ilmoitetaan vapautuneena hiilidioksidina (milligrammaa
hiilidioksidia/kuivapainokilo/tunti) tai kulutettuna happena (milligrammaa happea/maaniytteen kilo/ tunti).
Soluhengitysnopeuden keskiarvoa kiisitellyissi nitytteissi verrataan vastaavaan nopeuteen kontrollindiytteissi ja
kisiteltyjen nidytteiden ja kontrollindytteiden viilinen prosentuaalinen ero lasketaan. Kaikkia testeji jatketaan
vihintidn 28 piivin ajan. Jos piiviind 28 kiisiteltyjen niiytteiden ja kontrollindytteiden vilinen ero on 25 % tai
enemmiin, mittauksia jatketaan 14 péivin vilein enintidn 100 pidividn asti. Jos testattavana on muu kuin
maataloudessa kiytettiivid kemikaali, maandytteisiin lisitiin sarja testiaineen konsentraatioita, ja muodostuneen
glukoosin aiheuttama soluhengitysnopeus (muodostuneen hiilidioksidin tai kulutetun hapen miiréin keskiarvo)
mitataan kisitellyisti niytteistd ja kontrollindytteistd 28 pdiviin inkubaation jilkeen. Useita konsentraatioita
kéyttiineiden testien tulokset analysoidaan regressiomallia kiyttien ja EC,-arvot lasketaan (ECsy, ECos ja/tai
EC,p). Katso kohta Miiritelmiit.

1.5 TESTIN VALIDITEETTI

Maatalouskemikaalien testitulosten arviot perustuvat suhteellisen pieniin eroihin (esimerkiksi keskiarvo £25%)
kisitellyissd niiytteissi ja kontrollindytteissid vapautuneen hiilidioksidin tai niytteiden kuluttaman hapen vililli,
joten kontrollindytteiden suuri vaihtelu voi johtaa virheellisiin tuloksiin. Tisti syystdi rinnakkaisten
kontrollindytteiden viilisen vaihtelun pitiisi olla alle £15%.
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1.6 TESTIMENETELMAN KUVAUS
1.6.1 Laitteet

Testissd kiytetdiin siilioitd, jotka on valmistettu kemiallisesti inertisti materiaalista. Siilididen on sovittava
kooltaan maaniiytteiden inkubaatiomenettelyyn (joko koko massana tai sarjana erillisii maaniytteitd, katso
kohta 1.7.1.2). Testin aikana on syytd varmistaa, etti veden haihtuminen on mahdollisimman vihiistd ja ettd
kaasujen vaihtuminen on mahdollista (testisiilio voidaan esimerkiksi peittiié rei'itetylli polyetyleenikalvolla).
Testattaessa helposti haihtuvia aineita tulee kiiyttiid kannellisia ja kaasutiiviitid siiliditi. Niiden koon tulisi olla
sellainen, ettd maaniiyte tiyttii noin neljisosan niiden tilavuudesta.

Glukoosin aiheuttaman soluhengityksen mittaamiseksi tarvitaan inkubointijirjestelmi ja mittauslaitteet, joilla
voidaan mitata hiilidioksidin tuotantoa tai hapen kulutusta. Tillaisia jirjestelmid ja mittauslaitteita kuvataan
jiljemnpiind mainituissa kirjallisuusviitteissd (8) (9) (10) (11).

1.6.2 Testattavien maalajien valinta ja maara
Testissi kilytetidiin yhtd maalajia. Niytteeksi valittavan maannoksen suositeltavat ominaisuudet ovat seuraavat:
— hiekkapitoisuus: viihintiin 50% ja enintiiiin 75%
— pH:5,5-7,5
— orgaanisen hiilen pitoisuus: 0,5-1,5%

— mikrobibiomassa mitataan (12)(13), ja sen hiilipitoisuuden tulee olla vihintiilin 1% maaperiin
orgaanisen hiilen kokonaispitoisuudesta.

Useimmissa tapauksissa tillainen maannos on hankalin mahdollinen tapaus, koska testiaineen adsorboituminen
on minimaalista ja sen saatavuus pieneliostolle maksimaalista. Tdmidn vuoksi ei yleensi ole tarpeen testata
muita maalajeja. Kuitenkin joissain olosuhteissa, esimerkiksi kun testiainetta ennakoidaan kiytettiviksi
runsaasti ennen kaikkea happamien metsimaiden tapaisissa maannoksissa tai kun kemikaali on
elektrostaattisesti varautunut, voi olla tarpeen kéiyttii testissii toista maalajia.

1.6.3 Maaniytteiden keriiminen ja varastointi
1.6.3.1 Kerddminen

Niytteenkeriyspaikasta tulisi olla kiiytettivissi yksityiskohtaiset taustatiedot. Niité tietoja ovat tarkka sijainti,
kasvipeite, kasvinsuojeluainekiisittelyjen péiviimiirit, kisittelyt orgaanisilla ja epforgaanisilla lannoitteilla,
biologisten materiaalien lisiiykset tai satunnaiset saastumiskerrat. Niytteenkeridyspaikaksi valitun paikan tulisi
olla pitkiiaikainen. Sopivia paikkoja ovat jatkuvasti laidunmaana kiytettiiviit alueet, vuosittain korjattavien
viljakasvien (paitsi maissin) pellot tai tihediin kylvetyt viherkesannot. Niytteenottopaikaksi soveltuu alue, jota
el ole kiisitelty kasvinsuojeluaineilla vihintiin vuoteen ennen niiytteenottoa. Soveltuvalla alueella ei mySskiiin
ole kiiytetty orgaanista lannoitetta vihintiiin kuuteen kuukauteen. Mineraalilannoitteiden kiéyttd on
hyviiksyttiviiid vain silloin, kun se on viljeltiviin kasvin kannalta tarpeen; maaniytteet voidaan tilldin ottaa
vasta vithintiifin kolmen kuukauden kuluttua lannoitteen kéiytdsti. Niytteiden ottamista maasta, jota on kisitelty
biosidin tavoin vaikuttavalla lannoitteella (esimerkiksi kalsiumsyanamidilla), tulisi vilttii.

Niytteenottoa tulisi vilttdd pitkien (yli 30 pdiviin) kuivuuden tai vettymisjaksojen aikana tai vilittdmdsti niiden
jilkeen. Auratuilla mailla néytteet on otettava 0-20cm:n syvyydesti. Nurmimailla (laitumilla) tai muilla maa-
alueilla, joita ei aurata pitkiifin aikaan (vithintdin yhteen kasvukauteen), niiytteenoton enimmiissyvyys voi olla
hiukan yli 20cm (esimerkiksi enintididn 25cm). Maaniiytteet on kuljetettava siilidissd sellaisessa limpotilassa,
jossa maandytteen alkuperiiset ominaisuudet eiviit muutu merkittivisti.
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1.6.3.2 Varastointi

Kiytetyn maa-aineksen on oltava mieluiten édskettiiin maasta otettua. Jos on viilttimiitonti kiiyttid laboratoriossa
varastoitua maa-ainesta, maaniytteet voidaan varastoida pimefissi 4 (£2)°C:n limpétilassa enintiitin kolmen
kuukauden ajan. Néytteiden varastoinnin aikana on varmistettava, etti olosuhteet ovat aerobiset. Jos nilytteet on
ssid viihintiin kolme kuukautta vuodesta, varastointi kuuden kuukauden
ajan —18°C:n limpéotilassa voi tulla kysymykseen. Varastoitavien niiytteiden mikrobibiomassa mitataan ennen
kutakin koetta. Biomassan hiilipitoisuuden on oltava vihintiin 1% niytteen orgaanisen hiilen
kokonaispitoisuudesta (katso kohta 1.6.2).

1.6.4 Niytteiden Kkisittely ja valmistelu testii varten
1.6.4.1 Esi-inkubaatio

Jos niiytettd on varastoitu (katso kohta 1.6.4.2 ja 1.7.1.3), suositellaan sen esi-inkuboimista 2—28 péiviin ajan.
Esi-inkubaation aikana niytteen limpotilan ja kosteuspitoisuuden tulisi olla samanlaiset kuin testissit kiiytetyt
(katso kohdat 1.6.4.2 ja 1.7.1.3)

1.6.4.2 Fysiko-kemialliset ominaisuudet

miirkiseulotaan liikaa kuivaamatta enintidn 2 mm:n raekokoon. Niytteen kosteuspitoisuus tulee siitid tislatulla
tai ionipuhdistetulla vedelld 40%—60%:iin maksimaalisesta vedenpidityskyvysti.

1.6.5 Testiaineen valmistelu niytteeseen annostelua varten

Testiaine annostellaan tavallisesti kantaja-aineen avulla. Kantaja-aineena voi olla vesi (vesiliukoisten
testiaineiden yhteydessi) tai inertti kiintoaine, kuten hieno kvartsihiekka (raekoko 0,1-0,5mm). Muita
nestemiiisid kantaja-aineita kuin vetti (esimerkiksi orgaanisia liuottimia, kuten asetonia ja kloroformia) tulee
vilttidd, koska ne saattavat vahingoittaa pienelidstdod. Jos kantaja-aineena kilytetdfin hiekkaa, se voidaan
pinnoittaa testiaineella, joka on liuotettu tai suspendoitu sopivaan liuottimeen. Tillaisissa tapauksissa liuotin
tulee poistaa haihduttamalla ennen kuin kantaja-aine sekoitetaan maannokseen. Jotta testiaine leviiisi niytteessd
optimaalisesti, suositellaan suhteeksi 10g hiekkaa yhtd niytteen kuivapainokiloa kohti. Kontrolliniytteet
kisitellddn vastaavalla midralld pelkkéi vettd ja/tai kvartsihiekkaa.

Testattaessa helposti haihtuvia kemikaaleja tulisi mahdollisuuksien mukaan vilttidd aineen hivikkid kisittelyn
aikana ja pyrkid varmistamaan aineen tasainen leviiminen niytteeseen (esimerkiksi ruiskuttamalla testiaine
niytteeseen useisiin kohtiin).

1.6.6 Testikonsentraatiot

Jos testataan maataloudessa kiéiytettiivid kemikaaleja tai muita kemikaaleja, joiden pitoisuus ympiristossid on
ennustettavissa, tulee Kkiiyttdd ainakin kahta konsentraatiota. Pienemmiin konsentraation tulee kuvastaa
vithintidn testiaineen kiytinnossd maaperiin péfsevid enimmiismifirdd, ja suuremman konsentraation
puolestaan tulee olla pienemmiin kerrannainen. Maandiytteeseen lisittiviit testiaineen konsentraatiot lasketaan
olettaen, ettii aine imeytyy tasaisesti 5 cmin syvyyteen ja etti maamassan tiheyden arvo on 1,5. Testattaessa
maataloudessa kiiytettivid, suoraan maaperiiin levitettiivii kemikaaleja tai kemikaaleja, joiden maaperiiin
piisevi miird on ennakoitavissa, suositeltavat testikonsentraatiot ovat suurin odotettavissa oleva konsentraatio
ympiiristossid  sekid mainittu  konsentraatio kerrottuna viidelld. Testattaessa mahdollisesti useita kertoja
kasvukaudessa maaperiiin levitettiivid aineita testikonsentraatio johdetaan kertomalla suurin odotettavissa oleva
konsentraatio ympiiristossii ennakoitujen levityskertojen miirillid. Suurin testikonsentraatio voi kuitenkin olla
enintiiiin kymmenen kertaa suurempi kuin suurin yksittiinen annos.

Jos testataan muita kuin maataloudessa kiytettivid kemikaaleja, tulee testissid kéyttddi vihintiin viiden
konsentraation geometrista sarjaa. Valittujen testikonsentraatioiden tulee kattaa EC,-arvojen miirittimiseksi
tarvittava alue.
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1.7 TESTIN SUORITUS
1.7.1 Altistusolosuhteet
1.7.1.1 Testindytteet ja kontrollindytteet

Jos testataan maataloudessa kiytettivii kemikaaleja, maaniyte jaetaan kolmeen samanpainoiseen osaan.
Kahteen osaan sekoitetaan testiaineen sisiiltiviid kantaja-ainetta ja kolmanteen sekoitetaan kantaja-ainetta, joka
el sisiilld testiainetta (kontrolliniiyte). On suositeltavaa kiyttidd vihintifin kolmea rinnakkaisniiytetti seki testi-
ettid kontrollindytteestd. Jos testataan muita kuin maataloudessa kiytettivid kemikaaleja, maanidyte jaetaan
kuuteen samanpainoiseen osaan. Viiteen osaan sekoitetaan testiaineen sisiltiviid kantaja-ainetta ja kuudenteen
sekoitetaan kantaja-ainetta, joka ei sisillid testiainetta. On suositeltavaa kiyttiii kolmea rinnakkaisnidytettd seki
testi- ettit kontrollindytteesti. Testiaineen tasainen leviliminen testindytteisiin tulee varmistaa. Sekoittamisen
aikana on viiltettivi niytteen tiivistdmistd tai muotoutumista palloksi.

1.7.1.2 Maandvytteiden inkubointi

Maaniiytteiden inkubointi voidaan toteuttaa kahdella tavalla: massana testi- ja kontrollindytteesti tai sarjana
yksittiisid, samankokoisia osaniiytteitd testi- ja kontrollindytteestd. Helposti haihtuvien aineiden testi on
kuitenkin toteutettava sarjalle yksittiisii osanéiytteiti. Kun maaniytteet inkuboidaan massana, kutakin testi- ja
kontrollindytettd valmistetaan suuri miiri, josta analysoitavat osaniytteet otetaan tarpeen mukaan testin aikana.
Alunperin valmistettava testi- ja kontrollindytteen méird riippuu  osandytteiden koosta, analysoitavien
rinnakkaisnidytteiden midiriisti sekil arvioitujen niiytteenottokertojen enimmiisméfiriistd. Massana inkuboidut
maaniytteet tulee sekoittaa huolellisesti ennen osaniytteen ottoa. Kun maaniytteet inkuboidaan yksittdisten
niiytteiden sarjana, kukin testi- ja kontrollimassaniiyte jaetaan tarvittaviin osaniytteisiin, joita sitten kiiytetiifin
tarpeen mukaan. Kokeissa, joissa niytteenottokertoja ennakoidaan olevan enemmin kuin kaksi, osaniiytteitd
tulee valmistaa riittdviisti kaikkia rinnakkaisniiytteiti ja nidytteenottokertoja varten. Vihintééin kolme testattavan
maanidytteen rinnakkaisniytettd tulee inkuboida aerobisissa olosuhteissa (katso kohta 1.7.1.1). Kaikkien testien
aikana tulee kiyttid asianmukaisia siilioitd, joissa on riittivisti ilmatilaa, jotta viiltetdin anaerobisten
olosuhteiden kehittyminen. Kun testataan haihtuvia aineita, testi tulee aina tehdi sarjalle yksittiiisii osanéiytteiti.

1.7.1.3 Testiolosuhteet ja testin kesto

Testi toteutetaan pimeiissid 20 (£2)°Cn huoneenlimmdssi. Maaniiytteiden kosteuspitoisuus tulee pitié testin
aikana 40-60%:ssa niytteen maksimaalisesta vedenpidiityskyvysti (katso kohta 1.6.4.2) vaihteluvililld £5%.
Tarvittaessa voidaan lisitd tislattua, ionipuhdistettua vetti.

Testien vihimmiiskesto on 28 piiviid. Testattaessa maataloudessa kiytettivid kemikaaleja verrataan testi- ja
kontrollindytteissd vapautuneen hiilidioksidin tai kulutetun hapen miirid. Jos niiden ero on yli 25% piivini
28, testid jatketaan, kunnes saavutetaan enintiiin 25% suuruinen ero, tai 100 péivéin ajan sen mukaan, kumpaan
kuluu vihemmiin aikaa. Testattaessa muita kuin maataloudessa kiytettivid kemikaaleja testi lopetetaan 28
piivin kuluttua. Péivind 28 mifiritetiin vapautuneen hiilidioksidin tai kulutetun hapen miéirit testi- ja
kontrollindytteissd sekii lasketaan ECi-arvot.

1.7.2 Niytteenotto ja niytteiden analyysi
1.7.2.1 Niéytteenottoaikataulu

Jos testataan maataloudessa Kkiiytettivii kemikaaleja, maaniiytteisti analysoidaan glukoosin aiheuttama
soluhengitysnopeus piivind 0, 7, 14 ja 28. Jos testid on jatkettava, jatkomittaukset tehdidiin 14 piivin vilein
péivisti 28 lihtien.

Jos testataan muita kuin maataloudessa kiytettivid kemikaaleja, tulee Kkiyttid vihintidn o viittd
testikonsentraatiota, ja niytteistd analysoidaan glukoosin aiheuttama soluhengitys testin alussa (péivéi 0) ja
altistusjakson lopussa (28 piivii). Tarvittaessa voidaan tehdéd vilimittaus esimerkiksi péivinid 7. Piivind 28
saatuja tietoja kitytetidiin kemikaalin ECy-arvon miérittimiseksi. Haluttaessa voidaan arvioida maaniiytteen
alkuperidinen metabolisesti aktiivisen mikrobibiomassan méird piéiviin 0 tietojen perusteella (12).
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1.7.2.2 Glukoosin aiheuttaman soluhengitysnopeuden mittaaminen

Glukoosin aiheuttama soluhengitysnopeus mitataan kustakin testi- ja  kontrollindytteesti jokaisella
néiytteenottokerralla. Maaniytteisiin sekoitetaan sellainen glukoosimiiri, joka riittdd aiheuttamaan vilittomisti
maksimaalisen soluhengitysvasteen. Kullekin maalajille riittiivi mééird voidaan miirittii testaamalla esitestissi
sarja glukoosipitoisuuksia (14). Hiekkamaannoksille, joiden orgaanisen hiilen pitoisuus on 0,5-1,5%, riittivi
annos on kuitenkin yleensit 2000 mg—-4000 mg glukoosia/maaniytteen kuivapainokilo. Glukoosi voidaan jauhaa
hienoksi yhdessid puhtaan kvartsihiekan kanssa (10 g hiekkaa/maaniytteen kuivapainokilo) ja sekoittaa
tasaisesti maaniytteeseen.

Glukoosilla parannettuja maaniiytteitii inkuboidaan laitteessa, josta soluhengitysnopeus voidaan mitata joko
jatkuvasti, joka tunti tai joka toinen tunti (katso kohta 1.6.1) 20 °C:n (£2) limpotilassa. Vapautunut hiilidioksidi
tai kulutettu happi mitataan yhtijaksoisesti 12 tunnin aikana. Mittaukset tulee aloittaa mahdollisimman pian eli
1-2 tunnin kuluttua glukoosin liséimisestd. Mitataan 12 tunnin aikana vapautuneen hiilidioksidin tai kulutetun
hapen kokonaismiiri ja miiritetidin soluhengityksen keskinopeus.

2 MAARITYSTULOKSET

2.1 TULOSTEN KASITTELY

Jos tutkitaan maatalouskemikaaleja, kunkin rinnakkaisniiytteessi vapautuneen hiilidioksidin tai kunkin
maaniytteen kuluttaman hapen miird raportoidaan, ja kaikkien rinnakkaisnidytteiden keskiarvoista laaditaan
taulukko. Tulokset tulee arvioida asianmukaisilla ja yleisesti hyviiksytyilld tilastollisilla menetelmilld
(esimerkiksi F-testi, 5%:m merkitsevyystaso). Glukoosin aiheuttama soluhengitysnopeus ilmoitetaan
milligrammoina hiilidioksidia/maaniytteen kuivapainokilo/tunti tai milligrammoina happea/maaniytteen
kuivapainokilo/h. Kustakin testindytteesti saatua hiilidioksidin muodostumisnopeuden keskiarvoa tai hapen
kulutusnopeuden keskiarvoa verrataan kontrolliniiytteen arvoihin ja lasketaan prosentuaalinen poikkeama
kontrollista.

Jos testataan muita kuin maataloudessa kiytettivid kemikaaleja, kussakin rinnakkaisnéytteessid vapautuneen
hiilidioksidin tai kulutetun hapen miird miédritetiiin ja laaditaan annos-vastekiiyri ECi-arvojen arvioimista
varten. Testindytteistd 28 piivin jilkeen havaittuja glukoosin aiheuttaman soluhengitysnopeuden arvoja (mg
hiilidioksidia/maaniiytteen kuivapainokilo/tunti tai mg happea/maaniiytteen kuivapainokilo/tunti) verrataan
kontrollindytteistd havaittuihin arvoihin. Niistd tiedoista lasketaan prosentuaaliset estoarvot kaikille
testikonsentraatioille. Laaditaan kuvaaja, jossa esitetiin prosenttiosuudet konsentraation funktiona, ja ECy-arvot
lasketaan tilastollisin menetelmin. Luottamusvilit (p=0,95) lasketuille ECi-arvoille méiritetiiin  myos
standardimenetelmilld (15)(16)(17).

22 TULOSTEN TULKINTA

Kun maatalouskemikaalien testituloksia arvioitaessa soluhengitysnopeuden ero alimman testiaineannostuksen
(joka vastaa ennakoitua enimmiiskonsentraatiota) ja kontrollindytteen vélilli on 25% tai vilhemmin milld
tahansa niytteenottokerralla piiviin 28 jilkeen, voidaan arvioida, ettid testiaineella ei ole pitkédaikaista vaikutusta
hiilen muuntumiseen maaperiissi. Arvioitaessa muita kuin maatalouskemikaaleja tuloksissa esitetiin ECsq-,
ECas- ja/tai ECjp-arvot.



30.4.2004 Euroopan unionin virallinen lehti

L 152/281

3 TULOSTEN ILMOITTAMINEN
TESTISELOSTE
Testiselosteessa on annettava seuraavat tiedot:
Testindytteen tiydelliset tunnistetiedot mukaan luettuina

— nilytteenottopaikan maantieteellinen sijainti (leveys- ja pituusaste)

— niytteenottopaikkaa koskevat taustatiedot (esimerkiksi kasvipeite, kiisittelyt kasvinsuojeluaineilla,

lannoitekisittelyt, satunnainen saastuminen)
— kiiyttotapa (esimerkiksi viljelysmaa, metsit)
— niiytteenottosyvyys (cm)
— hiekka-/siltti-/savipitoisuus (% kuivapainosta)
— pH (vedessii)
— orgaanisen hiilen pitoisuus (% kuivapainosta)
— typpipitoisuus (% kuivapainosta)
— kationinvaihtokyky (mmol/kg);
— alkuperiinen mikrobibiomassa prosentteina orgaanisen hiilen kokonaismiiériisti
— viitetiedot kunkin parametrin méiirittelymenetelmisti
— tiedot maaniiytteen keriiimisestii ja varastoinnista
— tiedot maaniiytteen esi-inkubaatiosta.

Testiaine:

— fysikaalinen olomuoto ja tarvittaessa fysiko-kemialliset ominaisuudet
— tarvittaessa kemialliset tunnistetiedot, mukaan luettuna rakennekaava, puhtaus
kasvinsuojeluaineista tehoaineen prosenttiosuus), typpipitoisuus.

Testiolosuhteet:

— tiedot maandytteen parantamisesta orgaanisella kasvualustalla

— testiaineen kiiytettyjen konsentraatioiden miiir ja tarvittaessa niiden valintaperusteet
— tiedot testiaineen annostelusta néiytteeseen

— inkubaatioldmpétila

— niiytteen kosteuspitoisuus testin alussa ja sen aikana

— niiytteen inkubointitapa (massana tai useina erillisind osanidytteinit)

— rinnakkaisndytteiden miird

— niytteenottoajankohdat.

(esimerkiksi
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Tulokset:
— soluhengitysnopeuden mittauksessa kiiytetty menetelmii ja laitteisto
— taulukko hiilidioksidi- tai happimittausten yksittdisisti arvoista ja keskiarvoista
— testi- ja kontrolliniytteiden rinnakkaisniytteiden viilinen vaihtelu
— laskuihin tehtyjen korjausten selitykset tarvittaessa

— glukoosin aiheuttaman soluhengitysnopeuden prosentuaalinen vaihtelu kullakin nidytteenottokerralla
tai soveltuvin osin ECsp-arvo 95%:n  luottamusviilein, muu ECs-arvo (joko ECss tai ECjg)
luottamusviilein ja annos-vastekiyri

— tulosten tilastollinen kiisittely tarvittaessa

— kaikki tulosten tulkinnan kannalta hyddylliset tiedot ja havainnot.
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C.23. KEMIKAALIEN AEROBINEN JA ANAEROBINEN HAJOAMINEN MAAPERASSA

1. MENETELMA

Tidmé menetelmii on toisinto OECD:n testiohjeesta nro 307 (2002)

1.1 JOHDANTO

Tidmé menetelmii perustuu aikaisempiin ohjeisiin 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8 ja 9. Kuvatun testimenetelmiin tarkoitus on
arvioida kemikaalien aerobista ja anaerobista hajoamista maaperissi. Testien avulla méiritetdin i) testiaineen
hajoamisnopeus seki ii) sellaisten hajoamistuotteiden laatu, joille kasvit ja maaperiin mikrobit saattavat altistua,
ja niiden muodostumis- ja hividimisnopeus. Ndmi tutkimukset on tehtivi kemikaaleille, joita levitetiiin suoraan
maaperiin tai jotka todenniikoisesti piidtyviit maaperiiin. Laboratoriotutkimusten tulosten pohjalta voidaan
myds kehittid vastaavissa kenttiitutkimuksissa kiiytettiivid niytteenotto- ja analyysikiytintoji.

Hajoamisreittien arvioimiseksi riittdd yleensid aerobinen ja anaerobinen testi yhdelli maannostyypillid
(8)(10)(11). Hajoamisnopeuksien méirittimiseksi on kiiytettiivi sen lisiksi viihintiiin kolmea maannostyyppid

(8)(10).

Belgiratessa Italiassa vuonna 1995 pidetyssd maannosten ja sedimenttien valintaa kisitelleessi OECD:n
tyoryhmiin kokouksessa sovittiin erityisesti tissi testissi kilytettivien maannosten miiiristi ja tyypeistd (10).
Testattavien maannostyyppien pitdd edustaa kattavasti ympiiristdolosuhteita, joissa testiainetta kiytetiin tai
joissa piistot tapahtuvat. Esimerkiksi testattaessa kemikaaleja, joiden piiistoji saattaa tapahtua subtrooppisissa
tai trooppisissa ilmastotyypeissi, tiytyy kiyttii FAO:n jirjestelmidn mukaisia Ferrasol (rauta-alu-maannos)- ja
Nitosol (hohtosavimaannos) -tyyppeji. Tyoryhmi esitti myds maaniiytteiden keritiimiseen, kisittelyyn ja
varastointiin liittyvii suosituksia, jotka perustuvat [SO:n ohjeisiin (15). Menetelmiissi otetaan huomioon myds
riisin kosteikkoviljelyyn kiytettiiviit maannokset.

1.2 MAARITELMAT
Testiaine: miki tahansa aine, joko alkutuote tai merkitykselliset hajoamistuotteet.

Hajoamistuotteet: kaikki aineet, jotka syntyviit testiaineen bioottisista tai abioottisista hajoamisreaktioista,

Sitoutuneet jiimit: maaperiissii, kasveissa tai elidimissi esiintyviit yhdisteet, jotka uuttamisen jilkeen siilyviit
matriisissa alkutuotteen tai sen metaboliitin (metaboliittien) / hajoamistuotteiden muodossa. Uuttomenetelmi ei
saa olennaisesti muuttaa itse yhdisteitd tai matriisin rakennetta. Sidoksen luonnetta voidaan osittain selventii
matriisia muuttavilla uuttomenetelmilld ja kehittyneilld analyysitekniikoilla. Tdhin mennessi on tunnistettu
tilld tavalla esimerkiksi kovalentit ioni- ja sorptiosidokset seki sulkeuma-aineet. Yleisesti voidaan todeta, etti

[vuodelta 1984 olevaan [UPAC-nimikkeiston tehty muutos (13)].
Aerobinen hajoaminen: reaktiot, joihin osallistuu molekyylistd happea (14).
Anaerobinen hajoaminen: reaktiot, joihin ei osallistu molekyylistid happea (14).

Maaperi: pienten organismien (péfasiassa mikro-organismien) eloperiiseksi tekemi sekoitus mineraalisia ja
orgaanisia kemiallisia ainesosia, joista jilkimmiisiin sisiltyy suuren hiili- ja typpipitoisuuden sisdltivid
vhdisteitii sekii molekyylipainoltaan suuria yhdisteiti. Maaperiié voidaan kiisitellid kahdessa eri tilassa:

a) luonnontilaisena eli siind muodossa, johon se on ajan kuluessa kehittynyt maannostyypilleen

luonteenomaisiksi kerrostumiksi

b) hiiriintyneeni eli siind muodossa, jossa se yleensi esiintyy viljellyissd peltomaissa tai titd testimenetelmii
varten kaivetuissa néytteissi (14).
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Mineralisaatio: orgaanisen yhdisteen tiydellinen hajoaminen COs:ksi ja H,O:ksi aerobisissa olosuhteissa seki
CHa:ksi, COq:ksi ja HoOtksi anaerobisissa olosuhteissa. Tissid testimenetelméissi kéiytettiiessid merkkiaineena
“Cita mineralisaatio tarkoittaa laajaa hajoamista, jonka aikana merkitty hiiliatomi hapettuu ja vapautuu
asianmukainen miiird ' *COa:ta (14).

Puoliintumisaika: tys on aika, joka kuluu testiaineen 50-prosenttiseen hajoamiseen tapauksissa, joissa
hajoaminen voidaan kuvata ensimmiiisen asteen kinetiikan avulla. Puoliintumisaika ei riipu konsentraatiosta.

Hividmisaika 50 (DTsg): aika, jonka kuluessa testiaineen konsentraatio vihenee 50 %:lla; timi arvo on eri
kuin puoliintumisaika to s silloin kun hajoamista ei voi kuvata ensimmdéisen asteen kinetiikan avulla.

Hividmisaika 75 (DT7s): aika, jonka kuluessa testiaineen konsentraatio vilhenee 75 %:lla.

Hividmisaika 90 (DTyg): aika, jonka kuluessa testiaineen konsentraatio vilhenee 90 %:l1la.

1.3 VERTAILUAINEET

Hajoamistuotteiden karakterisointiin ja/tai tunnistukseen spektroskopia- ja krotomatografiamenetelmilld olisi
kitytettiivii vertailuaineita.

1.4 TESTIN SOVELLUSALA

Menetelmii voidaan soveltaa kaikkiin kemiallisiin aineisiin (joita ei ole merkitty merkkiaineella tai jotka on
merkitty radioaktiivisella merkkiaineella), joiden analysointiin on olemassa riittivin tarkka ja herkki
menetelmi. Tissd kuvattua menetelmii voidaan soveltaa lieviisti haihtuviin, haihtumattomiin, vesiliukoisiin tai
veteen liukenemattomiin yhdisteisiin. Menetelmiii ei voida soveltaa kemikaaleihin, jotka haihtuvat helposti
maaperisti (esimerkiksi savuavat aineet tai orgaaniset liuottimet) ja jotka eivit siis siily maaperissi tidssd
kuvatuissa testiolosuhteissa.

1.5 TESTIAINEETTA KOSKEVAT TIEDOT

Hajoamisnopeuden mittaamiseen voidaan kédyttdd merkittyd tai merkitsemiitonti testiainetta. Merkkiaineen
(leiman) kiiyttd on vilttimiitonti tutkittaessa hajoamisreitteji ja mifiritettiessi massatasetta. "C on suositeltava

e P : 13 15 3 .32 . v . SRR
merkkiaine, mutta muitakin isotooppeja, kuten “C:ta, “N:ta, "H:ta tai ""P:ta voidaan kiiyttdd. Leiman pitiisi
mahdollisuuksien mukaan sijaita molekyylin stabiileimmassa osassa tai osissa’. Testiaineen puhtausasteen tulisi
olla viihintiitin 95 %.

Ennen kuin tehdiin testi, joka koskee aerobista ja anaerobista hajoamista maaperiissi, testiaineesta tiytyy
selvittiiid seuraavat tiedot:

a) vesiliukoisuus (menetelmi A.6)

b) liukoisuus orgaanisiin liuottimiin

¢) hoyrynpaine (menetelmi A.4) ja Henryn lain vakio

d) n-oktanoli/vesi-jakaantumiskerroin (menetelmi A.8);

¢) kemiallinen pysyvyys pimeiissi (hydrolyysi) (menetelmi C.7);

) pK.,, jos molekyylilla on taipumus protonoitua tai deprotonoitua [OECD:n ohje 112 | (16).

Muita tarpeellisia tietoja saattavat olla tiedot testiaineen myrkyllisyydesti maaperin mikrobeille
[testimenetelmiit C.21 ja C.22] (16).

Testiaineen seki sen hajoamistuotteiden miérien mittaamiseen ja tunnistukseen on oltava kiiytettivissi sopivat
analyysimenetelmiit (my&s uutto- ja puhdistusmenetelmiit).

Jos testiainemolekyyli sisiiltid esimerkiksi yhden renkaan, timi rengas tiytyy merkitd; jos testiainemolekyyli sisiltid
kaksi tai useampia renkaita, saatetaan tarvita erillinen testi kunkin merkityn renkaan reitin arvioimiseksi ja tarvittavan
tiedon saamiseksi hajoamistuotteiden muodostumisesta.



30.4.2004 Euroopan unionin virallinen lehti L 152/286

1.6 TESTIMENETELMAN PERIAATE

Maaniiytteet kiisitelldin testiaineella ja inkuboidaan pimeissi Erlenmeyer-pulloissa tai ldpivirtausjirjestelmissi
valvotuissa laboratorio-olosuhteissa (limpdtilan  ja  maaperiindytteen kosteuspitoisuuden ollessa vakio).
Maaniiytteet uutetaan sopivin viliajoin ja niisti analysoidaan alkutuote ja hajoamistuotteet. MySs helposti
haihtuvat hajoamistuotteet keritdin analysoitaviksi sopivien absorptiolaitteiden avulla, Kun kiytetiiin He-
merkkiainetta, voidaan eri mineralisaationopeudet mitata ottamalla talteen niytteessi kehittynyt "“CO,, jolloin

1.7 LAATUVAATIMUKSET

1.7.1 Saanto

Viihintidiin kahden maaniiytteen uutto ja analysointi heti testiaineen lisddmisen jilkeen antaa alustavia tietoja
analyysimenetelmidn toistettavuudesta ja sen testiaineeseen lisdlimisen tasaisuudesta. Saanto testin
mydhemmissi vaiheissa saadaan massataseista. Saantojen tulisi olla 90-110 % kiiytettiiessid merkkiainetta (8) ja
70-110 %, kun merkkiainetta ei kiiytetd (3).

1.7.2 Analyysimenetelmin toistettavuus ja herkkyys

Analyysimenetelmin toistettavuus (lukuun ottamatta alussa tehtivin uuton tehokkuutta) testiaineen ja
hajoamistuotteiden kvantifioinnin osalta voidaan varmistaa kaksoismidrittimilld samasta maannoksessa tehty
uute, jota on inkuboitu niin kauan, ettd hajoamistuotteita on ehtinyt muodostua.

Testiaineen ja hajoamistuotteiden osalta analyysimenetelmiin osoitusrajan (LOD) on oltava vihintiin 0,01
mg-kgl maanidytetti (testiaine) tai 1 % kiiytetystd annoksesta sen mukaan, kumpi on pienempi. Kvantifiointiraja
(LOQ) on my&s midritettiivii.

1.7.3 Hajoamisreaktiossa saatujen mittaustulosten tarkkuus (luotettavuus)

Hajoamista kuvaavan kidyrin luotettavuudesta saadaan tarvittavat tiedot tekemiilld regressioanalyysi testiaineen
konsentraatioista ajan funktiona, jolloin voidaan laskea puoliintumisaikojen luottamusvilit (kun reaktio
noudattaa nidenniisti ensimmiisen asteen kinetiikkaa) tai DTsg-arvot seki tarvittaessa DT7s- ja DTgg-arvot.

1.8 TESTIMENETELMAN KUVAUS

1.8.1 Laitteet ja kemialliset reagenssit

Inkubointijirjestelmidnid voi olla staattinen suljettu jirjestelmid tai sopiva ldpivirtausjirjestelmid (7)(17).
Esimerkit maaniytteen inkubointiin soveltuvasta lipivirtausjirjestelmiisti ja Erlenmeyer-pullosta ovat kuvissa 1
ja 2. Molemmilla jidrjestelmilld on omat etunsa ja rajoituksensa (7)(17).

Testiin tarvitaan tavanomaisia laboratoriolaitteita ja erityisesti seuraavia:

— analyyttisiéi laitteita, kuten GLC-, HPLC- ja TLC-laitteet, mukaan luettuina radioaktiivisten tai muiden
kuin  radioaktiivisten —merkkiaineiden osoittamiseen soveltuvat jirjestelmit tai Kiifinteinen
isotooppilaimennusmenetelmi

— tunnistukseen kiytettiivit laitteet (esimerkiksi MS-, GC-MS-, HPLC-MS-spektrometri tai NMR-laite)

— nestetuikelaskin

— hapetin radioaktiivisten aineiden polttamista varten

— sentrifugi

— uuttoviillineet (esimerkiksi sentrifugiputkia kylméuuttoa varten ja Soxhlet-uuttolaite jatkuvaa

takaisinvirtausuuttoa varten);
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— liuosten ja uutteiden konsentrointiviilineet (esimerkiksi pydrohaihdutin)
— vesihaude
— mekaaninen sekoituslaite (esimerkiksi sekoituskone tai pyorivi sekoitin).

Esimerkiksi seuraavia kemiallisia reagensseja tarvitaan:

— NaOH, analyysilaatu, 2 mol - dm'g, tai muu sopiva emis (esimerkiksi KOH, etanoliamiini)
— H>SO0,, analyysilaatu, 0,05 mol - dm?

— etyleeniglykoli, analyysilaatu

— kiinteiit absorptiomateriaalit, kuten natronkalkki ja polyuretaanitulpat

— orgaaniset liuottimet, analyysilaatu, kuten asetoni tai metanoli

— tuikeneste.

1.8.2 Testiaineen annostelu

Maaniiytteeseen annostelua ja levittimistd varten testiaine voidaan livottaa (ionipuhdistettuun tai tislattuun)
veteen tai tarvittaessa pienimpiin mahdolliseen miirdin asetonia tai muuta orgaanista liuotinta (6), jossa
testiaine on riittidviin liukoinen ja stabiili. Valittu liuotin ei kuitenkaan saa vaikuttaa merkittivisti maaperin
mikrobien toimintaan (katso kohdat 1.5 ja 1.9.2—1.9.3). Testissi on viiltettivi kiyttimistid mikrobien toimintaa
estiivien liuottimien, kuten kloroformin, dikloorimetaanin ja muiden halogenoitujen liuottimien kéiyttoa.

Testiaine voidaan annostella my6s kiintefissi muodossa, esimerkiksi sekoitettuna kvartsihiekkaan (6) tai
pieneen maaniytteen osaniiytteeseen, joka on ilmakuivattu ja steriloitu. Jos testiaine liséitiiin livottimen avulla,
liuottimen on annettava haihtua ennen testiainetta sisiltivin osanidytteen lisdéimisti alkuperiiseen episteriiliin
maanilytteeseen.

Testattaessa yleiskemikaaleja, jotka joutuvat maaperidn pidasiassa jitevesilietteen kautta tai maatalouskiytén
vhteydessi, testiaine on ensin lisiittivi lietteeseen, joka sitten annostellaan maaniytteeseen (katso kohdat 1.9.2
ja 1.9.3).,

Kaupallisten valmisteiden kiyttiiminen testissi ei ole yleensi suositeltavaa. Se voi kuitenkin tulla kysymykseen
esimerkiksi heikosti liukenevien testiaineiden kohdalla.

1.8.3 Maannokset

1.8.3.1 Maannoksen valinta
Hajoamisreitin médrittimiseksi voidaan kéyttddi edustavaa maannostyyppid. Suositeltava maannostyyppi on
[FAO:n ja USDA:n luokituksen mukaan (18)] hiekkapitoinen hiesu, silttipitoinen hiesu, hiesu tai hiesupitoinen

hiekka, jonka pH on 5,5-8,0, orgaanisen hiilen pitoisuus 0,5-2,5 9% ja mikrobibiomassa vihintiiin 1 %
orgaanisen hiilen kokonaisméiristi (10).

Hajoamisnopeuden midirittimiseksi on lisiiksi testattava vihintiin kolme erilaista edustavaa maannostyyppié.
Kunkin maannostyypin orgaanisen hiilen pitoisuuden, pH:n, savipitoisuuden ja mikrobibiomassan on oltava
erilaiset (10).

Kaikista maannostyypeistd on tutkittava ainakin rakenne (hiekka-, siltti- ja saviprosentti) [FAO:n ja USDA:m
luokituksen mukaan (18)] ja méidritettivii pH, kationinvaihtokyky, orgaaninen hiili, bulkkitiheys,
vedenpidiityskyky2 ja mikrobibiomassa (vain aerobisissa testeissi). Tulosten tulkinnassa muistakin maannoksen
ominaisuuksia koskevista tiedoista voi olla hydtyid. Maannoksen ominaisuuksia voidaan méérittid lihteissi
(19), (20), (21), (22) ja (23) suositeltujen menetelmien avulla. Mikrobibiomassa on miiritettivi substraatin
indusoiman soluhengityksen (SIR) menetelmiilld (25)(26) tai muulla vastaavalla menetelmillid (20).

Maannoksen vedenpidityskyky voidaan mitata joko vedenpidityslukuna, vedenpidityskykynd tai imupaineena (pF).
Lisitietoja asiasta on liitteessd 1. Testiraportissa on ilmoitettava, onko maannoksen vedenpiditysominaisuudet ja
bulkkitiheys méiritetty luonnontilaisista vai hiiriintyneistd (kisitellyistd) maannosniytteisti.
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1.9.1

1.9.1.1

Maandvytteiden kerddminen, kdsittely ja varastointi

Yksityiskohtaiset taustatiedot maaniiytteiden keruupaikasta on oltava saatavilla. Tarvittavat tiedot ovat tarkka
paikka, kasvipeite, kemikaalikisittelyt, kisittelyt orgaanisilla ja epiorgaanisilla lannoitteilla, biologisten
materiaalien lisdiiminen tai muu saastuminen. Hajoamistestissi ei pitidisi kidyttdd maannoksia, joita on kisitelty
testiaineella tai sen kanssa rakenteellisesti analogisella aineella edeltiviin neljin vuoden aikana (10)(15).

Maa-aineksen on oltava dskettiin maasta otettua (A-horisontista eli ylimmin 20 cm:m kerroksesta), ja sen
vesipitoisuuden  tulisi  olla  seulomiseen sopiva. Niytteenottoa muista maannostyypeisti kuin
niiden jilkeen. Maanéytteet on kuljetettava siten, etti niiden vesipitoisuus muuttuu mahdollisimman véhin, ja
ne on siilytettivd pimeidssd ja ilmavassa tilassa. Tihin tarkoitukseen sopii yleensd l6yhisti sidottu
polyetyleenipussi.

Maaniiytteet on kisiteltiivi mahdollisimman pian niiytteenoton jilkeen. Kasvit, maaperin suuremmat elidt ja
kivet on poistettava ennen niytteen seulomista 2 mm:n seulalla, joka poistaa pikkukivet, eldimet ja kasvinosat.
Niiytteen liiallista kuivaamista ja murskaamista ennen seulontaa on viiltettiivi (15).

Kun niiytteen ottaminen pellolta on talvella vaikeaa (maan ollessa jdissi tai lumikerroksen peitossa), niyte
voidaan ottaa maannoseriistii, joka on varastoitu kasvihuoneessa kasvipeitteen alla (esimerkiksi ruchon tai
ruohon ja apilan sekoituksen alla). Testissd on erittidin suotavaa kdyttdd juuri keriittyjd niytteitd, mutta jos
keriitty ja kiisitelty niiyte on varastoitava ennen testin alkua, varastointiolosuhteiden on oltava asianmukaiset ja
varastointiajan lyhyt (4 £ 2°C enintdin kolmen kuukauden ajan), jotta mikrobien toiminta ei keskeydy.3
Biomuuntumiskokeissa kiytettivien maaniiytteiden kerddmistd, Kkiisittelyd ja varastointia koskevat
yksityiskohtaiset ohjeet esitetiiin lihdeviitteissii (8)(10)(15)(26)(27).

Ennen kuin kisitelty maannos testataan, se on esi-inkuboitava, jotta siind olevat siemenet saadaan itimién ja
voidaan poistaa ja jotta mikrobien aineenvaihdunnan tasapaino ehtii palautua ennalleen, kun niyte siirretiiin
niiytteenotto- tai varastointiolosuhteista inkubointiolosuhteisiin. Yleensi riittidit 2-28 piiviin inkubointijakso,
jonka aikana limpétila- ja kosteusolosuhteet vastaavat varsinaisen testin olosuhteita (15). Yhteenlaskettu
varastointi- ja esi-inkubointiaika saa olla enintifin kolme kuukautta.

TESTIN SUORITUS

Testiolosuhteet
Testildmpdétila

Koko testijakson aikana maaniytteiti on inkuboitava pimeiissi tasaisessa limpdtilassa, joka muistuttaa niitd
ilmasto-olosuhteita, joissa testiainetta kiytetidiin tai jossa sen piistot tapahtuvat. Kaikkien lauhkeissa ilmasto-
olosuhteissa maaperiiiin péiityvien testiaineiden limpotilaksi suositellaan 20 (£ 2) °C. Limpotilaa on
tarkkailtava testin aikana.

Testattaessa kemikaaleja, joiden kiiyttd tai pidstot tapahtuvat kylmemmissé ilmasto-olosuhteissa (esimerkiksi
pohjoisen pallonpuoliskon maissa, syys-/talvikauden aikana), on inkuboitava lisdndytteitdi myos alhaisemmassa
lampétilassa (esimerkiksi 10 (£ 2 )°C).

Viimeaikaiset tutkimustulokset osoittavat, etti myos lauhkeilta ilmastovybhykkeiltd keriityt maannokset voidaan
varastoida —20°C:ssa yli kolmen kuukauden ajan (28)(29) mikrobien toiminnan siitd merkittivisti hidiriintymétti.



30.4.2004 Euroopan unionin virallinen lehti L 152/289

1.9.1.2 Kosteuspitoisuus

Aerobisissa olosuhteissa tehtiivissii hajoamistesteissd maaniytteen kosteuspitoisuuden4 pF-arvoa tulisi sididelld
niin, etti se on 2,0-2,5 (3). Maaperiin kosteuspitoisuus ilmoitetaan veden massana kuivan maannoksen massaa
kohti, ja sitid on tarkkailtava sidéinnollisesti (esimerkiksi kahden viikon viilein) punnitsemalla inkubointiastiat ja
korvaamalla veden menetys lisddmilld niytteeseen vetti (mieluiten steriilisti suodatettua vesijohtovetti).
Nestetté lisiittiessd testiaineen ja/tai hajoamistuotteiden hivikki haihtumalla ja/tai fotolyysi (jos sitid tapahtuu)
on estettiivi tai pidettivi mahdollisimman véhéiseni.

Kun hajoamistesti on tehtiivii anaerobisissa olosuhteissa ja kosteikkoviljellyissid maaniiytteissi, maaniyte
kylldstetiin vedelld upottamalla se veteen.

1.9.1.3 Aerobiset inkubaatio-olosuhteet

Lipivirtausjirjestelmissi aerobiset olosuhteet sidilytetiiiin vaihtamalla niyteastian ilma sidfinnéllisin viiliajoin tai
ilmastamalla jatkuvasti kosteutetulla ilmalla. Erlenmeyer-pulloissa ilmanvaihtoa pidetiiin ylld diffuusion avulla.

1.9.1.4 Steriilit aerobiset olosuhteet

Haluttaessa selvittid abioottisen hajoamisen merkitysti testiaineelle maaniytteet voidaan steriloida (lisiitietoja
sterilointimenetelmistid on lihdeviitteissd 16 ja 29), kiisitellid steriilillii testiaineella (esimerkiksi suodattamalla
liuos steriilin suodattimen lipi) ja ilmastaa se kosteutetulla steriililli ilmalla kohdan 1.9.1.3 mukaisesti.
Kosteikkoviljellyissi maaniiytteissi maannos ja vesi steriloidaan ja niiyte inkuboidaan kohdassa 1.9.1.6
kuvatulla tavalla.

1.9.1.5 Anaerobiset inkubaatio-olosuhteet

Anaerobisten olosuhteiden luomiseksi ja ylldpitimiseksi testiaineella kisitelty maaniyte, joka on inkuboitu
aerobisissa olosuhteissa 30 piiviin tai yhden puoliintumisajan tai DTspin ajan (sen mukaan, mihin kuluu
viihimmin aikaa) kylldstetiin vedelld (1-3 cmmn vesikerros), ja inkubointijirjestelmi huuhdellaan inertillid
kaasulla (esimerkiksi typelld tai argonillu)s. Testijirjestelmiisti on voitava mitata pH, happipitoisuus ja hapetus-
pelkistyspotentiaali, ja siind on oltava haihtuvien aineiden talteenottolaitteet. Kiytettiessd Erlenmeyer-pulloista
koostuvaa jirjestelmidid sen on oltava suljettu, jotta viltetifin ilman tunkeutuminen jirjestelmiiéin diffuusion
kautta.

1.9.1.6 Kosteikkoviljellyn maandytteen inkubaatio-olosuhteet

Testattaessa aineen hajoamista riisin kosteikkoviljelyyn kiiytetyssd maannoksessa maaniyte upotetaan noin 1-5
cmin syvyiseen veteen ja testiaine lisitilin vesifaasiin (9). Suositeltava maakerroksen paksuus on vihintiédn 5
cm. Jirjestelmin ilmansaannista huolehditaan samaan tapaan kuin aerobisissakin olosuhteissa. Vesikerroksen
pH:ta, happipitoisuutta ja hapetus-pelistyspotentiaalia tarkkaillaan ja ne ilmoitetaan testiselosteessa. Ennen
hajoamistestin aloittamista niiytettii on esi-inkuboitava vithintéin kahden viikon ajan (katso kohta 1.8.3.2).

! Maaniiyte ei saa olla liian kostea eiki liian kuiva, jotta maaperin pienelididen ilmastus ja ravitsemustila pysyy sopivana.
Optimaalisen mikrobien kasvun kannalta suositeltava kosteuspitoisuus on 40-60 % vedenpidiityskyvysti ja paine 0,1-0,33
bar (6). Jilkimmiinen arvo vastaa pF-arvoja 2,0-2,5. Eri maannostyyppien tyypilliset kosteuspitoisuudet esitetiin
liitteessi 2.

s

Pintamaissa ja jopa jankossa vallitsevat yleensd aerobiset olosuhteet, kuten kiy ilmi EY:n rahoittamasta
tutkimushankkeesta |K. Takagi et al. (1992). Microbial diversity and activity in subsoils: Methods, field site, seasonal
variation in subsoil temperatures and oxygen contents. Proc. Internat. Symp. Environm. Aspects Pesticides Microbiol.,
270-277, 17-21 August 1992, Sigtuna, Ruotsi|. Anaerobisia olosuhteita esiintyy vain ajoittain maannosten tulvimisen
aikaan rankkasateiden jilkeen tai riisipeltojen kosteikkoviljelyssi.
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1.9.1.7 Testin kesto

Nopeutta ja hajoamisreitteji koskevat tutkimukset eiviit tavallisesti saa kestéiéd yli 120 piiiviiéi(’ (3)(6)(8), koska
sen jilkeen mikrobien toiminnan odotetaan vihenevin keinotekoisessa laboratoriojirjestelmiissi, johon ei tule
luonnollista ravinnetiydennystid. Testii voidaan jatkaa pitempiin (esimerkiksi 6 tai 12 kuukautta) (8) silloin
kun se on tarpeen testizineen ja pidasiallisten hajoamistuotteiden muodostumisen ja hajoamisen
miirittdmiseksi. Titd pidemmiit inkubointiajat on perusteltava testiselosteessa, ja niiden yhteydessid on
esitettiivii biomassan mittaustulokset inkubointijaksojen aikana ja niiden lopussa.

1.92 Testin suoritus

Noin 50-200 g maaniytetti (kuivapaino) asetetaan kuhunkin inkubaatiopulloon (katso liitteessii 3 olevat kuvat
1 ja 2) ja maaniiyte kiisitellidiin testiaineella kéiyttien jotakin kohdassa 1.8.2 kuvattua menetelmii. Jos testiaine
annostellaan orgaanisten livotinten avulla, ne on poistettava nidytteestd haihduttamalla. Sen jilkeen maaniiyte
sekoitetaan huolellisesti lastalla ja/tai ravistamalla pulloa. Jos testi tehdiiin kosteikkoviljellylle maanéiytteelle,
maannos ja vesi on sekoitettava huolellisesti testinineen lisifimisen jilkeen. Kisitellyisti niiytteisti on
analysoitava pienid miiriosia (esimerkiksi | g), jotta voidaan varmistua sen tasaisesta leviimisesti niytteeseen.
Vaihtoehtoinen tapa on kuvattu alla,

Annosteltava miiri siten, ettii se vastaa kasvinsuojeluaineen kityttdohjeissa suositeltua suurinta annostusta ja
tasaista levidmistd kidytettyyn syvyyteen (esimerkiksi maannoksen ylin 10 cm:n kerros”). Esimerkiksi
kemikaaleille, jotka levitetiiin kasvien lehtiin tai maannoksen piille ilman, etti ne tunkeutuvat kasviin tai
maannokseen, sopiva annostelumiidrd kuhunkin astiaan lasketaan 2,5 cm:mn annostelusyvyyden mukaan.
Kemikaaleille, jotka tunkeutuvat maannokseen, sopiva annostelusyvyys on aineen kiyttbohjeissa ilmoitettu
tunkeutumissyvyys. Yleiskemikaaleille annostus on arvioitava tirkeimmiin leviiimisreitin mukaan. Jos aineen
piéasiallinen levidiminen maannokseen tapahtuu esimerkiksi jitevesilietteen kautta, kemikaali on annosteltava
lietteeseen konsentraationa, joka vastaa lietteen ennakoitua konsentraatiota. Maannokseen lisiittiiviin lietteen
miirin on vastattava maatalousmaihin tavanomaisesti lisittivii lietemidriii. Jos timi konsentraatio ei ole
riittdvi pidasiallisten hajoamistuotteiden havaitsemiseksi, erillisten suuremman konsentraation sisiltivien
niytteiden inkubointi voi olla hyddyllisti. On kuitenkin syytid vilttid lilan suuria annosmiirid, koska ne
haittaavat maaperin mikrobien toimintaa (katso kohdat 1.5 ja 1.8.2).

Vaihtoehtoisesti myds suurempi maaniyte-erii (esimerkiksi 1-2 kg) voidaan kiisitellii testiaineella, sekoittaa
seos huolellisesti sopivassa sekoituslaitteessa  ja  sitten  siirtid  se pienissdé 50-200 g annoksissa
inkubointipulloihin (esimerkiksi nidytekauhan avulla). Kisitellysti maaniyte-eristi on analysoitava testiaine
pienind miifirdosina (esimerkiksi 1 g) aineen tasaisen levidmisen varmistamiseksi. Tdmi menetelmid on
suositeltava, koska sen avulla testiaine saadaan levitettyil maaniiytteeseen tasaisesti.

My6s  kisittelemiittomiit maanéiytteet inkuboidaan samoissa (aerobisissa) olosuhteissa kuin testiaineella
kisitellyt niytteet. Niitd niytteitii kiytetdin biomassan mittaamiseen testien aikana ja niiden lopuksi.

" Aerobiset testit voidaan lopettaa paljon ennen 120:td piivii, jos lopullinen hajoamisreitti ja lopullinen mineralisaatio on
selkeisti tapahtunut siihen mennessd. Testi voidaan lopettaa 120 piivin kuluttua tai silloin kun vihintiin 90 %
testiaineesta on hajonnut, mutta vasta silloin kun COs:ta on muodostunut vihintéiin S % .

’ Alkuperiinen konsentraatio pinta-alan perusteella voidaan laskea seuraavasta yhtilosti:

O
Alkg/hal-10°[mg/kg]
Coonrlmg/kggonl = ) 3
IIm]-10"[m” /ha]-dlkg.,; /m” |
Cyii= Alkuperiiinen konsentraatio maaniytteessi [mg-kg'l]
A = Annostus kg ha |; 1 = maannoksen paksuus tutkittavassa ympiristdssid [m|; d = maannoksen kuivabulkkitiheys [kg
3
m”|

Nyrkkisiéntd on, etti annostuksella 1 kg ha” maannoksen konsentraatioksi tulee noin 1 mg kg'I kymmenen sentin
kerroksena (olettaen, ettid bulkkitiheyson 1 g cm™).
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Jos testiaine annostellaan maaniytteeseen orgaanisen livottimen tai livottimien avulla, samalla miirilld
liuotinta tai livottimia kisitellyt maaniiytteet inkuboidaan samoissa (aerobisissa) olosuhteissa kuin testiaineella
kisitellyt niytteet. Niistd nidytteistd mitataan biomassa testin aluksi, sen aikana ja sen lopuksi, jotta liuottimen
tai livottimien vaikutus mikrobibiomassaan voidaan tarkistaa.

Pullot, jotka sisiiltiviit kiisitellyt maaniytteet, joko kiinnitetiiiin kuvassa | esitettyyn lipivirtausjirjestelmiin tai
suljetaan kuvassa 2 esitettyyn absorptiokolonnilla. (katso liite 3).

1.9.3 Naytteenotto ja mittaus

Rinnakkaiset inkubaatiopullot poistetaan sopivin viliajoin, maaniytteet uutetaan sopivilla liuottimilla, joilla on
eri polariteetti, ja niisti analysoidaan testiaine ja/tai hajoamistuotteet. Hyvin suunnitellussa testissd on
varauduttava siihen, etti joka niytteenottokerralla tarvitaan kaksi pulloa. MySs absorptioliuokset tai kiintefit
absorptiomateriaalit poistetaan tietyin viiliajoin (7 piiviin vilein ensimmiisen kuukauden aikana ja sen jilkeen
17 piiviin vilein) kunkin maaniytteen inkuboinnin aikana ja sen lopuksi, ja niisti analysoidaan haihtuvat
hajoamistuotteet. Heti testiaineen annostelun jilkeen (piiviin () niyte) otetun maaniytteen lisiksi testeihin tulisi
sisillyttdd ainakin viisi eri viliajoin tehtyi testid. Niytteenottoajat on valittava siten, ettd testiaineen
hajoamisajat sekil hajoamistuotteiden muodostumis- ja hajoamisajat voidaan médrittié (esimerkiksi 0, 1, 3 ja 7
piiviid; 2 ja 3 viikkoa; 1, 2 ja 3 kuukautta).

Kiytettiessii MC-merkkiainetta uuttumattomien radioaktiivisten aineiden miiri midritetiin polttamalla, ja
kullekin niiytteenottoajalle lasketaan massatase.

Anaerobisen ja kosteikkoviljelyniytteen osalta testiaine ja hajoamistuotteet analysoidaan yhdistetysti maa- ja
vesitaasista, tai maa- ja vesifaasit erotetaan suodattamalla tai sentrifugoimalla ennen uuttoa ja analyysia.

1.94 Vapaaehtoiset lisitestit
Aerobisella epiisteriilillid testilld, joissa kiytetdiin muita limpétiloja ja niytteen kosteuspitoisuuksia, voidaan
arvioida maaperin limpotilan ja kosteuspitoisuuden vaikutusta testiaineen ja/tai sen hajoamistuotteiden

hajoamisnopeuteen maaperissi.

Uuttumattomia radioaktiivisia aineita voidaan lisiksi yrittid karakterisoida esimerkiksi ylikriittiselld

nesteuutolla.
2 MITTAUSTULOKSET
2.1 TULOSTEN KASITTELY

Testiaineen, hajoamistuotteiden, haihtuvien aineiden (vain prosentteina) ja uuttumattomien aineiden méirit on
ilmoitettava prosentteina alkuperiisesti konsentraatiosta ja tarvittaessa mg.kg'l maaniytetti (kuivapaino)
kutakin niiytteenottokertaa kohti. Massatase ilmoitetaan prosenttina alkuperiisesti konsentraatiosta kutakin
niiytteenottokertaa kohti. Esittimiilld testiaineen konsentraatiot ajan funktiona voidaan arvioida aineen
hajoamisen puoliintumisaika tai DTsg-arvo. Pidasialliset hajoamistuotteet olisi tunnistettava ja niiden
konsentraatiot olisi my0s esitettivi ajan funktiona, jolloin voidaan midrittéi niiden muodostumis- ja
hajoamisnopeus. Piiasiallinen hajoamistuote on miki tahansa tuote, jota esiintyy milloin tahansa testin aikana >
10 % testiaineen annoksesta.

Talteen otetut haihtuvat yhdisteet antavat viitteiti testiaineen ja sen hajoamistuotteiden haihtuvuuspotentiaalista
maaperissi.
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Tarkemmat puoliintumisaikojen tai DTsg-arvojen seki tarvittaessa DTys- ja DTgg-arvojen miidiritykset on tehtivi
asianmukaisen kineettisen mallin mukaisilla laskelmilla. Puoliintumisajan ja DTsg-arvojen ilmoittamisen
yhteydessi on kuvattava kiytetty malli, kinetitkan aste ja méérityskerroin (r). Ensimmiiisen asteen kinetiikan
kiyttd on yleensi suositeltavaa paitsi silloin, kun 17<0.7. Tarvittaessa laskelmat on tehtivi myos pidasiallisista
hajoamistuotteista. Esimerkkeji sopivista malleista on esitetty lihteissid 31-35.

Testattaessa muodostumis- ja hajoamisnopeuksia eri limpétiloissa hajoamisnopeudet on kuvattava limpotilan
funktiona testissi kiiytetyn limpdtila-alueen sisélli kéyttien Arrheniuksen lakia muodossa:

k=A-e"" milnk:ln/\-%

missd In A ja B ovat Y-akselin leikkauspisteesti ja kulmakertoimesta saatavat regressiovakiot suoralle, joka
saadaan In k- ja 1/T-arvon lineaarisen regressioanalyysin tuloksena, k on nopeusvakio limpétilassa T ja T on
limpdtila Kelvin-asteina. Jos aineen hajoamista siiitelee mikrobien toiminta, on otettava huomioon limpétila-
alue, jolla Arreheniuksen laki on validi.

2.2 TULOSTEN ARVIOINTI JA TULKINTA

Vaikka testit toteutetaan keinotekoisessa laboratoriojirjestelmiissi, tulosten perusteella voidaan arvioida
testinineen hajoamisnopeutta seki hajoamistuotteiden muodostumis- ja hajoamisnopeutta kenttiolosuhteissa

(36)(37).

Testiaineen hajoamisreitin tutkimus antaa tietoja siitd, miten aineen rakenne muuttuu maaperissid kemiallisten
reaktioiden ja mikrobien toiminnan tuloksena.

3 TULOSTEN ILMOITTAMINEN

TESTISELOSTE

Testiselosteessa on annettava seuraavat tiedot.

Testiaine:
— yleisnimi, kemiallinen nimi, CAS-numero, rakennekaava (josta kily ilmi leiman sijuinti kiytettiiessi

radioaktiivista merkkiainetta) ja merkitykselliset fysiko-kemialliset ominaisuudet (katso kohta 1.5)

— testiaineen puhtaus (epipuhtaudet)
— merkkiaineena kiiytetyn kemikaalin radiokemiallinen puhtaus ja spesifinen aktiivisuus (tarvittaessa)

Vertailuaineet:

— hajoamistuotteen karakterisointiin ja/tai tunnistukseen kiytettiiviin vertailuaineen kemiallinen nimi ja
rakenne

Testimaannokset:

— keruupaikkaa koskevat tiedot

— niiytteenottopiivi ja -menetelmi

— maannosten ominaisuudet, kuten pH, orgaanisen hiilen pitoisuus, rakenne (hiekka-, siltti- ja
saviprosentti), kationinvaihtokyky, bulkkitiheys, vedenpiditysominaisuudet ja mikrobibiomassa

— jos maannosta on varastoitu, varastointiaika ja varastointiolosuhteet
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Testiolosuhteet:

— testien suorituspiivimiiirit

— testiaineen annosteltu miird

— kiiytetyt livottimet ja testiaineen annostelutapa

— Kkiisitellyn maaniytteen alkuperiinen paino ja sen paino kullakin niytteenottokerralla

— kuvaus kiytetystd inkubointijirjestelmisti

— ilman virtausnopeus (vain Lipivirtausjirjestelmien osalta)

— koejiirjestelmin limpotila

— maaniytteen kosteuspitoisuus inkuboinnin aikana

— mikrobibiomassa aerobisten testien aluksi, niiden aikana ja niiden lopuksi

— pH, happikonsentraatio ja hapetus-pelkistyspotentiaali anaerobisten testien ja kosteikkoviljeltyjen
niytteiden testien aluksi, niiden aikana ja niiden lopuksi

—  erotusmenetelmé(t)

— testiaineen ja piiasiallisten hajoamistuotteiden kvantifiointi- ja tunnistusmenetelmiit maaniytteissi ja
absorptiomateriaaleissa

— rinnakkaisniytteiden ja kontrollindytteiden méiiri.

Tulokset:

— mikrobien aktiivisuuden méiiritystulos

— Kkiiytettyjen analyysimenetelmien toistettavuus ja herkkyys

— saanto (validin testin prosenttiarvot on esitetty kohdassa 1.7.1)

— tulokset taulukkomuodossa, ilmoitetaan prosentteina alkuperiisesti annoksesta ja tarvittaessa mg.kg'l
maaniytettid (kuivapaino)

— massatase testien aikana ja niiden lopuksi

— maannoksen uuttumattoman (sitoutuneen) radioaktiivisuuden tai jidmien karakterisointi

— vapautuneen COs:n ja muiden helposti haihtuvien yhdisteiden méiritys

— testiaineen ja tarvittaessa piifiasiallisten hajoamistuotteiden konsentraatiot maaniiytteessii esitettynid ajan
funktiona

— testiaineen ja tarvittaessa piifiasiallisten hajoamistuotteiden puoliintumisaika tai DTsy-, DTy ja DTygg-
arvot luottamusviilein

— arvio abioottisen hajoamisen nopeudesta steriileissid olosuhteissa; arvio testiaineen ja tarvittaessa
pidasiallisten hajoamistuotteiden hajoamiskinetiikasta

— arvio oletetuista hajoamisreiteisti tarvittaessa

— tulosten pohdinta ja tulkinta

—  kiisittelemittomiit tulokset (esimerkiksi niytteestd saadut kromatogrammit, hajoamisnopeutta koskevat
laskelmat ja hajoamistuotteiden tunnistusmenetelmiit).
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Soil (R.J. Hance, toim.), Academic Press, 83—-122,
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LIITE1

VEDEN JANNITYS, KENTTAKAPASITEETTI (FC) JA VEDENPIDATYSKYKY (WHC)(1)

Vesipatsaan korkeus

[em] pF®¥ bar®™ Huomautuksia

10 7 107 Kuiva maannos

1,6+ 10¢ 4,2 16 lakastumisraja

10* 4 10

107 3 1

6+ 10° 2.8 0,6

33107 2,5 0,33

10° 2 0,1 kenttiikapasiteetin

60 1,8 0,06 alug'®

33 1,5 0,033

10 1 0,01 vedenpidiityskyky (arvio)
1 0 0,001 vedelli kyllistetty maannos

a) pF = vesipatsaan korkeuden (cm) logaritmi.

b) 1 bar = 10° Pa.

¢) Vastaa noin 10 %:n vesipitoisuutta hiekassa, 35 9%:n hiesussa ja 45 %:n savessa.

d) Kenttiikapasiteetti ei ole vakio, vaan vaihtelee maannostyypin mukaan pF-arvojen 1,5 ja 2,5 viililli.

Veden jinnitys mitataan vesipatsaan korkeutena (cm) tai baareina. Imupaineen laajan vaihtelun vuoksi jinnitys ilmaistaan
yksinkertaisesti pF-arvona, joka vastaa vesipatsaan korkeuden (cm) logaritmia.

Kenttakapasiteetti on veden miiiird, joka voi varastoitua ilmakehiin paineessa luonnonmaannokseen 2 péiviin kuluessa pitkisti
sadejaksosta tai riittdvistd kastelusta. Tdmd arvo miéritetdiin luonnontilaisesta maannoksesta tutkittavassa ympéristossi.
Mittausta ei siis voida soveltaa kiisiteltyihin maaniiyte-eriin laboratorio-olosuhteissa. FC-arvoissa, jotka on miiritetty
kiisiteltyjen maaniytteiden perusteella, voi esiintyi suurta jirjestelmillistd vaihtelua.

Vedenpiddtyskyky (WHC) miidritetiiiin laboratoriossa sekid luonnontilaisesta etti kisitellysti maannoksesta kylldstamiilld
maapatsas vedelld kapillaari-ilmidn avulla. TAmi arvo on erityisen kiyttokelpoinen kiisiteltyjen maannosten yhteydessi ja se
voi olla jopa 30 % suurempi kuin kenttiikapasiteetti (1). Se on my&s kokeellisesti helpompi midirittidéd kuin luotettava FC-arvo.

(1) Miickenhausen, E. (1975). Die Bodenkunde und ihre geologischen, geomorphologischen, mineralogischen und
petrologischen Grundlagen. DLG-Verlag, Frankfurt, Main.
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KOSTEUSPITOISUUDET (g vettii per 100 g kuivaa maannosta) ER VALTIOISSA

LIITE 2

ERILAISTEN MAANNOSTYYPPIEN

Maannoksen kosteuspitoisuus arvolla
Maannos Valtio
WHC! pF=18 pF=25

Hiekka Saksa 28,7 8,8 39
Hiesupitoinen hiekka Saksa 50,4 17,9 12,1
Hiesupitoinen hiekka Sveitsi 44,0 35,3 9,2
Silttipitoinen hiesu Sveitsi 72,8 56,6 28,4
Savipitoinen hiesu Brasilia 69,7 38,4 27,3
Savipitoinen hiesu Japani 74,4 57,8 31,4
Hiekkapitoinen hiesu Japani 82,4 59,2 36,0
Silttipitoinen hiesu USA 47,2 33,2 18,8
Hiekkapitoinen hiesu USA 40,4 25,2 13,3

! Vedenpidiityskyky
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LIITE 3
Kuva 1

Esimerkki lapivirtausjarjestelmista, jolla tutkitaan kemikaalien hajoamista maannoksessa (1)(2)

I:  neulaventtiili 4:  maannoksen 7, 8: natriumhydroksidilukko
aineenvaihduntapullo (vedelli COa:ta& ja muita happamia helposti
kyllistetty vain testattaessa haihtuvia yhdisteiti varten

anaerobisia ja
kosteikkoviljelyolosuhteita)

2:  vettd sisiltivd kaasunpesupullo 5:  etyleeniglykolilukko orgaanisia 9: virtausmittari
helposti haihtuvia yhdisteiti
varten
3: ultramembraani (vain steriileissi  6: rikkihappolukko emiiksisii
olosuhteissa), huokoskoko 0,2 um helposti  haihtuvia  yhdisteiti
varten

07 Mo

AIR ~—i‘é _
l
1 y )

Kuva 2

Esimerkki Erlenmeyer-pullosta, jolla tutkitaan kemikaalien hajoamista maannoksessa (3)

s Natronkalkki, joka absorboi
feid - oo v o (CO,:ta

Olijylld kisitelty lasivilla tai
polyuretaanivaahto, joka
absorboi orgaaniset haihtuvat
aineet

Maannos ja testiaine

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

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

(3) Anderson, J.P.E. (1975). Eintluss von Temperatur und Feuchte auf Verdampfung, Abbau und Festlegung von Diallat im
Boden. Z. PflIKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141-146.
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C.24. AEROBINEN JA ANAEROBINEN HAJOAMINEN VESIYMPARISTON
SEDIMENTTIJARJESTELMISSA

1. MENETELMA

Timi menetelmi on toisinto OECD:n testiohjeesta nro 308 (2002).

1.1 JOHDANTO

Kemikaalit voivat péiistd mataliin tai syviin pintavesiin esimerkiksi suoraan annosteltuina, lentosumutuksen
vhteydessii, valumana sekd viemirdinnin, jitteiden kiisittelyn, teollisuuden, kotitalouden tai maanviljelyn
pééstdind ja ilmakehidn laskeumina. Kuvatun testimenetelmiin tarkoitus on arvioida laboratorio-olosuhteissa
orgaanisten kemikaalien aerobista ja anaerobista hajoamista vesiympiriston sedimenttijirjestelmissi.
Menetelmid perustuu aikaisempiin ohjeisiin (1)(2)(3)(4)(5)(6). Belgiratessa Italiassa vuonna 1995 pidetyssi
maannosten ja sedimenttien valintaa kiisitelleessi OECD:n tyéryhmin kokouksessa sovittiin erityisesti tidssd
testissit kiiytettiivien sedimenttien lukumiiiriisti ja tyypeistd (7). Tyoryhmi esitti myds sedimenttiniiytteiden
kerddmiseen, kisittelyyn ja varastointiin liittyviid suosituksia, jotka perustuvat ISO:m ohjeisiin (8). Testit ovat
pakollisia kemikaaleille, jotka tarkoituksella tai todenniikoisesti pdityvit vesiympiiristoon edelld mainituilla
tavoilla.

Luonnollisten vesiympiiriston sedimenttijidrjestelmien olosuhteet ovat usein aerobiset ylemmiissi vesifaasissa.
Sedimentin pintakerros voi olla joko aerobinen tai anaerobinen, kun taas syvemmilléd sijaitseva sedimenttikerros
on yleensii anaerobinen. Kaikkien niiden vaihtoehtojen huomioon ottamiseksi tissi asiakirjassa selostetaan sekid
aerobisia ettd anaerobisia testeji. Aerobisessa testissd simuloidaan aerobista vesipatsasta, jonka alla on
aerobinen sedimenttikerros ja sen alla anaerobinen gradientti. Anaerobisessa testissii simuloidaan tiysin
anaerobista vesi-sedimenttijirjestelmiid. Jos olosuhteet edellyttiviit merkittiviii poikkeamista ndistd
suosituksista, esimerkiksi sedimentisti otettujen kiisittelemiittomien kairausnidytteiden tai testiaineelle
mahdollisesti altistuneiden sedimenttien kiyttod, voidaan kiyttid muita testimenetelmii (9).

1.2 MAARITELMAT
Kaikissa tapauksissa on kilytettivi kansainviilisen SI-standardin mukaisia yksikkoji.
Testiaine: miki tahansa aine, joko alkutuote tai merkitykselliset hajoamistuotteet.

Hajoamistuotteet: kaikki aineet, jotka syntyviit testiaineen bioottisista tai abioottisista hajoamisreaktioista,

Sitoutuneet jaimit: maaperiissi, kasveissa tai elidimissé esiintyviit yhdisteet, jotka uuttamisen jilkeen séilyviit
matriisissa alkutuotteen tai sen metaboliitin/hajoamistuotteen muodossa. Uuttomenetelmé ei saa olennaisesti
muuttaa itse yhdisteitd tai matriisin rakennetta. Sidoksen luonnetta voidaan osittain selventdd matriisia
muuttavilla uuttomenetelmillid ja kehittyneillid analyysitekniikoilla. Tihin mennessi on tunnistettu esimerkiksi
kovalenttisia ioni- ja sorptiosidoksia sekd eri materiaalien sisddn jilineitd aineitd (sulkeuma-aineita) tilld
saatavuutta ja kdytettivyytti merkittivisti (10) [vuodelta 1984 olevaan ITUPAC-nimikkeistén tehty muutos

(DI

Aerobinen hajoaminen (muuntuminen): reaktiot, jotka tapahtuvat molekyylisen hapen lisniollessa (12).
Anaerobinen hajoaminen: reaktiot, joihin ei osallistu molekyylistd happea (12).

Luonnonvedet: esimerkiksi lammista, joista ja virroista saadut pintavedet.

Sedimentti: sekoitus mineraalisia ja orgaanisia kemiallisia aineksia, joista jilkimméiset siséltivit paljon hiiltd

ja typpei sisiltivid suurimolekyylisid aineita. Sedimentti kerrostuu luonnonvesiin ja muodostaa rajapinnan
veteen.
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Mineralisaatio: orgaanisen yhdisteen tiydellinen hajoaminen COs:ksi ja H,O:ksi aerobisissa olosuhteissa seki
CHa:ksi, COq:ksi ja HO:ksi anaerobisissa olosuhteissa. Kun kiiytetéiéin leimana Y Cuta tiissi testimenetelmissi,
mineralisaatio tarkoittaa laajaa hajoamista, jonka aikana leimattu hiiliatomi hapettuu tai pelkistyy ja vapauttaa
vastaavan miidrin 14COg:ta tai CH" .

Puoliintumisaika: tys on aika, joka kuluu testiaineen 50-prosenttiseen hajoamiseen tapauksissa, joissa
hajoaminen voidaan kuvata ensimmiiisen asteen kinetiikan avulla. Puoliintumisaika ei riipu konsentraatiosta.
Hividmisaika 50 (DTsg): aika, jonka kuluessa testiaineen konsentraatio vilhenee 50 %:l1la.

Hividmisaika 75 (DT7s): aika, jonka kuluessa testiaineen konsentraatio vilhenee 75 %:lla.

Havidmisaika 90 (D'Tg): aika, jonka kuluessa testiaineen konsentraatio viihenee 90 %:1la.

VERTAILUAINEET

Vertailuaineita on kiytettivd hajoamistuotteiden karakterisointiin ja/tai tunnistukseen spektroskopia- ja
krotomatografiamenetelmilla.

TESTIAINETTA KOSKEVAT TIEDOT

Hajoamisnopeuden mittaamiseen voidaan kéyttiid leimattua tai leimaamatonta testiainetta, vaikka leimatun
aineen Kiyttdd suositellaan. Merkkiaineen kiiyttd on vilttimitonti tutkittaessa hajoamisreitteji ja midritettiessi
massatasetta. "“C on suositeltava leima, mutta muitakin isotooppeja, kuten 13C:ta, 'SN:ta, *Hita tai 32P:ta,
voidaan kiyttdd. Leiman pitiisi mahdollisuuksien mukaan sijaita molekyylin stabiileimmassa osassa tai osissa’.
Testiaineen kemiallisen ja/tai radiokemiallisen puhtausasteen on oltava vithintéiin 95 %.

Ennen testin tekemistii testiaineesta on oltava saatavilla seuraavat tiedot:

(a) vesiliukoisuus (menetelmi A.6)

(b) liukoisuus orgaanisiin liuottimiin

(¢) hoyrynpaine (menetelmid A.4) ja Henryn lain vakio

(d) n-oktanoli/vesi-jakaantumiskerroin (menetelmi A.8)

(e) adsorptiokerroin (Kg, K; tai Ky, tapauksen mukaan) (menetelmi C.18)

(f) hydrolyysi (menetelmi C.7)

(g) dissosiaatiovakio (pK,) [OECD:n ohje 112] (13)

(h) testiaineen kemiallinen rakenne ja merkkiaineen isotoopin sijainti, jos merkkiainetta kilytetiiiin.
Huomautus: Raportissa on ilmoitettava limpétila, jossa mittaukset on tehty.
Muita tarpeellisia tietoja saattavat olla tiedot testiaineen myrkyllisyydesti mikrobeille, tiedot nopeasta ja/tai

inherentistii biologisesta hajoavuudesta sekil tiedot testiaineen aerobisesta ja anaerobisesta hajoamisesta
madperissi.

Jos testiaine sisiltidd esimerkiksi yhden renkaan, timi rengas tiytyy merkitd; jos testiaine sisiltiid kaksi tai useampia
renkaita, saatetaan tarvita erillinen testi kunkin merkityn renkaan reitin arvioimiseksi ja tarvittavan tiedon saamiseksi
hajoamistuotteiden muodostumisesta.
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Kiytettivissd on oltava analyysimenetelmiit (my®s uutto- ja puhdistusmenetelmiit) testiaineen sekid sen
hajoamistuotteiden kvantifioimiseksi ja tunnistamiseksi vedesti ja sedimentistii (katso kohta 1.7.2).

1.5 TESTIMENETELMAN PERIAATE

Tissd  kuvatussa menetelmiissd  kiiytetiiin  yhtd aerobista ja  yhtdi anaerobista vesiympiriston

sedimenttijirjestelmid (katso liite 1), jolloin voidaan

(i)  mitata testiaineen muuttumisnopeus vesi-sedimenttijirjestelmissid

(i) mitata testiaineen muuttumisnopeus sedimentissi

(iii) mitata testiaineen ja/tai sen hajoamistuotteiden mineralisaationopeus (kun leimana on 14C)

(iv) tunnistaa ja miirittid hajoamistuotteet vesi- ja sedimenttifaasissa, mukaan luettuna massatase (kun
kiiytetitiin merkkiainetta)

(v) mitata testiaineen ja sen hajoamistuotteiden jakautuminen kahteen faasiin pimeiissi (esimerkiksi
leviikukinnan vilttimiseksi) tietyn inkubaatiojakson aikana vakioldimpétilassa. Puoliintumisajat, DTs-,
DTss- ja DTgg-arvot miiiiritetiidin, jos mittaustulokset sallivat sen, mutta arvoja ei pidd ekstrapoloida
pitkiille koejakson yli (katso kohta 1.2).

Sekii aerobiseen etti anaerobiseen tutkimukseen tarvitaan vihintdin kaksi sedimenttiniytettéd ja niytteet niihin
kuuluvista vesistid (7). Joissakin tapauksissa voi kuitenkin olla tarpeen kiiyttisi useampia kuin kahta
vesiympiriston sedimenttii, esimerkiksi jos kemikaali voi esiintyd makean veden ympiiristdssi ja/tai
merivesiympiristossi.

1.6 TESTIN SOVELLUSALA

Menetelmii voidaan soveltaa kaikkiin kemiallisiin aineisiin (leimaamattomiin tai radioaktiivisella isotoopilla
leimattuihin), joiden analysoimiseen on riittivin tarkka ja herkkd menetelmid. Tissd kuvattua menetelmiid
voidaan soveltaa lieviisti haihtuviin, haihtumattomiin, vesiliukoisiin tai veteen liukenemattomiin yhdisteisiin.
Menetelmii ei voida soveltaa kemikaaleihin, jotka haihtuvat helposti vedesti (esimerkiksi savuavat aineet tai
orgaaniset liuottimet) ja jotka eiviit siis sdily vedessi ja/tai sedimentissi tissd kuvatuissa testiolosuhteissa.

Tihin mennessid menetelmilld on tutkittu kemikaalien muuntumista makeassa vedessi ja sedimenteissid, mutta
periaatteessa menetelmiii voidaan soveltaa jokisuisto- ja meriympéristdihin. Menetelmi ei sovellu virtaavien
vesien, kuten jokien, tai avomeren olosuhteiden simulointiin.

1.7 LAATUVAATIMUKSET

1.7.1 Saanto

Viihintiin kahden maaperinidytteen uutto ja analysointi heti testiaineen lisddmisen jilkeen antaa alustavia tietoja
analyysimenetelmiin toistettavuudesta ja sen testiaineeseen lisédfimisen tasaisuudesta. Saanto testin
myShemmissid vaiheissa midritetdin vastaavan massataseen mukaan. Saantojen tulisi olla 90-110 %
kitytettiiessid merkkiainetta (6) ja 70-110 %, kun merkkiainetta ei kilyteti.

1.7.2 Analyysimenetelmiin toistettavous ja herkkyys

Analyysimenetelméin toistettavuus (lukuun ottamatta alussa tehtiiviin uuton tehokkuutta) testiaineen ja
hajoamistuotteiden miiritysten osalta voidaan tarkistaa kaksoismidrittimélld  samasta  vesi-  tal
sedimenttindytteestii tehty uute, jota on inkuboitu niin kauan, ettd hajoamistuotteita on ehtinyt muodostua.
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Testiaineen ja hajoamistuotteiden osalta analyysimenetelmin osoitusrajan (LOD) on oltava vihintidin 0,01
mg-kg'I vesi- tai sedimenttindytetti (testiaine) tai 1 % kiiytetysti annoksesta sen mukaan, kumpi on pienempi.
Miiiritysraja (LOQ) on my&s midritettivi.

1.7.3 Hajoamistesteissd saatujen tulosten luotettavuus

Tiedot hajoamista kuvaavan kidyrin luotettavuudesta saadaan tekemilli regressioanalyysi testiaineen
konsentraatioista ajan funktiona, jolloin voidaan laskea puoliintumisaikojen luottamusvilit (nidenniisen
ensimmiiisen asteen kinetiikan osalta) tai DTsp-arvot seki tarvittaessa DTys- ja DTyg-arvot.

1.8 MENETELMAN KUVAUS
1.8.1 Testijirjestelmi ja -laitteet

Testi on suoritettava lasiastioissa (esimerkiksi pulloissa tai sentrifugiputkissa), paitsi jos esitiedot (kuten n-
oktanoli-vesi-jakaantumiskerroin tai sorptiotiedot) osoittavat, etti testiaine saattaa kiinnittyd lasiin; tdlloin
voidaan harkita jonkin muun materiaalin, esimerkiksi teflonin, kidyttod. Jos testiaineen tiedetdiin Kiinnittyvin
lasiin, ongelmaa voidaan helpottaa yhdelli tai usealla seuraavista tavoista:

— Maiiritetiiiin lasiin kiinnittyneen testiaineen ja hajoamistuotteiden massa.
— Pestiilin kaikki lasitavarat livottimella testin péityttyi.
— Kiiytetiidin kaupallisia valmisteita (katso myds kohta 1.9.2).

— Lisiitddn testiaine jirjestelmiidn lisilivottimen avulla; tilloin lisdliuottimen on oltava aine, joka ei
aiheuta testiaineen hajaantumista.

Esimerkkeji tyypillisisti testilaitteista, eli lipivirtaus- ja Erlenmeyer-tyyppisisti jirjestelmisti, on liitteissd 2 ja
3 (14). Muita kiyttokelpoisia inkubointijirjestelmidi on esitetty lihteessd 15. Testilaitteiston on oltava
rakenteeltaan sellainen, ettd ilman tai typen vaihto ja helposti haihtuvien tuotteiden talteenotto on mahdollista.
Laitteiston mittojen tidytyy tiyttiid testivaatimukset (katso kohta 1.9.1). [Imanvaihto voidaan jirjestdii joko
varovaisena kuplailmastuksena tai viemilld ilmaa tai typped veden pinnalle. Jilkimmiisessi tapauksessa on
suositeltavaa sekoittaa vetti varovasti ylhiddltipdin, jotta happi tai typpi levidisi paremmin veteen. COa:ta
sisiltimitonti ilmaa ei pidd kiyttidd, koska se saattaa nostaa veden pH-arvoa. Molemmissa tapauksissa
sedimentin hiiritseminen ei ole suotavaa, ja sitd pitiii mahdollisuuksien mukaan vilttdd. Haihtuvat kemikaalit
on testattava Erlenmeyer-tyyppisessi jirjestelmiissi sekoittamalla veden pintaa varovasti. Voidaan myos
kiyttidd suljettuja sidiliditd, joiden ilmatilassa on joko ilmakehiin ilmaa tai typpei ja astiat helposti haihtuvien
aineiden talteen ottamiseksi (16). Aerobisessa testissd vaatimuksena on ilmatilan kaasun siinnollinen
vaihtuminen, jolla kompensoidaan biomassan hapenkulutusta.

Sopivia erottimia helposti haihtuvien hajoamistuotteiden kerdiimiseen ovat muun muassa, mutta eiviit
ainoastaan, kaliumhydroksidi- tai natriumhydroksidiliuokset (1 mol-dm™) hiilidioksidin® keriiimiseen sekii
etyleeniglykoli, etanoliamiini tai ksyleeniin liuotettu 2-prosenttinen parafiini orgaanisten yhdisteiden
keriifimiseen. Anaerobisissa olosuhteissa muodostuneet helposti haihtuvat aineet, kuten metaani, voidaan keriiti
esimerkiksi molekyyliseulalla. Tillaiset helposti haihtuvat aineet voidaan hapettaa esimerkiksi CO»:ksi viemillid
kaasu CuO:lla tiytetyn kvartsiputken Lipi 900 °C:n limpétilassa ja erottamalla muodostunut CO, absorboivaan
emiiksiseen aineeseen (17).

Koska nidmid emiiksiset absorptioliuokset imeviit my6s tuuletusilman hiilidioksidin sekid aerobisissa testeissid
soluhengityksen tuloksena syntyneen hiilidioksidin, ne on vaihdettava sidinndllisesti, jotta viiltetidin niiden kylldstyminen
ja siitd seuraava absorptiokyvyn menettiminen.
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Testiaineen ja sen hajoamistuotteiden kemiallista analyysia varten tarvitaan laboratoriolaitteita (esimerkiksi
GLC eli kaasu-nestekromatograafi, HPLC eli korkean suorituskyvyn nestekromatograafi ja TLC eli
ohutlevykromatografialaite, MS eli massaspektrometri tai GC-MS eli kaasukromatograafi-massaspektrometri
tai NMR eli ydinmagneettiseen resonanssiin perustuva tutkimuslaite) sekii detektiojirjestelmiit radioaktiivisia
merkkiaineita sisiltiville tai leimaamattomille kemikaaleille. Kiytettiessii radioaktiivisia merkkiaineita
tarvitaan myds nestetuikelaskin ja poltto- eli hapetinlaite (sedimenttindytteiden polttamiseen ennen
radioaktiivisten aineiden analyysia.

Testissii voidaan tarvita mySs muita tavanomaisia laboratoriolaitteita fysikaalis-kemiallisiin tai biologisiin
miirityksiin (katso taulukko 1, kohta 1.8.2.2), lasitavaraa, kemikaaleja ja reagensseja.

1.8.2 Vesiympiriston sedimenttien valinta ja méaara

Niytteenottopaikat on kaikissa tilanteissa valittava testin tarkoituksen mukaan. Niytteenottopaikkojen
valinnassa on otettava huomioon valuma-alueen ja ylijuoksun mahdolliset maanviljely-, teollisuus- tai
kotitaloussyotteet. Testissid ei saa kilyttidd sedimenttejd, jotka ovat altistuneet testiaineelle tai sen kanssa
rakenteellisesti analogiselle aineelle viimeisten neljin vuoden aikana.

1.8.2.1 Sedimentin valinta

Aerobisissa testeissit kiiytetéiin tavallisesti kahta sedimenttiiit (7). Valittujen kahden sedimentin on poikettava
toisistaan orgaanisen hiilen pitoisuuden ja rakenteen osalta. Yhdessi sedimentissd on oltava suuri orgaanisen
hiilen pitoisuus (2,5-7,5 %) ja hieno rakenne, toisessa taas pieni orgaanisen hiilen pitoisuus (0,5-2,5 %) ja
karkea rakenne. Orgaanisen hiilen pitoisuuksien eron pitiisi yleensi olla vihintidin 2 %. “Hieno rakenne”
merkitsee miiritelmidn mukaan > 50 %:n [savi + siltti]’ -pitoisuutta, ja “karkea rakenne” merkitsee < 50 %:n
[savi + siltti]-pitoisuutta. Kahden sedimentin [savi + siltti]-pitoisuuden vilisen eron pitiisi yleenséd olla
vihintdin 20 %. Jos kemikaali saattaa pidsti my6s merivesiin, vihintilin yhden vesiympiristo-
sedimenttijéirjestelmiin on oltava periisin meresté.

Pelkiissd anaerobisessa testissd niytteet on otettava kahdesta sedimentisti (ja niihin kuuluvista vesisti)
pintavesimassan anaerobiselta alueelta (7). Seki sedimentti- ettidi vesifaasi on Kkiisiteltivii ja kuljetettava
huolellisesti hapettomissa olosuhteissa.

Sedimenttien valintaan saattavat vaikuttaa muutkin parametrit, jotka on harkittava kussakin tapauksessa
erikseen. Jos esimerkiksi testataan kemikaaleja, joiden muuntuminen ja/tai sorptio saattaa riippua pH-arvosta,
sedimenttien pH-arvoalue on merkitsevi parametri. Sorption pH-riippuvuus saattaa heijastua testiaineen pK,-
arvossa.

1.8.2.2 Vesi-sedimenttindytteiden karakterisointi
Seuraavassa taulukossa on esitetty keskeiset parametrit, jotka on mitattava ja raportoitava (kitytetyn menetelmin
lisiiksi) seki veden etti sedimentin osalta, seké testin vaihe, jonka kuluessa ne on miiiritettivii. Niiden
parametrien médiritysmenetelmiit esitetiifin lihteissd 18, 19, 20 ja 21.

Lisiiksi voi olla tarpeen mitata ja raportoida muitakin parametreja tapauskohtaisesti (esimerkiksi makean veden
jirjestelmisti  hiukkaset, emiksisyys, kovuus, sihkonjohtokyky, NO3/POs (suhde ja erilliset arvot);
sedimenteistd  kationinvaihtokyky, vedenpidityskyky, karbonaatti, typen ja fosforin kokonaismiiri;
merivesijirjestelmistd suolaisuus). Nitraatin, sulfaatin, biologisesti kiiyttokelpoisen raudan ja mahdollisesti
muiden elektronin vastaanottajien analysoiminen sedimenteistd ja vedesti voi myos olla tarpeen hapetus-
pelkistysolosuhteiden arviointia varten, erityisesti anaerobisen muuttumisen osalta.

? [Savi + siltti] on sedimentin mineraaliosa, jonka raekoko on <50 pm.
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Vesi-sedimenttiniytteiden karakterisointiin tarvittavien parametrien mittaaminen (7)(22)(23)

Parametri Testin vaihe

Naytteenotto Jalki- Akklimati- Testin Testin Testin
kentilta kasittely soitumisen alku aikana loppu
alku

Alkuperii/lihde
Limpotila

pH

Orgaanisen hiilen kokonais-
pitoisuus
O,-pitoisuus®
Hapetus-
pelkistyspotentiaali®
Sedimentti

Alkuperii/lihde

Kerroksen paksuus

pH X X X X
Partikkelien kokojakauma

Orgaanisen hiilen kokonais- X X X
pitoisuus

Mikrobibiomassa®* X X X
Hapetus- Havainnot X X X X

pelkistyspotentiaali* (vidri/haju)

*

Viimeaikaiset tutkimukset ovat osoittaneet, etti veden happipitoisuuden ja hapetus-pelistyspotentiaalin
mittauksilla ei ole sen paremmin mekanistista kuin ennustavaa arvoa, kun kysymys on pintavesien
mikrobipopulaatioiden kasvusta ja kehityksestd (24)(25). Parempia vilineiti aerobisen biomuuntumisen
nopeuden ja reittien tulkintaan ja arvioimiseen voivat olla biokemiallinen hapenkulutus (niytteenoton
vhteydessii sekil testin alussa ja lopussa mitattuna) sekii hivenaineiden/makroravinteiden Ca, Mg ja Mn
konsentraatiot (testin alussa ja lopussa) vedessd sekd N:n ja Pmn kokonaismiirit sedimentissid (nidytetti
otettaessa sekd testin lopussa).

*
*

Aerobisissa tutkimuksissa mikrobien hengitysnopeusmenetelmi (26), savutusmenetelmi (27) tai pesikkeiden
laskeminen Petri-maljassa (esimerkiksi bakteerit, aktinomykeetit eli sidesienet, sienet ja pesiikkeiden
kokonaismiiiiri); anaerobisissa tutkimuksissa metaanin muodostumisnopeus.

1.83 Naytteiden keridiminen, Kisittely ja varastointi
1.8.3.1 Kerddminen

Sedimenttiniytteitd otettaessa on sovellettava ISO:n pohjasedimenttiniiytteiden ottamista koskevaa alustavaa
ohjetta (8). Sedimenttiniiytteet on otettava sedimentin ylimmiéstd kerroksesta (5-10 cm ylirajasta) koko
kerroksen alueelta. Sedimenttiin kuuluvat vesindytteet on keriittivi samasta paikasta ja samaan aikaan kuin
sedimenttindytekin. Anaerobisia tutkimuksia varten sedimenttiniyte ja siithen kuuluva vesiniyte on otettava ja
kuljetettava hapettomissa olosuhteissa (28)(katso kohta [.8.2.1). Joitakin niiytteenottovillineiti kuvataan
lihteissi (8)(23).




30.4.2004 Euroopan unionin virallinen lehti L 152/305

1.8.3.2 Kdsittely

Sedimentti erotetaan vedesti suodattamalla ja mirkiseulotaan 2 mm:n seulalla kiyttien ylimiirii
tutkimuspaikalta otettua vettid, joka sitten heitetiiin pois. Tunnetut médrit sedimenttii ja vetti sekoitetaan
halutussa suhteessa (katso kohta 1.9.1) inkubointipulloissa ja valmistellaan akklimatisaatiojaksoa varten (katso
kohta 1.8.4). Kun kyseessi on anaerobinen tutkimus, kaikki kiisittelyn vaiheet on tehtivi hapettomissa
olosuhteissa (29)(30)(31)(32)(33).

1.8.3.3 Varastointi

Sedimentti- ja vesindytteet on mieluiten kiytettivi juuri keréittyind, mutta jos néytteiden varastointi on
villttimiitontd, sedimentti ja vesi on seulottava edelld kuvatulla tavalla ja varastoitava yhdessid vedelld
kylldstettynd (6—10 cm:n vesikerroksessa) pimeissi, 4 + 2 °C'-asteen limpdtilassa enintédidn neljin viikon ajan
(7)8)(23). Aerobisiin tutkimuksiin tarkoitetut niytteet on varastoitava niin, ettii ilmaa on vapaasti saatavilla
(esimerkiksi avoimissa siilidissd); anaerobisiin tutkimuksiin tarkoitetut nidytteet puolestaan on varastoitava

sedimentti kuivua.
1.8.4 Sedimentti- ja vesiniytteiden valmistelu testid varten

Ennen testiaineen lisiiimisti nilytteen on kilytivi lipi akklimatisaatiojakso, jonka aikana kukin sedimentti- ja
vesinidyte sijoitetaan varsinaisessa testissd kdytettiviin inkubaatiosidilioon, ja akklimatisaation on tapahduttava
tismiilleen samoissa olosuhteissa kuin testin inkubaatiojakson (katso kohta 1.9.1). Akklimatisaatiojakso on
tarpeen, jotta jirjestelmi saavuttaa kohtuullisen stabiilin tilan pH:n, veden happikonsentraation, sedimentin ja
veden hapetus-pelkistyspotentiaalin sekid faasien makroskooppisen erottumisen osalta. Akklimatisaatiojakson
suositeltu kesto on tavallisesti viikosta kahteen viikkoon, kuitenkin enintiin nelji viikkoa. Téné aikana mitatut
miiritystulokset on raportoitava.

1.9 TESTIN SUORITUS
1.9.1 Testiolosuhteet

Testi on suoritettava inkubointilaitteistossa (katso kohta 1.8.1), jossa veden ja sedimentin tilavuuden suhde on
3:1-4:1 ja sedimenttikerroksen paksuus on 2,5 cm (£ 0,5 cm).” Vihintiin 50 g sedimenttii (kuivapaino)
suositellaan laitettavaksi inkubaatiosiilioon.

Testi on suoritettava pimeidissi vakioidussa limpotilassa, jonka alue voi olla 10-30 C. Suositeltava limpétila on
20 2 °C. Tarvittaessa voidaan tapauskohtaisesti kiiyttii toista, alempaa limpotilaa (esimerkiksi 10 C), sen
mukaan, millaisia tietoja testistid halutaan saada. Inkubointilimpdtilaa on tarkkailtava ja se on raportoitava.

Viimeaikaiset tutkimukset ovat osoittaneet, ettii varastointi 4 °C:n limpotilassa saattaa viihentii sedimentin orgaanisen
hiilen pitoisuutta, mikéd puolestaan saattaa vithentiid mikrobien toimintaa (34).
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1.92 Testiaineen Kisittely ja annostelu

Testissii kiiytetiiin yhtid testiaineen konsentraatiota®. Kun testiaine on suoraan vesimassaan annosteltava
kasvinsuojeluaine, aineen kilyttdohjeissa oleva enimmiisannos tulkitaan enimméisannostelumiiriiksi, joka
lasketaan testisiiliossid olevan veden pinta-alan mukaan. Muissa tapauksissa testikonsentraation on perustuttava
ympiiristopiistojen perusteella tehtyihin ennusteisiin. Testiaineen oikea konsentraatio on valittava huolellisesti,
jotta voidaan karakterisoida hajoamistuotteiden muodostuminen ja hajoaminen sekii niiden hajoamisreitit.
Suurempienkin (esimerkiksi 10-kertaisten) testiaineannosten kiyttd voi olla tarpeen tilanteissa, joissa
testinineen konsentraatiot ovat testin alussa ldhelld havaitsemisrajaa ja/tai joissa pédasiallisia hajoamistuotteita
el voida helposti havaita, kun niiden osuus on 10% testiaineen annostelumiiristi. Jos kilytetiiin suurempia
testiaineen konsentraatioita, ne eiviit saa merkittiiviisti haitata vesi-sedimenttijirjestelméin mikrobien toimintaa.
Jotta testiaineen konsentraatio erikokoisissa sdilidissid olisi sama, testiaineen méiridd voidaan mukauttaa sdilion
vesipatsaan syvyyden mukaan suhteessa veden syvyyteen tutkittavassa ympiiristdssi (oletusarvo on 100cm,
mutta muitakin syvyyksid voidaan kiyttidd), Esimerkkilaskelma on liitteessi 4.

Thannetapauksessa testiaine annostellaan vesiliuoksena testijirjestelmiin vesifaasiin. Pakottavista syistd
testiaineen annostelussa ja levittiimisessii voidaan kiyttdd pienii miirid veteen sekoittuvia livottimia
(esimerkiksi asetonia ja etanolia), mutta niiden méird ei saa olla enempii kuin 1% v/v, eiviitkii ne saa haitata
testijirjestelmidn mikrobien toimintaa. Testiaineen vesiliuos on valmistettava huolella; tiydellisen
homogeenisyyden varmistamiseksi voi olla tarpeen kiyttii kehitinkolonneja ja esisekoitusta. Kun vesiliuos on
lisitty testijirjestelmiin, on suositeltavaa sekoittaa vettd varovasti siten, etti sedimenttid hiiritdin
mahdollisimman vihén.

Kaupallisten valmisteiden kiiyttd testissd ei ole yleensi suositeltavaa, koska valmisteen ainesosat voivat
vaikuttaa testiaineen ja/tai hajoamistuotteiden jakautumiseen vesi- ja sedimenttifaasin viililli. Se voi kuitenkin
tulla kysymykseen esimerkiksi veteen heikosti liukenevien testiaineiden kohdalla.

Inkubointisiilididen miidrd riippuu niytteenottokertojen miidridstd (katso kohta 1.9.3). Testissi on oltava
riittdviisti mitattavia nidytteitd, silli kullakin niytteenottokerralla kuluu kaksi mittausnéytetti. Jos kustakin
vesiympiriston sedimenttijirjestelmiisti tehdiin kontrollinidyte, niiti ei kiisitelld testiaineella. Kontrollindytteitid
voidaan kiyttidd sedimentin mikrobibiomassan sekd veden ja sedimentin orgaanisen hiilen kokonaismiirin
miirittimiseen testin lopuksi. Kahta kontrollindytettd (yksi kontrollindyte kustakin vesiympiiriston
sedimentistid) voidaan kiyttdd akklimatisaatiojakson aikana tarvittavien vesi- ja sedimenttiparametrien
tarkkailemiseen (katso taulukko kohdassa 1.8.2.2). Jos testiaine annostellaan liuottimen avulla, tarvitaan lisiksi
kaksi kontrolliniiytettd, jotta voidaan mitata testijérjestelmiin haittavaikutukset mikrobien toimintaan.

193 Testin kesto ja niytteenotto

Testi saa tavallisesti kestidid enintiddn 100 péiviid (6), ja sitd on jatkettava niin kauan, kunnes hajoamisreitit sekd
jakautuminen veteen ja sedimenttiin on selvitetty tai 90 9% testiaineesta on hivinnyt muuntumisen tai
haihtumisen kautta. Niytteenottokertoja on oltava ainakin kuusi (mukaan luettuna niytteenottokerta ()), ja ennen
testii voidaan tehdd vapaaehtoinen esitesti (katso kohta 1.9.4), jonka aikana piiitetiin asianmukaiset
niiytteenottojirjestelyt seki testin kesto, mikili riittiivid tietoja testiaineesta ei ole saatavissa aikaisemmista
tutkimuksista. Kun testataan hydrofobisia aineita, testin alkuvaiheessa saatetaan tarvita ylimidrdisid
niiytteenottoajankohtia, jotta voidaan miirittidi testiaineen jakautumisnopeus vesifaasin ja sedimenttifaasin
vililld,

Kahden konsentraation kiiyttiminen voi olla hyddyllistii testattaessa kemikaaleja, jotka piiityviit pintavesiin eri reitteji ja
esiintyvit niissi merkittivisti erilaisina konsentraatioina, kunhan pienempi konsentraatio on analysoitavissa riittdviin
tarkasti.
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Asianmukaisina niytteenottoaikoina inkubointisiiliét (rinnakkaisniytteineen) irrotetaan kokonaisuudessaan
analyysia varten. Sedimentti ja sen péilld oleva vesi analysoidaan erikseen’. Pintavesi on poistettava varovasti
niin, ettid sedimenttii hiiritdin mahdollisimman vihin. Testiaineen ja hajoamistuotteiden eristimisessi ja
karakterisoinnissa on noudatettava asianmukaisia analyysikidytintoji. Myods inkubointisiilidon tai haihtuvien
aineiden erottimen putkiin mahdollisesti adsorboitunut materiaali on huolellisesti poistettava.

1.94 Vapaaehtoinen esitesti

Jos testin kestoa ja niiytteenottokilytintod ei voida piittid muiden testiainetta koskevien relevanttien
tutkimusten perusteella, vapaaehtoinen esitesti voi olla tarpeen. Esitesti on tehtivi samoissa olosuhteissa, joissa
varsinainen testi suunnitellaan tehtéiviin. Jos esitesti tehdiiin, olennaiset testiolosuhteet ja miiiritystulokset on
lyhyesti raportoitava.

1.95 Mittaukset ja analyysi

Jokaisella niiytteenottokerralla mitataan ja raportoidaan testiaineen ja hajoamistuotteiden konsentraatio vedessi
ja sedimentissi (konsentraationa ja prosenttina testiaineen annostellusta médriistii). Yleisesti voidaan todeta, etti
hajoamistuotteet, jotka havaitaan = 10 %:m pitoisuuksina annostellusta radioaktiivisesta aineesta vesi-
sedimenttikokonaisjirjestelmissd milld tahansa nidytteenottokerralla, on tunnistettava, paitsi mikili muulle
menettelylle on piiteviit perusteet. On my6s syytd harkita sellaisten hajoamistuotteiden tunnistusta, joiden
konsentraatiot kasvavat jatkuvasti testin aikana, vaikka niiden konsentraatiot eiviit ylittiisikéiéin edelld esitettyji
rajoja, koska timi voi merkiti tuotteiden pysyvyytti., Nidmii seikat on harkittava tapauskohtaisesti ja perustelut
on esitettiivii testiselosteessa.

Miritystulokset kaasujen tai helposti haihtuvien aineiden (COs:n ja vastaavien helposti haihtuvien orgaanisten
yhdisteiden) erotinjirjestelmistd on raportoitava kullakin niytteenottokerralla. Mineralisaationopeus on myds

raportoitava. Uuttumattomat (sitoutuneet) jidmit sedimentissid on raportoitava kullakin niytteenottokerralla.

2 MITTAUSTULOKSET
2.1 TULOSTEN KASITTELY

Lisiityn radioaktiivisen aineen kokonaismassatase tai saanto (katso kohta 1.7.1) on laskettava jokaisella
niytteenottokerralla. Midritystulokset on raportoitava prosenttina lisdtystd radioaktiivisesta aineesta.
Radioaktiivisen aineen jakautuminen veden ja sedimentin viilille on raportoitava konsentraationa ja
prosenttiosuutena jokaisella néiytteenottokerralla.

Testiaineen puoliintumisaika, DTso- ja tarvittaessa DTys- ja DTy -arvot on laskettava luottamusviileineen
(katso kohta 1.7.3). Tiedot testiaineen hiviimisnopeudesta vedessd ja sedimentissid saadaan asianmukaisin
arviointimenetelmin. Téllaisia voivat olla nienndisen ensimmiisen asteen kinetiitkan kiyttd, graafisia tai
numeerisia ratkaisuja kiyttivit empiiriset kiyrin sovitukset sekii monimutkaisemmat arviointimenetelmiit,
joissa kiiytetidiin esimerkiksi yhden tai usean lohkon malleja. Lisiitietoja on esitetty lihteissd (35)(36)(37).

" Tapauksissa, joissa anaerobiset hajoamistuotteet voivat hapettua uudelleen nopeasti, on huolehdittava anaerobisten

olosuhteiden siilymisestd nidytteenoton ja analyysin aikana.
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Kaikissa lihestymistavoissa on omat vahvuutensa ja heikkoutensa, ja niiden monimutkaisuus vaihtelee
suuresti. Ensimmiiisen asteen kinetiikka voi yksinkertaistaa hajoamis- ja jakautumisprosesseja liikaa, mutta
tapauksissa, joissa sitd voidaan kidyttdd, sen avulla saadaan suure (nopeusvakio tai puoliintumisaika), joka on
helppotajuinen ja kiiyttokelpoinen simulaatiomallinnuksessa ja ennustettujen ympiristokonsentraatioiden
laskennassa. Empiirisilld lihestymistavoilla tai lineaarisilla muunnoksilla voidaan tuottaa paremmin aineistoon
sopivia kéyrid ja siten tarkempia arvioita puoliintumisajoista, DTso- ja tarvittaessa DTys- ja DTyg-arvoista.
Derivoituja vakioiden kiyttokelpoisuus on kuitenkin rajoitettua. Lohkomalleilla voidaan luoda riskien
arviointia varten useita kidyttokelpoisia vakioita, jotka kuvaavat hajoamisnopeutta eri lohkoissa sekid
kemikaalin jakutumistii. Lohkomalleja on kiiytettiivii my0s piiasiallisten hajoamistuotteiden muodostumis- ja
hajoamisnopeusvakioiden arviointiin. Valitun menetelmiin on kaikissa tapauksissa oltava perusteltu, ja
testaajan on esitettiivi sovituksen hyvyys graafisesti ja/tai tilastollisesti.

3 TULOSTEN ILMOITTAMINEN
3.1 TESTISELOSTE

Testiselosteessa on annettava seuraavat tiedot:

Testiaine:

— yleisnimi, kemiallinen nimi, CAS-numero, rakennekaava (josta kily ilmi leiman tai leimojen sijainti
kiytettiessid radioaktiivista merkkiainetta) ja merkitykselliset fysiko-kemialliset ominaisuudet

— testiaineen puhtaus (epipuhtaudet)

— merkkiaineena kiytetyn kemikaalin radiokemiallinen puhtaus ja molaarinen aktiivisuus tapauksen

mukaan.

Vertailuaineet:

— hajoamistuotteen karakterisointiin ja/tai tunnistukseen kiiytettiiviin vertailuaineen kemiallinen nimi ja
rakenne.

Testissi kilytettivit sedimentti- ja vesiniiytteet:
— vesiympiristosti otetun sedimentin keriyspaikan tai -paikkojen sijainti ja kuvaus, mukaan luettuna
taustatiedot saastumisesta, jos ne ovat saatavissa

— tiydelliset tiedot vesi-sedimenttijirjestelmin keriddmisesti, varastoinnista (jos niytettd on varastoitu) sekid
akklimatisaatiosta

— vesi-sedimenttinidytteiden ominaisuudet kohdan 1.8.2.2 taulukon mukaan.

Testiolosuhteet:

— testissit  kilytetty jérjestelmi (esimerkiksi ldpivirtaus- tai Erlenmeyer-jirjestelmd, ilmastus- ja
sekoitustapa, veden tilavuus, sedimentin massa, sekd vesi- ettd sedimenttikerroksen paksuus ja
testiséiliGiden mitat)

— testiaineen annostelu testijirjestelmiin: testissi kiiytetyt konsentraatiot, rinnakkais- ja kontrolliniiytteiden
miiiri, testiaineen annostelutapa (esimerkiksi livottimen kiytts)

— inkubointilimpétila

— néiytteenottoajat

— eristysmenetelmiit ja -tehokkuudet seké analyysimenetelmiit ja osoitusrajat
— hajoamistuotteiden karakterisointi- ja tunnistusmenetelmiit

— testin aikana tapahtuneet poikkeamat testiohjeista tai suositelluista olosuhteista.
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Tulokset:

— edustavien analyysien mittaustulokset (kaikki mittaustulokset on tallennettava laboratorion arkistoon)
— kiiytettyjen analyysimenetelmien toistettavuus ja herkkyys
— saanto (validin testin prosenttiarvot on esitetty kohdassa 1.7.1)

— tulokset taulukkomuodossa, ilmoitetaan testiaineen ja tarvittaessa pifasiallisten hajoamistuotteiden sekil
uuttumattomien radioaktiivisten aineiden prosenttiosuutena alkuperiiisestii annoksesta ja tarvittaessa
mg - kgI vedessi, sedimentissi ja kokonaisjirjestelmissi (vain prosentteina)

— massatase testien aikana ja niiden lopuksi

— graafinen  esitys  testiaineen  muuntumisesta  vesi-  ja  sedimenttiosajiirjestelmissid  sekil
kokonaisjirjestelméssii (mineralisaatio mukaan luettuna)

— mineralisaationopeudet

— testiaineen ja tarvittaessa piifiasiallisten hajoamistuotteiden puoliintumisaika sekid tarvittaessa DTsg-,
DTys- ja DTog-arvot vedessi, sedimentissé ja kokonaisjirjestelmissi

— arvio testiaineen ja tarvittaessa piiasiallisten hajoamistuotteiden hajoamiskinetiikasta
— arvio oletetuista hajoamisreiteisti tapauksen mukaan

— tulosten pohdinta.
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LIITE1

AEROBISIIN JA ANAEROBISIIN TESTIJARJESTELMIIN LIITTYVIA OHJEITA

Aerobinen testijirjestelma

Tissd menetelmisséd kuvattu aerobinen testijirjestelmi koostuu aerobisesta vesikerroksesta (tyypillinen happikonsentraatio on
7-10 mg ™ ja sedimenttikerroksesta, joka on aerobinen pinnalta ja anaerobinen sen alta (tyypillinen hapetus-
pelkistyspotentiaalien (E;) keskiarvo sedimentin anaerobisella alueella on —80-190 mV). Kussakin inkubointiyksikdssi
viedidn kosteutettua ilmaa veden pinnalle riittiiviin happimiirin varmistamiseksi ilmatilassa.

Anaerobinen testijiarjestelmi

Anaerobisessa testijirjestelmiissid testimenettely on olennaisilta osin sama kuin aerobisessa jirjestelmiissi silli poikkeuksella,
etti kussakin inkubointiyksikossi veden pinnalle viedidiin kosteutettua typped riittivin typpimidirin varmistamiseksi
ilmatilassa. Sedimenttid ja vettdi voidaan pitiid anaerobisina heti, kun hapetus-pelkistyspotentiaali (E,) on alle —100 mV.

Anaerobisessa testissi mineralisaation arviointiin kuuluu myos niiytteessi kehittyneen hiilidioksidin ja metaanin mittaus.
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LIITE 2

ESIMERKKI LAPIVIRTAUSJARJESTELMASTA
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LIITE 3

ESIMERKKI ERLENMEYER-LAITTEESTA (BIOMETER)
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LIITE 4

ESIMERKKILASKELMA TESTIAINEEN ANNOSTELUSTA TESTISAILIOIHIN

Lierion siséihalkaisija: =8cm
Vesipatsaan syvyys sedimentti poisluettuna: =12 cm
Pinta-ala: 3,142 x 47 =50,3 cm’

Annostus: 500 g testiainetta/ha vastaa 5 Iug/cm:

Yhteensid pg: 5 x 50,3 =251,5pg
Mukautettu méérd suhteessa 100 cm:n syvyyteen:

12 x 251,5 + 100 =30,18 pg
Vesipatsaan tilavuus: 50,3 x 12 =603 ml

Konsentraatio vedessi: 30,18 + 603 = 0,050 pg/ml tai 50 ug/l



