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I

(Atti per i quali la pubblicazione è una condizione di applicabilità)

DIRETTIVA 2000/32/CE DELLA COMMISSIONE

del 19 maggio 2000

recante ventiseiesimo adeguamento al progresso tecnico della direttiva 67/548/CEE del Consiglio
concernente il ravvicinamento delle disposizioni legislative, regolamentari e amministrative

relative alla classificazione, all'imballaggio e all'etichettatura delle sostanze pericolose (*)

(Testo rilevante ai fini del SEE)

LA COMMISSIONE DELLE COMUNITÀ EUROPEE,

visto il trattato che istituisce la Comunità europea,

vista la direttiva 67/548/CEE del Consiglio, del 27 giugno
1967, concernente il ravvicinamento delle disposizioni legisla-
tive, regolamentari e amministrative relative alla classificazione,
all'imballaggio e all'etichettatura delle sostanze pericolose (1),
modificata da ultimo dalla direttiva 1999/33/CE del Parlamento
europeo e del Consiglio (2), in particolare l'articolo 28,

considerando quanto segue:

(1) L'allegato I della direttiva 67/548/CEE contiene un elenco
di sostanze pericolose e dettagli relativi alle procedure di
classificazione ed etichettatura per ogni sostanza. L'elenco
delle sostanze pericolose figurante nel predetto allegato
deve essere adattato alla luce delle attuali conoscenze scien-
tifiche e tecniche. Alcune versioni linguistiche della diret-
tiva richiedono correzioni in punti specifici della prefa-
zione e della tabella A dell'allegato I.

(2) L'allegato III della direttiva 67/548/CEE contiene un elenco
di frasi che indicano la natura di rischi speciali attribuiti
alle sostanze e ai preparati pericolosi. L'allegato IV della
direttiva 67/548/CEE contiene un elenco di consigli di pru-
denza relativi alle sostanze e ai preparati pericolosi. L'alle-
gato VI della direttiva 67/548/CEE contiene una guida alla
classificazione e all'etichettatura delle sostanze e dei prepa-
rati pericolosi. Per alcune versioni linguistiche sono neces-
sarie correzioni in punti specifici degli allegati III, IV e VI.

(3) L'allegato V della direttiva 67/548/CEE definise i metodi di
determinazione delle proprietà fisico-chimiche, della tossi-
cità ed ecotossicità di sostanze e preparati. È necessario
adeguare al progresso tecnico tale allegato.

(4) L'allegato IX della direttiva 67/548/CEE contiene disposi-
zioni in merito alle chiusure di sicurezza per la protezione
dei bambini. Tali disposizioni devono essere adeguate e
aggiornate. È necessario ampliare il campo di applicazione
riguardante l'uso di tali chiusure.

(5) Il disposto della presente direttiva è conforme al parere del
comitato per l'adeguamento al progresso tecnico delle
direttive volte all'eliminazione degli ostacoli tecnici agli
scambi nel settore delle sostanze e dei preparati pericolosi,

HA ADOTTATO LA PRESENTE DIRETTIVA:

Articolo 1

La direttiva 67/548/CEE è modificata come segue.

1. L'allegato I viene così modificato:

a) la nota Q dell'allegato I, lettera A della presente diret-
tiva sostituisce la nota corrispondente nella prefazione;

b) le righe di cui all'allegato I, lettera B della presente
direttiva sostituiscono le righe corrispondenti della
tabella A;

c) le voci dell'allegato I, lettera C della presente direttiva
sostituiscono le voci corrispondenti;

d) vengono inserite le voci di cui all'allegato I, lettera D
della presente direttiva.

2. La frase di rischio dell'allegato II della presente direttiva
sostituisce la frase corrispondente dell'allegato III.

3. L'allegato IV viene così modificato:

a) le frasi di prudenza contenute nell'allegato III, lettera A
della presente direttiva sostituiscono le frasi corrispon-
denti dell'allegato IV;

(*) Adottata dopo il ventisettesimo adeguamento.
(1) GU 196 del 16.8.1967, pag. 1.
(2) GU L 199 del 30.7.1999, pag. 57.
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b) le frasi combinate di prudenza contenute nell'allegato
III, lettera B della presente direttiva sostituiscono le
frasi corrispondenti dell'allegato IV.

4. L'allegato V, lettera B, viene così modificato:

a) il testo dell'allegato IV, lettera A della presente direttiva
sostituisce la lettera B, punto 10;

b) il testo dell'allegato IV, lettera B della presente direttiva
sostituisce la lettera B, punto 11;

c) il testo dell'allegato IV, lettera C della presente direttiva
sostituisce la lettera B, punto 12;

d) il testo dell'allegato IV, lettera D della presente direttiva
sostituisce la lettera B, punti 13 e 14;

e) il testo dell'allegato IV, lettera E della presente direttiva
sostituisce la lettera B, punto 17;

f) il testo dell'allegato IV, lettera F della presente direttiva
sostituisce la lettera B, punto 23; viene modificato
anche il titolo della lettera B, punto 23 nella nota espli-
cativa;

g) viene aggiunto il testo dell'allegato IV, lettera G della
presente direttiva.

5. È soppresso il quarto trattino dell'introduzione generale
all'allegato V, lettera C.

6. Il testo dell'allegato V della presente direttiva sostituisce il
testo corrispondente dell'allegato VI.

7. L'allegato IX viene modificato ai sensi dell'allegato VI della
presente direttiva.

Articolo 2

1. Gli Stati membri attuano le disposizioni legislative, rego-
lamentari e amministrative necessarie per conformarsi alla pre-
sente direttiva entro il 1o giugno 2001. Essi ne informano
immediatamente la Commissione.

Quando gli Stati membri adottano tali disposizioni, queste con-
tengono un riferimento alla presente direttiva o sono corredate
di un siffatto riferimento all'atto della pubblicazione ufficiale.
Le modalità del riferimento sono decise dagli Stati membri.

2. Gli Stati membri informano la Commissione delle princi-
pali disposizioni nazionali che essi adottano nel settore discipli-
nato dalla presente direttiva e trasmettono una tabella che indi-
chi le correlazioni tra la presente direttiva e tali disposizioni.

Articolo 3

La presente direttiva entra in vigore il terzo giorno successivo
alla pubblicazione nella Gazzetta ufficiale delle Comunità europee.

Articolo 4

Gli Stati membri sono destinatari della presente direttiva.

Fatto a Bruxelles, il 19 maggio 2000.

Per la Commissione
Margot WALLSTRÖM

Membro della Commissione

L 136/2 8.6.2000Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



ALLEGATO 1A

PREFAZIONE ALL'ALLEGATO I

Spiegazione delle note relative all'identificazione, classificazione ed etichettatura delle sostanze

DA:

Note Q:

Klassificeringen som kræftfremkaldende kan udelades for fibre, som opfylder en af følgende betingelser:

� en kortvarig biopersistensprøve ved inhalation har vist, at fibre, der er længere end 20 µm, har en vægtet halve-
ringstid på mindre end 10 dage

� en kortvarig biopersistensprøve ved intratrakeal instillation har vist, at fibre, der er længere end 20 µm, har en
vægtet halveringstid på mindre end 40 dage

� en egnet intra-peritoneal prøve ikke har vist kræftfremkaldende virkning, eller

� en egnet langvarig inhalationsprøve ikke har vist relevante sygdomsfremkaldende virkninger eller neoplastiske for-
andringer.

SV:

Note Q:

Ämnet behöver inte klassificeras som cancerframkallande om det kan visas att det uppfyller ett av följande villkor:

� ett korttidstest för att bestämma den biologiska beständigheten vid inhalation har visat att fibrer längre än 20 µm
har en viktad halveringstid på mindre än 10 dagar

� ett korttidstest för att bestämma den biologiska beständigheten vid intratrakeal instillation har visat att fibrer längre
än 20 µm har en viktad halveringstid på mindre än 40 dagar

� ett lämpligt intraperitonealt test har inte givit belägg för förhöjd cancerogenitet

� frånvaro av relevant patogenitet eller neoplastiska förändringar i ett lämpligt långtids inhalationstest.

(Non riguarda la versione ES)

(Non riguarda la versione DE)

(Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione EN)

(Non riguarda la versione FR)

(Non riguarda la versione IT)

(Non riguarda la versione NL)

(Non riguarda la versione PT)

(Non riguarda la versione FI)
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ALLEGATO 2

R 66

IT: L'esposizione ripetuta può provocare secchezza e screpolature della pelle.

(Non riguarda la versione ES)

(Non riguarda la versione DA)

(Non riguarda la versione DE)

(Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione EN)

(Non riguarda la versione FR)

(Non riguarda la versione NL)

(Non riguarda la versione PT)

(Non riguarda la versione FI)

(Non riguarda la versione SV)
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ALLEGATO 3A

S 23

FR: Ne pas respirer les gaz/fumées/vapeurs/aérosols [terme(s) approprié(s) à indiquer par le fabricant].

(Non riguarda la versione ES)

(Non riguarda la versione DA)

(Non riguarda la versione DE)

(Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione EN)

(Non riguarda la versione IT)

(Non riguarda la versione NL)

(Non riguarda la versione PT)

(Non riguarda la versione FI)

(Non riguarda la versione SV)

S 26

DE: Bei Berührung mit den Augen sofort gründlich mit Wasser abspülen und Arzt konsultieren.

(Non riguarda la versione ES)

(Non riguarda la versione DA)

(Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione EN)

(Non riguarda la versione FR)

(Non riguarda la versione IT)

(Non riguarda la versione NL)

(Non riguarda la versione PT)

(Non riguarda la versione FI)

(Non riguarda la versione SV)

S 56

DE: Diesen Stoff und seinen Behälter der Problemabfallentsorgung zuführen.

EN: Dispose of this material and its container to hazardous or special waste collection point.

IT: Smaltire questo materiale e i relativi contenitori in un punto di raccolta di rifiuti pericolosi o speciali.

(Non riguarda la versione ES)

(Non riguarda la versione DA)

(Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione FR)

(Non riguarda la versione NL)

(Non riguarda la versione PT)

(Non riguarda la versione FI)

(Non riguarda la versione SV)
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ALLEGATO 3B

S 27/28

DE: Bei Berührung mit der Haut beschmutzte, getränkte Kleidung sofort ausziehen und Haut sofort mit viel �
abwaschen (vom Hersteller anzugeben).

(Non riguarda la versione ES)

(Non riguarda la versione DA)

(Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione EN)

(Non riguarda la versione FR)

(Non riguarda la versione IT)

(Non riguarda la versione NL)

(Non riguarda la versione PT)

(Non riguarda la versione FI)

(Non riguarda la versione SV)

S 29/56

ES: No tirar los residuos por el desagüe; elimínese esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida pública de
residuos especiales o peligrosos.

DE: Nicht in die Kanalisation gelangen lassen; diesen Stoff und seinen Behälter der Problemabfallentsorgung zuführen.

EN: Do not empty into drains, dispose of this material and its container to hazardous or special waste collection
point.

IT: Non gettare i residui nelle fognature; smaltire questo materiale e i relativi contenitori in un punto di raccolta di
rifiuti pericolosi o speciali.

NL: Afval niet in de gootsteen werpen; deze stof en de verpakking naar een inzamelpunt voor gevaarlijk of bijzonder
afval brengen.

SV: Töm ej i avloppet, lämna detta material och dess behållare till insamlingsställe för farligt avfall.

(Non riguarda la versione DA)

((Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione FR)

(Non riguarda la versione PT)

(Non riguarda la versione FI)
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ALLEGATO 4A

«B.10. MUTAGENICITÀ � TEST IN VITRO DI ABERRAZIONE CROMOSOMICA NEI MAMMIFERI

1. METODO

Il metodo è ripreso dal metodo OECD TG 473, In Vitro Mammalian Chromosome Aberration Test (1997).

1.1. INTRODUZIONE

Il saggio in vitro di aberrazione cromosomica è destinato ad identificare gli agenti che causano aberrazioni
cromosomiche strutturali in una coltura di cellule di mammifero (1) (2) (3). Le aberrazioni strutturali possono
essere di due tipi: cromosomiche o cromatidiche. La maggior parte dei mutageni chimici induce aberrazioni
cromatidiche, benché si verifichino anche aberrazioni cromosomiche. Un aumento della poliploidia può indi-
care che una sostanza chimica ha la capacità di indurre aberrazioni numeriche. Questo metodo tuttavia non è
inteso a misurare le aberrazioni numeriche e non viene usato di norma per tale scopo. Le mutazioni cromo-
somiche e i fenomeni ad esse correlati sono causa di molte malattie genetiche umane e vi sono prove con-
crete che mutazioni cromosomiche e fenomeni ad esse correlati, che causano alterazioni degli oncogeni e dei
geni soppressori dei tumori nelle cellule somatiche, sono implicati nella comparsa delle neoplasie umane
come in quelle sperimentalmente indotte negli animali da laboratorio.

Nei test in vitro sulle aberrazioni cromosomiche si possono usare colture di linee cellulari stabilizzate, ceppi
cellulari o colture cellulari primarie. Le cellule sono scelte in funzione della capacità di crescita in coltura,
della stabilità del cariotipo, del numero e della diversità dei cromosomi e della frequenza di aberrazioni
cromosomiche spontanee.

I test in vitro richiedono in generale l'uso di una fonte esogena di attivazione metabolica. Tale sistema di atti-
vazione metabolica non può simulare perfettamente le condizioni in vivo nel mammifero. Si evitino accurata-
mente condizioni che porterebbero a risultati positivi che non riflettono una mutagenicità intrinseca ma che
possono avere origine da cambiamenti di pH o dell'osmolalità o da livelli elevati di citotossicità (4) (5).

Questi test sono utilizzati per individuare potenziali mutageni e cancerogeni per i mammiferi. Molti composti
che risultano positivi al test sono cancerogeni per i mammiferi; tuttavia la correlazione tra il test e la cancero-
genicità non è assoluta: dipende dalla classe chimica e vi sono sempre più elementi che inducono a ritenere
che esistono cancerogeni non rivelati da questi test, perché sembrano agire attraverso meccanismi diversi dal
danno diretto al DNA.

Cfr. anche Introduzione generale parte B.

1.2. DEFINIZIONI

Aberrazione cromatidica: danno cromosomico strutturale che si manifesta nella rottura di un singolo cro-
matide o nella rottura e ricongiunzione di cromatidi.

Aberrazione cromosomica: alterazione cromosomica strutturale, che si manifesta nella rottura, o nella rot-
tura e ricongiunzione, di entrambi i cromatidi in uno stesso punto.

Endoriduplicazione: processo nel quale, dopo una fase S di replicazione del DNA, il nucleo non inizia la
mitosi ma inizia una nuova fase S. Ne risultano cromosomi con 4, 8, 16, � cromatidi.

Gap: lesione acromatica, di ampiezza inferiore a un cromatide, con minimo disallineamento dei cromatidi.

Coefficiente mitotico: numero delle cellule in metafase diviso per il numero totale di cellule della popola-
zione; costituisce un'indicazione del grado di proliferazione della popolazione cellulare.

Aberrazione numerica: variazione del numero di cromosomi rispetto al numero diploide caratteristico della
specie.
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Poliploidia: numero di cromosomi multiplo superiore a due del numero aploide (cioè 3n, 4n ecc.).

Aberrazione strutturale: alterazione della struttura cromosomica visibile all'esame microscopico dello stadio
di metafase, che si presenta con delezioni, perdita di segmenti, scambi intercromosomici e intracromosomici.

1.3. PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO

L'azione della sostanza in esame è saggiata sulle colture cellulari, con e senza attivazione metabolica. Dopo
l'esposizione alla sostanza in esame, le colture cellulari sono trattate, a determinati intervalli, con un inibitore
della metafase (per esempio Colcemid® o colchicina), raccolte, sottoposte a un processo di colorazione e le
cellule in metafase sono esaminate al microscopio per determinare la presenza di aberrazioni cromosomiche.

1.4. DESCRIZIONE DEL METODO

1.4.1. Preparazioni

1.4.1.1. Cellule

Si possono usare varie linee cellulari, ceppi o colture cellulari primarie, fra cui cellule umane (per esempio
fibroblasti del criceto cinese, linfociti del sangue periferico umano o di altri mammiferi).

1.4.1.2. Terreni e condizioni di coltura

Si usino terreni di coltura e condizioni di incubazione (recipienti per coltura, concentrazione di CO2, tempera-
tura e umidità) adeguati alle colture. Si controlli periodicamente la stabilità del numero modale dei cromosomi
e l'assenza di contaminazione da micoplasma nelle linee cellulari stabilizzate e nei ceppi; non si usino ceppi
contaminati. Dovrebbero essere note la durata normale del ciclo cellulare e le condizioni di coltura utilizzate.

1.4.1.3. Preparazione delle colture

Linee cellulari stabilizzate e ceppi: le cellule provenienti da colture primarie vengono inoculate in un terreno
di coltura ad una densità tale da impedire che le colture raggiungano la confluenza prima della raccolta, e
incubate a 37 °C.

Linfociti: sangue intero trattato con un anticoagulante (per esempio eparina) o linfociti isolati, prelevati da
soggetti sani, sono posti in un terreno di coltura contenente un mitogeno (per esempio fitoemoagglutinina) e
incubati a 37 °C.

1.4.1.4. Attivazione metabolica

Le cellule dovrebbero essere esposte alla sostanza in esame sia in presenza che in assenza di un adeguato
sistema di attivazione metabolica. Il sistema più comunemente usato è una frazione post-mitocondriale inte-
grata di cofattori (S9) ricavata dal fegato di roditori trattati con induttori enzimatici, per esempio: Aroclor
1254 (6) (7) (8) (9), o con un combinazione di fenobarbitone e b-naftoflavone (10) (11) (12).

La frazione post-mitocondriale viene di solito usata a concentrazioni comprese tra 1 e 10 % v/v nel terreno di
coltura. Le condizioni del sistema di attivazione metabolica dipendono dalla classe chimica della sostanza in
esame. In alcuni casi può essere opportuno utilizzare varie concentrazioni della frazione post-mitocondriale.

Vari nuovi procedimenti, tra cui la creazione di linee cellulari modificate mediante ingegneria genetica che
esprimono enzimi attivatori specifici, possono fornire il potenziale di attivazione endogena. La scelta delle
linee cellulari deve essere scientificamente motivata (per esempio in funzione dell'importanza dell'isoenzima
del citocromo P450 nel metabolismo della sostanza in esame).
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1.4.1.5. Sostanza in esame/Preparazione

Le sostanze solide devono essere poste in soluzione o in sospensione in adeguati solventi o mezzi disperdenti
e, se necessario, diluite prima del trattamento delle cellule. Le sostanze liquide possono essere aggiunte diretta-
mente alla coltura o diluite prima del trattamento. Si usino preparati recenti della sostanza, salvo qualora
siano disponibili dati sulla sua stabilità che dimostrino che la conservazione è accettabile.

1.4.2. Condizioni di esperimento

1.4.2.1. Solvente/mezzo disperdente

Il solvente/mezzo disperdente non deve reagire chimicamente con la sostanza in esame e deve essere compati-
bile con la sopravvivenza delle cellule e con l'azione di S9. L'uso di solventi/mezzi disperdenti poco noti è
ammesso solo se suffragato da dati che ne provino la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo
luogo in considerazione, se possibile, l'uso di un solvente/mezzo disperdente acquoso. Nell'esame di sostanze
instabili in acqua, si usi un solvente organico anidro. L'acqua può essere rimossa mediante un setaccio mole-
colare.

1.4.2.2. Concentrazioni di esposizione

Fra i criteri da considerare nel determinare la concentrazione massima si citano la citotossicità, la solubilità
nel sistema di prova e le variazioni di pH o di osmolalità.

La citotossicità deve essere determinata con e senza attivazione metabolica nel test principale, sulla base di
un'indicatore adeguato dell'integrità e della moltiplicazione cellulare, come il grado di confluenza, il conteggio
delle cellule vitali o il coefficiente mitotico. Può essere utile determinare la citotossicità e la solubilità in un
esperimento preliminare.

Si usino almeno tre concentrazioni analizzabili. In caso di sostanze citotossiche, le concentrazioni devono
andare dalla tossicità massima ad una tossicità assente o modica; le concentrazioni devono cioè essere di
norma separate al massimo da un fattore compreso tra 2 e Ó10. Al momento della raccolta la concentrazione
più elevata deve presentare una riduzione significativa (superiore al 50 %) del grado di confluenza, del numero
delle cellule o del coefficiente mitotico. Il coefficiente mitotico è solo una misura indiretta di effetti citotossici/
citostatici e dipende dal tempo trascorso dopo il trattamento. È tuttavia accettabile per colture in sospensione,
per le quali altre misure della tossicità possono essere complesse e poco pratiche. Dati relativi alla cinetica cel-
lulare, per esempio il tempo medio di moltiplicazione, possono fornire informazioni supplementari. Il tempo
medio di moltiplicazione tuttavia è una media generale, che non sempre rivela l'esistenza di sottopopolazioni
con ritardi di crescita, e anche piccoli aumenti di esso possono essere associati ad un ritardo sostanziale del
tempo di comparsa delle aberrazioni.

Per sostanze a basso grado di citotossicità la concentrazione massima di prova dovrebbe essere pari a 5 µl/ml,
5 mg/ml o 0,01 M (si scelga il valore più basso).

Per sostanze difficilmente solubili e non tossiche a concentrazioni inferiori al limite di solubilità, la dose mas-
sima dovrebbe essere una concentrazione superiore al limite di solubilità nel terreno di coltura, al termine del
trattamento. In alcuni casi (per esempio quando si verifica tossicità solo a concentrazioni superiori alla con-
centrazione minima insolubile) è opportuno eseguire prove a più di una concentrazione, con precipitazione
visibile. Può essere utile valutare la solubilità all'inizio e al termine del trattamento, perché questa può variare
nel corso dell'esposizione durante il saggio, per la presenza di cellule, S9, siero ecc. L'insolubilità può essere
rilevata ad occhio nudo. Il precipitato non deve interferire con la valutazione.

1.4.2.3. Controlli negativi e positivi

Ogni test dovrà comprendere controlli positivi e negativi (solvente o mezzo disperdente) trattati in parallelo,
con e senza attivazione metabolica. Quando si usa l'attivazione metabolica, la sostanza usata per i controlli
positivi deve esigere attivazione per dare una risposta mutagenica.

Come controllo positivo si utilizzi un clastogeno noto, a livelli ai quali ci si attende un aumento riproducibile
e individuabile rispetto ai valori normali, che dimostri la sensibilità del test.
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La concentrazione del controllo positivo deve essere tale che gli effetti siano chiari ma non rivelino immedia-
tamente al lettore l'identità dei vetrini codificati. Esempi di sostanze di controllo positive:

Condizione di attivazione metabolica Sostanza N. CAS N. Einecs

Assenza di attivazione metabolica
esogena

Metansolfonato di metile 66-27-3 200-625-0

Metansolfonato di etile 62-50-0 200-536-7

Etilnitrosourea 759-73-9 212-072-2

Mitomicina C 50-07-7 212-072-2

4-Nitrochinolina-N-ossido 56-57-5 200-281-1

Presenza di attivazione metabolica
esogena

Benzo[a]pirene 50-32-8 200-028-5

Ciclofosfammide 50-18-0 200-015-4

Ciclofosfammide monoidrato 6055-19-2

Si possono usare altre adeguate sostanze per i controlli positivi. Si usino, se disponibili, sostanze di una classe
chimica correlata.

Si effettuino anche controlli negativi, con solvente o mezzo disperdente usati da soli sul terreno di coltura; i
controlli vanno trattati come le colture di trattamento, per ogni fase di raccolta. Si proceda inoltre a controlli
non trattati, salvo che dati precedenti provino che il solvente scelto non induce effetti nocivi o mutageni.

1.4.3. Procedura

1.4.3.1. Trattamento con la sostanza in esame

Le cellule in proliferazione sono trattate con la sostanza in esame in presenza e in assenza di un sistema di
attivazione metabolica. Il trattamento dei linfociti deve iniziare circa 48 ore dopo la stimolazione mitogenica.

1.4.3.2. Dovrebbero essere usate di norma colture in doppio per ogni concentrazione, anche per le colture di con-
trollo con solo solvente. Se esistono precedenti dati che provano che le variazioni tra colture in doppio sono
minime (13) (14), si può accettare l'uso di una sola coltura per concentrazione.

I test con sostanze gassose o volatili devono essere condotti con metodi adeguati, per esempio in recipienti di
coltura ermetici (15) (16).

1.4.3.3. Raccolta delle colture

Nel primo esperimento si espongano le cellule alla sostanza in esame, sia con che senza attivazione metabo-
lica, per 3-6 ore e si proceda al campionamento quando sia trascorso un periodo equivalente a circa una volta
e mezza la durata del ciclo cellulare normale dall'inizio del trattamento (12). Se i risultati sono negativi, sia
con che senza attivazione, si esegua un ulteriore esperimento senza attivazione, con trattamento continuo
fino al campionamento, dopo un periodo equivalente a circa una volta e mezzo la durata del ciclo cellulare
normale. Alcune sostanze chimiche possono essere individuate più facilmente con tempi di trattamento/cam-
pionamento superiori a una volta e mezzo la durata del ciclo cellulare. I risultati negativi nei testi con attiva-
zione metabolica devono essere confermati caso per caso. Se non si ritiene necessaria la conferma dei risultati
negativi, se ne fornisca la motivazione.
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1.4.3.4. Preparazione dei cromosomi

Le colture cellulari sono trattate con Colcemid® o colchicina, di norma per un periodo variabile da una a tre
ore prima della raccolta. Ogni coltura cellulare viene raccolta e trattata separatamente per la preparazione dei
cromosomi. La preparazione dei cromosomi comprende il trattamento ipotonico delle cellule, il fissaggio e la
colorazione.

1.4.3.5. Analisi

Tutti i vetrini, compresi quelli dei controlli positivi e negativi, devono essere codificati individualmente prima
dell'esame al microscopio. Poiché le procedure di fissaggio provocano spesso la rottura di una parte delle cel-
lule in metafase, con perdita di cromosomi, le cellule classificate devono contenere un numero di centromeri
pari al numero modale ± 2 per tutti i tipi di cellule. Per ogni concentrazione e per ogni controllo si devono
valutare almeno 200 cellule in metafase ben distribuite e adeguatamente suddivise, se possibile tra le prove in
doppio. Tale numero può essere ridotto quando si osserva un gran numero di aberrazioni.

Anche se il test è destinato a rivelare aberrazioni cromosomiche strutturali, è importante registrare eventuali
casi di poliploidia e di endoriduplicazione.

2. RISULTATI

2.1. TRATTAMENTO DEI RISULTATI

L'unità sperimentale è la cellula; pertanto si deve valutare la percentuale di cellule che presentano una o più
aberrazioni cromosomiche strutturali. Per le colture sperimentali e per le colture di controllo si indichino i
vari tipi di aberrazioni cromosomiche strutturali, con numero e frequenza. I gap vanno registrati separata-
mente e indicati nella relazione, ma non vanno inclusi nella frequenza totale delle aberrazioni.

Si riportino anche le misure di citotossicità condotte in parallelo per tutte le colture trattate e i controlli nega-
tivi nei principali test di aberrazione.

I dati saranno presentati separatamente per le singole colture e riassunti in tabelle.

Non è necessario verificare le risposte positive inequivocabili. I risultati ambigui devono essere chiariti
mediante prove ulteriori, preferibilmente modificando le condizioni di esperimento. La necessità di confer-
mare i risultati negativi è stata discussa al punto 1.4.3.3. Nei test successivi si dovrebbero modificare i para-
metri di studio, per estendere la gamma delle condizioni valutate. Fra i parametri di studio modificabili si
citano l'intervallo fra i livelli di concentrazione e le condizioni di attivazione metabolica.

2.2. VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Vari criteri permettono di determinare se un risultato è positivo, per esempio un aumento correlato alla con-
centrazione o un aumento riproducibile del numero di cellule che presentano aberrazioni cromosomiche. Si
consideri in primo luogo la rilevanza dei risultati dal punto di vista biologico. Si possono usare metodi stati-
stici come ausilio nella valutazione dei risultati sperimentali (3) (13), ma la significatività statistica non
dovrebbe essere l'unico fattore determinante di una risposta positiva.

Un aumento del numero di cellule poliploidi può significare che la sostanza in esame è in grado di inibire
processi mitotici e di indurre aberrazioni numeriche nei cromosomi. Un aumento del numero di cellule con
cromosomi endoriduplicati può indicare che la sostanza in esame è in grado di inibire il ciclo cellulare (17)
(18).

Una sostanza che fornisca risultati non corrispondenti ai criteri di cui sopra è considerata non mutagena in
questo test.

La maggior parte degli esperimenti fornirà indubbiamente risultati palesemente positivi o negativi, ma in
alcuni casi i dati ottenuti non consentiranno di formulare un giudizio definitivo sull'azione della sostanza in
esame. I risultati possono rimanere ambigui nonostante l'esperimento venga ripetuto più volte.
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Risultati positivi del saggio di aberrazione cromosomica in vitro indicano che la sostanza in esame induce
aberrazioni cromosomiche strutturali in colture di cellule somatiche di mammifero. Risultati negativi indicano
che, nelle condizioni di test, la sostanza in esame non induce aberrazioni cromosomiche in colture di cellule
somatiche di mammifero.

3. RELAZIONE

RELAZIONE SUL SAGGIO

La relazione sul saggio dovrà contenere le seguenti informazioni:

Solvente/mezzo disperdente:

� motivazione della scelta del mezzo disperdente,

� solubilità e stabilità della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente, se nota.

Cellule:

� tipo e origine delle cellule,

� caratteristiche del cariotipo e idoneità del tipo di cellula usato,

� assenza di micoplasma, se del caso,

� informazioni sulla durata del ciclo cellulare,

� sesso dei donatori di sangue, sangue intero o linfociti isolati, mitogeno usato,

� eventuale numero di passaggi in coltura, se del caso,

� metodi usati per la conservazione della coltura cellulare, se del caso,

� numero modale dei cromosomi.

Condizioni di esperimento:

� natura e concentrazione dell'inibitore della metafase, durata di esposizione delle cellule,

� criteri di selezione delle concentrazioni e del numero di colture, per esempio dati sulla citotossicità e sui
limiti di solubilità, se disponibili,

� composizione del terreno di coltura, concentrazione di CO2 se del caso,

� concentrazione della sostanza in esame,

� volume del mezzo disperdente e della sostanza in esame aggiunti,

� temperatura di incubazione,

� tempo di incubazione,

� durata del trattamento,

� densità delle cellule al momento dell'inoculazione, se del caso,

� tipo e composizione del sistema di attivazione metabolica, compresi i criteri di accettabilità,

� controlli positivi e negativi,

� metodi di preparazione dei vetrini,

� criteri di conteggio delle aberrazioni,
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� numero di metafasi analizzate,

� metodi di misura della tossicità,

� criteri in base ai quali i risultati sono giudicati positivi, negativi o ambigui.

Risultati:

� indizi di tossicità, per esempio grado di confluenza, dati sul ciclo cellulare, conta delle cellule, coefficiente
mitotico,

� segni di precipitazione,

� dati sul pH e sull'osmolalità del terreno di trattamento, se determinati,

� definizione delle aberrazioni, compresi i salti,

� numero di cellule con aberrazioni cromosomiche e tipi di aberrazioni, indicati separatamente per cia-
scuna coltura trattata e di controllo,

� eventuali cambiamenti di ploidia,

� relazione dose-risposta, se possibile,

� eventuali analisi statistiche,

� dati sui controlli negativi (solvente/mezzo disperdente) e positivi paralleli,

� precedenti dati sui controlli negativi (solvente/mezzo disperdente) e positivi, con variazioni, medie e
deviazioni standard.

Discussione dei risultati.

Conclusioni.
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ALLEGATO 4B

«B.11. MUTAGENICITÀ � TEST IN VIVO DI ABERRAZIONE CROMOSOMICA SUL MIDOLLO OSSEO DI
MAMMIFERI

1. METODO

Il metodo è ripreso dal metodo OECD TG 475, Mammalian Bone Marrow Chromosome Aberration Test
(1997).

1.1. INTRODUZIONE

I testi di aberrazione cromosomica in vivo nei mammiferi sono destinati ad individuare aberrazioni cromoso-
miche strutturali indotte dalla sostanza in esame nelle cellule del midollo osseo di animali, di solito roditori
(1) (2) (3) (4). Le aberrazioni cromosomiche strutturali possono essere di due tipi: cromosomiche o cromatidi-
che. Un aumento della poliploidia può significare che una sostanza chimica è in grado di indurre aberrazioni
numeriche. La maggior parte dei mutageni chimici induce aberrazioni cromatidiche, ma si verificano anche
aberrazioni cromosomiche. Le mutazioni cromosomiche e i fenomeni ad esse correlati sono causa di molte
malattie genetiche umane e vi sono prove concrete che mutazioni cromosomiche e fenomeni ad esse correlati,
che causano alterazioni degli oncogeni e dei geni soppressori di tumori, sono implicati nella comparsa delle
neoplasie umane e di quelle sperimentalmente indotte negli animali da laboratorio.

Per i test si usano solitamente roditori. Il midollo osseo è il tessuto bersaglio, in quanto è altamente vascola-
rizzato e contiene una popolazione di cellule a ciclo rapido, che possono essere agevolmente isolate e trattate.
Altre specie e altri tessuti bersaglio non sono oggetto della presente metodica.

Il test di aberrazione cromosomica è particolarmente idoneo a valutare il rischio mutagenico, in quanto per-
mette di considerare fattori del metabolismo in vivo, aspetti farmacocinetici e processi di riparazione del
DNA, che peraltro possono variare in funzione della specie e del tipo di tessuto. Un test in vivo è utile anche
per verificare l'effetto mutageno rivelato da un test in vitro.

Se è evidente che la sostanza in esame, o un metabolita reattivo, non raggiungono il tessuto bersaglio, il test
non è idoneo.

Cfr. anche Introduzione generale parte B.

1.2. DEFINIZIONI

Aberrazione cromatica: danno strutturale dei cromosomi che si manifesta nella rottura di un singolo croma-
tide o nella rottura e ricongiunzione di cromatidi.

Aberrazione cromosomica: alterazione cromosomica strutturale, che si manifesta nella rottura, o nella rot-
tura e ricongiunzione, di entrambi i cromatidi in uno stesso punto.

Endoriduplicazione: processo nel quale, dopo una fase S di replicazione del DNA, il nucleo non inizia la
mitosi ma inizia una nuova fase S. Ne risultano cromosomi con 4, 8, 16, � cromatidi.

Gap: lesione acromatica, di ampiezza inferiore a un cromatide, con minimo disallineamento dei cromatidi.

Coefficiente mitotico: numero delle cellule in metafase diviso per il numero totale di cellule della popola-
zione; costituisce un'indicazione del grado di proliferazione della popolazione cellulare.

Aberrazione numerica: variazione del numero di cromosomi rispetto al numero diploide caratteristico della
specie.

Poliploidia: numero di cromosomi multiplo superiore a due del numero aploide (cioè 3n, 4n, ecc.).

Aberrazione strutturale: alterazione della struttura cromosomica visibile all'esame microscopico dello stadio
di metafase, che si presenta con perdita di segmenti, riordinamenti intercromosomici e intracromosomici.
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1.3. PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO

Gli animali sono esposti alle sostanze in esame per una via adeguata e vengono quindi sacrificati a tempo
debito, dopo somministrazione di un inibitore della metafase (per esempio colchicina o Colcemid®). Sono poi
approntate e sottoposte a un processo di colorazione le preparazioni cromosomiche delle cellule di midollo
osseo, e se ne analizzano le cellule in metafase per determinare le aberrazioni cromosomiche.

1.4. DESCRIZIONE DEL METODO

1.4.1. Preparazioni

1.4.1.1. Scelta delle specie animali

Ratti, topi e criceti cinesi sono gli animali più comunemente usati, ma si può usare qualsiasi specie adeguata
di mammifero. Si scelgano individui adulti, giovani e in buona salute, provenienti da ceppi di animali da labo-
ratorio. All'inizio dello studio le variazioni di peso tra gli animali devono essere minime e non superare il
± 20 % del peso medio per sesso.

1.4.1.2. Condizioni di stabulazione e alimentazione

Valgono le condizioni generali citate nell'Introduzione generale alla parte B; l'umidità ideale è pari al 50-60 %.

1.4.1.3. Preparazione degli animali

Gli animali adulti, sani e giovani sono suddivisi a caso in gruppi di controllo e di trattamento. Le gabbie
devono essere disposte in modo da minimizzare eventuali effetti dovuti alla posizione. Gli animali vanno
identificati inequivocabilmente e acclimatati alle condizioni di laboratorio per almeno cinque giorni.

1.4.1.4. Preparazione delle dosi

Le sostanze solide devono essere poste in soluzione o in sospensione in adeguati solventi o mezzi disperdenti
e, se necessario, diluite prima del trattamento degli animali. Le sostanze liquide possono essere somministrate
direttamente o diluite prima del trattamento. Si usino preparati recenti della sostanza, salvo qualora siano
disponibili dati sulla sua stabilità che dimostrino che la conservazione è ammissibile.

1.4.2. Condizioni di esperimento

1.4.2.1. Solvente/mezzo disperdente

Il solvente/mezzo disperdente non deve produrre effetti tossici alle dosi usate e non deve reagire chimica-
mente con la sostanza in esame. L'uso di solventi/mezzi disperdenti poco noti è ammesso solo se suffragato
da dati che ne provino la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo luogo in considerazione, se pos-
sibile, l'uso di un solvente/mezzo disperdente acquoso.

1.4.2.2. Controlli

Ogni test dovrà comprendere controlli positivi e negativi (solvente/mezzo disperdente), trattati in parallelo per
ciascun sesso. Gli animali dei gruppi dovranno essere trattati in modo identico, salvo per la somministrazione
della sostanza in esame.

I controlli positivi dovrebbero indurre aberrazioni strutturali in vivo a livelli di esposizione ai quali è previsto
un aumento rilevabile rispetto alla media. Le dosi dei controlli positivi devono essere scelte in modo che gli
effetti siano chiari ma non rivelino immediatamente al lettore l'identità dei vetrini codificati. È ammissibile
che le sostanze per i controlli positivi siano somministrate per una via diversa dalla sostanza in esame ed è
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sufficiente un solo prelievo per campione. È anche ammissibile l'uso per i controlli positivi di sostanze di una
classe chimica correlata, se ne esistono. Fra gli esempi di sostanze per i controlli positivi si citano:

Sostanza N. CAS N. Einecs

Metansolfonato di etile 62-50-0 200-536-7

Etilnitrosourea 759-73-9 212-072-2

Mitomicina C 50-07-7 200-008-6

Ciclofosfammide 50-18-0 200-015-4

Ciclofosfammide monoidrato 6055-19-2

Trietilenmelammina 51�18�3 200-083-5

In ogni fase del campionamento si proceda a controlli negativi, cui sia somministrato solo il solvente o il
mezzo disperdente, senza altre differenze di trattamento, salvo che dati precedenti dimostrino che la variabi-
lità intraspecifica e la frequenza di cellule con aberrazioni cromosomiche sono accettabili. Se per i controlli
negativi si procede ad un solo campionamento, il momento più adeguato è quello del primo prelievo. Si
ricorra anche a controlli negativi non trattati, salvo che dati precedenti dimostrino che il solvente/mezzo
disperdente scelto non induce effetti nocivi o mutageni.

1.5. PROCEDURA

1.5.1. Numero e sesso degli animali

Ogni gruppo trattato e ogni gruppo di controllo deve essere composto di almeno 5 animali analizzabili per
sesso. Se al momento della sperimentazione sono disponibili dati relativi a sperimentazioni sulla stessa specie,
con la medesima via di esposizione, che dimostrano che non vi sono sostanziali differenze di tossicità tra i
sessi, sarà sufficiente effettuare i test su un solo sesso. Qualora l'esposizione umana alle sostanze chimiche sia
specifica per un sesso, come per esempio nel caso di alcuni prodotti farmaceutici, i test devono essere eseguiti
su animali di tale sesso.

1.5.2. Protocollo di trattamento

Le sostanze in esame sono somministrate di preferenza in un'unica dose. Possono essere somministrate anche
in dosi frazionate, per esempio in due dosi nello stesso giorno, a distanza di qualche ora al massimo, per age-
volare la somministrazione, trattandosi di dosi di volume elevato. Se si usa una posologia diversa, se ne forni-
sca la motivazione scientifica.

Dopo il trattamento si proceda al prelievo dei campioni in due momenti diversi dello stesso giorno. Per i rodi-
tori il primo prelievo dopo il trattamento è effettuato quando sia trascorso un periodo equivalente ad una
volta e mezza la durata del ciclo cellulare (che è di norma di 12-18 ore). Poiché il tempo necessario affinché
la sostanza in esame sia assorbita e metabolizzata e produca effetti sulla cinetica del ciclo cellulare può
influire sul momento ottimale per l'individuazione delle aberrazioni cromosomiche, si raccomanda di prele-
vare un altro campione 24 ore dopo. Se il protocollo di trattamento è più lungo di un giorno, si proceda ad
un unico campionamento quando sia trascorso un periodo equivalente ad una volta e mezza la durata nor-
male del ciclo cellulare dopo l'ultima somministrazione.

Prima di sacrificare gli animali si inietti per via interperitoneale una dose adeguata di un inibitore della meta-
fase (per esempio Colcemid® o colchicina). Gi animali saranno quindi sacrificati dopo un adeguato lasso di
tempo: 3-5 ore circa per i topi, 4-5 ore circa per i criceti cinesi. Si prelevino quindi le necessarie cellule del
midollo osseo e si rilevino le aberrazioni cromosomiche.
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1.5.3. Dosi

Se si procede a uno studio per individuare l'intervallo di dosi, non essendo disponibili dati utili in materia,
questo va eseguito nello stesso laboratorio, sulla stessa specie, ceppo e sesso, con il medesimo protocollo
usato nel test principale (5). In caso di tossicità si usino per la prima fase di campionamento tre dosi diverse,
che vadano dalla tossicità massima ad una tossicità assente o modica. Per il campionamento successivo si usi
solo la dose massima. La dose massima è definita come dose che produce segni di tossicità tali che livelli più
elevati, con la stessa posologia, sarebbero presumibilmente letali. Sostanze con azione biologica specifica, a
dosi basse non tossiche (come ormoni e mitogeni) possono costituire eccezione rispetto ai criteri di defini-
zione della dose e vanno valutate caso per caso. La dose massima può essere definita anche come dose che
produce qualche segno di tossicità nel midollo osseo (per esempio una riduzione del coefficiente mitotico
superiore al 50 %).

1.5.4. Saggio con dose limite

Se la somministrazione di una quantità di sostanza pari ad almeno 2 000 mg per kg di peso corporeo in dose
unica o in due dosi nello stesso giorno non produce effetti tossici rilevabili, e se non vi sono ragioni di
sospettare un'azione genotossica sulla base di dati relativi a sostanze strutturalmente correlate, si può conside-
rare che non è necessario procedere alla sperimentazione completa con tre dosi diverse. Per studi di maggiore
durata la dose limite è pari a 2 000 mg/kg di peso corporeo al giorno, da somministrare per 14 giorni al
massimo; è pari a 1 000 mg/kg di peso corporeo al giorno per un trattamento più lungo. Sulla base della
esposizione umana prevista per la sostanza in esame, può essere necessario usare una dose più elevata nel test
con dose limite.

1.5.5. Somministrazione

La sostanza in esame viene di solito somministrata con sonda gastrica o cannula di intubazione, oppure
mediante iniezione intraperitoneale. Possono essere accettate altre vie se esiste una valida ragione. Il volume
massimo di liquido somministrabile in un'unica volta con sonda gastrica o con iniezione dipende dalle dimen-
sioni dell'animale da laboratorio; non deve superare i 2 ml/100 g di peso corporeo. L'uso di volumi più ele-
vati deve essere motivato. Salvo per sostanze irritanti o corrosive, che di norma riveleranno effetti esacerbati
a concentrazioni più elevate, le variazioni di volume devono essere minimizzate, regolando la concentrazione
in modo da garantire un volume costante a tutte le dosi.

1.5.6. Preparazione dei cromosomi

Non appena l'animale è stato sacrificato, si prelevi il midollo osseo, lo si esponga ad una soluzione ipotonica
e lo si fissi. Le cellule siano poi poste su vetrini e sottoposte a un processo di colorazione.

1.5.7. Analisi

Si determini il coefficiente mitotico come misura della citotossicità in almeno 1 000 cellule per animale, in
tutti gli animali trattati (compresi i controlli positivi) e nei controlli negativi, non trattati.

Per ogni animale si analizzino almeno 100 cellule. Tale numero può essere ridotto qualora si rilevi un alto
numero di aberrazioni. Tutti i vetrini, compresi quelli dei controlli positivi e negativi, devono essere codificati
indipendentemente prima dell'esame al microscopio. Poiché le procedure di preparazione dei vetrini causano
spesso la rottura di un parte delle cellule in metafase, con perdita di cromosomi, le cellule trattate devono
contenere un numero di centromeri pari a 2n ± 2.

2. RISULTATI

2.1. TRATTAMENTO DEI RISULTATI

I dati relativi ai singoli animali vanno presentati in forma di tabelle. L'unità sperimentale è l'animale. Per cia-
scun animale si indichi il numero di cellule analizzate e si valuti il numero di aberrazioni per cellula e la per-
centuale di cellule con una o più aberrazioni cromosomiche strutturali. Per i gruppi di trattamento e di con-
trollo si elenchino i vari tipi di aberrazioni cromosomiche strutturali, il loro numero e la loro frequenza. I
gap devono essere registrati separatamente e indicati nella relazione, ma non inclusi nella frequenza totale
delle aberrazioni. Se non c'è un'evidente differenza di risposta tra i sessi, i dati relativi ai due sessi possono
essere combinati nell'analisi statistica.
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2.2. VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Vari criteri permettono di determinare se un risultato è positivo, per esempio un aumento del numero relativo
di cellule che presentano aberrazioni cromosomiche, correlato alla dose somministrata, o un palese aumento
del numero di cellule con aberrazioni nei campioni, prelevati alla stessa fase di campionamento e provenienti
da un gruppo cui è stata somministrata la stessa dose della sostanza in esame. Si consideri per prima cosa la
rilevanza dei risultati dal punto di vista biologico. Si possono usare metodi statistici come ausilio nella valuta-
zione dei risultati sperimentali (6), ma la significatività statistica non dovrebbe essere l'unico fattore determi-
nante di una risposta positiva. Eventuali risultati ambigui possono essere chiariti mediante test ulteriori, prefe-
ribilmente in condizioni sperimentali modificate.

Un aumento del numero di cellule poliploidi può significare che la sostanza in esame è in grado di indurre
aberrazioni numeriche nei cromosomi. Un aumento del numero di cellule che presentano endoriduplicazione
può significare che la sostanza in esame è in grado di inibire il ciclo cellulare (7) (8).

Una sostanza che fornisca risultati non corrispondenti ai criteri di cui sopra è considerata non mutagena in
questo test.

La maggior parte degli esperimenti fornirà indubbiamente risultati chiaramente positivi o negativi ma occasio-
nalmente i dati ottenuti non consentiranno di formulare un giudizio definitivo sull'azione della sostanza in
esame. I risultati possono rimanere ambigui nonostante l'esperimento venga ripetuto più volte.

Risultati positivi del saggio di aberrazione cromosomica in vivo indicano che una sostanza induce aberrazioni
cromosomiche nel midollo osseo della specie usata per i test. Risultati negativi indicano che nelle condizioni
di test la sostanza in esame non induce aberrazioni cromosomiche nel midollo osseo della specie usata per i
test.

Si vaglino le probabilità che la sostanza in esame o i suoi metaboliti entrino in circolo o specificamente rag-
giungano il tessuto bersaglio (tossicità sistemica).

3. RELAZIONE

RELAZIONE SUL SAGGIO

La relazione sul saggio dovrà contenere le seguenti informazioni:

Solvente/mezzo disperdente:

� motivazione della scelta del mezzo disperdente,

� solubilità e stabilità della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente, se nota.

Animali da laboratorio:

� specie/ceppo usato,

� numero, età e sesso degli animali,

� provenienza, condizioni di stabulazione, dieta, ecc.,

� peso dei singoli animali all'inizio degli esperimenti, con range, valore medio e deviazione standard per
ciascun gruppo.

Condizioni di esperimento:

� controlli positivi e negativi (mezzo disperdente/solvente),

� risultati dello studio per individuare l'intervalle di dosi, se effettuato,

� criteri di selezione delle dosi,

� illustrazione particolareggiata della preparazione della sostanza in esame,
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� illustrazione particolareggiata della somministrazione della sostanza in esame,

� metodi di misura della tossicità,

� criteri di selezione della via di somministrazione,

� metodi usati per verificare che la sostanza in esame sia entrata in circolo o abbia raggiunto il tessuto ber-
saglio, se del caso,

� conversione della concentrazione (ppm) della sostanza in esame nel cibo o nell'acqua potabile nella dose
effettiva (mg/kg di peso corporeo/giorno), se del caso,

� dettagli relativi alla qualità del cibo e dell'acqua,

� descrizione dettagliata dei protocolli di trattamento e di campionamento,

� natura e concentrazione dell'inibitore della metafase, durata del trattamento,

� metodi di preparazione dei vetrini,

� criteri di conteggio delle aberrazioni,

� numero di cellule analizzate per animale,

� criteri in base ai quali i risultati sono giudicati positivi, negativi o ambigui.

Risultati:

� segni di tossicità,

� coefficiente mitotico,

� tipo e numero delle aberrazioni, indicati separatamente per ciascun animale,

� numero totale delle aberrazioni per gruppo, con medie e deviazioni standard,

� numero di cellule che presentano aberrazioni per gruppo, con medie e deviazioni standard,

� eventuali cambiamenti del numero cromosomico,

� relazione dose-risposta, se possibile,

� eventuali analisi statistiche,

� dati sui controlli negativi paralleli,

� dati sui controlli negativi precedenti, con range, medie e deviazioni standard,

� dati sui controlli positivi paralleli.

Discussione dei risultati.

Conclusioni.
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ALLEGATO 4C

«B.12. MUTAGENICITÀ � TEST IN VIVO SUI MICRONUCLEI NEGLI ERITROCITI DI MAMMIFERO

1. METODO

Il metodo è ripreso dal metodo OECD TG 474, Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test (1997).

1.1. INTRODUZIONE

Il test in vivo sui micronuclei dei mammiferi è usato per individuare i danni indotti dalla sostanza in esame ai
cromosomi o all'apparato mitotico degli eritroblasti; si effettua analizzando gli eritrociti provenienti dal
midollo osseo e/o dalle cellule del sangue periferico di animali, di norma roditori.

È destinato a identificare sostanze che provocano danni citogenetici, che si manifestano nella formazione di
micronulei contenenti frammenti di cromosomi o cromosomi interi.

Quando da un eritroblasto del midollo osseo si sviluppa un eritrocita policromatico, il nucleo principale viene
espulso; i micronuclei formatisi possono rimanere nel citoplasma che non contiene più il nucleo principale,
cosa che rende più agevole la visualizzazione dei micronulei. L'aumento della frequenza di eritrociti policro-
matici contenenti micronuclei negli animali trattati è un'indicazione di danno cromosomico indotto.

In questo test si usa solitamente il midollo osseo di roditori: il midollo osseo è il tessuto in cui sono prodotti
gli eritrociti policromatici. Il conteggio degli eritrociti immaturi (policromatici) contenenti micronuclei nel
sangue periferico è ugualmente accettabile nelle specie in cui è stata provata l'incapacità della milza di svol-
gere la funzione emocatecretica sugli eritrociti contenenti micronuclei o che sia risultata particolarmente sen-
sibile per l'individuazione di agenti che provocano aberrazioni cromosomiche strutturali o numeriche. Per
distinguere i micronuclei si possono usare vari criteri, tra cui la presenza o l'assenza del cinetocore, o del cen-
tromero, nei micronuclei. L'elemento conclusivo è la frequenza degli eritrociti immaturi (policromatici) conte-
nenti micronuclei. Quando gli animali vengono trattati in continuo per quattro settimane o più, come ele-
mento conclusivo si può usare anche la percentuale di eritrociti maturi (ortocromatici) del sangue periferico
che contengono micronuclei.

L'esame dei micronuclei dei mammiferi in vivo è particolarmente idoneo a valutare il rischio mutagenico, in
quanto permette di prendere in considerazione elementi del metabolismo, della farmacocinetica e dei processi
di riparazione del DNA in vivo, anche se questi possono variare in funzione della specie, dei tessuti e dell'ef-
fetto genetico indagato. I test in vivo sono utili anche ad approfondire gli studi di un effetto mutagenico rile-
vato in vitro.

Qualora risulti che la sostanza in esame, o un suo metabolita reattivo, non raggiungono il tessuto bersaglio, il
test non è adeguato.

Cfr. anche Introduzione generale, parte B.

1.2. DEFINIZIONI

Centromero (cinetocoro): regione/i di un cromosoma sede di attacco del fuso durante la divisione cellulare,
che permette il corretto movimento dei cromosomi figli verso i poli delle cellule figlie.

Micronuclei: piccoli nuclei sovrannumerari, separati dal nucleo principale delle cellule, prodotti durante la
telofase della mitosi (meiosi) da frammenti residui di cromosomi o da cromosomi interi.

Eritrocita ortocromatico: eritrocita maturo in cui mancano i ribosomi, che può essere distinto dagli eritro-
citi policromatici immaturi mediante coloranti selettivi per i ribosomi.
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Eritrocita policromatico: eritrocita immaturo, in uno stadio di sviluppo intermedio, che contiene ancora
ribosomi e che pertanto può essere distinto dagli eritrociti ortocromatici maturi mediante coloranti selettivi
per i ribosomi.

1.3. PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO

Gli animali sono esposti alla sostanza in esame tramite una via adeguata. Se si utilizza il midollo osseo, gli
animali sono sacrificati a tempo debito dopo il trattamento; il midollo osseo viene quindi prelevato, preparato
e colorato (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7). Se si utilizza sangue periferico, questo viene raccolto a tempo debito dopo
il trattamento, si preparano quindi gli strisci e si colorano (4) (8) (9) (10). Per i test eseguiti con sangue perife-
rico l'intervallo fra l'ultima esposizione della sostanza e la raccolta delle cellule dovrebbe essere minimo. Si
individuano quindi i micronuclei nei preparati.

1.4. DESCRIZIONE DEL METODO

1.4.1. Preparazioni

1.4.1.1. Scelta delle specie animali

Se si usa il midollo osseo si raccomanda di servirsi di topi o ratti, benché si possa usare qualsiasi specie ade-
guata di mammifero. Se si usa il sangue periferico si raccomanda di servirsi di topi, ma si può utilizzare qual-
siasi specie adeguata di mammifero, purché sia una specie in cui la milza non espleta la funzione emocatere-
tica sugli eritrociti micronucleati e che si è rivelata sufficientemente sensibile per l'individuazione degli agenti
che causano aberrazioni cromosomiche strutturali o numeriche. Si scelgano individui giovani e in buona
salute provenienti da ceppi di animali da laboratorio. All'inizio dell'esperimento le variazioni di peso fra gli
animali devono essere minime: non possono superare il 20 % del peso medio per sesso.

1.4.1.2. Condizioni di stabulazione e alimentazione

Valgono le condizioni generali citate nell'Introduzione generale alla parte B; l'umidità ideale è pari al 50-60 %.

1.4.1.3. Preparazione degli animali

Gli animali adulti, sani e giovani vengono suddivisi a caso in gruppi di controllo e di trattamento. Le gabbie
devono essere disposte in modo da minimizzare eventuali effetti dovuti alla posizione. Gli animali vanno
identificati inequivocabilmente e acclimatati alle condizioni di laboratorio per almeno cinque giorni.

1.4.1.4. Sostanza in esame/Preparazione

Le sostanze solide devono essere poste in soluzione o in sospensione in adeguati solventi o mezzi disperdenti
e, se necessario, diluite prima del trattamento degli animali. Le sostanze liquide possono essere aggiunte diret-
tamente alla coltura o diluite prima del trattamento. Si usino preparati recenti della sostanza, salvo qualora
siano disponibili dati sulla sua stabilità che dimostrino che la conservazione è ammissibile.

1.4.2. Condizioni di esperimento

1.4.2.1. Solvente/mezzo disperdente

Il solvente/mezzo disperdente non deve produrre effetti tossici alle dosi usate e non deve reagire chimica-
mente con la sostanza in esame. L'uso di solventi/mezzi disperdenti poco noti è ammesso solo se suffragato
da dati che ne provino la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo luogo in considerazione, se pos-
sibile, l'uso di un solvente/mezzo disperdente acquoso.

1.4.2.2. Controlli

Ogni test dovrà comprendere controlli positivi e negativi (solvente/mezzo disperdente), trattati in parallelo per
ciascun sesso. Gli animali dei due gruppi dovranno essere trattati in modo identico, salvo per la somministra-
zione della sostanza in esame.
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I controlli positivi dovrebbero produrre micronuclei in vivo a livelli di esposizione che provocano un
aumento rilevabile rispetto alla media. Le dosi dei controlli positivi devono essere scelte in modo che gli effetti
siano chiari ma non rivelino immediatamente al lettore l'identità dei vetrini codificati. È ammissibile che le
sostanze per i controlli positivi siano somministrate per una via diversa dalla sostanza in esame ed è suffi-
ciente un solo prelievo per campione. È anche ammissibile l'uso per i controlli positivi di sostanze di una
classe chimica correlata, se ne esistono. Fra gli esempi di sostanze per i controlli positivi si citano:

Sostanza N. CAS N. Einecs

Metansolfonato di etile 62-50-0 200-536-7

N-ethil-N-nitrosourea 759-73-9 212-072-2

Mitomicina C 50-07-7 200-008-6

Ciclofosfammide 50-18-0 200-015-4

Ciclofosfammide monoidrato 6055-19-2

Trietilenmelammina 51�18�3 200-083-5

In ogni fase del campionamento si proceda a controlli negativi, cui sia somministrato solo il solvente o il
mezzo disperdente, senza altre differenze di trattamento, salvo che dai dati precedenti risulti che la variabilità
intraspecifica e la frequenza di cellule con micronuclei sono accettabili. Se per i controlli negativi si procede
ad un solo campionamento, lo si effettui al momento del primo prelievo. Si ricorra anche a controlli negativi
non trattati, salvo che dati precedenti dimostrino che il solvente/mezzo disperdente scelto non induce effetti
nocivi o mutageni.

Se si usa sangue periferico come controllo negativo parallelo è ammissibile anche un campione prelevato
prima del trattamento, solo però negli studi brevi sul sangue periferico (che vanno per esempio da 1 a 3 som-
ministrazioni), qualora i dati ottenuti rientrino nel range previsto in letteratura.

1.5. PROCEDURA

1.5.1. Numero e sesso degli animali

Ogni gruppo trattato e ogni gruppo di controllo deve essere composto di almeno 5 animali analizzabili per
sesso (11). Se al momento della sperimentazione sono disponibili dati relativi a sperimentazioni sulla stessa
specie e con la medesima via di esposizione, che dimostrano che non vi sono sostanziali differenze di tossicità
tra i sessi, sarà sufficiente effettuare i test su un unico sesso. Qualora l'esposizione umana alle sostanze chimi-
che sia specifica per un sesso, come per esempio nel caso di alcuni prodotti farmaceutici, i test devono essere
eseguiti su animali di tale sesso.

1.5.2. Protocollo di trattamento

Non si può raccomandare un protocollo standard (cioè 1, 2 o più somministrazioni a intervalli di 24 ore). I
campioni ottenuti dopo somministrazione protratta sono accettabili purché sia comprovato un effetto posi-
tivo o, per uno studio negativo, ne sia stata dimostrata la tossicità o sia stata usata la dose limite, continuando
la somministrazione fino al prelievo dei campioni. La sostanza in esame può essere somministrata anche in
dosi frazionate, per esempio a due riprese nello stesso giorno, a intervalli non superiori a qualche ora, per
agevolarne la somministrazione, trattandosi di un prodotto di grande volume.

Il test può essere eseguito in due modi:

(a) la sostanza è somministrata agli animali in un'unica dose. Sono prelevati campioni di midollo osseo
almeno due volte, ad adeguati intervalli, la prima volta almeno 24 ore dopo il trattamento, l'ultima non
dopo 48 ore. Se il prelievo è effettuato meno di 24 ore dopo la somministrazione se ne fornisca la
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ragione. I campioni di sangue periferico vanno prelevati almeno due volte, ad adeguati intervalli, la prima
volta almeno 36 ore dopo la somministrazione, l'ultima non dopo 72 ore. Quando in una delle fasi si
abbia una risposta positiva non è necessario procedere ad altri prelievi;

(b) se si procede a due o più somministrazioni giornaliere (per esempio due o più somministrazioni ad inter-
valli di 24 ore), i campioni vanno prelevati un'unica volta, fra le 18 e le 24 ore dopo l'ultima sommini-
strazione per il midollo osseo e tra le 36 e le 48 ore dopo l'ultima somministrazione per il sangue perife-
rico (12).

Se del caso, possono essere effettuati ulteriori campionamenti.

1.5.3. Dosi

Se si procede a uno studio per individuare l'intervallo di dosi, non essendo disponibili dati utili i materia, que-
sto va eseguito nello stesso laboratorio, sulla stessa specie, ceppo e sesso, con il medesimo protocollo usato
nel test principale (13). In caso di tossicità si usino per la prima fase di campionamento tre dosi diverse, che
vanno dalla tossicità massima ad una tossicità assente o modica. Per il campionamento successivo si usi solo
la dose massima. La dose massima è definita come dose che produce segni di tossicità tali che livelli più ele-
vati, con la stessa posologia, sarebbero presumibilmente letali. Sostanze con azione biologica specifica, non
tossiche a dosi basse (come ormoni e mitogeni) possono costituire un'eccezione rispetto ai criteri di defini-
zione della dose e vanno valutate caso per caso. La dose massima può essere definita anche come dose che
produce qualche segno di tossicità nel midollo osseo (per esempio una riduzione della percentuale di eritrociti
immaturi nel midollo osseo o nel sangue periferico).

1.5.4. Test con dose limite

Se la somministrazione di una quantità di sostanza pari ad almeno 2 000 mg per kg di peso corporeo in dose
unica o in due dosi nello stesso giorno non produce effetti tossici rilevabili, e se non vi sono ragioni di
sospettare un'azione genotossica sulla base di dati relativi a sostanze strutturalmente correlate, si può conside-
rare che non è necessario procedere alla sperimentazione completa con tre dosi diverse. Per studi di maggiore
durata la dose limite è pari a 2 000 mg/kg di peso corporeo al giorno, da somministrare per 14 giorni al
massimo; per un trattamento più lungo è pari a 1 000 mg/kg di peso corporeo al giorno. Sulla base della
esposizione umana prevista per la sostanza in esame, può essere necessario usare una dose più elevata nel test
con dose limite.

1.5.5. Somministrazione

La sostanza in esame viene di solito somministrata con sonda gastrica o cannula di intubazione, oppure
mediante iniezione intraperitoneale. Possono essere accettate altre vie se esiste una valida ragione. Il volume
massimo di liquido somministrabile in una volta con sonda gastrica o con iniezione dipende dalle dimensioni
dell'animale da laboratorio; non deve superare i 2 ml/100 g di peso corporeo. L'uso di volumi più elevati deve
essere motivato. Salvo per sostanze irritanti o corrosive, che di norma riveleranno effetti esacerbati a concen-
trazioni più elevate, le variazioni di volume devono essere minimizzate, regolando la concentrazione in modo
da garantire un volume costante a tutte le dosi.

1.5.6. Preparazione di midollo osseo/sangue

Le cellule del midollo osseo vengono di solito prelevate dal femore o dalla tibia immediatamente dopo che
l'animale è stato sacrificato. Le cellule sono prelevate, preparate e sottoposte a un processo di colorazione con
metodi di accertata validità. Il sangue periferico è prelevato dalla vena caudale o da altro vaso sanguigno ade-
guato. Le cellule ematiche vengono immediatamente sottoposte a un processo di colorazione in condizioni
sopravitali (8) (9) (10), oppure si preparano strisci che sono poi colorati. L'uso di un colorante specifico per il
DNA [per esempio arancio acridina (14) o Hoechst 33258 più pironina-Y (15)] può eliminare alcuni degli
artefatti dovuti all'uso di un colorante non specifico per il DNA. Ciò non esclude l'uso di coloranti convenzio-
nali (per esempio Giemsa). Si possono usare anche altri sistemi [per esempio colonne di cellulosa per la rimo-
zione delle cellule nucleate (16)], se ne è provata l'efficacia per la preparazione dei micronuclei in laboratorio.

1.5.7. Analisi

La percentuale degli eritrociti immaturi rispetto al totale (immaturi + maturi) viene determinata per ciascun
animale contando in tutto almeno 200 eritrociti per il midollo osseo e 1 000 per il sangue periferico (17).
Tutti i vetrini, compresi i controlli positivi e negativi, devono essere codificati indipendentemente prima del-
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l'esame al microscopio. Si esaminino almeno 2 000 eritrociti immaturi per animale per determinare la fre-
quenza degli eritrociti immaturi micronucleati. Informazioni ulteriori si possono ottenere dal conteggio dei
micronuclei negli eritrociti maturi. Nell'analisi dei vetrini, la proporzione degli eritrociti immaturi sugli eritro-
citi totali non deve essere inferiore al 20 % del valore dei controlli. Quando gli animali sono trattati in conti-
nuo per 4 settimane o più, si può anche determinare la frequenza degli eritrociti con micronuclei su almeno
2 000 eritrociti maturi per animale. In alternativa alle tecniche manuali, si possono accettare sistemi di analisi
automatica (analisi dell'immagine e citometria a flusso continuo su cellule in sospensione), se adeguatamente
motivati e di provata efficacia.

2. DATI

2.1. TRATTAMENTO DEI RISULTATI

I dati relativi a ciascun animale vanno presentati sotto forma di tabella. L'unità sperimentale è l'animale. Il
numero degli eritrociti immaturi e degli di eritrociti immaturi con micronuclei, nonché la percentuale degli
eritrociti immaturi, devono essere elencati separatamente per ciascun animale. Quando gli animali sono trat-
tati in continuo per 4 settimane o più, si forniscanno anche i dati relativi agli eritrociti maturi, se sono stati
rilevati. Si indichi per ciascun animale la percentuale degli eritrociti immaturi sul totale e, se ritenuta utile, la
percentuale degli eritrociti micronucleati. Se non c'è un'evidente differenza di risposta tra i sessi, i dati dei due
sessi possono essere combinati nell'analisi statistica.

2.2. VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Vari criteri permettono di determinare se un risultato è positivo, per esempio un aumento correlato alla dose
somministrata del numero di cellule contenenti micronuclei, o un evidente aumento del numero di cellule
contenenti micronuclei nei campioni prelevati alla medesima fase di campionamento e provenienti da un
gruppo cui è stata somministrata la stessa dose. Si consideri per prima cosa la rilevanza dei risultati dal punto
di vista biologico. Si possono usare metodi statistici come ausilio nella valutazione dei risultati sperimentali
(18) (19), ma la significatività statistica non dovrebbe essere l'unico fattore determinante di una risposta posi-
tiva. Eventuali risultati ambigui possono essere chiariti mediante test ulteriori, preferibilmente in condizioni
sperimentali modificate.

Una sostanza che fornisca risultati non corrispondenti ai criteri di cui sopra è considerata non mutagena in
questo test.

La maggior parte degli esperimenti fornirà indubbiamente risultati chiaramente positivi o negativi ma occasio-
nalmente i dati ottenuti non consentiranno di formulare un giudizio definitivo sull'azione della sostanza in
esame. I risultati possono rimanere ambigui nonostante l'esperimento venga ripetuto più volte.

Risultati positivi del saggio significano che la sostanza induce la formazione di micronuclei, che sono il risul-
tato di un danno cromosomico o di un danno all'apparato mitotico negli eritroblasti della specie in esame.
Risultati negativi indicano che, nelle condizioni di esperimento, la sostanza in esame non produce micronuclei
negli eritrociti immaturi della specie in esame.

Si vagli la possibilità che la sostanza in esame o i suoi metaboliti entrino in circolo o raggiungano specifica-
mente il tessuto bersaglio (tossicità sistemica).

3. RELAZIONE

RELAZIONE SUL SAGGIO

La relazione deve comprendere le seguenti informazioni:

Solvente/mezzo disperdente:

� motivazione della scelta del mezzo disperdente,

� solubilità e stabilità della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente, se noto.
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Animali da laboratorio:

� specie/ceppo usato,

� numero, età e sesso degli animali,

� provenienza, condizioni di stabulazione, dieta, ecc.,

� peso dei singoli animali all'inizio degli esperimenti, con range, valore medio e deviazione standard per
ciascun gruppo.

Condizioni di esperimento:

� controlli positivi e negativi (mezzo disperdente/solvente),

� risultati dello studio per individuare l'intervallo di dosi, se effettuato,

� criteri di selezione delle dosi,

� illustrazione particolareggiata della preparazione della sostanza in esame,

� illustrazione particolareggiata della somministrazione della sostanza in esame,

� metodi usati per verificare che la sostanza in esame sia entrata in circolo o abbia raggiunto il tessuto ber-
saglio, se del caso,

� criteri di selezione della via di somministrazione,

� conversione della concentrazione (ppm) della sostanza in esame nel cibo o nell'acqua potabile nella dose
effettiva (mg/kg di peso corporeo/giorno), se del caso,

� dettagli relativi alla qualità del cibo e dell'acqua,

� descrizione dettagliata dei protocolli di trattamento e campionamento,

� metodi di preparazione dei vetrini,

� metodi di misura della tossicità,

� criteri di conteggio degli eritrociti immaturi contenenti micronuclei,

� numero di cellule analizzate per animale,

� criteri in base a cui i risultati sono giudicati positivi, negativi o ambigui.

Risultati:

� segni di tossicità,

� proporzione degli eritrociti immaturi sugli eritrociti totali,

� numero di eritrociti immaturi contenenti micronuclei per animale,

� media ± deviazione standard degli eritrociti immaturi contenenti micronuclei per gruppo,

� relazione dose-risposta, se possibile,

� analisi statistiche e metodi applicati,

� controlli negativi paralleli e in letteratura,

� controlli positivi paralleli.

Discussione dei risultati.

Conclusioni.
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ALLEGATO 4D

«B.13/14. MUTAGENICITÀ � TEST DI REVERSIONE SU BATTERI

1. METODO

Il metodo è ripreso dal metodo OECD TG 471 Bacterial Reverse Mutation Test (1997).

1.1. INTRODUZIONE

Il saggio di retromutazione su batteri utilizza ceppi di Salmonella typhimurium e Escherichia coli auxotrofi
nei confronti di un amminoacido per identificare mutazioni puntiformi che implicano sostituzione, addizione
o delezione di una o più paia di basi del DNA (1) (2) (3). Il principio su cui è basato questo saggio è la sua
capacità di rivelare, nei ceppi sperimentali, retromutazioni che ripristinano la capacità funzionale dei batteri
di sintetizzare un amminoacido essenziale. I batteri retromutanti sono individuati in base alla capacità di cre-
scere in assenza dell'amminoacido di cui ha invece bisogno il ceppo sperimentale progenitore.

Le mutazioni puntiformi sono causa di molte malattie genetiche umane e vi sono prove concrete che muta-
zioni puntiformi in oncogeni e geni soppresori dei tumori di cellule somatiche sono implicate nella comparsa
delle neoplasie umane come in quelle sperimentalmente indotte negli animali da laboratorio. Il saggio di retro-
mutazione batterica è rapido, poco costoso e relativamente facile da eseguire. Molti ceppi sperimentali presen-
tano caratteristiche che le rendono più sensibili per l'identificazione di mutazioni, in particolare sequenze di
DNA sensibili nei siti di reversione, maggior permeabilità cellulare per le grandi molecole e assenza dei
sistemi di riparazione del DNA, o rafforzamento dei sistemi soggetti a errore. La specificità dei ceppi speri-
mentali può fornire informazioni utili sul tipo di mutazioni indotte da agenti genotossici. Per i testi di retro-
mutazione batterica esiste una vastissima base dati, che contiene i risultati per una grande varietà di strutture
e sono stati sviluppati metodi ormai classici per l'analisi chimica di prodotti con proprietà chimico-fisiche
diverse, compresi i composti volatili.

Vedi anche introduzione generale parte B.

1.2. DEFINIZIONI

Un test di reversione in Salmonella typhimurium o Escherichia coli rivela in un ceppo auxotrofo, che neces-
sita l'apporto di un amminoacido (rispettivamente istidina o triptofano), una mutazione che lo trasforma in
un ceppo che non necessita l'apporto dell'amminoacido.

Mutageni che provocano la sostituzione di coppie di basi sono agenti che provocano un cambiamento di
basi nel DNA. In un test di reversione questo cambiamento può verificarsi nel sito della mutazione originale
o in un altro sito del genoma batterico.

Mutageni che provocano la mutazione della fase di lettura sono agenti che provocano l'inserzione o la
delezione di una o più basi nel DNA, modificando così la fase di lettura nell'RNA.

1.3. CONSIDERAZIONI INIZIALI

Nel saggio di reversione batterica si usano cellule procariote, che differiscono dalle cellule dei mammiferi in
fattori come l'assorbimento, il metabolismo, la struttura cromosomica e i meccanismi di riparazione del DNA.
I test in vitro richiedono in genere una fonte esogena di attivazione metabolica. I sistemi di attivazione meta-
bolica in vitro non sono in grado di simulare perfettamente le condizioni in vivo nei mammiferi. Il test, per-
tanto, non fornisce informazioni dirette sul potenziale mutageno e cancerogeno di una sostanza nei mammi-
feri.

Il saggio di reversione batterica è comunemente impiegato come prima tappa per individuare l'azione geno-
tossica e, in particolare, la capacità di indurre mutazioni puntiformi. Numerosi dati dimostrano che molte
sostanze chimiche che risultano positive a questo saggio presentano attività mutagena anche in altri test. Vi
sono esempi di agenti mutageni che non sono rivelati da questo test; le ragioni di questi insuccessi possono
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essere ricondotte alla natura specifica della mutazione, a differenze di attivazione metabolica o a differenze di
biodisponibilità. D'altra parte, i fattori che aumentano la sensibilità del test possono indurre a sopravvalutare
l'azione mutagena.

Il test di retromutazione batterica può non essere adatto per la valutazione di alcune classi di sostanze chimi-
che, per esempio i composti fortemente battericidi (come alcuni antibiotici) e quelli di cui si suppone (o si sa)
che interferiscano specificamente con il sistema di moltiplicazione cellulare nei mammiferi (per esempio,
alcuni inibitori delle topoisomerasi e alcuni analoghi di nucleosidi). In tali casi possono essere più adeguati
test su mammiferi.

Molti composti che risultano positivi al test sono cancerogeni nei mammiferi, tuttavia la correlazione non è
assoluta: dipende dalla classe chimica. Inoltre vi sono cancerogeni che non sono rivelati da questo saggio, per-
ché agiscono con meccanismi diversi, non genotossici, o con meccanismi assenti nelle cellule batteriche.

1.4. PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO

Le cellule batteriche in sospensione sono esposte alla sostanza in esame in presenza e in assenza di un sistema
esogeno di attivazione metabolica. Nel metodo di incorporazione su piastra, tali sospensioni sono miscelate
con un agar di copertura e piastrate immediatamente su terreno minimo. Nel metodo di preincubazione, il
composto di trattamento è posto in incubazione, mescolato ad un agar di copertura, poi piastrato su terreno
minimo. In entrambe le tecniche, dopo due o tre giorni di incubazione si contano le colonie revertanti e se
ne confronta il numero con quello delle colonie revertanti spontanee su piastre di controllo esposte al solo
solvente.

Per i test di reversione batterica sono state descritte varie procedure. Quelle più comunemente usate sono: il
metodo di incorporazione su piastra (1) (2) (3) (4), il metodo di preincubazione (2) (3) (5) (6) (7) (8), il
metodo di fluttuazione (9) (10) e il metodo di sospensione (11). Sono state descritte modifiche per i test su
gas o vapori (12).

Le procedure descritte riguardano principalmente i metodi di incorporazione su piastra e di preincubazione.
Sono entrambi ammissibili per l'esecuzione di esperimenti con e senza attivazione metabolica. Per alcune
sostanze è più efficace il metodo di preincubazione. Si tratta di sostanze appartenenti alle classi chimiche che
includono le nitrosammine alifatiche a catena corta, i metalli bivalenti, a aldeidi, i coloranti azoici e i compo-
sti diazoici, gli alcaloidi pirollizidinici, i composti allilici e i nitrocomposti (3). È noto anche che alcune classi
di mutageni non sono sempre identificabili con procedure standard come il metodo di incorporazione su pia-
stra o il metodo di preincubazione. Devono essere considerate �casi speciali� e si raccomanda vivamente di
usare altri metodi di rilevazione. Sono stati identificati i seguenti �casi speciali� (con esempi di possibili metodi
di rilevazione): coloranti azoici e composti diazoici (3) (5) (6) (13), gas e sostanze chimiche volatili (12) (14)
(15) (16) e glicosidi (17) (18). Le deviazioni dalla procedura standard devono essere scientificamente motivate.

1.5. DESCRIZIONE DEL METODO

1.5.1. Preparazioni

1.5.1.1. Batteri

Si lascino sviluppare le colture fresche di batteri fino alla fase esponenziale tardiva o alla fase stazionaria pre-
coce (approssimativamente 109 cellule per ml). Non si usino colture in fase stazionaria tardiva. È essenziale
che le colture usate nell'esperimento contengano un titolo elevato di batteri vitali. Il titolo può essere provato
sulla base di dati di controllo precedenti sulle curve di crescita, oppure, nei singoli saggi, determinando il
numero di cellule vitali mediante un test di piastramento.

La temperatura di incubazione raccomandata è di 37 °C.

Si usino almeno cinque ceppi di batteri, tra cui quattro ceppi di S. typhimurium (TA 1535; TA 1537 o
TA97a o TA97; TA98; e TA100) la cui affidabilità è provata e che forniscono risposte riproducibili. I ceppi
di S. typhimurium contengono paia di basi GC sul sito di reversione primario ed è noto che non permettono
di identificare alcuni mutageni ossidanti, agenti che provocano cross-linking e idrazine. Tali sostanze possono
essere individuate con ceppi di E. coli WP2 o da S. typhimurium TA102 (19) che hanno una coppia di basi
AT sul sito di reversione primaria. La combinazione di ceppi raccomandata è pertanto:
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� S. typhimurium TA1535, e

� S. typhimurium TA1537 o TA97 o TA97a, e

� S. typhimurium TA98, e

� S. typhimurium TA100, e

� E. coli WP2 uvrA, o E. coli WP2 uvtA (pKM101), o S. typhimurium Ta102.

Al fine di rilevare mutageni che provocano cross-linking, può essere preferibile includere TA102 o aggiungere
un ceppo di E. coli con sistema di riparazione del DNA privo di errore [per esempio, E. coli WP2 o E. Coli
WP2 (pKM101)]

Si usino metodi di provata validità per la preparazione delle colture primarie, la verifica dei marcatori e la
conservazione. La necessità dell'amminioacido in supplemento nutritivo per la crescita deve essere dimostrata
per ciascuna delle colture congelate (istidina per ceppi di S. typhimurium, e triptofano per ceppi di E. coli). Si
controllino anche altre caratteristiche fenotipiche, e cioè: la presenza o l'assenza di plasmidi R [resistenza
all'ampicillina nei ceppi TA98, TA100 e TA97a o TA97, WP2 uvtA e WP2 uvrA (pKM101), e resistenza a
ampicillina + tetraciclina nel ceppo TA102], se del caso; la presenza di mutazioni caratteristiche (cioè la muta-
zione rfa in S. typhimurium attraverso la sensibilità al cristalvioletto e la mutazione uvtA in E. coli o la muta-
zione uvtB in S. typhimurium, attraverso la sensibilità all'ultravioletto) (2) (3). I ceppi devono produrre un
certo numero di colonie retromutanti spontanee per piastra, situato entro il range di frequenze rapportato ai
valori precedenti ottenuti nel laboratorio e, possibilmente, ai valori del range riportati in letteratura.

1.5.1.2. Terreno di coltura

Si usi una minima quantità di agar adeguato (per esempio contenente una minima quantità di terreno E di
Vogel-Bonner e glucosio) e un agar di copertura contenente istidina e biotina o triptofano, tale da permettere
un certo numero di divisioni cellulari (1) (2) (9).

1.5.1.3. Attivazione metabolica

I batteri dovrebbero essere esposti alla sostanza in esame sia in presenza che in assenza di un adeguato
sistema di attivazione metabolica. Il sistema più comunemente usato è una frazione post-mitocondriale inte-
grata di cofattore (S9), prelevata dal fegato di roditori trattati con induttori enzimatici come Aroclor 1254 (1)
(2), o una combinazione di fenobarbitone e b-naftoflavone (18) (20) (21). La frazione post-mitocondriale
viene usata di solito a concentrazioni comprese fra 5 e 30 % v/v nel composto S9. La scelta e le condizione di
un sistema di attivazione metabolica dipendono dalla classe chimica della sostanza in esame. In alcuni casi
può essere opportuno utilizzare più di una concentrazione della frazione post-mitocondriale. Per coloranti
azoici e composti diazoici, può essere più adeguato un sistema di attivazione metabolica riduttivo (6) (13).

1.5.1.4. Sostanza in esame/Preparazione

Le sostanze solide devono essere poste in soluzione o in sospensione in adeguati solventi o mezzi disperdenti
e, se necessario, diluite prima del trattamento dei batteri. Le sostanze liquide possono essere aggiunte diretta-
mente alla coltura o diluite prima del trattamento. Si usino preparati recenti della sostanza, salvo qualora
siano disponibili dati sulla sua stabilità, che dimostrino che la conservazione è accettabile.

Il solvente/mezzo disperdente non deve reagire chimicamente con la sostanza in esame e deve essere compati-
bile con la sopravvivenza dei batteri e con l'attività di S9 (22). L'uso di solventi/mezzi disperdenti poco noti è
ammesso solo se suffragato da dati che ne provino la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo
luogo in considerazione, se possibile, l'uso di un solvente/mezzo disperdente acquoso. Se si procede all'esame
di sostanze instabili in acqua, si usino solventi organici anidri.

1.5.2. Condizioni di esperimento

1.5.2.1. Ceppi sottoposti a test (vedi 1.5.1.1)

1.5.2.2. Concentrazione di esposizione

I criteri da considerare per determinare la quantità massima di sostanza da usare sono la citotossicità e la
solubilità nel composto di trattamento finale.
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Può essere utile determinare la tossicità e l'insolubilità in un esperimento preliminare. La citotossicità può
essere rivelata da una riduzione del numero di colonie revertanti, dalla comparsa di una crescita anormale del
fondo, o dal grado di sopravvivenza delle colture trattate. La citotossicità di una sostanza può risultare alterata
in presenza di sistemi di attivazione metabolica. L'insolubilità è dimostrata dalla presenza di un precipitato
nel composto finale, visibile ad occhio nudo nelle condizioni di esperimento effettive.

La concentrazione massima raccomandata per sostanze non citotossiche solubili è di 5 mg/piastra o
5 µl/piastra. Per sostanze non citotossiche insolubili a 5 mg/piastra o 5 µl/piastra, una o più concentrazioni
devono essere insolubili nelle ultime miscele di trattamento. Le sostanze citotossiche a concentrazione infe-
riori a 5 mg/piastra o 5 µl/piastra devono essere saggiate fino ad una concentrazione citotossica. Il precipitato
non deve interferire con la valutazione dei risultati.

Si usino almeno cinque diverse concentrazioni analizzabili della sostanza in esame, ad intervalli approssimati-
vamente semilogaritmici (cioè Ó10) per i primi esperimenti. Per l'analisi della relazione concentrazione-rispo-
sta, può essere necessario ridurre gli intervalli. Nella valutazione di sostanze che contengono quantità sostan-
ziali di impurezza potenzialmente mutagene si possono prendere in considerazione concentrazioni superiori
a 5 mg/piastra o 5 µl/piastra.

1.5.2.3. Controlli negativi e positivi

Ogni test dovrà comportare controlli positivi e negativi (solvente o mezzo disperdente) paralleli, con e senza
attivazione metabolica. Per i controlli positivi, si scelgano concentrazioni che dimostrino la validità di ogni
test.

Quando si usa un sistema di attivazione metabolica, le sostanze per i controlli positivi di riferimento devono
essere scelte in funzione del tipo di ceppo batterico.

Le seguenti sostanze sono esempi di controlli positivi adatti per saggi con attivazione metabolica:

Denominazione Numero CAS Numero Einecs

9,10-dimetilanthracene 781-43-1 212-308-4

7,12-dimetilbenz[a]antracene 57-97-6 200-359-5

benzo[a]pirene 50-32-8 200-028-5

2-amminoantracene 613-13-8 210-330-9

ciclofosfammide 50-18-0 200-015-4

ciclofosfammide monoidrato 6055-19-2

Le seguente sostanza è un controllo positivo adatto per il metodo di attivazione metabolica riduttiva:

Denominazione Numero CAS Numero Einecs

Congo Red 573-58-0 209-358-4

Il 2-amminoantracene non dovrebbe essere usato come unico indicatore dell'efficacia del composto S9. Se si
usa il 2�amminoantracene, si caratterizzi ogni lotto di S9 anche con un mutageno che richiede attivazione
metabolica da parte di enzimi microsomiali, per esempio benzo[a]pirene, dimetilbenzantracene.
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Le seguenti sostanze sono esempi di controlli positivi a specificità di ceppo per esperimenti eseguiti senza
sistema di attivazione metabolica esogeno:

Denominazione Numero CAS Numero Einecs Ceppo

sodio azide 26628-22-8 247-852-1 TA 1535 e TA 100

2-nitrofluorene 607-57-8 210-138-5 TA 98

9-amminoacridina 90-45-9 201-995-6 TA 1537, TA 97 e TA 97a

ICR 191 17070-45-0 241-129-4 TA 1537, TA 97 e TA 97a

idroperossido di cumene 80-15-9 201-254-7 TA 102

mitomicina C 50-07-7 200-008-6 WP2uvrA e TA 102

N-ethil-N-nitro-N-nitrosoguanidina 70-25-7 200-730-1 WP2, WP2uvrA e-
WP2uvrA(pKM101)

4-nitrochinolina-1-ossido 56-57-5 200-281-1 WP2, WP2uvrA e-
WP2uvrA(pKM101)

furilfurammide
(AF2)

3688-53-7 ceppi contenenti plasmidi

Si possono usare altre adeguate sostanze di riferimento per i controlli positivi. Si usino, se disponibili,
sostanze di una classe chimica correlata.

Si effettuino anche controlli negativi, usando solo il solvente o il mezzo disperdente sul terreno di coltura; i
controlli vanno trattati come le colture che contengono la sostanza oggetto del test. Si proceda inoltre a con-
trolli non trattati, salvo che esistano precedenti dati di controllo che dimostrano che il solvente scelto non
induce effetti nocivi o mutageni.

1.5.3. Procedura

Per il metodo di incorporazione su piastra (1) (2) (3) (4), senza attivazione metabolica, di norma si mescolano
0,05 ml o 0,1 ml della soluzione, 0,1 ml di coltura batterica fresca (contenente approssimativamente 108 cel-
lule vitali) e 0,5 ml di tampone sterile con 2,0 ml di agar di copertura. Per i test con attivazione metabolica,
si mescolano di norma 0,5 ml del composto di attivazione metabolica contenente una quantità adeguata di
frazione post-mitocondriale (dal 5 al 30 % v/v) von l'agar di copertura (2,0 ml), i batteri e la sostanza in esame
o la soluzione. Il contenuto di ciascuna provetta viene mescolato e piastrato su terreno minimo (agar). Prima
dell'incubazione si lascia solidificare l'agar di copertura.

Per il metodo di preincubazione (2) (3) (5) (6), la sostanza in esame/soluzione è preincubata con il ceppo bat-
terico (contenente approssimativamente 108 cellule vitali) e con un tampone sterile o con il sistema di attiva-
zione metabolica (0,5 ml), di norma per 20 minuti o più, a 30-37 °C; è quindi mescolata all'agar di copertura
e piastrata su terreno minimo (agar). Di norma si mescolano 0,05 o 0,1 ml di sostanza in esame/soluzione,
0,1 ml di batteri e 0,5 ml di composto S9 o di tampone sterile con 2,0 ml di agar di copertura. Durante la
preincubazione le provette vanno aerate con un agitatore.

Per una valida stima della variazione, si usino piastre in triplo a ciascuna dose. L'uso di piastre in doppio è
accettabile se scientificamente motivato. La perdita occasionale di una piastra non invalida necessariamente il
test.

I test con sostanze gassose o volatili devono essere condotti con metodi adeguati, per esempio in recipienti
ermetici (12) (14) (15) (16).
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1.5.4. Incubazione

Tutte le piastre di un esperimento devono essere poste in incubazione a 37 °C per 48-72 ore; si rilevi quindi
il numero di colonie revertanti per piastra.

2. RISULTATI

2.1. TRATTAMENTO DEI RISULTATI

I dati devono essere presentati come numero di colonie revertanti per piastra. Si fornisca anche il numero di
colonie revertanti sulle piastre dei controlli negativi (controllo trattato con solo solvente e controllo non trat-
tato, se effettuato) e positivi. Per la sostanza in esame e per i controlli, positivi e negativi (non trattati o con
solo solvente), si indichino le cifre per le singole piastre, il numero medio di colonie revertanti per piastra e la
deviazione standard.

In caso di risposta inequivocabilmente positiva non sono necessarie verifiche. I risultati ambigui devono essere
chiariti mediante prove ulteriori, preferibilmente in condizioni di esperimento modificate. I riusultati negativi
devono essere confermati caso per caso. Se non si ritiene necessaria la conferma dei risultati negativi, se ne
indichino le ragioni. Nei test successivi si dovrebbero modificare i parametri di studio per estendere la gamma
delle condizioni in esame. Fra i parametri modificabili si citano l'intervallo tra le concentrazioni, il metodo di
trattamento (incorporazione su piastra o preincubazione in ambiente liquido) e le condizioni di attivazione
metabolica.

2.2. VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Vari criteri permettono di determinare se un risultato è positivo, per esempio un aumento, correlato con la
concentrazione, per tutte le concentrazioni sottoposte a esame e/o un aumento riproducibile, ad una o più
concentrazioni, del numero di colonie revertanti per piastra per almeno un ceppo, con o senza sistema di atti-
vazione metabolica (23). Si consideri in primo luogo la rilevanza dei risultati dal punto di vista biologico. Si
possono usare metodi statistici come ausilio nella valutazione dei risultati sperimentali (24), ma la significati-
vità statistica non dovrebbe essere l'unico fattore determinante di una risposta positiva.

Una sostanza che fornisca risultati non corrispondenti ai criteri di cui sopra è considerata non mutagena in
questo test.

La maggior parte degli esperimenti fornirà indubbiamente risultati palesemente positivi o negativi, ma in
alcuni casi i dati ottenuti non consentiranno di formulare un giudizio definitivo sull'azione della sostanza in
esame. I risultati possono rimanere ambigui, nonostante l'esperimento venga ripetuto più volte.

Risultati positivi del saggio di retromutazione batterica dimostrano che la sostanza induce mutazioni punti-
formi per sostituzioni di basi o mutazione della fase di lettura nel genoma di Salmonella typhimurium o
Escherichia coli. Risultati negativi indicano che, nelle condizioni di test, la sostanza in esame non induce
mutazioni nella specie sottoposta al test.

3. RELAZIONE

RELAZIONE SUL SAGGIO

La relazione dovrà contenere le seguenti informazioni:

Solvente/mezzo disperdente:

� motivazione della scelta del solvente/mezzo disperdente;

� solubilità e stabilità della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente, se nota.

Ceppi:

� ceppi usati;

� numero per cellule per coltura;

� caratteristiche dei ceppi.
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Condizioni di esperimento:

� quantità della sostanza in esame per piastra (mg/piastra o µl/piastra/ e criteri di selezione della concentra-
zione e del numero di piastre per concentrazione;

� terreni usati;

� tipo e composizione del sistema di attivazione metabolica, criteri di accettabilità;

� procedura di trattamento.

Risultati:

� segni di tossicità,

� segni di precipitazione,

� conteggi per le singole piastre,

� numero medio di colonie revertanti per piastra e deviazione standard,

� relazione dose-risposta, se possibile,

� eventuali analisi statistiche,

� dati sui controlli paralleli negativi (solvente/mezzo disperdente) e positivi, con intervalli, medie e devia-
zioni standard,

� dati sui controlli negativi (solvente/mezzo disperdente) e positivi precedenti, con intervalli, medie e devia-
zioni standard.

Discussione dei risultati.

Conclusioni.
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ALLEGATO 4E

«B.17. MUTAGENICITÀ � TEST IN VITRO DI MUTAZIONE GENICA SU CELLULE DI MAMMIFERO

1. METODO

Il metodo è ripreso dal metodo OECD TG 476, In Vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test (1997).

1.1. INTRODUZIONE

Il test in vitro di mutazione genica su cellule di mammifero permette di identificare mutazioni geniche indotte
da sostanze chimiche. Fra le linee cellulari adeguate si citano le cellule di linfoma di topo L5178Y, le linee
CHO, CHO-AS52 e V79 di cellule di criceto cinese, le cellule linfoblastoidi umane TK6 (1). In queste linee cel-
lulari di norma si misurano le mutazioni sui loci della timidina chinasi (TK) e dell'ipoxantina-guanina fosfori-
bosil trasferasi (HPRT) e su un transgene della xantina-guanina fosforibosil trasferasi (XPRT). I saggi di muta-
zione TK, HPRT e XPRT rivelano varie categorie di fenomeni genetici. La posizione autosomica di TK e XPRT
può permettere di individuare effetti genetici (per esempio grandi delezioni) non individuati sul locus HPRT
dei cromosomi X (2) (3) (4) (5) (6).

Nel test in vitro di mutazione genica su cellule di mammifero si possono usare colture di linee cellulari stabi-
lizzate o ceppi cellulari. Le cellule sono scelte in base alla capacità di crescita in coltura e alla stabilità della
frequenza di mutazioni spontanee.

I saggi in vitro richiedono in generale l'uso di una fonte esogena di attivazione metabolica. Tale sistema di
attivazione metabolica non può simulare perfettamente le condizioni in vivo nel mammifero. Si evitino condi-
zioni che porterebbero a risultati che non riflettono una mutagenicità intrinseca. Risultati positivi che non
riflettono una mutagenicità intrinseca possono avere origine da cambiamenti di pH e di osmolalità o da ele-
vati livelli di citotossicità (7).

Il saggio è usato per individuare potenziali mutageni e cancerogeni per i mammiferi. Molti composti positivi
a questo test sono cancerogeni per i mammiferi, tuttavia la correlazione non è assoluta, ma dipende dalla
classe chimica; vi sono sempre più elementi che inducono a ritenere che esistono cancerogeni che non sono
rivelati da questi test perché sembrano agire attraverso altri meccanismi, non genotossici.

Cfr. anche Introduzione generale parte B.

1.2. DEFINIZIONI

Mutazione �in avanti�: una mutazione genica in cui dal tipo parentale alla forma mutante si ha alterazione
o perdita dell'attività enzimatica o della funzione della proteina codificata.

Mutageni che provocano la sostituzione di coppie di basi: sostanze che provocano la sostituzione di una
o più coppie di basi del DNA.

Mutageni che provocano la mutazione della fase di lettura: Sostanze che provocano l'inserzione o la dele-
zione di una o più coppie di basi nella molecola di DNA.

Tempo di espressione fenotipica: il periodo durante il quale i prodotti genici inalterati scompaiono dalle
cellule recentemente mutate.

Frequenza dei mutanti: numero di cellule mutanti diviso per il numero di cellule vitali.

Crescita totale relativa: aumento del numero di cellule nel tempo, in confronto con una popolazione di cel-
lule di controllo; si calcola moltiplicando la crescita in sospensione rispetto al controllo negativo per l'effi-
cienza di clonazione del controllo negativo.

Crescita relativa in sospensione: aumento del numero di cellule nel corso del periodo di espressione
rispetto al controllo negativo.
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Vitalità: l'efficienza di clonazione delle cellule trattate al momento del piastramento in condizioni selettive
dopo il periodo di espressione.

Sopravvivenza: l'efficienza di clonazione delle cellule trattate al momento del piastramento, al termine del
trattamento; il tasso di sopravvivenza viene espresso di solito in relazione alla sopravvivenza della popola-
zione di cellule di controllo.

1.3. PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO

Le cellule carenti di timidina chinasi (TK) a causa della mutazione TK+/¯ R TK¯/¯ sono resistenti agli effetti
citotossici dell'analogo pirimidinico trifluorotimidina (TFT). Le cellule capaci di produrre la timidina chinasi
sono sensibili alla TFT, che provoca l'inibizione del metabolismo cellulare e arresta la divisione cellulare. Di
conseguenza, le cellule mutanti sono in grado di proliferare in presenza di TFT, mentre le cellule normali, che
contengono timidina chinasi, non lo sono. Analogamente le cellule carenti di HPRT o XPRT sono selezionate
in base alla resistenza alla 6-tioguanina (TG) o alla 8-azaguanina (AG). Le proprietà della sostanza in esame
devono essere studiate accuratamente quando in uno dei test di mutazione genica su cellule di mammifero si
sperimenta un analogo di una base o un composto correlato all'agente selettivo. Per esempio, è necessario
controllare la sospetta tossicità selettiva della sostanza in esame nei confronti di cellule mutanti e non
mutanti. Quando sono sottoposte a test sostanze chimiche strutturalmente correlate all'agente selettivo (8),
deve quindi essere confermata l'efficacia del sistema o dell'agente selettivo.

Le cellule in sospensione o in coltura monostrato sono esposte alla sostanza in esame, con e senza attivazione
metabolica, per un tempo adeguato, poi reinoculate per determinare la citotossicità e permettere l'espressione
fenotipica prima della selezione dei mutanti (9) (10) (11) (12) (13). La citotossicità è determinata di norma
misurando l'efficacia relativa di clonazione (sopravvivenza) o la crescita totale relativa delle colture dopo il
trattamento. Le colture trattate sono mantenute nel terreno di coltura per un periodo sufficiente, specifico per
ciascun locus e tipo cellulare, per permettere l'espressione fenotipica ottimale delle mutazioni indotte. La fre-
quenza di mutanti è determinata mediante inseminazione di un numero noto di cellule in terreno contenente
l'agente selettivo, per rilevare le cellule mutanti, e in terreno non contenente l'agente selettivo, per determinare
l'efficacia di clonazione (vitalità). Dopo un adeguato periodo di incubazione le colonie sono contate. La fre-
quenza dei mutanti è costituita dal rapporto tra il numero di colonie mutanti nel terreno selettivo e in quello
non selettivo.

1.4. DESCRIZIONE DEL METODO

1.4.1. Preparazioni

1.4.1.1. Cellule

I tipi di cellule adatti sono molti, per esempio i subcloni delle cellule L5178Y, CHO, CHO-AS52, V79 o TK6.
Le cellule usate per questo test devono essere notoriamente sensibili ai mutageni chimici e presentare elevata
efficienza di clonazione e frequenza stabile delle mutazioni spontanee. Si controlli che non siano contaminate
da micoplasma; non si usino i ceppi contaminati.

Il test deve essere impostato in modo da avere sensibilità ed efficacia predeterminate. Il numero di cellule, di
colture e di concentrazioni della sostanza in esame deve riflettere tali parametri predefiniti (14). Ad ogni sta-
dio del test il numero minimo di cellule vitali che sopravvivono al trattamento deve essere basato sulla fre-
quenza delle mutazioni spontanee. Come regola generale si può usare un numero di cellule pari almeno al
decuplo dell'inverso della frequenza di mutazioni spontanee. Si raccomanda comunque di utilizzare almeno
106 cellule. Dovrebbero essere disponibili risultati di precedenti esperienze sul sistema cellulare, che indichino
che le prestazioni del test sono costanti.

1.4.1.2. Terreni e condizioni di coltura

Si usino adeguati terreni di coltura e condizioni di incubazione (recipienti di coltura, temperatura, concentra-
zione di CO2, e umidità). I terreni devono essere scelti in funzione dei sistemi selettivi e del tipo di cellule. È
particolarmente importante che le condizioni di coltura siano scelte in modo da garantire la crescita ottimale
delle cellule durante il periodo di espressione e la capacità di formare colonie da parte delle cellule mutanti e
non mutanti.
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1.4.1.3. Preparazione delle colture

Le cellule provenienti da colture primarie sono inoculate in un terreno di coltura e incubate a 37 °C. Prima di
iniziare il test può rivelarsi necessario asportare dalle colture eventuali cellule mutanti preesistenti.

1.4.1.4. Attivazione metabolica

Le cellule dovrebbero essere esposte alla sostanza in esame sia in presenza che in assenza di un adeguato
sistema di attivazione metabolica. Il sistema più comunemente usato è una frazione post-mitocondriale inte-
grata di cofattore (S9), ricavata dal fegato di roditori trattati con induttori enzimatici come Aroclor 1254 (15)
(16) (17) (18), o una combinazione di fenobarbitone e b-naftoflavone (19) (20).

La frazione post-mitocondriale è di solito usata a concentrazioni finali dell'1-10 % v/v nel terreno di coltura.
La scelta e le condizioni di un sistema di attivazione metabolica dipendono dalla classe chimica della sostanza
in esame. In alcuni casi può essere opportuno utilizzare più di una concentrazione della frazione post-mito-
condriale.

Vari nuovi procedimenti, tra cui la creazione mediante ingegneria genetica di linee cellulari che esprimono
enzimi attivatori specifici, possono fornire le risorse potenziali per l'attivazione endogena. La scelta delle linee
cellulari deve essere scientificamente motivata (per esempio dall'importanza dell'isoenzima del citocromo
P450 per il metabolismo della sostanza in esame).

1.4.1.5. Sostanza in esame/Preparazione

Le sostanze solide devono essere poste in soluzione o in sospensione in adeguati solventi o mezzi disperdenti
e, se necessario, diluite prima del trattamento delle cellule. Le sostanze liquide possono essere aggiunte diretta-
mente alla coltura o diluite prima del trattamento. Si usino preparati recenti della sostanza, salvo qualora
siano disponibili dati sulla sua stabilità che dimostrino che la conservazione è accettabile.

1.4.2. Condizioni di esperimento

1.4.2.1. Solvente/mezzo disperdente

Il solvente/mezzo disperdente non deve reagire chimicamente con la sostanza in esame e deve essere compati-
bile con la sopravvivenza delle cellule e con l'azione di S9. L'uso di solventi/mezzi disperdenti poco noti è
ammesso solo se suffragato da dati che ne provino la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo
luogo in considerazione, se possibile, l'uso di un solvente/mezzo disperdente acquoso. Nell'esame di sostanze
instabili in acqua, si usi un solvente organico anidro. L'acqua può essere rimossa mediante un setaccio mole-
colare.

1.4.2.2. Concentrazioni di esposizione

Fra i criteri da considerare nel determinare la concentrazione massima si citano la citotossicità, la solubilità
nel sistema di prova e le variazioni di pH o di osmolalità.

La citotossicità deve essere determinata con e senza attivazione metabolica nel test principale, sulla base di un
indicatore adeguato dell'integrità e della moltiplicazione cellulare, come l'efficacia relativa di clonazione (tasso
di sopravvivenza) o la crescita totale relativa. Può essere utile determinare la citotossicità e la solubilità in un
esperimento preliminare.

Si usino almeno quattro concentrazioni analizzabili. In caso di sostanza citotossica, le concentrazioni devono
andare dalla tossicità massima ad una tossicità assente o modica; in altri termini, di norma le concentrazioni
devono essere separate al massimo da un fattore compreso tra 2 e Ó10. Se la concentrazione massima è
basata sulla citotossicità, il tasso di sopravvivenza relativa (efficacia relativa di clonazione) o la crescita totale
relativa dovrebbero essere pari al 10-20 % circa (e in ogni caso non inferiori al 10 %). Per sostanze a basso
grado di citotossicità, la concentrazione massima di prova dovrebbe essere pari a 5 µl/ml, 5 mg/ml o 0,01 M
(si scelga il valore più basso).

Le sostanze difficilmente solubili devono essere sottoposte a test nelle condizioni di coltura fino al limite di
solubilità e oltre. L'eventuale insolubilità va provata nel terreno finale in cui sono trattate le cellule. Può essere
utile valutare la solubilità all'inizio e alla fine del trattamento, in quanto essa può modificarsi nel corso del-
l'esperimento a causa della presenza di cellule, S9, siero, ecc. L'insolubilità è rilevabile ad occhio nudo. Il pre-
cipitato non deve interferire con la valutazione.
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1.4.2.3. Controlli

Ogni test dovrà comprendere controlli positivi e negativi (solvente o mezzo disperdente) trattati in parallelo,
con e senza attivazione metabolica. Quando si usa l'attivazione metabolica, la sostanza usata per i controlli
positivi deve esigere attivazione per dare una risposta mutagenica.

Fra gli esempi di sostanze per i controlli positivi si citano:

Condizione di attivazione
metabolica Locus Sostanza Numero CAS Numero

EINECS

Assenza di attivazione
metabolica esogena

HPRT Metansolfonato di etile 62-50-0 200-536-7

Etilnitrosourea 759-73-9 212-072-2

TK (colonie
piccole e
grandi)

Metansolfonato di metile 66-27-3 200-625-0

XPRT Metansolfonato d'etile 62-50-0 200-536-7

Etilnitrosourea 759-73-9 212-072-2

Presenza di attivazione
metabolica esogena

HPRT 3-Metilcolantrene 56-49-5 200-276-4

N-Nitrosodimentilammina 62-75-9 200-549-8

7,12-Dimetilbenzantracene 57-97-6 200-359-5

TK (colonie
piccole e
grandi)

Ciclofosfammide 50-18-0 200-015-4

Ciclofosfammide monoidrato 6055-19-2

Benzo[a]pirene 50-32-8 200-028-5

3-Metilcolantrene 56-49-5 200-276-5

XPRT N-Nitrosodimetilammina (per
livelli elevati di S-9)

62-75-9 200-549-8

Benzo[a]pirene 50-32-8 200-028-5

Si possono usare altre sostanze adeguate per i controlli positivi, per esempio, la 5-bromo 2'-deossiuridina
(CAS n. 59-14-3, EINECS n. 200-415-9) se il laboratorio dispone di una base dati su tale sostanza, desunti da
precedenti esperimenti. Per i controlli positivi si usino, se possibile, sostanze chimiche di una classe chimica
correlata alla sostanza saggiata.

Si effettuino anche controlli negativi, con solvente o mezzo disperdente usato da solo sul terreno di coltura; i
controlli vanno trattati come le colture che contengono la sostanza sottoposta al test. Si proceda inoltre a
controlli non trattati, salvo che precedenti esperimenti dimostrino che il solvente scelto non induce effetti
nocivi o mutageni.

1.4.3. Procedura

1.4.3.1. Trattamento con la sostanza in esame

Le cellule in proliferazione sono esposte alla sostanza in esame con e senza attivazione metabolica. L'esposi-
zione deve protrarsi per un periodo adeguato (si considera che di norma tre-sei ore danno buoni risultati). Il
tempo di esposizione può corrispondere a uno o più cicli cellulari.
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Si possono usare colture in doppio o in singolo per ciascuna delle concentrazioni. Quando si usano colture
singole, il numero di concentrazioni deve essere aumentato, per garantire un adeguato numero di colture per
l'analisi (per esempio, almeno 8 concentrazioni analizzabili). Le colture dei controlli negativi (solvente) devono
essere in doppio.

I test con sostanze gassose o volatili devono essere condotti con metodi adeguati, per esempio in recipienti di
coltura ermetici (21) (22).

1.4.3.2. Misura del tasso di sopravvivenza, della vitalità e della frequenza delle mutazioni

Al termine del periodo di esposizione, le cellule sono lavate e messe in coltura per determinare la sopravvi-
venza e permettere l'espressione del fenotipo mutante. La misura della citotossicità mediante determinazione
dell'efficacia relativa di clonazione (sopravvivenza) o della crescita totale relativa delle colture inizia di solito
dopo il periodo di trattamento.

A ciascun locus corrisponde un determinato tempo minimo, necessario per permettere l'espressione subotti-
male del fenotipo dei mutanti neoindotti (HPRT e XPRT richiedono almeno 6-8 giorni, e TK almeno 2 giorni).
Le cellule sono coltivate in terreno con e senza agenti selettivi per determinare rispettivamente il numero di
mutanti e l'efficacia di clonazione. La vitalità (usata per il calcolo della frequenza di mutanti) si misura al ter-
mine del tempo di espressione, piastrando le colture in terreno non selettivo.

Se la sostanza in esame è positiva a test su L5178Y TK+/¯, la dimensione delle colonie deve essere rilevata
almeno su una delle colture trattate (quella con la concentrazione positiva più alta) e sui controlli negativi e
positivi. Se la sostanza in esame è negativa al test su L5178Y TK+/¯, la dimensione va rilevata sui controlli
negativi e positivi. Anche negli studi condotti su TK6TK+/¯, si può rilevare la dimensione delle colonie
mutanti.

2. DATI

2.1. TRATTAMENTO DEI RISULTATI

I dati devono comprendere la determinazione di citotossicità e di vitalità, il conteggio delle colonie e la fre-
quenza dei mutanti nelle colture trattate e di controllo. In caso di risposta positiva al test su L5178Y TK+/¯, si
contino le colonie, distinguendo fra piccole e grandi, almeno per una concentrazione della sostanza in esame
(concentrazione positiva massima) e per i controlli negativi e positivi. La natura molecolare e citogenetica dei
due tipi di mutanti (quelli che producono colonie grandi e quelli che producono colonie piccole) è stata stu-
diata particolareggiatamente (23) (24). Nel saggio TK+/¯, le colonie sono recensite sulla base del criterio della
crescita: normale (colonie grandi) e lenta (colonie piccole) (25). Le cellule mutanti che hanno subito altera-
zioni genetiche più gravi hanno tempi di duplicazione più lunghi e formano di conseguenza colonie piccole.
Il danno può andare dalla perdita dell'intero gene ad aberrazioni cromosomiche che si manifestano nel cario-
tipo. La presenza di mutanti che producono colonie piccole è stata messa in relazione con sostanze chimiche
che causano aberrazioni cromosomiche rilevanti (26). Le cellule mutanti che hanno subito alterazioni meno
gravi crescono a velocità simile a quella delle cellule parentali, formando colonie grandi.

Si indichi il tasso di sopravvivenza (efficacia relativa di clonazione) o la crescita totale relativa. La frequenza
dei mutanti deve essere espressa come rapporto fra il numero delle cellule mutanti e quello delle cellule
sopravvisute.

Si presentino i dati relativi alle singole colture. Tutti i dati inoltre vanno riassunti in una tabella.

Non è necessario verificare una risposta palesemente positiva. I risultati ambigui devono essere chiariti
mediante prove ulteriori, preferibilmente in condizioni di esperimento modificate. I risultati negativi devono
essere confermati caso per caso. Se non si considera necessaria la conferma di risultati negativi, se ne fornisca
la ragione. Se si procede a test ulteriori in caso di risultati ambigui o negativi, si dovrebbero modificare i para-
metri di studio, per ampliare la gamma delle condizioni valutate. Fra i parametri di studio modificabili si
citano l'intervallo tra le dosi saggiate e le condizioni di attivazione metabolica.

2.2. VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Vari criteri permettono di determinare se un risultato è positivo, per esempio un aumento correlato alla dose
o un aumento riproducibile della frequenza dei mutanti. Si consideri per prima cosa la rilevanza biologica dei
risultati. Si possono usare metodi statistici come ausilio nella valutazione dei risultati sperimentali, ma la signi-
ficatività statistica non dovrebbe essere l'unico fattore determinante di una risposta positiva.
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Una sostanza che fornisca risultati non corrispondenti ai criteri di cui sopra è considerata non mutagena in
questo test.

La maggior parte degli esperimenti fornirà indubbiamente risultati chiaramente positivi o negativi, ma occa-
sionalmente i dati ottenuti non consentiranno di formulare un giudizio definitivo sull'azione della sostanza in
esame. I risultati possono rimanere ambigui, nonostante l'esperimento venga ripetuto più volte.

Risultati positivi del saggio in vitro di mutazione genica su cellule di mammifero indicano che la sostanza in
esame induce mutazioni geniche nelle cellule di mammifero utilizzate nelle colture. Una riproducibile correla-
zione fra l'entità della risposta positiva e la dose è maggiormente significativa. Risultati negativi significano
che nelle condizioni del test la sostanza in esame non induce mutazioni geniche nelle cellule di mammifero
usate nella coltura.

3. RELAZIONE

RELAZIONE SUL SAGGIO

La relazione sul saggio dovrà contenere le seguenti informazioni:

Solvente/mezzo disperdente:

� motivazione della scelta del mezzo disperdente;

� solubilità e stabilità della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente, se nota;

Cellule:

� tipo e origine delle cellule;

� numero di colture cellulari;

� eventuale numero di passaggi in coltura, se del caso;

� metodi usati per la conservazione della cultura cellulare, se del caso;

� assenza di micoplasma.

Condizioni di esperimento:

� criteri di selezione delle concentrazioni e del numero di colture, per esempio i dati relativi alla citotossi-
cità e ai limiti di solubilità, se disponibili;

� composizione del terreno, concentrazione di CO2;

� concentrazione della sostanza in esame;

� volume del mezzo disperdente e della sostanza in esame aggiunto;

� temperatura di incubazione;

� tempo di incubazione;

� durata del trattamento;

� densità delle cellule durante il trattamento;

� tipo e composizione del sistema di attivazione metabolica, compresi i criteri di accettabilità;

� controlli positivi e negativi;

� durata del periodo di espressione (con numero di cellule inseminate, subcolture e protocolli di alimenta-
zione, se del caso);

� agenti selettivi;

� criteri in base ai quali i risultati sono considerati positivi, negativi o ambigui;
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� metodi usati per contare il numero di cellule vitali e mutanti;

� definizione delle colonie considerate, per dimensione e tipo (compresi i criteri in base a cui le colonie
sono considerate �piccole� o �grandi�, se del caso).

Risultati:

� segni di tossicità;

� segni di precipitazione;

� dati sul pH e l'osmolalità durante l'esposizione alla sostanza in esame, se determinati;

� dimensioni delle colonie, se registrate almeno per i controlli negativi e positivi;

� idoneità del laboratorio a individuare mutanti in colonie piccole con il sistema L5178Y TK+/¯, se del caso;

� relazione dose-risposta, se possibile;

� eventuali analisi statistiche;

� dati sui controlli negativi (solvente/mezzo disperdente) e positivi paralleli;

� dati sui precedenti controlli negativi (solvente/mezzo disperdente) e positivi, con ranges, medie e devia-
zioni standard;

� frequenza dei mutanti.

Discussione dei risultati.

Conclusioni.
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ALLEGATO 4F

«B.23. TEST DI ABERRAZIONE CROMOSOMICA SUGLI SPERMATOGONI DI MAMMIFERO

1. METODO

Il metodo è ripreso dal metodo OECD TG 483, Mammalian Spermatogonial Chromosome Aberration Test
(1997).

1.1. INTRODUZIONE

Il saggio in vivo di aberrazione cromosomica su spermatogoni di mammifero è destinato ad identificare
sostanze che causano aberrazioni cromosomiche strutturali nelle cellule spermatogoniche di mammifero (1)
(2) (3) (4) (5). Le aberrazioni strutturali possono essere di due tipi, cromosomiche o cromatidiche. La maggior
parte dei mutageni chimici induce aberrazioni del tipo cromatidico, ma si verificano anche aberrazioni di tipo
cromosomico. Il metodo non è destinato a misurare le aberrazioni numeriche e di norma non è usato a tal
fine. Le mutazioni cromosomiche ed i fenomeni ad esse correlati sono causa di numerose malattie genetiche
umane.

Questo saggio misura fenomeni cromosomici negli spermatogoni e pertanto dovrebbe permettere di preve-
dere l'induzione di mutazioni ereditabili nelle cellule germinali.

Per tale saggio si usano di norma roditori. Si tratta di test citogenetici in vivo, che rivelano aberrazioni cromo-
somiche nelle mitosi degli spermatogoni. Altre cellule bersaglio non sono oggetto del presente saggio.

Per rilevare aberrazioni di tipo cromatidico in cellule spermatogoniche, è necessario esaminare la prima divi-
sione cellulare mitotica dopo il trattamento, prima che tali aberrazioni scompaiano nelle successive divisioni
cellulari. L'analisi dei cromosomi allo stadio della meiosi, per individuare aberrazioni cromosomiche allo sta-
dio della diacinesi-metafase I, quando le cellule trattate diventano spermatociti, può fornire ulteriori informa-
zioni sugli spermatogoni trattati.

Questo saggio in vivo è inteso a verificare se i mutageni delle cellule somatiche siano attivi anche nelle cellule
germinali. Inoltre il saggio sugli spermatogoni è idoneo a valutare il rischio di mutagenicità in quanto per-
mette di tener conto di fattori di metabolismo in vivo, di farmacocinetica e di processi di riparazione del
DNA.

I testicoli contengono varie generazioni di spermatogoni, che presentano sensibilità diverse al trattamento chi-
mico. Le aberrazioni individuate rappresentano pertanto una risposta globale delle popolazioni di spermato-
goni trattati, tra cui predominano le cellule spermatogoniche differenziate, più numerose. Le varie generazioni
di spermatogoni sono o non sono esposte alla circolazione generale in funzione della posizione all'interno del
testicolo, a causa della barriera fisica e fisiologica costituita dalle cellule di Sertoli e dalla barriera ematotestico-
lare.

Il test non è idoneo se è evidente che la sostanza in esame o un metabolita reattivo non raggiungono il tes-
suto bersaglio.

Cfr. anche Introduzione generale, parte B.

1.2. DEFINIZIONI

Aberrazione di tipo cromatidico: alterazione cromosomica strutturale che si manifesta nella rottura di un
singolo cromatide o nella rottura e ricongiunzione di cromatidi.

Aberrazione di tipo cromosomico: alterazione cromosomica strutturale che si manifesta nella rottura, o
nella rottura e ricongiunzione, di entrambi i cromatidi in uno stesso punto.

Gap: lesione acromatica di ampiezza inferiore a un cromatide, con minimo disallineamento dei cromatidi.

Aberrazione numerica: variazione del numero di cromosomi rispetto al numero diploide caratteristico della
specie.
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Poliploidia: numero di cromosomi multiplo superiore a due del numero aploide (cioè 3n, 4n ecc.).

Aberrazione strutturale: alterazione della struttura cromosomica visibile all'esame microscopico dello stadio
di metafase della divisione cellulare, che si presenta con delezioni, riordinamenti intercromosomici e intracro-
mosomici.

1.3. PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO

Gli animali sono esposti alle sostanze in esame tramite una via di esposizione adeguata e sono quindi sacrifi-
cati a tempo debito, dopo somministrazione di un inibitore della metafase (p.es. colchicina o Colcemid®).
Sono poi approntate e sottoposte a un processo di colorazione preparazioni cromosomiche provenienti dalle
cellule germinali, e se ne analizzano le cellule in metafase per determinare le aberrazioni cromosomiche.

1.4. DESCRIZIONE DEL METODO

1.4.1. Preparazioni

1.4.1.1. Scelta delle specie animali

Criceti cinesi e topi maschi sono gli animali più comunemente usati, ma si possono usare maschi di altre spe-
cie di mammiferi. Si scelgano individui adulti, giovani e in buona salute, provenienti da ceppi di animali da
laboratorio. All'inizio dello studio la variazione di peso tra gli animali deve essere minima e non superare ±
20 % del peso medio.

1.4.1.2. Condizioni di stabulazione e alimentazione

Valgono le condizioni generali citate nell'Introduzione generale alla parte B; l'umidità ideale è pari al 50-60 %.

1.4.1.3. Preparazione degli animali

Gli animali adulti, sani e giovani vengono suddivisi a caso in gruppi di controllo e di trattamento. Le gabbie
devono essere disposte in modo da minimizzare eventuali effetti dovuti alla posizione. Gli animali vanno
identificati inequivocabilmente e acclimatati alle condizioni di laboratorio per almeno cinque giorni.

1.4.1.4. Preparazione delle dosi

Le sostanze solide devono essere poste in soluzione o in sospensione in adeguati solventi o mezzi disperdenti
e, se necessario, diluite prima del trattamento delle cellule. Le sostanze liquide possono essere aggiunte diretta-
mente alla coltura o diluite prima del trattamento. Si usino preparati recenti della sostanza, salvo qualora
siano disponibili dati sulla sua stabilità che dimostrino che la conservazione è ammissibile.

1.4.2. Condizioni di esperimento

1.4.2.1. Solvente/mezzo disperdente

Il solvente/mezzo disperdente non deve produrre effetti tossici alle dosi usate e non deve reagire chimica-
mente con la sostanza in esame. L'uso di solventi/mezzi disperdenti poco noti è ammesso solo se suffragato
da dati che ne provino la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo luogo in considerazione, se pos-
sibile, l'uso di un solvente/mezzo disperdente acquoso.

1.4.2.2. Controlli

Ogni test dovrà comprendere controlli positivi e negativi (solvente/mezzo disperdente). Gli animali dei vari
gruppi dovranno essere trattati in modo identico, salvo per la somministrazione della sostanza in esame.
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I controlli positivi dovrebbero produrre aberrazioni strutturali in vivo negli spermatogoni a livelli di esposi-
zione ai quali è previsto un aumento rilevabile rispetto alla media.

Le dosi dei controlli positivi devono essere scelte in modo che gli effetti siano chiari ma non rivelino imme-
diatamente al lettore l'identità dei vetrini codificati. È ammissibile che le sostanze per i controlli positivi siano
somministrate per una via diversa dalla sostanza in esame e che il campionamento venga effettuato una sola
volta. È anche ammissibile l'uso per i controlli positivi di sostanze di una classe chimica correlata, se ne esi-
stono. Fra gli esempi di sostanze per i controlli positivi si citano:

Sostanza N. CAS N. Einecs

Ciclofosfammide 50-18-0 200-015-4

Ciclofosfammide monoidrato 6055-19-2

Cicloesilammina 108-91-8 203-629-0

Mitomicina C 50-07-7 200-008-6

Acrilammide monomerica 79-06-1 201-173-7

Trietilenmelammina 51-18-3 200-083-5

In ogni fase del campionamento si proceda a controlli negativi, cui sia somministrato solo il solvente o il
mezzo disperdente, senza altre differenze di trattamento, salvo che dati precedenti dimostrino che la variabi-
lità intraspecifica e la frequenza di cellule con aberrazioni cromosomiche sono accettabili. Si ricorra anche
controlli negativi non trattati, salvo che risultati di test precedenti o dati citati in letteratura dimostrino che il
solvente/mezzo disperdente scelto non induce effetti nocivi o mutageni.

1.5. PROCEDURA

1.5.1. Numero degli animali

Ogni gruppo trattato e ogni gruppo di controllo deve essere composto di almeno 5 maschi analizzabili.

1.5.2. Protocollo di trattamento

Le sostanze in esame sono somministrate di preferenza in un'unica volta, o in due volte. Possono essere som-
ministrate anche in dosi frazionate, per esempio in due volte nello stesso giorno, a distanza di qualche ora al
massimo, per agevolare la somministrazione, trattandosi di un prodotto di grande volume. Se si usa una poso-
logia diversa, se ne fornisca la motivazione scientifica.

Dopo il trattamento si proceda al prelievo di due campioni nel gruppo cui è stata somministrata la dose mas-
sima. Poiché la cinetica del ciclo cellulare può essere influenzata dalla sostanza in esame, si effettuino un cam-
pionamento precoce e uno tardivo, rispettivamente 24 e 48 ore dopo il trattamento. Per dosi diverse dalla
dose massima è opportuno procedere al prelievo 24 ore dopo il trattamento, o dopo un periodo pari a 1,5
volte la durata del ciclo cellulare, salvo sia noto che un campionamento in un momento diverso è più idoneo
a identificare l'effetto ricercato (6).

Si possono effettuare ulteriori prelievi. Per esempio, per sostanze chimiche che possono indurre perdita di
cromosomi o che possono esercitare effetti indipendenti dalla fase S, può essere opportuno effettuare un cam-
pionamento più precoce (1).

L'opportunità di un protocollo di trattamento ripetuto deve essere valutata caso per caso. Dopo un protocollo
ripetuto gli animali devono essere sacrificati 24 ore (1,5 volte la durata del ciclo cellulare) dopo l'ultima som-
ministrazione. Si possono usare fasi di campionamento addizionali, se opportuno.

Prima di sacrificare gli animali si inietti per via interperitoneale una dose adeguata di un inibitore della mitosi
(p.es. Colcemid® o colchicina). Gi animali saranno quindi sacrificati dopo un adeguato lasso di tempo. Per i
topi si tratterà di circa 3-5 ore; per i criceti cinesi di circa 4-5 ore.
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1.5.3. Dosi

Se si procede a uno studio per individuare l'intervallo di dosi, non essendo disponibili dati utili in materia,
questo va eseguito nello stesso laboratorio, sulla stessa specie e ceppo, con il medesimo protocollo usato nel
test principale (7). In caso di tossicità si usino per la prima fase di campionamento tre dosi diverse, che
vadano dalla tossicità massima ad una tossicità assente o modica. Per il campionamento successivo si usi solo
la dose massima. La dose massima è definita come dose che produce segni di tossicità tali che livelli più
elevati, con la stessa posologia, sarebbero presumibilmente letali.

Sostanze con azione biologica specifica, a dosi basse non tossiche (come ormoni e mitogeni) possono costi-
tuire eccezione rispetto ai criteri di definizione della dose e vanno valutate caso per caso. La dose massima
può essere definita anche come dose che produce qualche segno di tossicità negli spermatogoni (p.es. una
riduzione del coefficiente mitotico alla prima e alla seconda metafase meiotica; tale diminuzione non
dovrebbe essere superiore al 50 %).

1.5.4. Test con dose limite

Se la somministrazione di una quantità di sostanza pari ad almeno 2 000 mg per kg di peso corporeo in dose
unica o in due dosi nello stesso giorno non produce effetti tossici rilevabili, e se non vi sono ragioni di
sospettare un'azione genotossica sulla base di dati relativi a sostanze strutturalmente correlate, si può conside-
rare che non è necessario procedere alla sperimentazione completa con tre dosi diverse. Sulla base della espo-
sizione umana prevista per la sostanza in esame, può essere necessario usare una dose più elevata nel test con
dose limite.

1.5.5. Somministrazione

La sostanza in esame viene di solito somministrata con sonda gastrica o cannula di intubazione, oppure
mediante iniezione intraperitoneale. Possono essere accettate altre vie se esiste una valida ragione. Il volume
massimo di liquido somministrabile in una sola volta con sonda gastrica o con iniezione dipende dalle dimen-
sioni dell'animale da laboratorio; non deve superare i 2 ml/100 g di peso corporeo. L'uso di volumi più ele-
vati deve essere motivato. Salvo per sostanze irritanti o corrosive, che di norma riveleranno effetti esacerbati
a concentrazioni più elevate, le variazioni di volume devono essere minimizzate, regolando la concentrazione
in modo da garantire un volume costante a tutte le dosi.

1.5.6. Preparazione dei cromosomi

Le sospensioni cellulari ottenute da uno o da entrambi i testicoli immediatamente dopo che l'animale è stato
sacrificato sono esposte ad una soluzione ipotonica e fissate. Le cellule sono poi spalmate su vetrini e sottopo-
ste a un processo di colorazione.

1.5.7. Analisi

Per ogni animale si analizzino almeno 100 cellule in metafase correttamente spalmate (cioè almeno 500
metafasi per gruppo). Tale numero può essere ridotto se si osservano numerose aberrazioni. Tutti i vetrini,
compresi quelli dei controlli positivi e negativi, devono essere codificati indipendentemente prima dell'esame
al microscopio. Poiché le procedure di fissaggio dei vetrini causano spesso la rottura di una parte delle cellule
in metafase con perdita di cromosomi, le cellule esaminate devono contenere un numero di centromeri pari a
2n ± 2.

2. RISULTATI

2.1. TRATTAMENTO DEI RISULTATI

I dati relativi ai singoli animali vanno presentati in forma di tabelle. L'unità sperimentale è l'animale. Per cia-
scun animale si valuti la percentuale di cellule con aberrazioni cromosomiche strutturali e il numero di aber-
razioni per cellula. I vari tipi di aberrazioni cromosomiche strutturali, il loro numero e la loro frequenza
devono essere indicati per i gruppi di trattamento e di controllo. I gap devono essere registrati separatamente
e indicati nella relazione, ma non vanno di norma inclusi nella frequenza totale delle aberrazioni.

Se si osservano tanto mitosi che meiosi, al fine di stabilire un eventuale effetto citotossico si determini il rap-
porto fra le mitosi degli spermatogoni e la prima e seconda metafase meiotica per tutti gli animali trattati e
per i controlli negativi, su un campione totale di 100 cellule in divisione per animale. Se si osservano solo
mitosi, si determini il coefficiente mitotico in almeno 1 000 cellule per animale.
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2.2. VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Vari criteri permettono di determinare se un risultato è positivo, per esempio un aumento del numero relativo
di cellule che presentano aberrazioni cromosomiche, correlato alla dose somministrata, o un palese aumento
del numero di cellule con aberrazioni nei campioni, prelevati alla stessa fase di campionamento e provenienti
da un gruppo cui è stata somministrata la stessa dose della sostanza in esame. Si consideri per prima cosa la
rilevanza dei risultati dal punto di vista biologico. Si possono usare metodi statistici come ausilio nella valuta-
zione dei risultati sperimentali (8), ma la significatività statistica non dovrebbe essere l'unico fattore determi-
nante di una risposta positiva. Eventuali risultati ambigui possono essere chiariti mediante test ulteriori, prefe-
ribilmente in condizioni di esperimento modificate.

Una sostanza che fornisca risultati non corrispondenti ai criteri di cui sopra è considerata non mutagena in
questo test.

La maggior parte degli esperimenti fornirà indubbiamente risultati chiaramente positivi o negativi ma occasio-
nalmente i dati ottenuti non consentiranno di formulare un giudizio definitivo sull'azione della sostanza in
esame. I risultati possono rimanere ambigui nonostante l'esperimento venga ripetuto più volte.

Risultati positivi del saggio in vivo di aberrazione cromosomica negli spermatogoni indicano che una sostanza
induce aberrazioni cromosomiche nelle cellule germinali della specie sottoposta a test. Risultati negativi indi-
cano che nelle condizioni del test la sostanza in esame non induce aberrazioni cromosomiche nelle cellule
germinali della specie sottoposta a test.

Si vaglino le probabilità che la sostanza in esame o i suoi metaboliti raggiungano specificamente il tessuto
bersaglio.

3. RELAZIONE

RELAZIONE SUL SAGGIO

La relazione sul saggio deve contenere le seguenti informazioni:

Solvente/mezzo disperdente:

� motivazione della scelta del mezzo disperdente;

� solubilità e stabilità della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente, se note.

Animali da laboratorio:

� specie/ceppo usati;

� numero ed età degli animali;

� provenienza, condizioni di stabulazione, dieta, ecc.;

� peso dei singoli animali all'inizio del test, con intervallo, media e deviazione standard per ciascun gruppo.

Condizioni di esperimento:

� risultati dello studio per individuare l'intervallo di dosi, se effettuato;

� criteri di selezione delle dosi;

� criteri di selezione della via di somministrazione;

� illustrazione particolareggiata della preparazione della sostanza in esame;

� illustrazione particolareggiata della somministrazione della sostanza in esame;

� criteri di determinazione del momento del sacrificio;
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� conversione della concentrazione (ppm) della sostanza in esame nel cibo o nell'acqua potabile nella dose
di cellule analizzate per animale;

� effettiva (mg/kg di peso corporeo/giorno), se del caso;

� dettagli relativi alla qualità del cibo e dell'acqua;

� descrizione dettagliata dei protocolli di trattamento e campionamento;

� metodi di misura della tossicità;

� natura e concentrazione dell'inibitore della mitosi, durata del trattamento;

� metodi di preparazione dei vetrini;

� criteri di conteggio delle aberrazioni;

� numero criteri in base ai quali i risultati sono giudicati positivi, negativi o ambigui.

Risultati:

� segni di tossicità;

� coefficiente mitotico;

� tasso di mitosi degli spermatogoni in rapporto alla prima e seconda metafase meiotica;

� tipo e numero delle aberrazioni, indicati separatamente per ciascun animale;

� numero totale delle aberrazioni per gruppo;

� numero di cellule con aberrazioni per gruppo;

� relazione dose-risposta, se possibile;

� eventuali analisi statistiche;

� dati sui controlli negativi paralleli;

� dati sui precedenti controlli negativi con intervalli, medie e deviazioni standard;

� dati sui controlli positivi paralleli;

� eventuali cambiamenti di ploidia.

Discussione dei risultati.

Conclusioni.
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ALLEGATO 4G

«B.39. TEST IN VIVO DI SINTESI NON PROGRAMMATA DI DNA (UDS) SU CELLULE EPATICHE DI
MAMMIFERO

1. METODO

Il metodo è ripreso dal metodo OECD TG 486, (UDS) Test with Mammalian Liver Cells In Vivo (1997).

1.1. INTRODUZIONE

Il saggio in vivo della sintesi non programmata di DNA (Unscheduled DNA Synthesis � UDS) su cellule epa-
tiche di mammifero è destinato ad identificare le sostanze che inducono la riparazione del DNA nelle cellule
epatiche degli animali trattati [cfr. (1) (2) (3) (4)].

Questo test in vivo fornisce un metodo per studiare gli effetti genotossici di sostanze chimiche sul fegato. L'ef-
fetto misurato è indice di danno al DNA e successiva riparazione nelle cellule epatiche. Il fegato è di norma la
sede principale del metabolismo delle sostanze assorbite. Rappresenta pertanto il sito idoneo per misurare in
vivo il danno al DNA.

Questo saggio non è idoneo se è evidente che la sostanza in esame non raggiunge il tessuto bersaglio.

La sintesi non programmata di DNA (UDS) è misurata determinando l'assorbimento di nucleosidi marcati
nelle cellule in cui non è in corso una sintesi programmata (fase S) del DNA. La tecnica più comunemente
usata è la determinazione mediante autoradiografia dell'assorbimento di timidina marcata con tritio (3H-TdR).
Per il test UDS in vivo si usa di preferenza il fegato di ratto. Si possono usare anche altri tessuti, ma non sono
oggetto del presente metodo.

L'individuazione di una risposta UDS dipende dal numero di basi del DNA escisse e sostituite nel sito danneg-
giato. Il saggio di UDS pertanto è particolarmente valido per individuare la riparazione di sequenze lunghe
(da 20 a 30 basi) indotta dalla sostanza. È molto meno sensibile invece trattandosi di rilevare la riparazione di
sequenze corte (1-3 basi). Fenomeni di mutagenesi possono inoltre risultare da mancata riparazione o ripara-
zione difettosa di lesioni del DNA o da errata replicazione. Il grado di risposta di UDS non fornisce alcuna
indicazione sulla fedeltà del meccanismo di riparazione. Inoltre un agente mutageno può reagire con il DNA
senza che il danno prodotto al DNA sia riparato con un processo di riparazione per escissione. L'impossibilità
di ottenere con il saggio UDS informazioni specifiche sull'attività mutagena è compensata dalla sua potenziale
sensibilità, in quanto viene misurato nell'intero genoma.

Cfr. anche Introduzione generale parte B.

1.2. DEFINIZIONI

Cellule in riparazione: cellule in cui il numero di grani nucleari netti (NNG) è superiore ad un valore presta-
bilito, che il laboratorio che effettua il saggio deve motivare.

Grani nucleari netti (NNG): misura quantitativa in autoradiografia dell'attività di UDS delle cellule, calcolata
sottraendo il numero medio di grani citoplasmici in aree citoplasmiche equivalenti al nucleo (CG) dal numero
di grani nucleari (NG): NNG = NG ¯ CG. I NNG sono conteggiati per le singole cellule, poi sommati per le cel-
lule di una coltura, di colture in parallelo, ecc.

Sintesi non programmata di DNA (UDS): sintesi di riparazione del DNA dopo escissione e rimozione di
un tratto di DNA che contiene una regione danneggiata per effetto di sostanze chimiche o agenti fisici.

1.3. PRINCIPIO DEL METODO DI SAGGIO

Il saggio UDS in vivo su cellule epatiche di mammifero permette di individuare la sintesi di riparazione del
DNA dopo escissione e rimozione di un tratto di DNA contenente una regione che presenta un danno indotto
da sostanze chimiche o agenti fisici. Il test è di solito basato sull'incorporazione di 3H-TdR nel DNA di cellule
epatiche che presentano una bassa frequenza di cellule nella fase S del ciclo cellulare. La captazione di 3H-TdR
è solitamente determinata mediante autoradiografia, non essendo tale tecnica soggetta ad interferenze da parte
delle cellula nella fase S, a differenza, per esempio, del conteggio per scintillazione in fase liquida.
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1.4. DESCRIZIONE DEL METODO

1.4.1. Preparazioni

1.4.1.1. Scelta delle specie animali

Il ratto è la specie più comunemente usata, ma si può usare qualsiasi specie di mammifero adatta. Si scelgano
individui adulti, giovani e in buona salute, provenienti da ceppi di animali da laboratorio. All'inizio dello stu-
dio la variazione di peso tra gli animali deve essere minima e non superare ± 20 % del peso medio per sesso.

1.4.1.2. Condizioni di stabulazione e alimentazione

Valgono le condizioni generali citate nell'Introduzione generale alla parte B; l'umidità ideale è pari al 50-60 %.

1.4.1.3. Preparazione degli animali

Gli animali adulti, sani e giovani vengono suddivisi a caso in gruppi di controllo e di trattamento. Le gabbie
devono essere disposte in modo da minimizzare eventuali effetti dovuti alla posizione. Gli animali vanno
identificati inequivocabilmente e acclimatati alle condizioni di laboratorio per almeno cinque giorni.

1.4.1.4. Sostanze in esame/preparazione

Le sostanze solide devono essere poste in soluzione o in sospensione in adeguati solventi o mezzi disperdenti
e, se necessario, diluite prima di essere somministrate agli animali. Le sostanze liquide possono essere sommi-
nistrate direttamente o diluite prima del trattamento. Si usino preparati recenti della sostanza, salvo qualora
siano disponibili dati sulla sua stabilità che dimostrino che la conservazione è ammissibile.

1.4.2. Condizioni di esperimento

1.4.2.1. Solvente/mezzo disperdente

Il solvente/mezzo disperdente non deve produrre effetti tossici alle dosi usate e non deve reagire chimica-
mente con la sostanza in esame. L'uso di solventi/mezzi disperdenti poco noti è ammesso solo se suffragato
da dati che ne provino la compatibilità. Si raccomanda di prendere in primo luogo in considerazione, se pos-
sibile, l'uso di un solvente/mezzo disperdente acquoso.

1.4.2.2. Controlli

Ogni parte dell'esperimento condotta separatamente dovrà comprendere controlli positivi e negativi (solvente/
mezzo disperdente). Gli animali dei vari gruppi dovranno essere trattati in modo identico, salvo per la sommi-
nistrazione della sostanza in esame.

I controlli positivi devono essere effettuati con sostanze che producono UDS in vivo a livelli di esposizione ai
quali è previsto un aumento rilevabile rispetto alla media. I controlli positivi che richiedono un'attivazione
metabolica devono essere usati a dosi che provochino una risposta moderata (4). Le dosi dei controlli positivi
devono essere scelte in modo che gli effetti siano chiari ma non rivelino immediatamente al lettore d'identità
dei vetrini codificati. Fra gli esempi di sostanze per i controlli positivi si citano:

Fasi di campionamento Sostanza N. CAS N. Einecs

Fasi di campionamento precoci
(2-4 ore)

N-Nitrosodimetilammina 62-75-9 200-249-8

Fasi di campionamento tardive
(12-16 ore)

N-2-Fluorenilacetammide (2-AAF) 53-96-3 200-188-6

Sono ammesse altre sostanze adeguate per i controlli positivi. Il controllo positivo può essere somministrato
per una via diversa rispetto alla sostanza in esame.
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1.5. PROCEDURA

1.5.1. Numero e sesso degli animali

Si usi un numero di animali adeguato, per tener conto delle normali variazioni biologiche di risposta al sag-
gio. Ogni gruppo dovrebbe comprendere almeno 3 animali analizzabili. Qualora esista una base di dati prece-
denti significativa, sono sufficienti 1 o 2 animali per i gruppi di controllo negativo e positivo.

Se al momento dello studio sono disponibili dati relativi a studi sulla stessa specie, nei quali è stata usata la
stessa via di esposizione, che dimostrano che non vi sono sostanziali differenze di tossicità tra i sessi, sarà suf-
ficiente effettuare il test su un singolo sesso, preferibilmente sui maschi. Se l'esposizione umana a sostanze
chimiche è specifica per un sesso, per esempio nel caso di alcuni prodotti farmaceutici, il test deve essere ese-
guito su animali di tale sesso.

1.5.2. Protocollo di trattamento

Le sostanze in esame vengono in generale somministrate in un'unica volta.

1.5.3. Dosi

Di norma si usano almeno due dosi. La dose massima è definita come dose che produce segni di tossicità tali
che livelli più elevati, con la stessa posologia, sarebbero presumibilmente letali. In linea di principio la dose
inferiore dovrebbe andare dal 50 % al 25 % della dose massima.

Sostanze con azione biologica specifica, a dosi basse non tossiche (come ormoni e mitogeni) possono costi-
tuire eccezione rispetto ai criteri di definizione della dose e vanno valutate caso per caso. Se si procede a uno
studio per individuare l'intervallo di dosi, non essendo disponibili dati utili in materia, questo va eseguito
nello stesso laboratorio, sulla stessa specie e ceppo, con il medesimo protocollo usato nel test principale.

La dose massima può anche essere definita come dose che produce qualche segno di epatotossicità (p. es.
nuclei picnotici).

1.5.4. Saggio con dose limite

Se la somministrazione di una dose di almeno 2 000 mg/kg di peso corporeo in una singola presa o in due
prese lo stesso giorno non produce effetti tossici rilevabili, e se non c'è ragione di sospettare genotossicità
sulla base di dati relativi a sostanze strutturalmente correlate, può essere superfluo uno studio completo. Sulla
base della esposizione umana prevista per la sostanza in esame, può essere necessario usare una dose più ele-
vata nel test con dose limite.

1.5.5. Somministrazione delle dosi

La sostanza in esame viene di solito somministrata con sonda gastrica o cannula di intubazione, oppure
mediante iniezione intraperitoneale. Possono essere accettate altre vie se esiste una valida ragione. La via intra-
peritoneale non è però raccomandata, in quanto potrebbe esporre il fegato alla sostanza in esame diretta-
mente, e non attraverso il sistema circolatorio. Il volume massimo di liquido somministrabile in una volta con
sonda gastrica o con iniezione dipende dalle dimensioni dell'animale da laboratorio; non deve superare i
2 ml/100 g di peso corporeo. L'uso di volumi più elevati deve essere motivato. Salvo per sostanze irritanti o
corrosive, che di norma riveleranno effetti esacerbati a concentrazioni più elevate, le variazioni di volume
devono essere minimizzate, regolando la concentrazione in modo da garantire un volume costante a tutte le
dosi.

1.5.6. Preparazione delle cellule epatiche

Di norma le cellule epatiche sono prelevate da animali trattati e preparate 12-16 ore dopo la somministra-
zione. In genere è necessario un altro prelievo dopo un periodo più breve (di norma da 2 a 4 ore dopo il trat-
tamento), salvo che a 12-16 ore si abbia una risposta positiva chiara. Si possono comunque usare fasi di cam-
pionamento diverse se motivate sulla base di dati tossicocinetici.
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Le colture a breve termine di cellule epatiche di mammifero sono di solito costituite mediante perfusione del
fegato in situ con collagenasi, lasciando poi le cellule epatiche appena dissociate aderire ad una superficie ido-
nea. Le cellule epatiche dei controlli negativi dovrebbero avere una vitalità (5) almeno del 50 %.

1.5.7. Determinazione della UDS

Le cellule epatiche di mammifero appena isolate sono poste in incubazione, di norma su terreno conte-
nente 3H-TdR, per un periodo adeguato, per esempio da 3 a 8 ore. Al termine dell'incubazione, si rimuova il
terreno dalle cellule, che possono poi essere incubate con terreno contenente un eccesso di timidina non mar-
cata, per ridurre la radioattività non incorporata (�cold chase�). Le cellule vengono poi risciacquate, fissate ed
essiccate. Per tempi di incubazione più prolungati, la �cold chase� può essere superflua. I vetrini sono immersi
in emulsione autoradiografica, esposti al buio (p. es. refrigerati per 7-14 giorni), sviluppati, colorati; si con-
tano quindi i grani d'argento. Per ogni animale si preparano due o tre vetrini.

1.5.8. Analisi

I preparati su vetrino devono contenere cellule di morfologia normale in numero sufficiente per permettere
una valutazione probante dell'UDS. I preparati sono esaminati al microscopio alla ricerca di segni evidenti di
citotossicità (p. es. picnosi, livelli ridotti di radiomarcatura).

Si codifichino i vetrini prima del conteggio dei grani. Di norma si analizzano 100 cellule per animale, su
almeno due vetrini. L'analisi di un numero inferiore a 100 cellule per animale deve essere motivato. Nel con-
teggio dei grani non si tiene conto dei nuclei in fase S, ma si può registrare la percentuale delle cellule in
fase S.

Il grado di incorporazione della 3H-TdR nel nucleo e nel citoplasma di cellule morfologicamente normali,
messo in evidenza dal deposito di granuli di argento, deve essere determinato mediante metodi adeguati.

Il numero dei grani è determinato sui nuclei (grani nucleari, NG) e su aree del citoplasma equivalenti al nucleo
(grani citoplasmici, CG). Il numero dei CG è determinato prendendo in considerazione l'area più densamente
marcata del citoplasma, oppure in base alla media di due o più regioni citoplasmiche adiacenti al nucleo,
scelte casualmente. Si possono usare altri metodi di conteggio (p. es. il conteggio delle cellule complete) se
motivabili (6).

2. RISULTATI

2.1. TRATTAMENTO DEI RISULTATI

Si forniscano i dati relativi ai singoli vetrini e ai singoli animali. Inoltre tutti i dati devono essere riassunti in
tabelle. Il numero dei grani nucleari netti (NNG) va determinato per ciascuna cellula, per ciascun animale e
per ciascuna dose e fase di prelievo sottraendo il numero dei CG dal numero dei NG. Se si contano le �cellule
in riparazione�, i criteri di definizione delle �cellule in riparazione� devono essere motivati e basati sui dati di
controlli negativi precedenti o paralleli. I risultati numerici possono essere valutati mediante metodi statistici.
Gli eventuali test statistici devono essere scelti e motivati prima di condurre lo studio.

2.2. VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Esempi di criteri che permettono di concludere che la risposta è positiva o negativa:

risposta
positiva

(i) valori di NNG superiori ad una soglia prestabilita, motivata sulla base di dati di laboratorio
precedenti;

o (ii) valori di NNG significativamente maggiori rispetto al controllo parallelo;

risposta
negativa

(i) valori di NNG uguali o inferiori alla soglia dei controlli precedenti;

o (ii) valori di NNG non significativamente maggiori rispetto al controllo parallelo.

Si consideri per prima cosa la rilevanza dei risultati dal punto di vista biologico; si tenga conto di parametri
quali le variazioni intraspecifiche, la relazione dose-risposta e la citotossicità. Si possono usare metodi statistici
come ausilio nella valutazione dei risultati sperimentali, ma la significatività statistica non dovrebbe essere
l'unico attore determinante di una risposta positiva.
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La maggior parte degli esperimenti fornirà indubbiamente risultati chiaramente positivi o negativi ma occasio-
nalmente i dati ottenuti non consentiranno di formulare un giudizio definitivo sull'azione della sostanza in
esame. I risultati possono rimanere ambigui nonostante l'esperimento venga ripetuto più volte.

Risultati positivi del saggio in vivo su cellule epatiche di mammifero indicano che la sostanza in esame induce
nel DNA di cellule epatiche di mammifero in vivo un danno che può essere riparato in vitro mediante sintesi
non programmata del DNA. Risultati negativi indicano che, nelle condizioni di esperimento, la sostanza in
esame non induce nel DNA danni rilevabili mediante questo saggio.

Si vagli la probabilità che la sostanza in esame o i suoi metaboliti entrino in circolo o raggiungano specifica-
mente il tessuto bersaglio (tossicità sistemica).

3. RELAZIONE

RELAZIONE SUL SAGGIO

La relazione sul saggio dovrà contenere le seguenti informazioni:

Solvente/mezzo disperdente:

� motivazione della scelta del mezzo disperdente;

� solubilità e stabilità della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente, se nota;

Animali da laboratorio:

� specie/ceppo usato;

� numero, età e sesso degli animali;

� provenienza, condizioni di stabulazione, dieta, ecc.;

� peso dei singoli animali all'inizio del test, con range, media e deviazione standard per ciascun gruppo;

Condizioni di esperimento:

� controlli positivi e negativi mezzo disperdente/solvente;

� risultati dello studio per individuare l'intervallo di dosi, se effettuato;

� criteri di selezione delle dosi;

� illustrazione particolareggiata della preparazione della sostanza in esame;

� illustrazione particolareggiata della somministrazione della sostanza in esame;

� criteri di selezione della via di somministrazione;

� metodi usati per verificare che la sostanza in esame sia entrata in circolo o abbia raggiunto il tessuto ber-
saglio, se del caso;

� conversione della concentrazione (ppm) della sostanza in esame nel cibo o nell'acqua potabile nella dose
effettiva (mg/kg di peso corporeo/giorno), se del caso;

� dettagli relativi alla qualità del cibo e dell'acqua;

� descrizione dettagliata dei protocolli di trattamento e campionamento;

� metodi di misura della tossicità;

� metodo di preparazione e di coltura delle cellule epatiche;

� tecnica autoradiografica usata;
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� numero di vetrini preparati e numero di cellule analizzate;

� criteri di valutazione;

� criteri in base ai quali i risultati sono giudicati positivi, negativi o ambigui.

Risultati:

� valori medi dei grani nucleari, dei grani citoplasmici, e dei grani nucleari netti per vetrino, per animale e
per gruppo;

� relazione dose-risposta, se possibile;

� eventuali analisi statistiche;

� segni di tossicità;

� dati sui controlli negativi (solvente/mezzo disperdente) e positivi paralleli;

� dati sui precedenti controlli negativi (solvente/mezzo disperdente) con intervalli, medie e deviazioni stan-
dard;

� numero di �cellule in riparazione�, se determinato;

� numero di cellule in fase S, se determinato;

� vitalità delle cellule.

Discussione dei risultati.

Conclusioni.
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Report. Part II revised, Cambridge University Press, Cambridge, New York, Port Chester, Melbourne, Syd-
ney, pp. 52�77.

(4) Madle, S., Dean, S. W., Andrae, U., Brambilla, G., Burlinson, B., Doolittle, D. J., Furihata, C., Hertner, T.,
McQueen, C. A. and Mori, H. (1993), Recommendations for the Performance of UDS Tests In Vitro and
In Vivo, Mutations Res., 312, pp. 263�285.

(5) Fautz, R., Hussain, B., Efstathiou, E. and Hechenberger-Freudl, C. (1993), Assessment of the Relation Bet-
ween the Initital Viability and the Attachment of Freshly Isolated Rat Hepatocytes Used for the In Vivo/In
Vitro DNA Repair Assay (UDS), Mutation Res., 291, pp. 21�27.

(6) Mirsalis, J. C., Tyson, C. K. and Butterworth, B. E. (1982), Detection of Genotoxic Carcinogens in the In
Vivo/In Vitro Hepatocyte DNA Repair Assay, Environ Mutagen, 4, pp. 553�562.»
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ALLEGATO 5

SV:

3.2.3. Nocivo

R65 Farligt: kan ge lungskador vid förtäring.

Flytande ämnen och beredningar som på grund av sin låga viskositet utgör en fara för människa vid aspiration

a) För ämnen och beredningar som innehåller alifatiska, alicykliska och aromatiska kolväten i en total kon-
centration av 10 % eller mer och

� har en flödestid mindre än 30 sekunder, uppmätt med en 3 mm utloppsbägare enligt ISO 2431, eller

� har en kinematisk viskositet lägre än 7 × 10¯6 m2/s vid 40 °C, uppmätt med en kalibrerad kapillärvis-
kosimeter av glas , enligt ISO 3104 och ISO 3105, eller

� har en kinematisk viskositet lägre än 7 × 10¯6 m2/s vid 40 °C, bestämd från rotationsviskosimetri enligt
ISO 3219.

Ämnen och beredningar, som uppfyller dessa kriterier, behöver dock inte klassificeras om de har en
genomsnitlig ytspänning högre än 33 mN/m vid 25 °C, uppmätt med du Noüytensiometer eller enligt de
testmetoder som finns beskrivna i bilaga V del A.5.

b) För ämnen och beredningar, baserat på praktiska erfarenheter från människa.

(Non riguarda la versione ES)

(Non riguarda la versione DA)

(Non riguarda la versione DE)

(Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione EN)

(Non riguarda la versione FR)

(Non riguarda la versione IT)

(Non riguarda la versione NL)

(Non riguarda la versione PT)

(Non riguarda la versione FI)

FI:

3.2.6.1 Ihon tulehtuminen

Seuraava vaaraa osoittava lauseka määräytyy alla esiteltävien perusteitten mukaan:

R38 Ärsyttää ihoa

� Aineet ja valmisteet aiheuttavat ihon merkittävän tulehtumisen enintään neljän tunnin altistuksessa mää-
ritettynä kanilla liitteessä V mainitulla ihoärsytstestillä. Tulehdus kestää vähintään 24 tuntia.

Ihon tulehdus on merkittävää, jos:

a) punoituksen ja ruvenmuodostuksen tai turvotuksen voimakkuutta kuvaavien lukuarvojen keskiarvo
laskettuna kaikista koe-eläimistä on vähintään 2;

b) tai kun liitteessä V tarkoitettua testiä on täydennetty käyttämällä kolmea koe-eläintä, vähintään kahden
koe-eläimen ihon punoituksen ja ruvenmuodostuksen tai turvotuksen voimakkuutta kuvaavien
lukuarvojen keskiarvo on, jokaiselle koe-eläimelle laskettuna erikseen, vähintään 2.

Kummassakin tapauksessa keskiarvojen lasekmiseen on käytettävä kaikkia niitä lukuarvoja, jotka saadaan
arvioitaessa vaikutusta 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin välein.
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Tulehdusta pidetään myös merkittävänä, jos ihon tulehtuminen jatkuu ainakin kahdella koe-eläimellä
havainnointiajan päättymiseen asti. Erityiset vaikutukset kuten esimerkiksi hyperplasia, hilseileminen, värin
muutokset, halkeamat, ruvet ja karvojenlähtö on otettava huomioon.

Tähän liittyviä tietoja voidaan saada myös eläimillä tehtävistä ei-akuuttisista altistuskokeista (katso lause-
ketta R48 koskevat huomautukset jaksossa 2.d). Vaikutuksia pidetään merkittävinä, jos ne vastaavat edellä
kuvattuja vaikutuksia.

� Aineet ja valmisteet, jotka aiheuttavat ihmisillä merkittävää ihotulehdusta, kun kosketus on ollut välitön,
jatkuva tai toistuva.

� Orgaaniset peroksidit, paitsi jos on olemassa näyttöä siitä, että tällaista vaikutusta ei ole.

Tuntoharha (�paresthesia�):

Pyretroiditorjunta-aineen ihokosketuksen aiheuttamaa tuntoharhaa ihmisessä ei pidetä ärsytysvaikutuksena, joka
oikeuttaisi luokituksen Xi; R38. S-lauseketta S24 on kuitenkin sovellettava aineisiin, joilla on tällainen vaikutus.

(Non riguarda la versione ES)

(Non riguarda la versione DA)

(Non riguarda la versione DE)

(Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione EN)

(Non riguarda la versione FR)

(Non riguarda la versione IT)

(Non riguarda la versione NL)

(Non riguarda la versione PT)

(Non riguarda la versione SV)

Al punto 6.2 (Frasi relative ai consigli di prudenza per le sostanze e i preparati):

DE:

S 28 Bei Berührung mit der Haut sofort mit viel � abwaschen (vom Hersteller anzugeben)

� Anwendungsbereich:

� sehr giftige, giftige oder ätzende Stoffe und Zubereitungen;

� Verwendung:

� obligatorisch für sehr giftige Stoffe und Zubereitungen;

� empfohlen für sonstige obengenannte Stoffe und Zubereitungen, inbesondere, wenn Wasser nicht die geeignete
Spülflüssigkeit ist;

� empfohlen für ätzende Stoffe und Zubereitungen, die an die allgemeine Öffentlichkeit abgegeben werden.

(Non riguarda la versione ES)

(Non riguarda la versione DA)

(Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione EN)

(Non riguarda la versione FR)

(Non riguarda la versione IT)

(Non riguarda la versione NL)

(Non riguarda la versione PT)

(Non riguarda la versione FI)

(Non riguarda la versione SV)
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FI:

S 29 Ei saa tyhjentää viemäriin

� Soveltamisala:

� erittäin helposti syttyvät tai helposti syttyvät veteen sekoittumattomat nesteet,

� erittäin myrkylliset tai myrkylliset aineet ja valmisteet,

� ympäristölle vaaralliset aineet.

� Käytön perusteet:

� pakollinen yleisessä kulutuksessa todennäkoisesti käytettäville ympäristölle vaarallisille ja tunnuksella N luokitel-
luille aineille, jollei kyseessä ole aineen tarkoitettu käyttö,

� suositeltava yleisessä kulutuksessa todennäkoisesti käytettäville muille edellä mainituille aineille tai valmisteille,
jollei kyseessä ole kemikaalin tarkoitettu käyttö.

(Non riguarda la versione ES)

(Non riguarda la versione DA)

(Non riguarda la versione DE)

(Non riguarda la versione EL)

(Non riguarda la versione EN)

(Non riguarda la versione FR)

(Non riguarda la versione IT)

(Non riguarda la versione NL)

(Non riguarda la versione PT)

((Non riguarda la versione SV)
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ALLEGATO 6

«ALLEGATO IX

PARTE A

Disposizioni relative alle chiusure di sicurezza per bambini

In aggiunta alle disposizioni dell'articolo 22, paragrafo 1, lettera e), della presente direttiva, i recipienti di qualsiasi capa-
cità contenenti sostanze che comportano un rischio di aspirazione (Xn; R65), classificate ed etichettate a norma del
paragrafo 3.2.3 dell'allegato VI della presente direttiva, ad eccezione delle sostanze immesse sul mercato sotto forma di
aerosol o in recipienti muniti di un dispositivo di nebulizzazione sigillato, devono essere dotati di una chiusura di sicu-
rezza per bambini.

1. Imballaggi richiudibili

Le chiusure di sicurezza per bambini utilizzate per imballaggi richiudibili devono rispondere alla norma ISO 8317
(edizione 1o luglio 1989) che riguarda gli �Imballaggi di sicurezza per i bambini � Requisiti e metodi di prova
degli imballaggi richiudibili� adottata dall'Organizzazione internazionale per la standardizzazione (ISO).

2. Imballaggi non richiudibili

Le chiusure di sicurezza per bambini utilizzate per imballaggi non richiudibili devono rispondere alla norma CEN
EN 862 (edizione marzo 1997) che riguarda gli �Imballaggi � Imballaggi di sicurezza per i bambini � Requisiti e
procedure di prova degli imballaggi non richiudibili per prodotti non farmaceutici� adottata dal Comitato europeo
di normalizzazione (CEN).

3. Osservazioni:

1. La conformità alle norme suddette può essere certificata unicamente da laboratori conformi alle norme europee
EN serie 45 000.

2. C a s i p a r t i c o l a r i

Se appare evidente che un imballaggio è sufficientemente sicuro per i bambini, in quanto essi non possono
avere accesso al suo contenuto senza l'aiuto di un utensile, il saggio può non essere effettuato.

In tutti gli altri casi, e quando vi sono sufficienti ragioni per dubitare dell'efficacia di una chiusura di sicurezza
per bambini, l'autorità nazionale può chiedere al responsabile dell'immissione del prodotto sul mercato di for-
nire un attestato rilasciato da un laboratorio descritto al punto 3.1, nel quale si certifica:

� che il tipo di chiusura è tale da non richiedere saggi secondo le norme ISO e CEN sopraindicate; oppure

� che la chiusura in questione, sottoposta ai saggi previsti dalle norme sopraindicate, è conforme alle prescri-
zioni imposte.

PARTE B

Dispositivi che permettono di rilevare i pericoli al tatto

Le specifiche tecniche relative ai dispositivi che consentono di rilevare i pericoli al tatto devono essere conformi alla
norma EN ISO 11683 (edizione 1997), relativa a �requisiti di imballaggio e avvertimenti tattili di pericolo�.»
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DIRETTIVA 2000/33/CE DELLA COMMISSIONE

del 25 aprile 2000

recante ventisettesimo adeguamento al progresso tecnico della direttiva 67/548/CEE del Consiglio
concernente il ravvicinamento delle disposizioni legislative, regolamentari e amministrative

relative alla classificazione, all'imballaggio e all'etichettatura delle sostanze pericolose (*)

(Testo rilevante ai fini del SEE)

LA COMMISSIONE DELLE COMUNITÀ EUROPEE,

visto il trattato che istituisce la Comunità europea,

vista la direttiva 67/548/CEE del Consiglio, del 27 giugno
1967, concernente il ravvicinamento delle disposizioni legisla-
tive, regolamentari e amministrative relative alla classificazione,
all'imballaggio e all'etichettatura delle sostanze pericolose (1),
modificata da ultimo dalla direttiva 1999/33/CE (2) del Parla-
mento europeo e del Consiglio, in particolare l'articolo 28,

considerando quanto segue:

(1) L'allegato V della direttiva 67/548/CEE definisce i metodi
di determinazione delle proprietà fisico-chimiche, della
tossicità ed ecotossicità di sostanze e preparati. È necessa-
rio adeguare al progresso tecnico tale allegato.

(2) L'articolo 7, paragrafo 2, della direttiva 86/609/CEE (3)
concernente il ravvicinamento delle disposizioni legisla-
tive, regolamentari e amministrative degli Stati membri
relative alla protezione degli animali utilizzati a fini speri-
mentali o ad altri fini scientifici stabilisce che si eviterà di
eseguire un esperimento qualora per ottenere il risultato
ricercato sia ragionevolmente e praticamente applicabile
un altro metodo, scientificamente valido, che non implichi
l'impiego di animali.

(3) La Commissione intende introdurre all'allegato V della
direttiva 67/548/CEE metodi di prova alternativi che non
comportino l'impiego di animali per la sperimentazione
di sostanze chimiche ai sensi dell'articolo 3, paragrafo 1,
della direttiva 67/548/CEE.

(4) Il disposto della presente direttiva è conforme al parere
del comitato per l'adeguamento al progresso tecnico delle
direttive volte all'eliminazione degli ostacoli tecnici agli
scambi nel settore delle sostanze e dei preparati perico-
losi,

HA ADOTTATO LA PRESENTE DIRETTIVA:

Articolo 1

I testi degli allegati I e II della presente direttiva sono aggiunti
all'allegato V, parte B, della direttiva 67/548/CEE.

Articolo 2

1. Gli Stati membri attuano le disposizioni legislative, rego-
lamentari e amministrative necessarie per conformarsi alla pre-
sente direttiva entro il 1o ottobre 2001. Essi ne informano
immediatamente la Commissione.

Quando gli Stati membri adottano tali disposizioni, queste con-
tengono un riferimento alla presente direttiva o sono corredate
di un siffatto riferimento all'atto della pubblicazione ufficiale.
Le modalità del riferimento sono decise dagli Stati membri.

2. Gli Stati membri informano la Commissione delle princi-
pali disposizioni nazionali che essi adottano nel settore discipli-
nato dalla presente direttiva e trasmettono una tabella che indi-
chi le correlazioni tra la presente direttiva e tali disposizioni.

Articolo 3

La presente direttiva entra in vigore il terzo giorno successivo
alla pubblicazione nella Gazzetta ufficiale delle Comunità europee.

Articolo 4

Gli Stati membri sono destinatari della presente direttiva.

Fatto a Bruxelles, il 25 aprile 2000.

Per la Commissione
Margot WALLSTRÖM

Membro della Commissione

(*) Adottata prima del ventiseiesimo adeguamento.
(1) GU 196 del 16.8.1967, pag. 1.
(2) GU L 199 del 30.7.1999, pag. 57.
(3) GU L 358 del 18.12.1986, pag. 1.
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ALLEGATO I

«B.40. CORROSIONE CUTANEA

1. METODO

1.1. Introduzione

Il Centro europeo per la convalida dei metodi alternativi (CECMA) del Centro comune di ricerca della Com-
missione europea ha confermato la validità scientifica di due saggi in vitro per determinare la corrosività
cutanea di determinate sostanze. Trattasi del saggio di resistenza elettrica transcutanea della pelle di ratto
(TER, transcutaneous electrical resistance) e di un saggio che utilizza un modello di cute umana (1) (2) (3).
Lo studio di convalida del CECMA ha dimostrato che entrambi i metodi consentono di distinguere adeguata-
mente le sostanze che notoriamente sono corrosive per la pelle da quelle non corrosive. Inoltre, il protocollo
del saggio che utilizza un modello di cute umana consente di distinguere i diversi gradi degli effetti corrosivi
(agenti noti per essere estremamente corrosivi, R35 e altri agenti corrosivi, R34) (2). Di entrambi i saggi sono
fornite la descrizione e le procedure. La scelta del saggio da utilizzare è dettata dai requisiti specifici e dalle
preferenze dell'utilizzatore.

Cfr. anche la parte B nell'introduzione generale.

1.2. Definizioni

corrosione cutanea: produzione di danni irreversibili al tessuto cutaneo a seguito dell'applicazione di un mate-
riale da saggiare.

1.3. Sostanze di riferimento

Nessuna specifica, ma cfr. i punti 1.5.3.4 e 1.7.2.3.

1.4. Principio del metodo di saggio � Saggio di resistenza elettrica transcutanea della pelle di ratto

Il materiale di saggio è applicato per un massimo di 24 ore alle superfici epidermiche di lembi di cute di
forma circolare (dischi) ottenuti dal mantello di giovani ratti sacrificati in maniera non cruenta. I materiali
corrosivi sono identificati in base alla loro capacità di intaccare la normale integrità dello strato corneo e
della sua funzione protettiva in termini di riduzione della normale resistenza elettrica transcutanea (TER) al di
sotto di un determinato livello soglia (5 kh) (4) (5). I materiali irritanti e non irritanti non riducono la TER
al di sotto del livello soglia. Il saggio può comprendere anche una valutazione della capacità di legame con
colorante per saggiare i surfactanti e le sostanze organiche neutre [per una definizione cfr. la voce bibliogra-
fica (6)] allo scopo di ridurre il numero dei risultati di falso positivo ottenuti specificatamente con questi tipi
di sostanze chimiche (2) (7).

1.5. Descrizione del metodo di saggio � Saggio di resistenza elettrica transcutanea della pelle di ratto

1.5.1. Animali

Per la preparazione dei dischi cutanei vengono utilizzati giovani ratti (ratti Wistar o un ceppo equivalente di
20-23 giorni). Con un'apposita tosatrice viene rimosso il pelo della parte dorsale e laterale dell'animale. L'ani-
male viene quindi accuratamente strofinato e lavato lungo il dorso e i fianchi tenendo la parte tosata immersa
in una soluzione antibiotica (contenente per esempio streptomicina, penicillina, cloramfenicolo e anfotericina
in concentrazioni tali da inibire la proliferazione dei batteri). Dopo 3-4 giorni si procede ad un ulteriore
lavaggio con antibiotici. Gli animali così trattati devono essere utilizzati entro tre giorni al massimo (per la
produzione dei preparati cutanei gli animali non devono aver superato il 31o giorno di vita).

1.5.2. Preparazione dei lembi cutanei

Gli animali vengono sacrificati con un metodo non cruento. Si procede quindi alla rimozione della parte dor-
sale della cute e all'accurata eliminazione di tutto il grasso in eccesso. Il lembo cutaneo così ottenuto viene
posizionato sull'estremità di una provetta in PTFE (politetrafluoroetilene) in modo che la superficie epider-
mica sia a contatto con la provetta, viene quindi fissato all'estremità della provetta mediante una ghiera inse-
rita a pressione ed infine vengono eliminati gli orli di pelle debordante. La figura 1 indica le dimensioni della
provetta e della ghiera. Infine la ghiera viene accuratamente saldata all'estremità della provetta mediante gela-
tina di petrolio. La provetta viene fissata mediante una pinza a molla e quindi introdotta in un recipiente
contenente una soluzione di magnesio solfato (154mM) (figura 2).

1.5.3. Procedura

1.5.3.1. A p p l i c a z i o n e d e l m a t e r i a l e d i s a g g i o

Le sostanze da saggiare in forma liquida (150µl) vengono applicate alla superficie epidermica all'interno della
provetta (figura 2). Per il saggio di materiali solidi la sostanza è applicata in quantità sufficiente al disco cuta-
neo in modo da coprire l'intera superficie dell'epidermide. Si aggiunge acqua deionizzata (150µl) sulla parte
superiore del materiale solido ed infine si agita lievemente la provetta. Le sostanze da saggiare dovrebbero
entrare in contatto con la cute il più possibile. A tale scopo, nel caso di alcuni materiali solidi occorre proce-
dere a fusione della sostanza da saggiare innalzando la temperatura ad un massimo di 30 °C, oppure maci-
nando la sostanza fino a produrne un granulato o una polvere.
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Per ciascuna sostanza da saggiare vengono utilizzati tre dischi cutanei. L'applicazione dura 24 ore (cfr. anche
1.5.3.4). La sostanza viene quindi completamente rimossa mediante lavaggio sotto un getto di acqua corrente
ad una temperatura di 30 °C al massimo. Per facilitare l'eliminazione delle sostanze da saggiare che si sono
solidificate all'interno della provetta si procede a lavaggio sotto acqua corrente a 30 °C circa.

1.5.3.2. M i s u r a z i o n e d e l l a T E R

La TER viene misurata utilizzando un ponte dati a corrente alternata a basso voltaggio (ad esempio AIM 401
oppure 6401 o equivalente). Prima di misurare la resistenza elettrica viene ridotta la tensione di superficie
della cute aggiungendo etanolo al 70 % in quantità tale da coprire l'intera epidermide. Dopo alcuni secondi si
procede alla rimozione dell'etanolo mediante inversione della provetta e in seguito all'idratazione del tessuto
per mezzo di una soluzione di 3ml di magnesio solfato (154mM). Per misurare la resistenza in kh/disco si
posizionano gli elettrodi del ponte dati su entrambi i lati del disco (figura 2). La figura 1 mostra le dimen-
sioni degli elettrodi e la lunghezza della parte dell'elettrodo che rimane al di sotto delle pinze a coccodrillo.
Nel corso della misurazione la molletta di fissaggio dell'elettrodo interno (il più spesso) viene collocata sul-
l'estremità superiore della provetta affinché una buona parte dell'elettrodo rimanga immersa nella soluzione
di magnesio solfato. L'elettrodo esterno (più sottile) è collocato all'interno del recipiente in modo tale che
rimanga sul fondo. La distanza tra il lato inferiore della molletta di fissaggio e il fondo della provetta deve
essere mantenuta costante (figura 1) poiché influisce sui valori della resistenza elettrica.

Va osservato che qualora il valore di resistenza superi i 20 kh, ciò potrebbe dipendere dal fatto che la
sostanza ha formato un manto di rivestimento sulla superficie epidermica del disco cutaneo. Il rivestimento
può essere rimosso ad esempio sigillando la provetta col pollice rivestito da un guanto e scuotendola per
circa 10 secondi. Si procede dunque all'eliminazione della soluzione di magnesio solfato e si ripete la misura-
zione della resistenza con una nuova soluzione.

La media dei risultati dei valori riferiti alla TER viene accettata a condizione che i valori concomitanti positivi
e negativi rientrino nel margine (range) accettabile per il metodo. Le sostanze di controllo da saggiare e i rela-
tivi valori minimi e massimi di resistenza accettabili per il metodo e le apparecchiature descritte sono i
seguenti:

Controllo Sostanza Range delle resistenze
(kh)

Positivo 10 M acido cloridrico (36 %) 0,5-1,0

Negativo Acqua distillata 10-25

1.5.3.3. P r o c e d u r a s p e c i f i c a p e r t e n s i o a t t i v i e s o s t a n z e o r g a n i c h e n e u t r e

Se i valori della TER di sostanze di saggio che rientrano nelle categorie dei tensioattivi o delle sostanze orga-
niche neutre sono inferiori o pari a 5 kh, si può procedere ad una valutazione della penetrazione del colo-
rante nel tessuto. Tale procedura consente di stabilire se si tratta di risultati falso positivi (2).

1.5.3.3.1. Applicazione e rimozione del colorante solforodamina B

Dopo il trattamento iniziale con la sostanza di saggio viene applicata alla superficie dell'epidermide di ciascun
disco cutaneo una soluzione di 150 µl al 10 % (p/v) di solforodamina B diluita in acqua distillata per un
periodo di 2 ore. I dischi cutanei vengono quindi lavati sotto un getto di acqua corrente a temperatura
ambiente per circa 10 secondi al fine di eliminare completamente il colorante. Ogni disco cutaneo viene
quindi rimosso cautamente dalla provetta e collocato in una fiala (ad esempio una fiala di scintillazione in
vetro da 20 ml) contenente acqua deionizzata (8 ml). Le fiale vengono poi agitate leggermente per 5 minuti
per eliminare completamente il colorante. Questa procedura di risciacquo viene ripetuta per procedere quindi
alla rimozione dei dischi cutanei che vengono successivamente collocati in fiale contenenti 5 ml di una
sostanza al 30 % (p/v) di sodio dodecil solfato (SDS) diluita in acqua distillata. Le fiale vengono quindi incu-
bate per tutta la notte ad una temperatura di 60 °C. Dopo il periodo di incubazione ogni singolo disco cuta-
neo viene rimosso ed eliminato e la soluzione rimanente viene quindi centrifugata per 8 minuti ad una tem-
peratura di 21 °C (forza centrifuga relativa p 175). Si preleva quindi un campione di 1 ml del supernatante
che viene diluito in parte 1 a 5 (p/v) [ovvero 1 ml + 4 ml] in una soluzione di SDS al 30 % (p/v) in acqua
distillata. La densità ottica (DO) della soluzione viene misurata a circa 565 nm.

1.5.3.3.2. Calcolo del tenore del colorante

Per ogni disco cutaneo si calcola il tenore del colorante solforodamina B in base ai valori della DO (coeffi-
ciente di estinzione molare della solforodamina B a 565 nm = 8,7 × 104; peso molecolare = 580). Per cia-
scun disco cutaneo si stabilisce il tenore del colorante e si calcola la media del tenore per i replicati. I valori
medi della colorazione sono accettati a condizione che i valori di controllo concomitanti rientrino nel range
accettabile per il metodo. Il range del tenore del colorante ritenuto accettabile per le sostanze di controllo in
base alla metodologia e alle apparecchiature descritte sono:
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Controllo Sostanza Range del colorante
(µg/disco)

Positivo 10 M Acido cloridrico (36 %) 40-100

Negativo Acqua distillata 15-35

1.5.3.4. U l t e r i o r i d a t i

Le sostanze da saggiare possono essere applicate ai dischi cutanei anche per periodi più brevi (ad esempio 2
ore) per identificare i materiali che sono estremamente corrosivi. Tuttavia nello studio di convalida è emerso
che il saggio TER stimava in eccesso il potenziale corrosivo di una serie di sostanze chimiche da saggiare
applicate ai dischi cutanei per 2 ore (2), sebbene consentisse di identificare correttamente le sostanze corro-
sive e quelle non corrosive dopo un'applicazione di 24 ore.

Le proprietà e le dimensioni delle apparecchiature e della procedura sperimentale utilizzata possono influire
sui valori TER. La soglia di corrosività di 5 kh è stata stabilita sulla base di dati ottenuti con le apparecchia-
ture specifiche e le procedure descritte nel presente metodo. Se le condizioni di saggio vengono modificate in
maniera significativa è probabile che si debbano applicare soglie e valori di controllo diversi. Di conseguenza
si raccomanda di calibrare la metodologia e i valori soglia di resistenza saggiando una serie di sostanze stan-
dard di riferimento scelte tra quelle utilizzate nel primo studio di convalida (3).

1.6. Principio del metodo di saggio � Saggio del modello di cute umana

Il materiale da saggiare viene applicato localmente ad un modello tridimensionale di cute umana per un mas-
simo di 4 ore; tale modello comprende uno strato epidermico ricostruito in cui è presente anche uno strato
corneo funzionale. I materiali corrosivi vengono identificati in base alla loro capacità di ridurre la vitalità
delle cellule (ad esempio come nel caso del saggio di riduzione MTT) al di sotto di determinati livelli soglia
per periodi di esposizione specifici. Il principio del saggio è basato sull'ipotesi che le sostanze chimiche cor-
rosive sono in grado di penetrare lo strato corneo (per diffusione o erosione) e che la loro citotossicità è tale
da provocare la necrosi degli strati cellulari sottostanti.

1.7. Descrizione del metodo di saggio � Saggio del modello di cute umana

1.7.1. Modelli di cute umana

I modelli di cute umana possono provenire da varie fonti, ma devono comunque soddisfare determinati cri-
teri. Il modello di cute deve avere uno strato corneo funzionale e uno strato sottostante di cellule viventi. Lo
strato corneo deve essere in grado di svolgere la sua funzione di barriera in modo adeguato. La sua funziona-
lità può essere appurata dimostrando la capacità di resistenza del modello di cute alla citotossicità mediante
applicazione di sostanze notoriamente citotossiche per le cellule ma normalmente non in grado di attraver-
sare la barriera dello strato corneo. Il modello deve poter fornire risultati riproducibili in condizioni speri-
mentali ben definite.

La vitalità delle cellule viventi nel modello cutaneo deve esser tale da consentire un'adeguata discriminazione
tra le sostanze di controllo positive e negative. La vitalità cellulare (ad esempio misurata mediante la quantità
di riduzione MTT, ovvero un valore della DO) dopo esposizione ad una sostanza di controllo negativa deve
rientrare in limiti accettabili per il modello specificatamente utilizzato. Analogamente i valori della vitalità
cellulare in riferimento alla sostanza di controllo positiva (correlati a quelli della sostanza di controllo nega-
tiva) devono rientrare in limiti specifici. È essenziale che il modello predittivo utilizzato rispetti gli standard
di convalida internazionali (2).

1.7.2. Procedura

1.7.2.1. A p p l i c a z i o n e d e l m a t e r i a l e d i s a g g i o

Nei saggi di materiali liquidi occorre applicare la sostanza da saggiare in quantità tale da coprire la superficie
cutanea (almeno 25 µl/cm2). Nei saggi di materiali solidi si applica la sostanza da saggiare in quantità suffi-
ciente da coprire la cute, quindi la si inumidisce per garantire un contatto ottimale con la cute. Eventual-
mente le sostanze solide devono essere polverizzate prima dell'applicazione. Il metodo di applicazione deve
risultare adeguato per un'ampia gamma di tipi di sostanze chimiche (2). Al termine del periodo di esposi-
zione il materiale da saggiare deve essere accuratamente rimosso dalla superficie cutanea mediante una solu-
zione salina.

1.7.2.2. M i s u r a z i o n e d e l l a v i t a l i t à c e l l u l a r e

Per misurare la vitalità cellulare è possibile utilizzare qualsiasi metodo quantitativo convalidato. Il saggio
generalmente più utilizzato è la riduzione MTT che in numerosi laboratori ha fornito risultati accurati e
riproducibili (2). Il disco di cute viene collocato in una soluzione MTT di 0,3 mg/ml ad una temperatura di
20-28 °C per 3 ore. Viene quindi estratto il prodotto precipitato blu formazan (estrazione per solvente) e
misurata la concentrazione del formazan determinando la DO ad una lunghezza d'onda compresa fra 545 e
595 nm.
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1.7.2.3. U l t e r i o r i d a t i

Il modello cutaneo utilizzato e il protocollo preciso dei tempi di esposizione e delle procedure di lavaggio,
ecc. incidono notevolmente sui dati della vitalità cellulare. Si raccomanda pertanto di calibrare la metodologia
e il modello predittivo mediante analisi di una serie di standard scelti tra una gamma di sostanze chimiche
utilizzate nello studio di convalida del CECMA (3). Il metodo utilizzato deve risultare riproducibile sia all'in-
terno di un laboratorio che tra laboratori per numerose sostanze chimiche in base a standard internazionali.
Come minimo il metodo dovrebbe soddisfare il criterio della validità scientifica definito in precedenza (2) e i
risultati dello studio di convalida devono essere stati pubblicati in una rivista scientifica dotata di comitato di
revisione.

2. DATI

2.1. Elaborazione dei risultati

2.1.1. Saggio TER della pelle di ratto

I valori della resistenza (kh) del materiale di saggio, i controlli positivi e negativi e tutte le sostanze chimiche
standard di riferimento dovrebbero essere riportati in una tabella contenente i dati relativi agli esperimenti di
replicazione/ripetizione, i valori medi e le classificazioni ottenute.

2.1.2. Saggio del modello di cute umana

I valori della DO e i dati sulla vitalità cellulare calcolati in percentuale e relativi al materiale di saggio, i con-
trolli positivi e negativi e tutte le sostanze chimiche standard di riferimento dovrebbero essere riportati in
una tabella contenente i dati relativi agli esperimenti di replicazione/ripetizione, i valori medi e le classifica-
zioni ottenute.

2.2. Valutazione e interpretazione dei risultati

2.2.1. Saggio TER della pelle di ratto

Se il valore medio della TER ottenuto per la sostanza di saggio supera i 5 kh, la sostanza non è corrosiva. Se
tale valore è inferiore o pari a 5 kh e la sostanza da saggiare non è un surfactante o un organico neutro
allora è corrosiva.

Per i surfactanti o le sostanze organiche neutre i cui valori TER sono inferiori o pari a 5 kh è possibile pro-
cedere ad una valutazione della penetrazione del colorante. Se il tenore medio del colorante sul disco cutaneo
è superiore o pari al valore medio del tenore del colorante riferito alla sostanza di controllo positiva al 36 %
di HCl ottenuto in concomitanza, allora la sostanza di saggio è un vero positivo ed è dunque corrosiva. Se il
tenore medio è inferiore al tenore medio della sostanza di controllo positiva al 36 % di HCl ottenuta in con-
comitanza, allora la sostanza di saggio è un falso positivo e non è corrosiva.

2.2.2. Saggio del modello di cute umana

Il valore della DO del controllo negativo rappresenta il 100 % della vitalità cellulare, di conseguenza i valori
DO ottenuti per ciascun campione da saggiare possono essere utilizzati per calcolare una percentuale di vita-
lità del controllo negativo. La percentuale critica della vitalità cellulare che differenzia i materiali di saggio
corrosivi da quelli non corrosivi (o che distingue tra diverse classi di corrosività) deve essere chiaramente defi-
nita nel modello predittivo prima della convalida del metodo e il successivo studio di convalida deve dimo-
strare che tale valore critico è adeguato (cfr. riferimento bibliografico 2).

3. RELAZIONE

Relazione sul saggio

La relazione concernente l'intero saggio deve contenere almeno le seguenti informazioni:

Sostanza di saggio:

� dati inerenti l'identificazione, la natura fisica ed eventualmente le proprietà fisico-chimiche. Questi dati
dovrebbero essere forniti anche per le sostanze di riferimento, se utilizzate.

Condizioni di saggio:

� descrizione dettagliata della procedura utilizzata;

� descrizione e motivazione di eventuali modifiche.
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Risultati:

� presentazione in forma tabulare dei valori della resistenza (saggio TER) o dei valori della vitalità cellulare
(saggio del modello di cute umana) espressi in percentuale per il materiale di saggio, i controlli positivi e
negativi e qualsiasi altra sostanza chimica standard di riferimento, inclusi i dati relativi agli esperimenti
di replicazione/ripetizione e le medie;

� descrizione di qualunque altro effetto osservato.

Discussione dei risultati

Conclusioni

4. RIFERIMENTI BIBLIOGRAFICI

(1) ECVAM (1998), ECVAM News & Views, ATLA 26, pagg. 275-280.

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

(3) Barratt, M.D., Brantom, P.G., Fentem, J.H., Gerner, I., Walker, A.P. & Worth, A.P. (1998), The ECVAM
international validation study on in vitro tests for skin corrosivity. 1. Selection and distribution of the test
chemicals, Toxicology in Vitro 12, pagg. 471-482.

(4) Oliver, G.J.A., Pemberton, M.A. & Rhodes, C. (1986), An in vitro skin corrosivity test � modifications
and validation, Food & Chemical Toxicology 24, pagg. 507-512.

(5) Botham, P.A., Hall, T.J., Dennett, R., McCall, J.C., Basketter, D.A., Whittle, E., Cheeseman, M., Esdaile,
D.J. & Gardner, J. (1992), The skin corrosivity test in vitro: results of an interlaboratory trial, Toxicology in
Vitro 6, pagg. 191-194.

(6) Worth, A.P., Fentem, J.H., Balls, M., Botham, P.A., Curren, R.D., Earl, L.K., Esdaile, D.J. & Liebsch, M.
(1998), An evaluation of the proposed OECD testing strategy for skin corrosion, ATLA 26, pagg.
709-720.

(7) Botham, P.A., Chamberlain, M., Barratt, M.D., Curren, R.D., Esdaile, D.J., Gardner, J.R., Gordon, V.C., Hil-
debrand, B., Lewis, R.W., Liebsch, M., Logemann, P., Osborne, R., Ponec, M., Regnier, J.F., Steiling, W.,
Walker, A.P. & Balls, M. (1995), A prevalidation study on in vitro skin corrosivity testing. The report and
recommendations of ECVAM workshop 6, ATLA 23, pagg. 219-255.

8.6.2000 L 136/95Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



Figura 1
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Figura 2
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ALLEGATO II

«B.41. FOTOTOSSICITÀ � SAGGIO DI FOTOTOSSICITÀ IN VITRO 3T3 NRU

1. METODO

1.1. Introduzione

Per fototossicità si intende la risposta tossica che si manifesta dopo esposizione primaria della cute ad alcune
sostanze chimiche e successiva esposizione alla luce, o che è indotta analogamente da irradiazione della cute
dopo somministrazione sistemica di una sostanza chimica.

I dati ottenuti mediante il saggio di fototossicità in vitro 3T3 NRU consentono di identificare il potenziale
fototossico di una sostanza di prova, e cioè la presenza o l'assenza di eventuali rischi connessi alla sostanza di
prova in associazione ad esposizione ai raggi UV e alla luce visibile.

Poiché l'�endpoint� tossicologico del saggio in vitro è la determinazione della fotocitotossicità indotta dal-
l'azione combinata di una sostanza chimica e della luce, il saggio permette di identificare i composti che sono
fototossici in vivo dopo applicazione sistemica e distribuzione sulla cute e i composti con effetto fotoirritante
dopo applicazione locale alla cute.

Il saggio di fototossicità in vitro 3T3 NRU è stato sviluppato e validato nell'ambito di un progetto congiunto
UE/COLIPA durante il periodo 1992-1997 (1) (2) (3), allo scopo di definire una valida alternativa in vitro ai
vari saggi in vivo normalmente utilizzati. Nel 1996 un workshop dell'OCSE ha raccomandato l'uso di saggio
sequenziali in vitro per la valutazione della fototossicità (4).

I risultati del saggio di fototossicità in vitro 3T3 NRU sono stati confrontati con gli effetti di fototossicità
acuta/fotoirritazione in vivo in animali e soggetti umani, dimostrando così l'eccellente predittività del saggio
per tali effetti. Il saggio non è progettato per prevedere altri effetti indesiderati che potrebbero derivare dal-
l'azione combinata di una sostanza chimica e della luce, come ad esempio la fotogenotossicità, la fotoallergia
e la fotocarcinogenicità, sebbene molte sostanze chimiche che presentano queste specifiche proprietà reagi-
scano positivamente al saggio di fototossicità in vitro 3T3 NRU. Inoltre, il saggio non è progettato per con-
sentire una valutazione del potere fototossico.

Nell'appendice è descritto un sistema sequenziale per l'esecuzione di prove di fototossicità su sostanze chimi-
che.

1.2. Definizioni

Irradiamento: l'intensità della luce ultravioletta (UV) o visibile incidente su una superficie, misurata in W/m2 o
mW/cm2.

Dose di luce: la quantità (= intensità × tempo) di radiazione ultravioletta (UV) o visibile incidente su una superfi-
cie, espressa in joule (= W × s) per area di superficie, ovvero J/m2 o J/cm2.

Bande di frequenza d'onda della luce UV: i valori raccomandati dalla CIE (Commission Internationale de l'Éclai-
rage) sono: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) e UVC (100-280 nm). Sono in uso, inoltre, altri valori:
spesso la distinzione fra UVB e UVA viene posta a 320 nm e gli UVA possono essere suddivisi in UV-A1 e
UV-A2, con una distinzione posta a circa 340 nm.

Vitalità cellulare: parametro che misura l'attività totale di una popolazione di cellule (ad esempio la captazione
del colorante vitale rosso neutro nei lisosomi cellulari) che, in funzione dell'�endpoint� misurato e del tipo di
saggio impiegato, è correlato al numero totale e/o alla vitalità delle cellule.

Vitalità cellulare relativa: vitalità cellulare espressa in relazione a controlli negativi (solventi) che sono stati sotto-
posti al saggio completo (+ UV o ¯ UV) senza trattamento con una sostanza chimica di prova.

Modello di predittività: algoritmo impiegato per trasformare i risultati di un saggio di tossicità in dati predittivi
del potenziale tossico. In base alle linee guida per l'esecuzione del saggio è possibile utilizzare il PIF e l'MPE
per la trasformazione dei risultati del saggio di fototossicità in vitro 3T3 NRU in dati predittivi del potenziale
fototossico.

PIF (Photo Irritation Factor): fattore ottenuto paragonando due concentrazioni di pari citotossicità (EC50) della
sostanza chimica di prova in assenza (¯ UV) e in presenza (+ UV) di una irradiazione non citotossica con luce
UVA/visibile.

MPE (Mean Photo Effect): recente misura derivata dall'analisi matematica della forma completa di due curve di
concentrazione-risposta ottenuta in assenza (¯ UV) e in presenza (+ UV) di una irradiazione non citotossica
con luce UVA/visibile.
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Fototossicità: risposta tossica acuta che si manifesta dopo esposizione primaria della cute ad alcune sostanze
chimiche e successiva esposizione alla luce, o che è indotta analogamente da irradiazione della cute dopo
somministrazione sistemica di una sostanza chimica.

Fotoirritazione: sottospecie del termine �fototossicità� impiegato per descrivere solo le reazioni fototossiche
prodotte sulla cute dopo esposizione a sostanze chimiche (somministrate per via topica o orale). Tali reazioni
fototossiche causano sempre danni cellulari non specifici (reazioni analoghe all'eritema solare).

Fotoallergia: reattività immunologica acquisita che non si verifica al primo trattamento con una sostanza chi-
mica e successiva esposizione alla luce, ma che necessita di un periodo di induzione di una o due settimane
prima che sia possibile dimostrare la reattività cutanea.

Fotogenotossicità: risposta genotossica osservata con un �endpoint� genetico, che si manifesta dopo esposizione
delle cellule a una dose di luce UV/visibile e a una sostanza chimica non genotossica.

Fotocarcinogenicità: carcinogenicità indotta dalla ripetuta applicazione di luce e di una sostanza chimica. Si uti-
lizza il termine �foto-co-carcinogenesi� quando la cancerogenesi indotta dagli UV viene aumentata da una
sostanza chimica.

1.3. Sostanze di riferimento

Oltre alla sostanza chimica di controllo positivo clorpromazina, che andrebbe saggiata simultaneamente in
tutti i saggi, per effettuare il saggio di fototossicità 3T3 NRU si raccomanda di impiegare come sostanze chi-
miche di riferimento un sottogruppo delle sostanze utilizzate nelle analisi interlaboratorio per il presente sag-
gio (1) (3) (13).

1.4. Considerazioni iniziali

È noto che molti tipi di sostanze chimiche inducono effetti fototossici (5) (6) (7) (8). L'unica caratteristica che
hanno in comune è la capacità di assorbire l'energia luminosa nello spettro della luce solare. In base alla
prima legge della fotochimica (legge di Grotthaus-Draper), la fotoreazione richiede un assorbimento sufficiente
di quanti di luce. Pertanto, prima di effettuare la prova biologica in base alle linee guida qui descritte, è neces-
sario determinare uno spettro di assorbimento della luce UV/visibile per la sostanza chimica di prova (ad
esempio, in base alle linee guida dell'OCSE: OECD Test Guideline 101). Se il coefficiente di estinzione/assorbi-
mento molare è inferiore a 10 litri × mol¯1 × cm¯1, la sostanza chimica non ha alcun potenziale fotoreattivo e
non occorre sottoporla al saggio di fototossicità in vitro 3T3 NRU, né ad altre prove biologiche atte a deter-
minare effetti fotochimici indesiderati (appendice).

1.5. Principio del metodo utilizzato

Sono stati identificati quattro meccanismi in base ai quali l'assorbimento della luce da parte di un cromoforo
(chimico) può provocare una risposta fototossica (7). Tutti e quattro i meccanismi provocano lesioni cellulari.
Pertanto, il saggio di fototossicità in vitro 3T3 NRU è basato sul confronto della citotossicità di una sostanza
chimica saggiata con e senza esposizione a una dose non citotossica di luce UVA/visibile. In questo saggio, la
citotossicità viene espressa come riduzione, dipendente dalla concentrazione, della captazione del colorante
vitale rosso neutro [NR, (9)] 24 ore dopo il trattamento con la sostanza chimica di prova e l'irradiazione.

Dapprima si preparano cellule Balb/c 3T3 che vengono mantenute in coltura per 24 ore per permettere la
formazione di monostrati. Quindi, per ogni sostanza chimica di prova, vengono preincubate due piastre a 96
pozzetti con otto diverse concentrazioni della sostanza chimica per 1 ora. Una delle due piastre viene poi
esposta a una dose non citotossica di luce UVA/visibile di 5 J/cm2 UVA (esperimento + UV), mentre l'altra pia-
stra viene mantenuta nell'oscurità (esperimento ¯ UV). In entrambe le piastre, il terreno di trattamento viene
poi sostituito con il terreno di coltura e, dopo altre 24 ore di incubazione, si determina la vitalità cellulare tra-
mite captazione del rosso neutro (Neutral Red Uptake, NRU) per 3 ore. Per ognuna delle otto concentrazioni
di prova viene dunque calcolata la vitalità cellulare relativa, espressa come percentuale dei controlli negativi
non trattati. Per prevedere il potenziale fototossico vengono confrontate le risposte di concentrazione ottenute
in presenza (+ UV) e in assenza (¯ UV) di irradiazione, generalmente al livello EC50, cioè alla concentrazione
che inibisce la vitalità cellulare del 50 % rispetto ai controlli non trattati.

1.6. Criteri di qualità

Sensibilità delle cellule agli UVA; dati storici: Ad intervalli regolari occorre controllare la sensibilità delle cellule
agli UVA. Le cellule vengono seminate alla stessa densità utilizzata nel saggio di fototossicità in vitro 3T3
NRU; il giorno successivo vengono irradiate con dosi di UVA da 1 a 9 J/cm2, e il giorno ancora successivo si
determina la vitalità cellulare tramite saggio di NRU. Le cellule soddisfano i requisiti di qualità se la loro vita-
lità, dopo irradiazione con 5 J/cm2 di UVA, non è inferiore all'80 % della vitalità dei controlli mantenuti nel-
l'oscurità. Alla dose massima di UVA (9 J/cm2), la vitalità non deve essere inferiore al 50 % rispetto a quella
dei controlli mantenuti nell'oscurità. Questo controllo va ripetuto all'incirca ogni dieci passaggi di cellule.

Sensibilità agli UVA delle cellule di controllo negativo; saggio in oggetto: Il saggio soddisfa i criteri di qualità se i
controlli negativi [cellule in soluzione salina isotonica di Earl (EBSS) con o senza l'1 % di dimetilsolfossido
(DMSO) o l'1 % di etanolo (EtOH) nell'esperimento + UVA] mostrano una vitalità non inferiore all'80 % di
quella delle cellule non irradiate nello stesso solvente del corrispondente esperimento in oscurità (¯ UVA).
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Vitalità dei controlli negativi: La densità ottica assoluta (OD540 NRU) misurata nell'estratto di rosso neutro dei
controlli negativi indica se le cellule (1 × 104) seminate in ogni pozzetto siano cresciute con un tempo di rad-
doppiamento normale durante i due giorni della prova. Il saggio soddisfa i criteri di accettazione se la
OD540 NRU media dei controlli non trattati è Å 0,2.

Controllo positivo: Contemporaneamente al saggio di fototossicità in vitro 3T3 NRU, si saggia una sostanza chi-
mica notoriamente fototossica. Si raccomanda l'uso di clorpromazina (CPZ), poiché tale sostanza è stata
impiegata come controllo positivo nello studio di validazione UE/COLIPA. Per la CPZ saggiata con il proto-
collo standard nel saggio di fototossicità in vitro 3T3 NRU, sono stati definiti i seguenti criteri di accettazione:
CPZ irradiata (+ UVA): EC50 = da 0,1 a 2,0 µg/ml; CPZ non irradiata (¯ UVA): EC50 = da 7,0 a 90,0 µg/ml. Il
PIF, cioè lo spostamento di EC50, deve essere almeno pari a 6.

Come controlli positivi concomitanti, al posto della CPZ possono essere impiegate altre sostanze chimiche
notoriamente fototossiche, corrispondenti alla classe chimica o alle caratteristiche di solubilità della sostanza
chimica di prova. In questo caso, sulla base dei dati storici, occorre definire adeguatamente l'intervallo di EC50
e del PIF o MPE come criterio di accettazione del saggio.

1.7. Descrizione del metodo utilizzato

1.7.1. Preparazioni

1.7.1.1. C e l l u l e

Nello studio di validazione è stata usata una linea cellulare permanente di fibroblasti di topo � Balb/c 3T3,
clone 31 � proveniente dall'ATCC o dall'ECACC. Se ne raccomanda pertanto l'uso in ogni saggio. Appli-
cando lo stesso protocollo, si possono utilizzare con eguale efficacia anche altre cellule o linee cellulari se le
condizioni della coltura vengono adattate alle esigenze specifiche delle cellule; tuttavia, è necessario dimostrare
l'equivalenza.

È necessario verificare con regolarità che le cellule non siano contaminate da micoplasmi; le cellule vanno uti-
lizzate solo se i risultati dei controlli sono soddisfacenti.

Poiché la sensibilità delle cellule agli UVA può aumentare con il numero di passaggi, vanno impiegate cellule
Balb/c 3T3 del numero più basso ottenibile di passaggi, preferibilmente inferiore a 100. È importante che la
sensibilità delle cellule Balb/c 3T3 agli UVA venga controllata regolarmente seguendo la procedura di con-
trollo della qualità descritta in queste linee guida.

1.7.1.2. C o n d i z i o n i d e i m e z z i e d e l l a c o l t u r a

Per il passaggio di routine delle cellule e durante il saggio è necessario utilizzare mezzi di coltura e condizioni
di incubazione adeguati. Nel caso delle cellule Balb/c 3T3, occorre integrarle con DMEM al 10 % di siero di
vitello neonato, 4 mM di glutamina, penicillina e streptomicina, nonché incubazione umidificata a 37 °C /7,5 %
di CO2. È particolarmente importante che le condizioni della coltura cellulare assicurino un tempo di ciclo
cellulare compreso nel normale range storico delle cellule o della linea cellulare utilizzate.

1.7.1.3. P r e p a r a z i o n e d e l l e c o l t u r e

Le cellule ottenute da colture base congelate vengono seminate nel terreno di coltura alla densità adeguata e
poste in sottocoltura almeno una volta prima di essere utilizzate per il saggio di fototossicità in vitro 3T3
NRU.

Per il saggio di fototossicità occorre seminare le cellule nel terreno di coltura ad una densità tale che impedi-
sca alle colture di raggiungere la confluenza prima della fine, cioè quando viene determinata la vitalità cellu-
lare 48 ore dopo la semina. Per le cellule Balb/c 3T3 coltivate in piastre a 96 pozzetti la densità raccomandata
è di 1 × 104 cellule per pozzetto.

Per ogni sostanza chimica di prova si seminano cellule in maniera identica in due diverse piastre a 96 poz-
zetti, che vengono poi sottoposte simultaneamente all'intera procedura in condizioni colturali identiche, salvo
il periodo di tempo in cui una delle piastre viene irradiata (+ UVA/visibile) mentre l'altra viene tenuta nel-
l'oscurità (¯ UVA/visibile).

1.7.1.4. A t t i v a z i o n e m e t a b o l i c a

Mentre l'uso di sistemi metabolizzanti è un requisito generale di tutte le prove in vitro per la previsione della
genotossicità e del potenziale carcinogenico, finora, nel caso della fototossicologia, non si conosce alcuna
sostanza chimica che necessita della trasformazione metabolica per agire da fototossina in vivo o in vitro. Per-
tanto non si ritiene necessario, né scientificamente giustificato, svolgere questo saggio con un sistema di atti-
vazione metabolica.
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1.7.1.5. S o s t a n z a c h i m i c a d i p r o v a / P r e p a r a z i o n e

Le sostanze chimiche di prova devono essere preparate di fresco immediatamente prima dell'uso, a meno che
la conservazione risulti accettabile in base ai dati relativi alla stabilità. Quando è probabile che si verifichi una
rapida fotodegradazione, può essere necessaria la preparazione sotto luce rossa.

Le sostanze chimiche di prova vanno dissolte in soluzioni saline tampone, come la soluzione isotonica di Earl
(EBSS) o la soluzione salina tampone fosfato (PBS) che, per evitare interferenze durante l'irradiazione, devono
essere prive di componenti proteiche e colori indicatori di pH che assorbono la luce.

Le sostanze chimiche di prova scarsamente solubili in acqua devono essere dissolte in solventi adeguati, ad
una concentrazione pari a 100 volte la concentrazione finale desiderata e poi diluite in 1:100 con la solu-
zione tampone. Eventuali solventi devono essere presenti a un volume costante dell'1 % (v/v) in tutte le col-
ture, e cioè sia nei controlli negativi che in tutte le concentrazioni della sostanza chimica di prova.

I solventi raccomandati sono il dimetilsolfossido (DMSO) e l'etanolo (EtOH). Possono essere adatti anche altri
solventi a bassa citotossicità (come l'acetone), ma è necessario valutarne attentamente le proprietà specifiche,
quali la reazione con la sostanza chimica di prova, l'estinzione dell'effetto fototossico, le proprietà di cattura
dei radicali.

Se necessario, si può procedere a miscelazione tramite vortex e/o sonicazione e/o riscaldamento fino a 37 °C
per favorire la solubilizzazione.

1.7.1.6. I r r a d i a z i o n e U V / P r e p a r a z i o n e

Fonte di luce: la scelta di una fonte di luce e di un filtro adeguati è il fattore più importante ai fini di un cor-
retto saggio della fototossicità. Gli spettri di UVA e della luce visibile si associano generalmente a fotosensibi-
lizzazione (7) (10), mentre gli UVB sono meno rilevanti perché fortemente citotossici in via diretta, visto che
la loro citotossicità aumenta di 1000 volte da 313 a 280 nm (11). Per scegliere una fonte luminosa adeguata
valgono, tra l'altro, i seguenti criteri essenziali: la fonte di luce deve emettere lunghezze d'onda assorbite dalla
sostanza chimica di prova e la dose di luce (ottenibile in tempi ragionevoli) deve essere sufficiente per indivi-
duare i fotosensibilizzanti noti. Inoltre, le lunghezze d'onda e le dosi utilizzate non devono essere eccessiva-
mente nocive per il sistema, che comporta anche emissione di calore (regione dell'infrarosso).

La fonte di luce ottimale è la simulazione della luce del sole con simulatori solari. Nei simulatori solari si
usano sia gli archi allo xeno che gli archi di mercurio e ad alogenuri metallici (drogati). Questi ultimi presen-
tano il vantaggio di emettere meno calore e di essere meno costosi, ma la loro corrispondenza con la luce
solare non è perfetta. Poiché tutti i simulatori solari emettono quantità significative di UVB, vanno muniti di
filtri adeguati per attenuare le lunghezze d'onda UVB altamente citotossiche.

Per il saggio di fototossicità in vitro 3T3 NRU è necessario usare uno spettro di irradiamento praticamente
privo di UVB (UVA:UVB p 1:20). È stato pubblicato un esempio della distribuzione dell'irradiamento spettrale
del simulatore solare con filtro impiegato nello studio di validazione del saggio di fototossicità in vitro 3T3
NRU (3).

Dosimetria: Prima di effettuare il saggio di fototossicità occorre controllare regolarmente l'intensità della luce
(irradiamento) mediante opportuno misuratore UV a banda larga. Il misuratore UV deve essere stato calibrato
sulla fonte. È necessario controllare la funzionalità del misuratore UV e, a tale scopo, si raccomanda di impie-
gare un secondo misuratore UV di riferimento, dello stesso tipo e con identica calibrazione. L'ideale sarebbe
che, a intervalli di tempo più lunghi, con uno spettroradiometro si misurasse l'irradiamento spettrale della
fonte di luce filtrata e si controllasse la calibrazione del misuratore UV a banda larga; tali strumenti richiedono
tuttavia l'intervento di personale specializzato.

Lo studio di validazione ha stabilito che una dose di 5 J/cm2 (UVA) non è citotossica per le cellule Balb/c 3T3
ed è sufficientemente potente per eccitare anche le sostanze chimiche a bassa fototossicità. Allo scopo di otte-
nere una dose di 5 J/cm2 entro 50 minuti, l'irradiamento deve essere regolato a 1,666 mW/cm2. Se si utiliz-
zano un'altra linea cellulare o una diversa fonte di luce, potrebbe essere necessario adattare leggermente la
dose di UVA, a condizione che non sia nociva per le cellule e che sia sufficiente per individuare le fototossine
standard. Il tempo di esposizione alla luce si calcola come segue:

1.7.2. Condizioni di esecuzione del saggio

La concentrazione massima della sostanza chimica di prova non deve superare i 100 µg/ml, poiché la fototos-
sicità di tutte le sostanze chimiche è stata rilevata a concentrazioni inferiori, mentre a concentrazioni mag-
giori aumenta l'incidenza dei falsi positivi (previsioni sovrastimate) (13). Il pH della concentrazione più alta
della sostanza chimica di prova deve essere soddisfacente (range del pH: 6,5-7,8).
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Gli intervalli delle concentrazioni di una sostanza chimica sottoposta a prova in presenza (+ UVA) e in assenza
(¯ UVA) di luce vanno determinati in modo adeguato in precedenti esperimenti espressamente effettuati a tale
scopo. Occorre adeguare l'intervallo e l'intercetta di una serie di concentrazioni in modo che le curve concen-
trazione-risposta siano sufficientemente corroborate da dati sperimentali. È necessario utilizzare le serie di
concentrazioni geometriche (con un fattore di diluizione costante).

1.7.3. Procedura del saggio (1)

1.7.3.1. P r i m o g i o r n o

Preparare una sospensione di cellule di 1 × 105 cellule/ml nel terreno di coltura e versare 100 µL di terreno di
coltura solo nei pozzetti periferici di una piastra per microtitolazione di coltura tissutale a 96 pozzetti
(= bianchi). Nei restanti pozzetti versare 100 µL di una sospensione cellulare di 1 × 105 cellule/ml (= 1 × 104

cellule/pozzetto). Per ciascuna sostanza chimica di prova preparare due piastre: una per determinare la cito-
tossicità (¯ UVA) e l'altra per determinare la fotocitotossicità (+ UVA).

Incubare le cellule per 24 ore (7,5 % di CO2, 37 °C) finché formano un monostrato semiconfluente. Questo
periodo di incubazione tiene conto del recupero e dell'aderenza delle cellule, nonché della crescita esponenziale.

1.7.3.2. S e c o n d o g i o r n o

Dopo l'incubazione, far decantare il terreno di coltura dalle cellule e lavare due volte con 150 µL di EBSS/PBS
per pozzetto. Aggiungere 100 µL di EBSS/PBS contenente la concentrazione corretta della sostanza chimica di
prova o solo solvente (controllo negativo). Utilizzare 8 diverse concentrazioni della sostanza chimica di prova.
Incubare le cellule con la sostanza chimica di prova nell'oscurità per 60 minuti (7,5 % di CO2, 37 °C).

Per eseguire la parte + UVA del saggio, irradiare le cellule a temperatura ambiente per 50 minuti attraverso il
coperchio della piastra con 1,7 mW/cm2 di UVA (= 5 J/cm2). Ventilare con una ventola per evitare la conden-
sazione di H2O sotto il coperchio. Mantenere le altre piastre (¯ UVA) a temperatura ambiente in una scatola
scura per 50 minuti (= tempo di esposizione agli UVA).

Far decantare la soluzione di prova e lavare due volte con 150 µL di EBSS/PBS. Sostituire l'EBSS/PBS con ter-
reno di coltura e incubare (7,5 % di CO2, 37 °C) per una notte (18-22 ore).

1.7.3.3. T e r z o g i o r n o

Esame al microscopio

Esaminare le cellule con un microscopio a contrasto di fase. Registrare i cambiamenti morfologici delle cellule
dovuti agli effetti citotossici della sostanza chimica di prova. Si raccomanda questo controllo per escludere
errori sperimentali, sebbene questi dati non vengano utilizzati per la valutazione della citotossicità o della
fototossicità.

Prova della captazione del rosso neutro

Lavare le cellule con 150 uL di EBSS/PBS preriscaldata. Rimuovere la soluzione di lavaggio con lievi colpetti.
Aggiungere 100 µl di terreno al rosso neutro e incubare a 37 °C in atmosfera umidificata al 7,5 % di CO2 per
3 ore.

Dopo l'incubazione, rimuovere il terreno al rosso neutro e lavare le cellule con 150 µL di EBSS/PBS. Far
decantare e asciugare totalmente l'EBSS/PBS. (Centrifugare a piastra rovesciata è opzionale).

Aggiungere esattamente 150 µL di soluzione di estinzione di rosso neutro (etanolo/acido acetico preparati di
fresco).

Scuotere rapidamente la piastra di microtitolazione con un agitatore per 10 minuti fino ad estrazione del
rosso neutro dalle cellule e formazione di una soluzione omogenea.

Misurare la densità ottica dell'estratto di rosso neutro a 540 nm con uno spettrofotometro, utilizzando i bian-
chi come riferimento. Salvare i dati nel formato di file adeguato (ad esempio ASCII) per le analisi successive.

(1) Per ulteriori dettagli, cfr. il riferimento bibliografico (12).
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2. DATI

2.1. Qualità e quantità dei dati

I dati devono permettere un'analisi significativa della concentrazione-risposta ottenuta in presenza e in
assenza di irradiazione UVA/visibile. Se si rileva citotossicità, è necessario fissare sia il range della concentra-
zione che l'intervallo delle singole concentrazioni in modo da adattare una curva ai dati sperimentali. Poiché
una sostanza chimica di prova potrebbe non essere citotossica fino alla concentrazione limite definita di
100 µg/ml nell'esperimento in oscurità (¯ UVA), ma altamente citotossica in caso di irradiazione (+ UVA),
potrebbe essere necessario che i range della concentrazione da saggiare differiscano per ordine di grandezza
per garantire un'adeguata qualità dei dati. Se non si rileva citotossicità in nessuna delle due parti dell'esperi-
mento (¯ UVA e + UVA), è sufficiente effettuare il saggio con un maggiore intervallo fra dosi singole fino alla
concentrazione più elevata.

Non occorre verificare i risultati chiaramente positivi ripetendo l'esperimento. Non occorre neppure verificare
i risultati chiaramente negativi, purché la sostanza chimica di prova sia stata saggiata a concentrazioni suffi-
cientemente alte. In tali casi è sufficiente un esperimento principale, sostenuto da uno o più esperimenti preli-
minari di definizione dei range.

I saggi che hanno dato risultati borderline vicini alla linea di demarcazione del modello di predittività vanno
ripetuti per verifica.

Se si ritiene necessario ripetere il saggio, potrebbe essere importante variare le condizioni sperimentali allo
scopo di ottenere un risultato chiaro. Una variabile fondamentale di questo saggio è la preparazione delle
soluzioni della sostanza chimica di prova. Pertanto, la variazione di tali condizioni (co-solvente, triturazione,
sonicazione) può essere di enorme importanza nel saggio di ripetizione. Alternativamente si può prendere in
considerazione l'ipotesi di variare il tempo di incubazione pre-irradiazione. Un tempo più breve può essere
determinante per le sostanze chimiche instabili in acqua.

2.2. Trattamento dei risultati

Ove possibile, si determina la concentrazione di una sostanza chimica di prova che riflette una inibizione del
50 % dell'NRU cellulare (EC50). A tale scopo si applica una qualunque procedura di regressione non lineare
(preferibilmente una funzione di Hill o la regressione logistica) ai dati concentrazione-risposta, oppure si uti-
lizzano altre procedure di adeguamento (14). Prima di utilizzare una EC50 per ulteriori calcoli occorre control-
lare in modo adeguato la qualità dell'adattamento alla rappresentazione grafica. Alternativamente possono
essere impiegati metodi di adattamento alla rappresentazione grafica per calcolare l'EC50. In questo caso si rac-
comanda l'uso di carte di probabilità (scala x: log, scala y: probit), poiché in molti casi la funzione concentra-
zione-risposta diventerà quasi lineare dopo questa trasformazione.

2.3. Valutazione dei risultati (modelli di predittività)

2.3.1. Modello di predittività versione 1: PIF

Se si ottengono curve concentrazione-risposta complete sia in presenza (+ UVA) che in assenza (¯ UVA) di
luce, il fattore di fotoirritazione (PIF) si calcola tramite la formula seguente:

Un PIF < 5 non predice alcun potenziale fototossico, mentre un PIF Å 5 predice un potenziale fototossico.

Se una sostanza chimica è citotossica solo + UVA e non è citotossica al saggio ¯ UVA, non è possibile calco-
lare il PIF, sebbene si tratti di un risultato che indica un potenziale fototossico. In tali casi è possibile calcolare
un �> PIF� se il saggio di citotossicità (¯ UV) viene eseguito fino alla concentrazione di prova più elevata (Cmax)
e tale valore viene usato per calcolare il �> PIF�:

Se è possibile ottenere solo un �> PIF�, qualunque valore > 1 predice un potenziale fototossico.

Se non è possibile calcolare né l'EC50 (¯ UV) né l'EC50 (+ UV) a causa del fatto che una sostanza chimica non
risulta essere citotossica fino alla più alta concentrazione di prova, questo indica l'assenza di potenziale foto-
tossico. In tali casi per caratterizzare il risultato si utilizza un formale �PIF = *1�
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Se è possibile ottenere solo un �PIF = *1�, ciò non predice alcun potenziale fototossico.

Nei casi (b) e (c), ai fini della predittività del potenziale fototossico è necessario tenere in debita considera-
zione le concentrazioni ottenute al saggio di fototossicità in vitro 3T3 NRU.

2.3.2. Modello di predittività versione 2: MPE

Alternativamente è possibile applicare una nuova versione del modello per prevedere il potenziale fototossico,
sviluppata in base ai dati dello studio di validazione UE/COLIPA (15) e saggiata in cieco in un successivo stu-
dio sulla fototossicità in vitro delle sostanze chimiche a filtro UV (13). Tale modello sopperisce ai limiti del
modello PIF nei casi in cui è impossibile ottenere un'EC50. Il modello utilizza il �Mean Photo Effect� (MPE),
una misura basata sul confronto delle curve complete concentrazione-risposta. Per l'applicazione del modello
MPE la Humboldt Universität di Berlino ha sviluppato un software disponibile gratuitamente.

2.4. Interpretazione dei risultati

Un risultato positivo al saggio di fototossicità in vitro 3T3 NRU (PIF Å 5 o MPE Å 0,1) indica che la sostanza
di prova ha un potenziale fototossico. Se si ottiene tale risultato a concentrazioni inferiori a 10 µg/ml, è
altresì probabile che la sostanza chimica di prova si comporti da fototossina in varie condizioni di esposizione
in vivo. Se si ottiene un risultato positivo solo alla concentrazione di prova più elevata (100 µg/mL), possono
essere necessarie ulteriori considerazioni per la valutazione del rischio o del potere fototossico, quali dati sulla
penetrazione, l'assorbimento e il possibile accumulo della sostanza chimica nella cute, oppure l'analisi della
sostanza in un saggio alternativo di conferma, ad esempio impiegando un modello di cute umana in vitro.

Un risultato negativo al saggio di fototossicità in vitro 3T3 NRU (PIF < 5 o MPE < 0,1) indica che la sostanza
di prova non è fototossica per le cellule di mammifero in coltura nelle condizioni di saggio. Nei casi in cui è
stato possibile provare la sostanza chimica fino alla concentrazione più elevata (100 µg/ml) un risultato nega-
tivo indica che tale sostanza non ha potenziale fototossico e la fototossicità in vivo può essere considerata
improbabile. Nei casi in cui si ottengano identiche risposte tossicità-concentrazione (EC50 + UV e EC50 ¯ UV) a
concentrazioni inferiori, l'interpretazione dei dati sarebbe la stessa. Diversamente, se non viene dimostrata tos-
sicità (+ UV e ¯ UV) e se la solubilità in acqua limita le concentrazioni a valori inferiori a 100 µg/ml, allora
può essere messa in dubbio la compatibilità della sostanza di prova con il saggio e va presa in considerazione
l'idea di eseguire prove di conferma (ad esempio usando un modello di cute in vitro o un modello di cute ex
vivo o un saggio in vivo).

3. RELAZIONE

Relazione sul saggio effettuato

La relazione sul saggio deve contenere le seguenti informazioni:

Sostanza chimica di prova:

� dati di identificazione e numero CAS, se noto

� caratteristiche fisiche e purezza

� proprietà fisicochimiche rilevanti per l'esecuzione dello studio

� stabilità e fotostabilità, se note

Solvente:

� motivazione della scelta del solvente

� solubilità della sostanza chimica di prova in questo solvente

� percentuale di solvente presente nel terreno di trattamento (EBSS o PBS)

Cellule:

� tipo e origine

� assenza di micoplasmi

� numero di passaggi delle cellule, se noto

� sensibilità delle cellule agli UVA, determinata con gli strumenti per irradiazione usati nel saggio di foto-
tossicità in vitro 3T3 NRU

Condizioni di esecuzione del saggio (a) � incubazione prima e dopo il trattamento:

� tipo e composizione del terreno di coltura

� condizioni di incubazione (concentrazione di CO2, temperatura, umidità)

� durata dell'incubazione (pre-trattamento, post-trattamento)
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Condizioni di esecuzione del saggio (b) � trattamento con la sostanza chimica:

� criteri di scelta delle concentrazioni della sostanza chimica di prova usata sia in presenza che in assenza
di irradiazione UV/visibile

� in caso di solubilità limitata della sostanza chimica di prova e assenza di citotossicità, motivi della scelta
di una concentrazione più elevata

� tipo e composizione del terreno di trattamento (soluzione salina tampone)

� durata del trattamento chimico

Condizioni di esecuzione del saggio (c) � irradiazione:

� motivo della scelta della fonte di luce utilizzata nel saggio

� caratteristiche di irradiamento spettrale della fonte di luce

� caratteristiche di trasmissione/assorbimento del/i filtro/i usato/i

� caratteristiche del radiometro e particolari sulla sua calibrazione

� distanza della fonte di luce dal sistema di prova

� irradiamento UVA a tale distanza, espresso in mW/cm2

� durata dell'esposizione alla luce UV/visibile

� dose UVA (irradiamento × tempo), espressa in J/cm2

� temperatura delle colture cellulari durante l'irradiazione e delle colture cellulari mantenute in oscurità

Condizioni di esecuzione del saggio (d) � prova NRU

� composizione del terreno al rosso neutro

� durata dell'incubazione nel rosso neutro

� condizioni di incubazione (concentrazione di CO2, temperatura, umidità)

� condizioni di estrazione del rosso neutro (estraente, durata)

� lunghezza d'onda usata per la lettura spettrofotometrica della densità ottica del rosso neutro

� seconda lunghezza d'onda (riferimento), se utilizzata

� contenuto del bianco spettrofotometrico, se utilizzato

Risultati

� vitalità cellulare ottenuta a ciascuna concentrazione della sostanza chimica di prova, espressa in vitalità
percentuale media dei controlli

� curve concentrazione-risposta (concentrazione della sostanza chimica di prova vs. vitalità cellulare rela-
tiva), ottenuta negli esperimenti simultanei + UVA e ¯ UVA

� analisi dei dati delle curve concentrazione-risposta: se possibile, computo/calcolo dell'EC50 (+ UVA) e del-
l'EC50 (¯ UVA)

� confronto delle due curve concentrazione-risposta ottenute in presenza e in assenza dell'irradiazione
UVA/visibile, o tramite calcolo del PIF, o tramite calcolo dell'MPE

� classificazione del potenziale fototossico

� criteri di accettazione del saggio (a) � controllo negativo simultaneo:

� vitalità assoluta (densità ottica dell'estratto di rosso neutro) delle cellule irradiate e non irradiate

� dati storici del controllo negativo, deviazione media e standard

� criteri di accettazione del saggio (b) � controllo positivo simultaneo:

� EC50 (+ UVA) e EC50 (¯ UVA) e PIF della sostanza chimica di controllo positiva

� dati storici riguardanti la sostanza chimica di controllo positiva: EC50 (+ UVA) e EC50 (¯ UVA) e PIF,
deviazione media e standard

Discussione dei risultati

Conclusioni
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II

(Atti per i quali la pubblicazione non è una condizione di applicabilità)

COMMISSIONE

DECISIONE DELLA COMMISSIONE

del 19 maggio 2000

che rettifica la direttiva 98/98/CE recante venticinquesimo adeguamento al progresso tecnico della
direttiva 67/548/CEE del Consiglio concernente il ravvicinamento delle disposizioni legislative,
regolamentari ed amministrative relative alla classificazione, all'imballaggio e all'etichettatura delle

sostanze pericolose

[notificata con il numero C(2000) 1333]

(Testo rilevante ai fini del SEE)

(2000/368/CE)

LA COMMISSIONE DELLE COMUNITÀ EUROPEE,

visto il trattato che istituisce la Comunità europea,

vista la direttiva 67/548/CEE del Consiglio, del 27 giugno
1967, concernente il ravvicinamento delle disposizioni legisla-
tive, regolamentari ed amministrative relative alla classifica-
zione, all'imballaggio e all'etichettatura delle sostanze perico-
lose (1), modificata da ultimo dalla direttiva 1999/33/CE del
Parlamento europeo e del Consiglio (2), in particolare l'articolo
28,

considerando quanto segue:

(1) L'allegato VI della direttiva 67/548/CEE contiene una
guida alla classificazione e all'etichettatura delle sostanze
e dei preparati pericolosi. L'allegato VI è stato modificato
da ultimo dall'allegato 4 della direttiva 98/98/CE (3). I
punti 3.2.3, 3.2.8, 6.2 e 8 dell'allegato 4 della direttiva
98/98/CE sono incompleti. È pertanto necessario rettifi-
care l'allegato 4 della direttiva 98/98/CE.

(2) I provvedimenti previsti dalla presente decisione sono
conformi al parere del comitato per l'adeguamento al

progresso tecnico delle direttive volte ad eliminare gli
ostacoli tecnici agli scambi nel settore delle sostanze e dei
preparati pericolosi,

HA ADOTTATO LA PRESENTE DECISIONE:

Articolo 1

L'allegato 4 della direttiva 98/98/CE è sostituito dall'allegato
della presente decisione.

Articolo 2

Gli Stati membri sono destinatari della presente decisione.

Fatto a Bruxelles, il 19 maggio 2000.

Per la Commissione
Margot WALLSTRÖM

Membro della Commissione

(1) GU 196 del 16.8.1967, pag. 1.
(2) GU L 199 del 30.7.1999, pag. 57.
(3) GU L 335 del 30.12.1998, pag. 1.

L 136/108 8.6.2000Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



ALLEGATO

«ALLEGATO 4

1.6. Nel caso delle sostanze i dati per la classificazione e l'etichettatura sono ottenuti come segue:

a) per le sostanze per le quali occorre fornire le informazioni specificate nell'allegato VII la maggior parte dei
dati necessari per la classificazione e l'etichettatura è contenuta nel �fascicolo di base�. La classificazione e
l'etichettatura verranno rivedute, se necessario, quando saranno disponibili nuove informazioni (alle-
gato VIII);

b) per le altre sostanze (ad esempio quelle di cui al punto 1.5 precedente) i dati necessari per la classifica-
zione e l'etichettatura potranno essere eventualmente ricavati da numerose altre fonti, tra cui i risultati di
precedenti prove, le informazioni necessarie in applicazione delle norme internazionali sul trasporto delle
sostanze pericolose, le informazioni tratte da opere di riferimento e da pubblicazioni specializzate e i dati
basati sull'esperienza. Se di pertinenza, possono essere presi in considerazione anche i risultati convalidati
delle interrelazioni tra struttura e attività e i pareri degli esperti.

Nel caso dei preparati i dati per la classificazione e l'etichettatura sono ottenuti come segue:

a) i dati fisico-chimici si ottengono applicando i metodi specificati nell'allegato V. Per i preparati gassosi si
può impiegare un metodo di calcolo delle proprietà di comburenza ed infiammabilità (cfr. capitolo 9);

b) i dati concernenti gli effetti sulla salute si ottengono:

� applicando i metodi specificati nell'allegato V e/o applicando il metodo convenzionale di cui all'arti-
colo 3, paragrafo 5, lettere da a) a i), della direttiva 88/379/CEE, oppure, in caso di R 65, applicando
i criteri di cui al punto 3.2.3;

� per la valutazione degli effetti cancerogeni, mutageni e di tossicità riproduttiva, invece, applicando il
metodo convenzionale di cui all'articolo 3, paragrafo 5, lettere da j) a q), della direttiva 88/379/CEE.

Nota relativa alla sperimentazione su animali

L'esecuzione di test sugli animali per ottenere dati sperimentali è soggetta alle disposizioni della direttiva
86/609/CEE concernente la protezione degli animali impiegati a scopi sperimentali.

1.7.2. Applicazione dei criteri orientativi per le sostanze

I criteri orientativi illustrati nel presente allegato sono direttamente applicabili se i dati in questione sono stati
ottenuti con metodi di prova paragonabili a quelli esposti nell'allegato V, altrimenti i dati disponibili devono
essere valutati confrontando i metodi di prova utilizzati con quelli dell'allegato V e con le norme contenute
nel presente allegato per definire la corretta classificazione ed etichettatura.

In alcuni casi potrebbero sorgere dubbi circa l'applicazione dei criteri più pertinenti, specialmente laddove
occorra il giudizio di un esperto. In detti casi il fabbricante, il distributore o l'importatore classifica ed etichetta
la sostanza a titolo provvisorio in base ad una valutazione delle prove ad opera di una persona competente.

Fatto salvo l'articolo 6, laddove sia stata applicata la procedura di cui sopra e si temano possibili incongruenze,
può essere presentata una proposta di inserimento della classificazione provvisoria nell'allegato I. Tale proposta
deve essere presentata ad uno degli Stati membri e corredata di opportuni dati scientifici (cfr. anche il
punto 4.1).

Analoga procedura si applica qualora siano state reperite informazioni che sollevano dubbi circa l'accuratezza
di una voce già inserita nell'allegato I.

2.2.2.1. O s s e r v a z i o n i c o n c e r n e n t i i p e r o s s i d i o r g a n i c i

In riferimento alle proprietà esplosive, un perossido organico o un preparato a base di un perossido organico
nella forma con cui viene immesso sul mercato è classificato secondo i criteri di cui al punto 2.2.1 in base a
test condotti seguendo i metodi descritti nell'allegato V.
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In riferimento alle proprietà comburenti, gli attuali metodi di cui all'allegato V non possono essere applicati ai
perossidi organici.

Per le sostanze, i perossidi organici non ancora classificati come esplosivi sono classificati come pericolosi in
base alla loro struttura ( ad es. R-O-O-H; R1-O-O-R2).

I preparati non ancora classificati come esplosivi sono classificati utilizzando il metodo di calcolo basato sulla
percentuale di ossigeno attivo illustrato al punto 9.3.

Qualunque perossido organico o preparato contenente perossido organico non ancora classificato come esplo-
sivo è classificato come comburente se il perossido o la sua formulazione contengono:

� più del 5 % di perossidi organici oppure

� più dello 0,5 % di ossigeno disponibile dai perossidi organici e più del 5 % di perossido di idrogeno.

3.2.3. Nocivo

Le sostanze e i preparati saranno classificati come nocivi e contrassegnati con il simbolo �Xn� e l'indicazione
di pericolo �nocivo� conformemente ai criteri riportati di seguito; ad essi saranno attribuite le frasi di rischio
in conformità dei seguenti criteri:

R 22 Nocivo per ingestione

Risultati della tossicità acuta:

� LD50 via orale, per ratto: 200 < LD50 Ä 2 000 mg/kg,

� dose discriminante, via orale, ratto, 50 mg/kg: sopravvivenza del 100 % ma evidente tossicità,

� sopravvivenza inferiore al 100 % con 500 mg/kg, via orale, ratto mediante procedimento della dose pre-
stabilita. Cfr. la tabella di valutazione nel metodo di saggio BI (a) dell'allegato V.

R 21 Novico a contatto con la pelle

Risultati della tossicità acuta:

� LD50 via dermica, ratto o coniglio: 400 < LD50 Ä 2 000 mg/kg.

R 20 Nocivo per inalazione

Risultati della tossicità acuta:

� LC50 per inalazione, ratto, per aerosol o particelle: 1 < LC50 Ä 5 mg/litro/4ore,

� LC50 per inalazione, ratto, per gas o vapori: 2 < LC50 Ä 20 mg/litro/4ore.

R 65 Nocivo: può causare danni ai polmoni in caso di ingestione

Le sostanze e i preparati liquidi che presentano per l'uomo un rischio di aspirazione data la loro ridotta visco-
sità:

a) Le sostanze e i preparati che contengono idrocarburi alifatici, aliciclici e aromatici in concentrazione totale
pari o superiore al 10 % e che presentano

� un tempo di scorrimento inferiore a 30 secondi in una vaschetta ISO di 3 mm, conformemente alla
norma ISO 2431, oppure

� una viscosità cinematica inferiore a 7 × 10¯6 m2/sec a 40 °C, misurata in un viscosimetro a capillare
calibrato in vetro conformemente alla norma ISO 3104/3105, oppure

� una viscosità cinematica inferiore a 7 × 10¯6 m2/sec a 40 °C, dedotta dalla misurazione della viscosità
di rotazione conformemente alla norma ISO 3219.

Nota: Le sostanze e i preparati conformi a questi criteri non devono essere classificati se la tensione super-
ficiale media, misurata mediante tensiometro �du Nuoy� o con i metodi di cui all'allegato V, parte
A.5, è superiore a 33 mN/m a 25 °C.

b) Le sostanze e i preparati risultati nocivi per l'uomo in base all'esperienza pratica.
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R 40 Possibilità di effetti irreversibili

� Prove evidenti della possibilità di un danno irreversibile diverso dagli effetti di cui al capitolo 4, a seguito
di una singola esposizione per via appropriata, generalmente nell'intervallo di dosaggio sopra menzionato.

Per indicare la via di somministrazione/esposizione, si utilizzerà una delle seguenti combinazioni: R 40/20, R
40/21, R 40/22, R 40/20/21, R 40/20/22, R 40/21/22, R 40/20/21/22.

R 48 Pericolo di gravi danni per la salute in caso di esposizione prolungata

� Possibilità di gravi danni (evidente disturbo funzionale o variazione morfologica con rilevanza tossicolo-
gica) in caso di esposizione ripetuta o prolungata per via appropriata.

Le sostanze e i preparati sono classificati almeno come nocivi quando si osservano questi effetti in corrispon-
denza di livelli nell'ordine di:

� via orale, ratto Ä 50 mg/kg (peso corporeo)/giorno,

� via dermica, ratto o coniglio Ä 100 mg/kg (peso corporeo)/giorno,

� per inalazione, ratto Ä 0,25 mg/l, 6 ore/giorno.

Questi valori orientativi possono applicarsi direttamente quando si sono osservate gravi lesioni in un test di
tossicità subcronica (90 giorni). Nell'interpretazione dei risultati di un test di tossicità acuta (28 giorni), queste
cifre vanno aumentate di circa tre volte. Se è disponibile un test di tossicità cronica (due anni), esso va valutato
in relazione ad ogni singolo caso. Se si dispongono di risultati di studi di durata diversa, normalmente si utiliz-
zeranno quelli relativi allo studio di maggiore durata.

Per indicare la via di somministrazione/esposizione, si utilizzerà una delle seguenti combinazioni:

R 48/20, R 48/21, R 48/22, R 48/20/21, R 48/20/22, R 48/21/22, R 48/20/21/22.

3.2.3.1. O s s e r v a z i o n i r i g u a r d a n t i l e s o s t a n z e v o l a t i l i

Per alcune sostanze ad alta concentrazione di vapore saturo possono essere disponibili dati che rivelino effetti
potenzialmente sospetti. Tali sostanze possono non essere classificate in base ai criteri per gli effetti sulla salute
di cui al punto 3.2.3, né essere contemplate al punto 3.2.8. Tuttavia, in presenza di opportuni dati che dimo-
strino il possibile rischio legato alla manipolazione e all'uso normali di tali sostanze, può essere necessario
classificarle, caso per caso, nell'allegato I.

3.2.6.1. I n f i a m m a z i o n e d e l l a p e l l e

Le seguenti frasi di rischio saranno assegnate in base ai criteri indicati:

R 38 Irritante per la pelle

� Sostanze e preparati che provocano notevole infiammazione della pelle che persista per almeno 24 ore
dopo un periodo massimo di esposizione di 4 ore in base a studi condotti su conigli con il test di irrita-
zione cutanea di cui all'allegato V.

L'infiammazione della pelle è notevole se:

a) la media dei valori di punteggio dell'eritema e dell'escara o della formazione di un edema, calcolata
per tutti gli animali saggiati, è pari o superiore a 2,

b) ovvero, quando al test di cui all'allegato V effettuato su tre animali si osservi in almeno due animali
eritema ed escara o edema di valore medio pari o superiore a 2 calcolato per ciascun animale separa-
tamente.

In entrambi i casi per calcolare i rispettivi valori medi si usano tutti i valori del punteggio relativi ad
ognuno dei tempi di rilevazione degli effetti (24, 48, 72 ore).
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L'infiammazione della pelle è notevole anche quando persiste in almeno due animali al termine del
periodo di osservazione. Sono da prendere in considerazione effetti particolari quali iperplasia, desquama-
zione, decolorazione, fissurazione, formazione di croste e alopecia.

Possono essere disponibili anche i risultati di studi di esposizione non acuta sugli animali [cfr. osserva-
zioni Su R 48 al punto 2.d)], da ritenere significativi se gli effetti osservati sono paragonabili a quelli
appena descritti.

� Sostanze e preparati che provocano notevole infiammazione della pelle a seguito di contatto immediato,
prolungato o ripetuto, in base ad osservazioni pratiche effettuate sulle persone.

� Perossidi organici, tranne nei casi in cui si ha la prova del contrario.

Parestesie: nelle persone le parestesie provocate dal contatto della pelle con antiparassitari piretroidi non sono
considerate alla stregua di effetti irritanti classificabili come Xi; R 38. Per le sostanze di cui si sono osservati
simili effetti dovrebbe comunque essere utilizzata la frase S 24.

3.2.8. Altre proprietà tossicologiche

Ulteriori frasi di indicazione dei rischi saranno assegnate, conformemente ai seguenti criteri (basati sulle espe-
rienze acquisite in fase di compilazione dell'allegato I), a sostanze e preparati classificati in base ai principi di
cui ai punti da 2.2.1 a 3.2.7 e/o ai capitoli 4 e 5:

R 29 A contatto con l'acqua libera gas tossici

Sostanze e preparati che a contatto con acqua o aria umida, sviluppano gas altamente tossici/tossici in quan-
tità potenzialmente pericolose, ad esempio fosfuro di alluminio e pentasolfuro di fosforo.

R 31 A contatto con acidi libera gas tossici

Sostanze e preparati che reagiscono con acidi sviluppando gas tossici in quantità pericolose, ad esempio ipo-
clorito di sodio, polisolfuro di bario. Per le sostanze di uso corrente, sarebbe più appropriato l'uso della frase S
50 [non mescolare con � (da precisare da parte del fabbricante)].

R 32 A contatto con acidi libera gas altamente tossici

Sostanze e preparati che reagiscono con acidi sviluppando gas tossici in quantità pericolose, ad esempio sali di
acido cianidrico, azoturo di sodio. Per le sostanze di uso corrente, sarebbe più appropriato l'uso della frase S
50 [non mescolare con � (da precisare da parte del fabbricante)].

R 33 Pericolo di effetti cumulativi

Sostanze e preparati che presentano un rischio di accumulo nell'organismo umano che può destare timori e
che, tuttavia, non è sufficiente a giustificare l'uso della frase R 48.

R 64 Possibile rischio per i bambini allattati al seno

Sostanze e preparati che sono assorbiti dalle donne e possono interferire con l'allattamento o che possono
essere presenti (compresi i metaboliti) nel latte materno in quantità sufficienti da destare timori per la salute di
un bambino allattato al seno.

Per le osservazioni sull'uso di questa frase R (e in alcuni casi di R 33), cfr. il punto 4.2.3.3.

R 66 L'esposizione ripetuta può provocare secchezza e screpolature della pelle

Sostanze e preparati da considerare con sospetto perché potrebbero provocare secchezza, esfoliazione o scre-
polature della pelle, pur non corrispondendo ai criteri di classificazione R 38,

in base a:

� osservazioni pratiche dopo uso e manipolazione normali o

� prove evidenti circa gli effetti previsti riscontrati sulla pelle.

Cfr. anche i punti 1.6 e 1.7.
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R 67 L'inalazione dei vapori può provocare sonnolenza e vertigini

Sostanze e preparati volatili contenenti tali sostanze che provocano evidente depressione delle funzioni del
sistema nervoso centrale a seguito di inalazione e che non sono ancora classificate in termini di tossicità acuta
per inalazione (R 20, R 23, R 26, R 40/20, R 39/23 o R 39/26).

Possono essere utilizzati i seguenti dati:

a) Dati ottenuti con la sperimentazione animale che mostrino chiari segni di depressione del sistema nervoso
centrale, tra cui effetti narcotici, letargia, mancanza di coordinazione (inclusa la perdita del riflesso di rad-
drizzamento) e atassia:

� a concentrazioni o con tempi di esposizione inferiori o pari a 20 mg/l/4 ore, oppure

� laddove il rapporto tra la concentrazione alla quale si produce l'effetto entro 4 ore e la concentra-
zione di vapore saturo (CVS) a 20 °C sia inferiore a 1/10.

b) Osservazioni pratiche sull'uomo (ad esempio narcosi, sopore, caduta della vigilanza, perdita dei riflessi,
mancanza di coordinazione, vertigini) debitamente documentate, a condizioni di esposizione equivalenti
agli effetti summenzionati riferiti alla sperimentazione animale.

Cfr. anche i punti 1.6 e 1.7.

Per ulteriori frasi di rischio cfr. il punto 2.2.6.

4.1.2. Il fabbricante, distributore o importatore che disponga di informazioni secondo cui una sostanza dovrebbe
essere classificata ed etichettata in conformità dei criteri di cui ai punti 4.2.1, 4.2.2 o 4.2.3, potrà etichettarla
a titolo provvisorio conformemente ai suddetti criteri, in base ad una valutazione dei riscontri evidenti ad
opera di una persona competente.

4.1.3. Il fabbricante, distributore o importatore dovrà presentare il più rapidamente possibile allo Stato membro nel
quale la sostanza è immessa sul mercato un documento che contenga tutte le informazioni sull'argomento.
Questo documento deve contenere una bibliografia con tutti i necessari riferimenti e può includere eventuali
dati non pubblicati.

4.1.4. Inoltre, il fabbricante, distributore o importatore in possesso di nuovi dati relativi alla classificazione e all'eti-
chettatura di una sostanza in conformità dei criteri di cui ai punti 4.2.1, 4.2.2 o 4.2.3 è tenuto a presentarli il
più rapidamente possibile allo Stato membro nel quale la sostanza è immessa sul mercato.

5.2.2. Ambiente non acquatico

5.2.2.1. Le sostanze saranno classificate come pericolose per l'ambiente e contrassegnate con il simbolo �N� e l'oppor-
tuna indicazione di pericolo; ad esse saranno attribuite le frasi di rischio in conformità dei seguenti criteri:

R 54: Tossico per la flora

R 55: Tossico per la fauna

R 56: Tossico per gli organismi del terreno

R 57: Tossico per le api

R 58: Può provocare a lungo termine effetti negativi per l'ambiente

Sostanze che in base alle prove disponibili circa le loro proprietà, la persistenza, il potenziale di accumulo,
nonché il destino e il comportamento ambientali presunti o osservati, possono presentare un pericolo imme-
diato, a lungo termine e/o ritardato per la struttura e/o il funzionamento degli ecosistemi naturali, esclusi
quelli descritti al punto 5.2.1. I criteri dettagliati saranno elaborati in seguito.

5.2.2.2. Le sostanze saranno classificate come pericolose per l'ambiente e contrassegnate con il simbolo �N� e l'oppor-
tuna indicazione di pericolo; ad esse saranno attribuite le frasi di rischio in conformità dei seguenti criteri:

R 59: Pericoloso per lo strato di ozono

Sostanze che in base a prove disponibili circa le loro proprietà e il destino e comportamento ambientali pre-
sunti o osservati, possono presentare un pericolo per la struttura e/o il funzionamento dello strato di ozono
della stratosfera, comprese le sostanze elencate nell'allegato I del regolamento (CE) n. 3093/94 del Consiglio
sulle sostanze che riducono lo strato di ozono (GU L 333 del 22.12.1994, pag. 1) e successive modifiche.
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6.2. Frasi relative ai consigli di prudenza per sostanze e preparati

S 1 Conservare sotto chiave

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati altamente tossici, tossici e corrosivi.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati sopra menzionati se venduti al pubblico.

S 2 Conservare fuori dalla portata dei bambini

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per tutte le sostanze e i preparati pericolosi venduti al pubblico, tranne per quelli classifi-
cati come pericolosi per l'ambiente.

S 3 Conservare in luogo fresco

� Campo d'applicazione:

� perossidi organici,

� altre sostanze e preparati con punto di ebollizione Ä 40 °C.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per i perossidi organici tranne se si usa la frase S 47.

� Raccomandata per altre sostanze e preparati pericolosi con punto di ebollizione Ä 40 °C.

S 4 Conservare lontano da locali di abitazione

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati altamente tossici e tossici.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a sostanze e preparati altamente tossici e tossici quando si intende integrare la
frase S 13; ad esempio, quando sussiste un rischio di inalazione e la sostanza o il preparato deve
essere tenuto lontano dai locali di abitazione. Il Consiglio non intende precludere un uso corretto
della sostanza o del preparato nei locali di abitazione.

S 5 Conservare sotto � (liquido appropiato da indicarsi da parte del fabbricante)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati solidi spontaneamente infiammabili.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari, ad esempio sodio, potassio o fosforo bianco.

S 6 Conservare sotto � (gas inerte da indicarsi da parte del fabbricante)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati pericolosi da tenere in atmosfera inerte.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari, ad esempio alcuni composti metallo-organici.
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S 7 Conservare il recipiente ben chiuso

� Campo d'applicazione:

� perossidi organici,

� sostanze e preparati che possono emanare gas altamente tossici, tossici, nocivi o estremamente
infiammabili,

� sostanze e preparati che a contatto con l'umidità emanano gas estremamente infiammabili,

� solidi facilmente infiammabili.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per i perossidi organici,

� raccomandata per gli altri campi d'applicazione di cui sopra.

S 8 Conservare il recipiente al riparo dall'umidità

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che possono reagire violentemente con l'acqua,

� sostanze e preparati che, a contatto con l'acqua, liberano gas estremamente infiammabili,

� sostanze e preparati che, a contatto con l'acqua, liberano gas altamente tossici o tossici.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente ai campi d'applicazione sopra menzionati se si intende sottolineare le avver-
tenze fornite in particolare con le frasi R 14, R 15 e R 29.

S 9 Conservare il recipiente in luogo ben ventilato

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati volatili che possono emanare vapori altamente tossici, tossici o nocivi,

� liquidi estremamente o facilmente infiammabili e gas estremamente infiammabili.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per sostanze e preparati volatili che possono emanare vapori altamente tossici, tossici
o nocivi,

� raccomandata per liquidi estremamente o facilmente infiammabili o per gas estremamente infiamma-
bili.

S 12 Non chiudere ermeticamente il recipiente

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che, attraverso l'emanazione di gas o vapori, possono far scoppiare il recipiente.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente ai casi particolari di cui sopra.

S 13 Conservare lontano da alimenti, mangimi e da bevande

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati altamente tossici, tossici e nocivi.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata quando tali sostanze e preparati sono di uso corrente.
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S 14 Conservare lontano da � (sostanze incompatibili da precisare da parte del produttore)

� Campo d'applicazione:

� perossidi organici.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per i perossidi organici e limitata normalmente agli stessi. Tuttavia, può essere utile in
casi eccezionali in cui l'incompatibilità può produrre un rischio particolare.

S 15 Conservare lontano dal calore

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che possono decomporsi o che possono reagire spontaneamente sotto l'effetto
del calore.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari, ad esempio monomeri, ma non assegnata se sono già state
applicate le frasi di rischio R 2, R 3 e/o R 5.

S 16 Conservare lontano da fiamme e scintille � Non fumare

� Campo d'applicazione:

� liquidi estremamente o facilmente infiammabili e gas estremamente infiammabili.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per le sostanze e i preparati sopra menzionati ma non assegnata se sono già state
applicate le frasi di rischio R 2, R 3 e/o R 5.

S 17 Tenere lontano da sostanze combustibili

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che possono formare miscele esplosive o spontaneamente infiammabili con
sostanze combustibili.

� Criteri d'impiego:

� da usare in casi particolari, ad esempio per dare maggior risalto alle frasi R 8 e R 9.

S 18 Manipolare ed aprire il recipiente con cautela

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che possono produrre una sovrapressione nel recipiente,

� sostanze e preparati che possono formare perossidi esplosivi.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente ai casi sopra menzionati quando sussiste il rischio di lesioni oculari e/o quando
le sostanze e i preparati sono di uso corrente.

S 20 Non mangiare né bere durante l'impiego

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati altamente tossici, tossici e corrosivi.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari (ad esempio arsenico e composti a base di arsenico; fluoroace-
tati) in particolare quando tali prodotti sono di uso corrente.
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S 21 Non fumare durante l'impiego

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che generano prodotti tossici in fase di combustione.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari (ad esempio composti alogenati).

S 22 Non respirare le polveri

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati solidi pericolosi per la salute.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati sopra menzionati cui è stata assegnata la frase R 42,

� raccomandata per le sostanze e i preparati sopra menzionati che vengono forniti nella forma di pol-
vere inalabile e per i quali sono noti i rischi per la salute a seguito di inalazione.

S 23 Non respirare i gas/fumi/vapori/aerosoli [termine(i) appropriato(i) da precisare da parte del pro-
duttore]

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati liquidi o gassosi pericolosi per la salute.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati sopra menzionati cui è stata assegnata la frase R 42,

� obbligatoria per le sostanze e i preparati da applicarsi a spruzzo. Inoltre, deve essere assegnata anche
la frase S 38 o S 51,

� raccomandata quando occorre richiamare l'attenzione dell'utilizzatore sui pericoli che comporta l'ina-
lazione, non menzionati nelle frasi di rischio da assegnare.

S 24 Evitare il contatto con la pelle

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi per la salute.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati cui è stata assegnata la frase R 43 tranne se è stata anche
assegnata la frase S 36,

� raccomandata quando occorre richiamare l'attenzione dell'utilizzatore sui pericoli che comporta un
contatto con la pelle, non menzionati nelle frasi di rischio da assegnare (ad esempio parestesie). Tutta-
via, può essere utilizzata per dare maggior risalto a tali frasi di rischio.

S 25 Evitare il contatto con gli occhi

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi per la salute.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata quando occorre richiamare l'attenzione dell'utilizzatore sui pericoli che comporta un
contatto con gli occhi, non menzionati nelle frasi di rischio da usare. Tuttavia, può essere utilizzata
per dare maggior risalto a tali frasi di rischio,

� raccomandata per le sostanze di uso corrente cui sono state assegnate le frasi R 34, R 35, R 36 o
R 41.
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S 26 In caso di contatto con gli occhi, lavare immediatamente e abbondantemente con acqua e con-
sultare il medico

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati corrosivi o irritanti.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per sostanze e preparati corrosivi e per quelli cui è già stata assegnata la frase R 41,

� raccomandata per sostanze e preparati irritanti cui è già stata assegnata la frase di rischio R 36.

S 27 Togliersi di dosso immediatamente gli indumenti contaminati

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati altamente tossici, tossici o corrosivi.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati altamente tossici di uso corrente cui è stata assegnata la frase
R 27,

� raccomandata per le sostanze e i preparati altamente tossici destinati ad usi industriali cui è stata asse-
gnata la frase R 27. Non usare questa frase se è stata assegnata la frase S 36,

� raccomandata per le sostanze e i preparati tossici cui è stata assegnata la frase R 24 e per le sostanze
e i preparati corrosivi di uso corrente.

S 28 In caso di contatto con la pelle lavarsi immediatamente e abbondantemente con � (prodotti
idonei indicati dal fabbricante)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati altamente tossici, tossici o corrosivi.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati altamente tossici,

� raccomandata per altre sostanze e preparati sopra menzionati, in particolare quando l'acqua non rap-
presenta il fluido di lavaggio più appropriato,

� raccomandata per sostanze e preparati corrosivi di uso corrente.

S 29 Non gettare i residui nelle fognature

� Campo d'applicazione:

� liquidi estremamente o facilmente infiammabili immiscibili con acqua,

� sostanze e preparati altamente tossici e tossici,

� sostanze pericolose per l'ambiente.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per sostanze e preparati pericolosi per l'ambiente, cui è stato attribuito il simbolo �N� e
di uso corrente, a meno che non espressamente destinate a tale uso,

� raccomandata per altre sostanze e preparati di cui sopra e di uso corrente, a meno che non espressa-
mente destinati a tale uso.
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S 30 Non versare acqua sul prodotto

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che reagiscono violentemente con l'acqua.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari (ad esempio acido solforico), può essere utilizzata, se di perti-
nenza, per fornire le informazioni più chiare possibili, per dare maggiore risalto alla frase R 14 o in
alternativa a R 14.

S 33 Evitare l'accumulo di cariche elettrostatiche

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati estremamente o facilmente infiammabili.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per sostanze e preparati destinati ad usi industriali che non assorbono l'umidità. Prati-
camente, non è mai utilizzata per le sostanze e i preparati immessi sul mercato di uso corrente.

S 35 Non disfarsi del prodotto e del recipiente se non con le dovute precauzioni

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per le sostanze e i preparati che necessitano di istruzioni particolari per garantirne il
corretto smaltimento.

S 36 Usare indumenti protettivi adatti

� Campo d'applicazione:

� perossidi organici,

� sostanze e preparati altamente tossici, tossici o nocivi,

� sostanze e preparati corrosivi.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per sostanze e preparati altamente tossici e corrosivi,

� obbligatoria per le sostanze e i preparati cui è stata assegnata la frase R 21 o R 24,

� obbligatoria per le sostanze cancerogene della categoria 3 e quelle mutagene e tossiche per la riprodu-
zione, tranne se gli effetti si producono esclusivamente a seguito di inalazione,

� obbligatoria per perossidi organici,

� raccomandata per sostanze e preparati tossici se il valore dermico LD50 non è noto ma la sostanza o
il preparato potrebbero essere tossici a contatto con la pelle,

� raccomandata per sostanze e preparati destinati ad usi industriali che possono causare danni alla
salute in caso di esposizione prolungata.

S 37 Usare guanti adatti

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati altamente tossici, tossici, nocivi o corrosivi,

� perossidi organici,

� sostanze e preparati irritanti per la pelle o che provocano sensibilizzazione a contatto con la pelle.
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� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati altamente tossici e corrosivi,

� obbligatoria per le sostanze e i preparati cui sono state assegnate le frasi R 21, R 24 o R 43,

� obbligatoria per le sostanze cancerogene della categoria 3 e quelle mutagene e tossiche per la riprodu-
zione, tranne se gli effetti si producono esclusivamente a seguito di inalazione,

� obbligatoria per i perossidi organici,

� raccomandata per sostanze e preparati tossici se il valore dermico LD50 non è noto ma la sostanza o
il preparato potrebbero essere nocivi a contatto con la pelle,

� raccomandata per sostanze e preparati irritanti per la pelle.

S 38 In caso di ventilazione insufficiente, usare un apparecchio respiratorio adatto

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati altamente tossici o tossici.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari che comportano l'uso di sostanze e preparati altamente tossici
o tossici nell'industria o nell'agricoltura.

S 39 Proteggersi gli occhi/la faccia

� Campo d'applicazione:

� perossidi organici,

� sostanze e preparati corrosivi, inclusi gli irritanti che generano il rischio di gravi lesioni oculari,

� sostanze e preparati altamente tossici e tossici.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati cui sono state assegnate le frasi R 34, R 35 o R 41,

� obbligatoria per i perossidi organici,

� raccomandata quando occorre richiamare l'attenzione dell'utilizzatore sui pericoli che comporta il
contatto con gli occhi, non menzionati nelle frasi di rischio da assegnare,

� limitata normalmente a casi eccezionali per sostanze e preparati altamente tossici o tossici, laddove
sussista un rischio di schizzi e tali sostanze e preparati possano essere facilmente assorbite dalla pelle.

S 40 Per pulire il pavimento e gli oggetti contaminati da questo prodotto, usare � (da precisare da
parte del produttore)

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente alle sostanze e ai preparati pericolosi per i quali l'acqua non è considerata un
fluido di lavaggio appropriato (ad esempio se è necessario l'assorbimento con prodotti in polvere, la
dissoluzione con solvente, ecc.) e se è importante per motivi di salute e/o di sicurezza riportare un'av-
vertenza sull'etichetta.

S 41 In caso di incendio e/o esplosione non respirare i fumi

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati pericolosi che in fase di combustione emanano gas altamente tossici o tossici.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari.
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S 42 Durante le fumigazioni/polverizzazioni, usare un apparecchio respiratore adatto [termine(i)
appropriato(i) da precisare da parte del produttore]

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati destinati a tale uso ma che possono compromettere la salute e la sicurezza del-
l'utilizzatore se non vengono adottate le dovute precauzioni.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari.

S 43 In caso di incendio usare � (indicare nello spazio i mezzi estinguenti idonei. Se l'acqua
aumenta il rischio precisare: �Non usare mai acqua�)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati estremamente infiammabili, facilmente infiammabili e infiammabili.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per sostanze e preparati che, a contatto con acqua o con aria umida, sviluppano gas
estremamente infiammabili,

� raccomandata per sostanze e preparati estremamente infiammabili, facilmente infiammabili e infiam-
mabili, in particolare quando sono immiscibili con acqua.

S 45 In caso di incidente o malessere consultare immediatamente il medico (possibilmente mostran-
dogli l'etichetta)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati altamente tossici,

� sostanze e preparati tossici e corrosivi,

� sostanze e preparati che provocano sensibilizzazione se inalati.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati di cui sopra.

S 46 In caso di ingestione, consultare immediatamente il medico e mostrargli il contenitore o l'eti-
chetta

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi diversi da quelli che sono altamente tossici, tossici, corrosivi
o pericolosi per l'ambiente.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per tutte le sostanze e i preparati sopra menzionati di uso corrente, tranne se non vi
sono motivi di temere pericoli in caso di ingestione, in particolare per i bambini.

S 47 Conservare a temperatura non superiore a � °C (da precisare da parte del fabbricante)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che diventano instabili ad una determinata temperatura.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari (ad esempio alcuni perossidi organici).

S 48 Mantenere umido con � (mezzo appropriato da precisare da parte del fabbricante)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che possono diventare molto sensibili alle scintille, all'attrito o all'impatto, se
lasciati essiccare.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente a casi particolari, ad esempio nitrocellulose.
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S 49 Conservare soltanto nel recipiente originale

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati sensibili alla decomposizione catalitica.

� Criteri d'impiego:

� sostanze e preparati sensibili alla decomposizione catalitica, ad esempio alcuni perossidi organici.

S 50 Non mescolare con � (da precisare da parte del fabbricante)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che possono reagire con il prodotto indicato, sviluppando gas altamente tossici o
tossici,

� perossidi organici.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per le sostanze e i preparati sopra menzionati di uso corrente, quando rappresenta
un'alternativa migliore di R 31 o R 32,

� obbligatoria con alcuni perossidi che possono reagire violentemente con acceleratori o promotori.

S 51 Usare soltanto in luogo ben ventilato

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che potrebbero o che sono destinati a produrre vapori, polveri, spruzzi, fumi,
nebbie, ecc. che generano rischi di inalazione o di incendio o di esplosione.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata quando l'uso della frase S 38 non sarebbe appropriato. Pertanto, è importante quando
tali sostanze e preparati sono di uso corrente.

S 52 Non utilizzare su grandi superfici in locali abitati

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati volatili, altamente tossici, tossici e nocivi che li contengono.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata quando potrebbero essere causati danni alla salute in caso di esposizione prolungata a
queste sostanze a seguito della loro volatilizzazione da grandi superfici trattate nelle abitazioni o in
altri luoghi chiusi dove si radunano le persone.

S 53 Evitare l'esposizione � procurarsi istruzioni speciali prima dell'uso

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati che sono cancerogeni, mutageni e/o tossici per la riproduzione.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati sopra menzionati cui è stata assegnata almeno una delle
seguenti frasi R: R 45, R 46, R 49, R 60 o R 61.

S 56 Smaltire questo materiale e i relativi contenitori in un punto di raccolta rifiuti pericolosi o spe-
ciali

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per tutte le sostanze e i preparati pericolosi di uso corrente che richiedono metodi spe-
ciali di smaltimento.
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S 57 Usare un metodo di contenimento idoneo per evitare la contaminazione ambientale

� Campo d'applicazione:

� sostanze cui è stato attribuito il simbolo �N�.

� Criteri d'impiego:

� limitata normalmente alle sostanze non di uso corrente.

S 59 Richiedere informazioni al produttore o fornitore per il recupero/riciclaggio

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze pericolose per lo strato di ozono,

� raccomandata per altre sostanze e preparati per cui si raccomanda il recupero o il riciclo.

S 60 Questo materiale e il suo contenitore devono essere smaltiti come rifiuti pericolosi

� Campo d'applicazione:

� tutte le sostanze e i preparati pericolosi.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per sostanze e preparati non di uso corrente, cui non è stata attribuita la frase S 35.

S 61 Non disperdere nell'ambiente. Riferirsi alle istruzioni speciali/schede informative in materia di
sicurezza

� Campo d'applicazione:

� sostanze pericolose per l'ambiente.

� Criteri d'impiego:

� utilizzata normalmente per le sostanze cui è stato attribuito il simbolo �N�,

� raccomandata per tutte le sostanze classificate pericolose per l'ambiente che non rientrano nel punto
precedente.

S 62 In caso di ingestione, non provocare il vomito: consultare immediatamente un medico e
mostrargli il contenitore o l'etichetta

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati classificati come nocivi e caratterizzati dalla frase R 65 conformemente ai criteri
di cui al punto 3.2.3,

� non applicabile alle sostanze e ai preparati immessi sul mercato in contenitori aerosol (o in conteni-
tori muniti di un dispositivo sigillato di nebulizzazione); cfr. sezioni 8 e 9.

� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati sopra menzionati se venduti al pubblico o comunque di uso
corrente, salvo quando sono obbligatorie le frasi S 45 o S 46,

� raccomandata per le sostanze e i preparati sopra menzionati se usati nell'industria, salvo quando sono
obbligatorie le frasi S 45 o S 46.

S 63 In caso di incidente per inalazione: portare il soggetto all'aria aperta e tenerlo a riposo

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati altamente tossici e tossici (gas, vapori, particelle, liquidi volatili),

� sostanze e preparati che provocano sensibilizzazione delle vie respiratorie.

8.6.2000 L 136/123Gazzetta ufficiale delle Comunità europeeIT



� Criteri d'impiego:

� obbligatoria per le sostanze e i preparati cui sono state assegnate le frasi R 26, R 23 o R 24 e che
vengono correntemente utilizzati in maniera da poter essere accidentalmente inalati.

S 64 In caso di ingestione, lavare la bocca con acqua (soltanto se la persona è cosciente)

� Campo d'applicazione:

� sostanze e preparati corrosivi o irritanti.

� Criteri d'impiego:

� raccomandata per le sostanze e i preparati sopra menzionati di uso corrente e quando il trattamento
sopra indicato è possibile.

7.5.2. Scelta dei consigli di prudenza

La scelta finale delle frasi relative ai consigli di prudenza deve tenere conto delle frasi di rischio riportate sulle
etichette e del previsto uso della sostanza o del preparato:

� in linea generale, saranno sufficienti quattro frasi S per formulare i consigli di prudenza più adeguati; in
particolare, le combinazioni di frasi elencate nell'allegato IV sono considerate come una sola frase;

� per le frasi S relative allo smaltimento si usa un'unica frase, salvo quando risultati evidente che lo smalti-
mento del materiale e dei relativi contenitori non comporta alcun pericolo per la salute umana o l'am-
biente; in particolare, è importante fornire indicazioni circa le modalità di smaltimento sicuro per le
sostanze e i preparati in vendita al dettaglio;

� alcune frasi R diventano superflue operando un'attenta selezione delle frasi S e viceversa; le frasi S che
chiaramente corrispondono a frasi R figureranno sull'etichetta soltanto se si intende sottolineare una deter-
minata avvertenza;

� nella scelta dei consigli di prudenza occorre prestare particolare attenzione alle previste condizioni di uso
di alcune sostanze e preparati, ad esempio l'applicazione a spruzzo o altri effetti aerosol; le frasi vanno
scelte tenendo presente l'uso previsto;

� i consigli di prudenza S 1, S 2 e S 45 sono obbligatori per tutte le sostanze e i preparati altamente tossici,
tossici e corrosivi in vendita al dettaglio;

� i consigli di prudenza S 2 e S 46 sono obbligatori per tutte le altre sostanze pericolose e gli altri preparati
(eccetto quelli classificati come pericolosi soltanto per l'ambiente) in vendita al dettaglio.

Qualora le frasi selezionate in base ai criteri rigorosi di cui al punto 6.2 risultassero ridondanti, ambigue o
chiaramente superflue rispetto allo specifico prodotto o all'imballaggio, se ne possono omettere alcune.

8. CASI PARTICOLARI: Sostanze

8.1. Bombole del gas mobili

Per le bombole del gas mobili, si considerano rispettati i requisiti riguardanti l'etichettatura quando sono con-
formi agli articoli 23 o 24 (6) b).

Tuttavia in deroga all'articolo 24 (1) e (2), per le bombole del gas con una capacità d'acqua pari o inferiore a
150 litri, è possibile usare una delle seguenti alternative:

� il formato e le dimensioni dell'etichetta possono seguire le prescrizioni della norma ISO: ISO/DP 7225,

� le informazioni previste all'articolo 23 (2) possono essere fornite su disco informativo duraturo o su
un'etichetta saldamente fissata alla bombola.
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8.2. Bombole del gas per propano, butano o gas di petrolio liquefatto (GPL)

Queste sostanze sono classificate nell'allegato I. Anche se classificate in conformità dell'articolo 2, queste
sostanze non rappresentano un pericolo per la salute umana quando sono immesse sul mercato in bombole
chiuse ricaricabili o in cartucce non ricaricabili nell'ambito di EN 417 come gas combustibili che vengono
emessi soltanto per la combustione.

Queste bombole o cartucce devono essere etichettate con il simbolo e le frasi R e S appropriati riguardanti
l'infiammabilità. L'etichetta non deve riportare informazioni concernenti gli effetti sulla salute umana. Tuttavia,
la persona responsabile dell'immissione in commercio della sostanza deve trasmettere all'utilizzatore professio-
nale le informazioni riguardanti gli effetti sulla salute umana che avrebbero dovuto figurare sull'etichetta nella
forma prevista all'articolo 27 della direttiva. Per il consumatore, si devono trasmettere le informazioni suffi-
cienti per consentirgli di adottare tutte le misure necessarie per la salute e la sicurezza, come previsto all'arti-
colo 1, paragrafo 3, della direttiva 91/155/CEE, modificata dalla direttiva 93/112/CEE.

8.3. Metalli in forma massiva

Queste sostanze sono classificate nell'allegato I o devono essere classificate in conformità dell'articolo 6. Tutta-
via, talune di queste sostanze, anche se classificate in conformità dell'articolo 2, non rappresentano un pericolo
per la salute a seguito di inalazione, ingestione o contatto con la pelle o per l'ambiente acquatico nella forma
in cui vengono immesse in commercio. Tali sostanze non richiedono un'etichetta in conformità dell'articolo
23. Tuttavia, la persona responsabile dell'immissione in commercio di un determinato metallo deve trasmettere
all'utilizzatore tutte le informazioni che avrebbero dovuto figurare sull'etichetta nella forma prevista all'arti-
colo 27.

8.4. Sostanze classificate con la frase R 65

Le sostanze classificate come nocive in base ad un rischio di aspirazione non devono essere etichettate come
nocive con la frase R 65 quando vengono immesse in commercio in contenitori aerosol o in contenitori
muniti di un dispositivo sigillato di nebulizzazione.»
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