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KOMISIJOS DIREKTYVA 2004/73/EB
2004 m. balandzio 29 d.
dvidesimt devintg kartg derinanti su technikos pazanga Tarybos direktyva 67/548/EEB dél jstatymy ir kity
teisés akty, reglamentuojanciy pavojingy medziagy klasifikavimg, pakavimg ir Zenklinimg etiketémis,
suderinimo
(tekstas svarbus EEE)

EUROPOS BENDRIJU KOMISIJA, apsauga, suderinimo (3). B.1, B.4, B.5, B.31 ir B.35 sky-
riuose aprasyti subchroninio oralinio toksiskumo nusta-
tymo metodai turéty bati atitinkamai perziaréti. Be to, |

atsizvelgdama i Europos bendrijos steigimo sutartj, V priedg turéty biti jraSytas B.42 skyrius, siekiant turéti
patobulintg subchroninio oralinio toksiskumo metoda.
Galiausiai turéty biiti jrasytas A.21 skyrius apie fizikoche-
mines savybes, B.43 skyrius apie subchroninj oralinj tok-
siskumg ir C.21-C.24 skyriai apie toksiska poveikj aplin-
kai, siekiant sudaryti salygas nustatyti toms savybéms,
kurios dar néra pakankamai aprasytos V priedo
metoduose.

atsizvelgdama | 1967 m. birzelio 27 d. Tarybos direktyva
67/548EEB dél istatymy ir kity teisés akty, reglamentuojanciy
pavojingy medziagy klasifikavima, pakavimg ir Zenklinimg etike-
témis, suderinimo (1), ypac j jos 28 straipsnj,

kadangi: (3)  Sioje direktyvoje numatytos priemonés atitinka Direktyvy
dél techniniy kliti¢iy panaikinimo, prekiaujant pavojingo-
mis medZiagomis ir preparatais, derinimo su technikos
(1)  Direktyvos 67/548/EEB 1 priede pateikiamas pavojingy pazanga komiteto nuomoneg,

medziagy sarasas kartu su iSsamia informacija apie kiek-

vienos medziagos klasifikavimg ir Zenklinima. Sj sarasa

batina atnaujinti { jj jtraukiant kitas jregistruotas naujas PRIEME SIA DIREKTYVA;

medziagas ir kitas esamas medziagas ir suderinant esamus

jrasus su technikos pazanga, pvz., tam tikroms medzia-

goms nustatant koncentracijos aplinkoje ribines vertes. 1 straipsnis

Todél taip pat batina isbraukti tam tikry medziagy jrasus,

o kai kuriuos jrasus padalyti, nes klasifikavimas toliau tai- Direktyva 67/548[EEB i3 dalies keiciama taip:
komas ne visoms to jrao medziagoms. Turéty bati keicia- ) o . )

mas medziagy, turin¢iy 1,3-butadieno, Zenklinimas, sie- 1. I priedas i§ dalies keiciamas taip:

kiant parodyti, kad pagal $ig direktyva medziaga bus

klasifikuojama kaip mutageniné medziaga. a) K pastaba pratarméje keiciama 1A priede pateiktu tekstu;

b) jrasai, atitinkantys jrasus, pateiktus Sios direktyvos 1B prie-

de, keic¢iami tekstu, pateiktu t iede;
(2)  Direktyvos 67/548/EEB V priede apibréziami fizikochemi- & Relciami teksty, paterkiu tame priece

niat metodz.u medip.gq Ir preparaty f1z.1kochem1.nerr.15 savy- ) jrasai, pateikti Sios direktyvos 1C priede, jterpiami Direk-
béms, toksiskumui ir ekotoksiskumui nustatyti. Tikslinga tyvos 67/548[EEB I priede nustatyta jrasy pateikimo
ta priedg i§ dalies pakeisti, siekiant kiek jmanoma suma- tvarka:

zinti bandymuose naudojamy gyviny skaiciy pagal

1986 m. lapkricio 24 d. Tarybos direktyva 86/609/EEB dél d) jrasai, kuriy indekso numeriai 604-050-00-X, 607-050-
valstybiy nariy jstatymuy ir ity teisés akty, susijusiy su eks- 00-8, 607-171-00-6 ir 613-130-00-3 isbraukiami;

perimentiniais ir kitais mokslo tikslais naudojamy gyviiny

_ () OLL 358, 19861218, p. 1. Direktyva su paskutiniais pakeitimais,
() OL196,1967 8 16, p. 1. Direktyva su paskutiniais pakeitimais, pada- padarytais Europos Parlamento ir Tarybos direktyva 2003/65/EB
rytais Komisijos direktyva 2001/59/EB (OL L 225, 2001 8 6, p. 1). (OLL 230, 2003 9 16, p. 32).
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e) jraSas, kurio indekso numeris 048-002-00-0, kei¢iamas
jrasais, kuriy indekso numeriai 048-002-00-0 ir 048-011-
00-X, pateikti Sios direktyvos 1D priede;

f) jrasas, kurio indekso numeris 609-006-00-3, kei¢iamas
jrasais, kuriy indekso numeriai 609-006-00-3 ir 609-065-
00-5, pateikti sios direktyvos 1D priede;

g) iradas, kurio indekso numeris 612-039-00-6, keiCiamas
jrasais, kuriy indekso numeriai 612-039-00-6 ir 612-207-
00-9, kaip pateikta 1D priede.

2. V priedas i§ dalies kei¢iamas taip:

a) sios direktyvos 2A priedo tekstas jraSomas kaip A.21 sky-
rius;

b) B.1 bis skyrius kei¢iamas Sios direktyvos 2B priede pateiktu
tekstu;

¢) B.1 tris skyrius kei¢iamas Sios direktyvos 2C priede pateiktu
tekstu;

d) B.4 skyrius keic¢iamas Sios direktyvos 2D priede pateiktu
tekstu;

e) B.5 skyrius keiciamas Sios direktyvos 2E priede pateiktu
tekstu;

f) B.31 skyrius kei¢iamas $ios direktyvos 2F priede pateiktu
tekstu;

g) B.35 skyrius kei¢iamas Sios direktyvos 2G priede pateiktu
tekstu;

h) Sios direktyvos 2H priedo tekstas jraSomas kaip B.42 ir
B.43 skyriai;

i) Sios direktyvos 2I priedo tekstas jraSomas kaip
C.21-C.24 skyriai.

2 straipsnis

1. Valstybés narés ne véliau kaip iki 2005 m. spalio 31 d. priima
jstatymus ir kitus teisés aktus, batinus, kad baty laikomasi sios
direktyvos. Jos nedelsdamos perduoda Komisijai ty nuostaty teks-
tus bei jy ir Sios direktyvos koreliacing lentele. Valstybés narés,
priimdamos $ias nuostatas, daro jose nuorodg j $ig direktyvg arba
tokia nuoroda daroma jas oficialiai skelbiant. Nuorodos darymo
tvarka nustato valstybés narés.

2. Valstybés narés pateikia Komisijai Sios direktyvos taikymo sri-
tyje priimty nacionalinés teisés akty pagrindiniy nuostaty tekstus.

3 straipsnis

Si direktyva isigalioja dvidesimta dieng po jos paskelbimo Europos
Sgjungos oficialiajame leidinyje.

4 straipsnis

Si direktyva skirta valstybéms naréms.

Priimta Briuselyje, 2004 m. balandzio 29 d.

Komisijos vardu
Margot WALLSTROM

Komisijos naré
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K pastaba:

Cheminés medziagos nereikia klasifikuoti kaip kancerogeninés arba mutageninés, jei medziagoje yra maziau kaip
0,1 % 1,3-butadieno (masés %) (Einecs Nr. 203-450-8). Jei medziaga nepriskiriama kancerogeniniy arba mutageniniy

medziagy kategorijai, turi biiti raSomos bent S frazés (2-)9-16. Si pastaba taikoma tik tam tikroms I priedo sudétinéms
medziagoms, gaunamoms i§ naftos.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

A.21. OKSIDUOJAMOSIOS SAVYBES (SKYSCIAI)

METODAS

[VADAS

Sis bandymy metodas skirtas matuoti skystosios medziagos geba padidinti degiosios medziagos degimo
greitj arba degimo intensyvuma arba sudaryti misinj su degiaja medziaga, kuris uzsidega savaime, kai dvi
medziagos sumaiSomos kartu. Jis yra pagristas JT bandymu, taikomu oksiduojamiesiems skysciams (1),
ir ji atitinka. Taciau, kadangi 3is A.21 metodas visy pirma rengiamas siekiant atitikti Direktyvos 67548
reikalavimus, reikia lyginti tik su viena etalonine medziaga. Bandymas ir lyginimas su papildomomis
etaloninémis medziagomis gali bati reikalingas, kai bandymy rezultatus numatoma naudoti kitais
tikslais (?).

Sio bandymo daryti nereikia, kai tiriant struktiiring formule neabejotinai nustatoma, kad medziaga negali
egzotermiskai reaguoti su degigja medziaga.

Prie§ darant §j bandyma naudinga turéti iSankstinés informacijos apie visas galimas medziagos sprogiasias
savybes.

Sis bandymas netaikomas kietosioms medziagoms, dujoms, sprogiosioms ar labai degioms medziagoms
arba organiniams peroksidams.

Sio bandymo galima nedaryti, jei bandomosios medZiagos rezultatai jau yra gauti darant JT
oksiduojamuyjy skysciy bandyma (1).

APIBREZTYS IR VIENETAI

Vidutiné slégio didéjimo trukmé — iSmatuoto bandomojo misinio slégio didéjimo, palyginti su
atmosferos slegiu, nuo 690 kPa iki 2 070 kPa trukmeés verciy vidurkis.

ETALONINE MEDZIAGA

Kaip etaloniné medziaga naudojamas 65 % (m/m) vandeninis azoto rigsties (analiziskai grynos)
tirpalas (2).

Be to, jei bandytojas numato, kad $io bandymo rezultatai gali bati naudojami kitais tikslais (*),
pasirinktinai gali bati tikslinga naudoti papildomas etalonines medziagas (3).

BANDYMU METODO ESME

Bandomasis skystis mai§omas masiy santykiu 1:1 su pluostine celiulioze ir miSinys dedamas j sléginj inda.
Jei maiSant arba dedant jvyksta savaiminis uzsidegimas, toliau bandymo daryti nereikia.

Jei misinys savaime neuzsidega, daromas visas bandymas. Misinys kaitinamas slégio inde ir nustatomas
vidutinis laikas, per kurj slégis, palyginti su atmosferos slégiu, padidéja nuo 690 kPa iki 2 070 kPa. Sis
padidéjes slégis lyginamas su vidutine etaloninés (-iy) medziagos (-y) ir celiuliozés santykio 1:1 miSinio
slegio didéjimo trukme.

KOKYBES KRITERIJAI

Darant penkis vienos medziagos bandymus, aritmetinis vidurkis ir atskiri rezultatai turi skirtis ne daugiau
kaip 30 %. Rezultatai, kurie palyginti su vidurkiu skiriasi daugiau kaip 30 %, turi bati atmesti, maiSymo
ir pripildymo metodika patobulinta ir bandymas pakartotas.

() Pvz., JT transporto reglamenty kontekste.

(?)  Pries bandymus riigstis turéty biti titruojama jos koncentracijai patvirtinti.
(})  Pvz.: 1 nuorodoje naudojama 50 % (m/m) perchlorato riigitis ir 40 % (m/m) natrio chloratas.
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1.6.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.2.1.

METODO APRASYMAS

PasiruoSimas
Degioji medziaga

Kaip degioji medZiaga naudojama sausa pluostiné celiuliozé, kurios plauseliy ilgis 50-250 pm, o vidutinis
skersmuo — 25 pm (*). Ne didesnio kaip 25 mm storio celiuliozés sluoksnis 4 h dziovinamas iki
pastoviosios masés esant 105 °C ir auSinamas bei prie§ bandyma laikomas eksikatoriuje su dziovikliu.
Vandens kiekis i§dziovintoje celiuliozéje turi biti mazesnis kaip 0,5 % sausos medZiagos masés (2).
Prireikus dZiovinimo trukmé turi bati padidinta tokiam drégmeés kiekiui pasiekti (). Viso bandymo metu
turi bati naudojama ta pati celiuliozés siunta.

Aparatiira
Sléginis indas

Batina tureti sléginj indg. Sléginj inda sudaro 89 mm ilgio ir 60 mm iSorinio skersmens plieninis cilindras
(Zr. 1 paveikslg). Staklémis gaminamos dvi plokstelés priesingiems cilindro galams (sumaZzinancios
skerspjivj iki 50 mm), kurios padéty jtvirtinti cilindrg, jstatant uzdegimo zZvake ir ventiliavimo angos
aklidangti. Indas su 20 mm skersmens anga i3 abiejy galy viduje platinamas iki 19 mm gylio ir sriegiamas
1 ,Brity standarto vamzdinis sriegis arba jo metrinis atitikmuo. Slégio mazinimo atvamzdis jsriegiamas
i kreivaji sléginio indo pavirsiy 35 mm nuo vieno galo ir 90° kampu iStekintoms plokstelems. Greziama
12 mm gylio anga, kurioje daromas sriegis jsukti atvamzdziui, turin¢iam %“ Brity standarto vamzdinj
(arba jo metrinio atitikmens) sriegj. Prireikus jstatomas inertinés medziagos sandariklis hermetiskumui
uztikrinti. Atvamzdzio ilgis, matuojant nuo sléginio indo korpuso, lygus 55 mm, jame i§gr¢Ziama 6 mm
skersmens anga. Atvamzdzio galas platinamas ir jsriegiamas diafragminio tipo slégio keitliui jsukti.
Galima naudoti bet kurj slégio matavimo jtaisa, kurio neveikty karstos dujos arba skilimo produktai ir
kuris galéty matuoti slégio didéjimo greitj nuo 690 iki 2 070 kPa ne ilgiau kaip per 5 ms.

] tolesnj nuo atvamzdzio sléginio indo gala jsukama uzdegimo zvake, turinti du elektrodus, vieng izoliuota
nuo korpuso, o kitg jZemintg zZvakés korpuse. | kita sléginio indo galg jstatoma trikioji membrana
(trikimo slégis mazdaug 2 200 kPa), kurig laiko kamstis su 20 mm anga. Prireikus uzdegimo Zvaké
sandarinama inertinés medziagos sandarikliu hermetiSkumui uZztikrinti. Visa sgranka tvirtinama
laikan¢iajame stove naudojimui tinkamame aukstyje (2 paveikslas). Stova paprastai sudaro mazaanglio
plieno pagrindo ploksté, kurios matmenys yra 235 mm x 184 mm x 6 mm, ir 185 mm ilgio kvadratiné
tusciavidure sekcija, kurios matmenys — 70 mm x 70 mm x 4 mm.

Vienas kvadratinés tusciavidurés sekcijos galas nupjaunamas i§ abiejy prieSingy Sony dviem
ploksciabriaunéms 86 mm ilgio kojoms gauti. Siy ploks¢iyjy $ony galai nupjaunami 60° horizontalés
atzvilgiu ir privirinami prie pagrindo plokstés. Viename virsutinio galo $one i§pjaunama 22 mm plocio
ir 46 mm gylio i3droza, i kurig jsistato sléginio indo atvamzdis, kai visa sléginio indo saranka uzdegimo
zvake Zemyn nuleidZiama | laikantijj stova. Prie Zemesnés tusCiavidurés sekcijos sienos i§ vidaus
privirinamas 30 mm plocio ir 6 mm storio plieninis fiksatorius. Priesingoje sienoje jsriegiamos angos
dviem 7 mm ilgio sparnuotiesiems varztams, kurie neleisty sléginiam indui judéti. Sléginiam indui laikyti
i§ apacios prie Soniniy sieny privirinamos dvi 12 mm plocio ir 6 mm storio plieninés juostos, jremtos
i tusciavidures sekcijos pagrinda.

() Pvz., Whatman Column Chromatographic Cellulose Powder CF 11, katalogo Nr. 4021 050.

() Patvirtinama, pvz., titruojant Karlo FiSerio metodu.
()  Be to, tokj drégmés kiekj galima pasiekti kitu metodu, pvz., 24 h kaitinant vakuume esant 105 °C.
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1.6.1.2.2.

1.6.2.

=

Uzdegimo sistema

Uzdegimo sistema sudaro 25 cmilgio ir 0,6 mm skersmens Ni/Cr viela, kurios savitoji varza yra 3,85 Q/m.
Viela susukama j apvija naudojant 5 mm skersmens strypa ir tvirtinama prie uzdegimo zZvakeés elektrody.
Apvijos konfigiiracija turi atitikti vieng i§ pavaizduoty 3 paveiksle. Atstumas nuo sléginio indo dugno iki
apatines uzdegimo apvijos pusés turi bati 20 mm. Jei elektrody ilgis nereguliuojamas, uzdegimo vielos
galai nuo apvijos iki sléginio indo dugno turi biiti izoliuoti keraminiu apvalkalu. Viela kaitinama
naudojant stabilizuotos jtampos sroves Saltinj, kuris galéty tiekti maziausiai 10 A stiprumo srove.

Bandymo eiga (1)

Aparatas su slégio keitliu ir kaitinimo sistema, bet be triikiosios membranos, tvirtinamas stove uzdegimo
zvake Zemyn. Chemingje stiklingje stikline lazdele (%) sumaiSoma 2,5 g bandomojo skyscio ir 2,5 g
i3dziovintos celiuliozés. Saugai uZtikrinti, maiant tarp operatoriaus ir misinio turi biti saugos skydas. Jei
misinys uzsidega maiSant arba pilant i inda, toliau bandyti nereikia. Misinj reikia déti  sléginj inda
mazomis dalimis tap$nojant ir uztikrinti, kad jis bity dedamas apie uzdegimo apvija ir gerai su ja liestysi.
Svarbu kad dedant misinj apvija nebiity deformuota, kadangi dél to gali bati gauti klaidingi rezultatai (3).
Trikioji membrana dedama j vietg ir gerai uzsukamas tvirtinimo kamstis. Indas su ijkrova trikiaja
membrana | vir§y jstatomas j laikantjjj stova, kuris turi bati statomas tinkamoje Sarvuotoje traukos
spintoje arba deginimo kameroje. Prie uzdegimo zvakés kontakty jungiamas maitinimo $altinis ir
jjungiama 10 A srové. Laikas nuo maiSymo pradzios iki maitinimo jjungimo turi bati ne didesnis kaip
10 min.

Slegio keitliu gautas signalas uzraSomas tinkama sistema, kuri leisty gauti nepertraukiamga laiko slégio
kitimo laike kreive ir kartu jg analizuoti (pvz., pereinamyjy vyksmy sgvirasis, sujungtas su diagramy
savirasiu). MiSinys kaitinamas tol, kol plysta trtikioji membrana, arba bent 60 s. Jei trikioji membrana
neplysta, misinys paliekamas austi pries jj atsargiai atidarant, imantis atsargumo priemoniy, jei sléginiame
inde dar baty per didelis slégis. MedZziaga ir kiekviena etaloniné medziaga bandoma penkis kartus.
Uzrasomas laikas, per kurj slégis padidéja nuo 690 kPa iki 2 070 kPa vir§ atmosferos slégio.
Apskaiciuojama vidutiné slégio didé¢jimo trukme.

Kartais medziagos gali sukelti slégio didéjima (per didelj arba per maza), kurio priezastis cheminés
reakcijos, neapibidinancios medziagos oksiduojamuyjy savybiy. Tokiais atvejais norint nustatyti reakcijos
tipg, bandymga gali tekti kartoti, vietoj celiuliozés naudojant inerting medziaga, pvz., diatomitg.

()  Oksidatoriaus ir celiuliozés miSiniai turi bati laikomi potencialiai sprogiais misiniais, todél su jai reikia elgtis atsargiai.
PraktiSkai tai galima padaryti ruoiant didesnj nei bandymui reikia bandomojo skyscio ir celiuliozeés 1:1 misinio kiekj ir supilant

5% 0,1 gj sleginj indg. Kiekvienam bandymui ruosiamas naujas misinys.
(%) Visy pirma turi bati i§vengta gretimy apvijos vijy salycio.
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2. DUOMENYS
Bandomosios medziagos ir etaloninés (-iy) medziagos (-y) slégio didéjimo trukmés vertés.
Bandymy su inertine medziaga slégio didéjimo trukmés vertés, jei tokie bandymai daromi.
2.1. REZULTATY APDOROJIMAS

Apskaic¢iuojamos bandomosios medziagos ir etaloninés (-iy) medziagos (-y) vidutinés slégio didéjimo
trukmeés vertés.

Apskaic¢iuojama bandymy su inertine medZiaga slégio didéjimo trukmes verté, jei tokie bandymai daromi.
Kai kurie rezultaty pavyzdziai pateikti 1 lentel¢je

1 lentelé

Rezultaty pavyzdziai ()

1:1 miSinio su celiulioze
vidutiné slégio didéjimo

Medziaga () trukme
(ms)
Amonio dichromatas, sotusis vandeninis tirpalas 20 800
Kalcio nitratas, sotusis vandeninis tirpalas 6700
Gelezies (IlI) nitratas, sotusis vandeninis tirpalas 4133
Licio perchloratas, sotusis vandeninis tirpalas 1686
Magnio perchloratas, sotusis vandeninis tirpalas 777
Nikelio nitratas, sotusis vandeninis tirpalas 6250
Azoto riigstis, 65 % 4767 (9
Perchlorato riigstis, 50 % 121 (9
Perchlorato riigstis, 55 % 59
Kalio nitratas, 30 % vandeninis tirpalas 26 690
Sidabro nitratas, sotusis vandeninis tirpalas -9
Natrio chloratas, 40 % vandeninis tirpalas 2555 (9)
Natrio nitratas, 45 % vandeninis tirpalas 4133
Inertiné medZiaga
Vanduo: celiuliozé - (9)

@ Zr
(°) Sotieji tirpalai turi bati ruosiami esant 20 °C.
9V

) Didziausias 2 070 kPa slégis nebuvo pasiektas.

. 1 nuoroda dél klasifikavimo pagal JT transportavimo schema.

idutiné verté, gauta darant tarplaboratorinius lyginamuosius tyrimus.

(
(
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3.1.

3.2

ATASKAITA

BANDYMU ATASKAITA

Bandymy ataskaitoje pateikiama $i informacija:

— bandomosios medziagos identiskumas, sudétis, grynumas ir kitos savybés,
— bandomosios medziagos koncentracija,

— naudojamos celiuliozés dZiovinimo metodika,

— drégmés kickis naudojamoje celiuliozéje,

— matavimy rezultatai,

— inertinés medziagos bandymy rezultatai, jei yra,

— apskaiciuotosios vidutinés slégio didéjimo trukmés vertés,

— visi nukrypimai nuo $io metodo ir jy pagristumas,

— visa papildoma informacija arba pastabos rezultatams interpretuoti.
REZULTATY AISKINIMAS (1)

Bandymy rezultatai jvertinti:

a) pagal tai, ar bandomosios medziagos ir celiuliozés misinys uzsidega savaime; ir

b) lyginant medziagos ir etaloninés (-iy) medziagos (-y) vidutine slégio didéjimo nuo 690 kPa iki 2 070
kPa trukme.

Skystoji medziaga turi biti laikoma oksidatoriumi, kai:

a) medziagos ir celiuliozés santykio 1:1 miinys, masés dalimis, uZsidega savaime; arba

b) medziagos ir celiuliozés santykio 1:1 misinio, masés dalimis, vidutiné slégio didéjimo trukmé yra
mazesné arba lygi 65 % (m/m) vandeninio azoto riigties tirpalo ir celiuliozés santykio 1:1 misinio,

masés dalimis, vidutinei slégio didéjimo trukmei.

Siekiant i§vengti klaidingy teigiamy rezultaty, interpretuojant juos reikéty atsizvelgti j rezultatus, gautus
bandant medziaga su inertine medZiaga.

NUORODOS

(1) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Manual of Tests and Criteria. 3rd revised
edition. UN Publication No: ST/SG/AC.10/11/Rev. 3, 1999, page 342. Test O.2: Test for oxidizing
liquids.

(1)  Zr. 1 nuorodg dél rezultaty pagal JT transportavimo reglamentus interpretavimo, kai naudojamos kelios etaloninés medziagos.
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1 paveikslas

R

&
@
0
'%x“‘\ By
Sléginis indas

(A) Sléginio indo korpusas (B) Trukiosios membranos tvirtinimo kamstis ~ (C) Uzdegimo zvaké
(D) Minkstas 3vininis tarpiklis (E) Trtkioji membrana (F) Atvamzdis
(G) Slégio keitlio galvuté (H) Tarpiklis () Izoliuotas elektrodas
(K) Izemintas elektrodas (L) Izoliacija (M) Plieninis kagis
(N) Tarpiklio deformavimo griovelis
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2 paveikslas

Laikantysis stovas

21 i2

A-A
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3 paveikslas

UZdegimo sistema

(A) Uzdegimo apvija (B) Izoliacija (C) Elektrodai (D) Uzdegimo zvake

Pastaba: galima naudoti bet kurig i3 $iy schemy.
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1.1.

1.2.

B.1 bis. UMUS ORALINIS TOKSISKUMAS. FIKSUOTUJU DOZIY METODAS

METODAS

Sis bandymy metodas atitinka OECD TG 420 (2001)

IVADAS

Taikant tradicinius metodus imaus toksiskumo poveikis jvertinamas pagal gyviino zZatj. Brity toksikology
draugija (British Toxicology Society) 1984 m. pasitilé nauja imaus toksiskumo bandymo biida, pagrista keliy
fiksuoto dydzio doziy davimu (1). Taikant §j biidg iSvengiama gyviiny Zities, kuri biity poveikio jrodymas;
jis pagristas aiskiy toksiskumo pozymiy pasireiskimu, kai i§ doziy serijos duodama viena fiksuoto dydzio
dozé. Pasibaigus JK (2) ir tarptautinio (3) tinkamumo patvirtinimo tyrimui in vivo, 1992 m. §i procediira
buvo patvirtinta kaip bandymo metodas. Véliau, taikant matematinius modelius, daugelyje tyrimy buvo
jvertintos statistinés fiksuoty doziy metodikos savybés (4)(5)(6). Kartu daromi in vivo ir modeliavimo tyrimai
jrodé metodikos atkuriamuma; ja taikant naudojama maziau gyviiny, jiems sukeliamos mazesnés kancios
nei taikant tradicinius metodus ir ji leidZia suskirstyti medZziagas panasiai, kaip tai baty padaryta taikant
kitus imaus toksiskumo bandymo metodus.

Rekomendacijas dél nurodytam tikslui tinkamiausio bandymy metodo pasirinkimo galima rasti
Rekomendaciniame Gimaus oralinio toksiskumo bandymo dokumente (7). Be to, Siame rekomendaciniame
dokumente yra papildomos informacijos apie B.1 bis bandymo metodo taikyma ir aiskinima.

Metodo esme sudaro tai, kad darant pagrindinj tyrima skiriamos vidutinio toksiskumo dozés ir i§vengiama
doziy, kurios sukelty Zitj. Be to, nereikia skirti doziy, kurios, kaip Zinoma, sukelia didelj skausma ir kancia
dél ésdinancio arba stipriai dirginancio poveikio. GaiStantys gyviinai arba gyviinai, kurie akivaizdziai patiria
skausma arba kuriems pasireiskia didelés ir ilgalaikés kancios pozymiai, turi biti humaniskai nuzudomi ir
aiskinant bandymo rezultatus laikomi darant bandyma Zuvusiais gyviinais. Sprendimo nuzudyti gaiStantj
arba stipriai kenciantj gyviing priémimo Kkriterijai ir numatomos arba nei§vengiamos Zities nustatymo
rekomendacijos yra atskiro rekomendacinio dokumento objektas (8).

Taikant metoda gaunama informacijos apie medziagos pavojingas savybes, todél ja galima jvertinti ir
klasifikuoti pagal visuotinai suderinta sistema (Globally Harmonised System (GHS), skirta tmy toksiskuma
sukeliancioms cheminéms medziagoms klasifikuoti (9).

Pries tyrimo pradzig bandymy laboratorija i$nagrinéja visg turimg informacijg apie bandomajg medziaga.
Tokig informacija sudaryty medziagos identiskumas ir cheminé struktira, jos fizikocheminés savybés, visy
kity in vitro arba in vivo medziagos toksiskumo bandymy rezultatai, giminingos struktiiros medziagy
toksikologiniai duomenys ir numatomas (-ij medziagos naudojimo biidas (-ai). Si informacija yra biitina
norint jtikinti visus, kurie priima sprendimus dél bandymo reikalingumo Zmoniy sveikatai apsaugoti, ir
padéti pasirinkti tinkamg prading doze.

APIBREZTYS

Umus oralinis toksiskumas: taikomas tam neigiamam poveikiui, kuris atsiranda davus per burng vieng
medZziagos doz¢ arba kelias dozes per 24 h.

UZdelsta mirtis: kai gyviinas neZiista arba nepanasus i gaistantj per 48 h, bet Ziista véliau per 14 pary
stebéjimo laikotarpi.

Dozé: skirtas bandomosios medziagos kiekis. Doz¢ ireiskiama bandomosios medziagos mase bandymo
gyviino masés vienetui (pvz., mg/kg).

Akivaizdus toksiSkumas: bendrasis terminas, aprasantis aiskius toksiskumo pozymius, atsiradusius davus
bandomosios medziagos (pavyzdziai pateikti (3), kai davus kita didZiausia fiksuota dozg, galima laukti, kad
didelio skausmo ir ilgalaikiy dideliy kan¢iy pozymiai, gaisimo biisenos poZymiai (kriterijai pateikti
rekomendaciniame dokumente dél poveikio Zmonéms (8) pasireik$ arba galima Zitis istiks didesne dalj
gyvany.
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

GHS: Visuotinai suderinta cheminiy medziagy ir miSiniy klasifikavimo sistema (Globally Harmonised
Classification System for Chemical Substances and Mixtures). Ekonominio bendradarbiavimo ir plétros
organizacijos (OECD) (zmoniy sveikata ir aplinka), JT pavojingy prekiy pervezimo eksperty komiteto
(fizikocheminés savybés) ir Tarptautinés darbo organizacijos (ILO) (pavojy pranesimas) bendroji veikla,
koordinuojama Tarporganizacinés cheminiy medziagy tinkamos vadybos programos (Interorganisation
Programme for the Sound Management of Chemicals (IOMC)).

NeiSvengiama Ziitis: kai gai§imo biisenos arba Zities reikia laukti anksc¢iau negu nustatytas kito planinio
stebéjimo momentas. Sios grauziky biisenos pozymiai galéty biiti traukuliai, guléjimas ant Sono, guléjimas
horizontaliai ir drebulys. (Daugiau detaliy pateikta rekomendaciniame dokumente dél poveikio
Zmonéms (8)).

LD, (medianiné mirtina dozé): statistiskai apskaiCiuojama viena medziagos dozé, nuo kurios yra
tikimybeé zati 50 % gyviiny, gavusiy doze per burng. LD, verté yra iSreiskiama bandomosios medziagos
mase bandymo gyviino masés vienetui (mg/kg).

Ribiné dozé: dozé, atitinkanti vir§uting bandymo dozés ribg (2 000 arba 5 000 mg/kg).

GaiSimo biisena: biisena pries Ziitj arba kai neiSgyvena net gydomas gyviinas. (Daugiau informacijos
pateikta rekomendaciniame dokumente dél poveikio Zmonéms (8)).

Numatoma Zitis: klinikiniy poZymiy, rodanciy zatj tam tikru momentu ateityje pries eksperimento
pabaiga, pvz., nesugebéjimas pasiekti vandenj arba paSarg, buvimas. (Daugiau informacijos pateikta
rekomendaciniame dokumente dél poveikio Zmonéms (8)).

BANDYMO METODO ESME

Vienos lyties gyviny grupéms nuosekliai duodamos fiksuotos 5, 50, 300 ir 2 000 mg/kg dozés (iimtiniais
atvejais galima spresti apie papildomos fiksuotos 5 000 mg/kg dozés davima, Zr. 1.6.2 skirsnj). Pradine dozé
pasirenkama atsizvelgiant i orientacinj tyrima, kaip dozé, kuri galéty sukelti kai kuriuos toksiskumo
pozymius, bet kuri nebiity sunkaus toksisko poveikio arba Zities priezastimi. Klinikiniai poZymiai ir
salygos, susijusios su skausmu, kancia ir nei§vengiama Zatimi, i§samiai aprasytos atskirame OECD
rekomendaciniame dokumente (8). Kitoms gyviiny grupéms gali biiti duodamos didesnés arba mazesnés
fiksuotos dozés, atsizvelgiant j toksiskumo arba gaistamumo poZymiy buvima arba nebuvima. Si procediira
tesiama tol, tol identifikuojama dozé, sukelianti akivaizdy toksiskuma arba ne daugiau kaip vieno gyviino
zatj, arba kai néra jokio poveikio esant didZiausiai dozei ar kai gyviinai Zista esant maziausiai dozei.

BANDYMO METODO APRASYMAS

Gyviiny riiies pasirinkimas

Tinkamiausia grauziky risis yra Ziurkés, nors galima naudoti ir kitus grauzikus. Paprastai naudojamos
patelés (7). Pasirinkimg lémé tipiniy LD5, bandymy informacinés apZzvalgos, kurios parodé, kad jautrumo
skirtumai tarp ly¢iy yra mazi, bet tais atvejais, kai jie pastebimi, patelés dazniausiai yra Siek tiek jautresnés
(10). Taciau, jei giminingos struktiiros cheminiy junginiy toksikologinés arba toksikokinetinés savybés
rodo, kad patinai gali bati jautresni, turéty biiti naudojama 3i lytis. Kai bandymai daromi su patinais,
pateikiami atitinkami tai patvirtinantys duomenys.

Bandomi sveiki, jauni, bet suaugg placiai naudojamy laboratoriniy risiy gyviinai. Patelés turi biti dar be
vados ir neapvaisintos. Kiekvieno gyviino amzius pries duodant doz¢ turi bati nuo 8 iki 12 savaiciy, o
masé = 20 % tikslumu turi atitikti anksciau doz¢ gavusiy gyviny viduting mase.

Laikymo ir $érimo salygos

Bandomy gyviiny patalpos temperattira turi bati 22 °C (¢ 3 °C). Nors santykiné oro drégmé turéty biti
maziausiai 30 % ir pageidautina ne didesné kaip 70 %, iSskyrus patalpos plovimo laika, reikéty uztikrinti
50-60 %. Ap3vietimas turi bati dirbtinis, esant 12 h $viesos ir 12 h tamsos sekai. Gyviinams 3erti tinka
jprastas laboratorijoje naudojamas pasaras, neribojant geriamojo vandens kiekio. Gyvuinai gali bati laikomi
narveliuose pagal dozes, taciau gyviiny skai¢ius narvelyje neturi trukdyti aiskiai matyti kiekvieng gyviing.
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1.4.3.

1.4.4.

1.5.

Gyviiny ruosimas

Gyvinai atrenkami atsitiktinai, Zenklinami, kad baty jmanoma identifikuoti kiekvieng gyviing, ir pries
doziy davimo pradzig laikomi narveliuose maZziausiai 5 paras, kad galéty priprasti prie laboratoriniy salygy.

Doziy ruoSimas

Apskritai visy dydziy bandomosios medziagos dozés skiriamos kaip pastovaus tario dozés, keiciant
ruosiamos dozés koncentracijg. Taciau jei reikia bandyti skysta galutinj produkta arba misinj, paskesniam
$ios bandomosios medziagos rizikos jvertinimui, galbait labiau tikty neskiesta, t. y. pastovios koncentracijos,
bandomoji medziaga, to reikalauja ir kai kurios reglamentuojancios institucijos. Bet kuriuo atveju
didziausias duodamos dozés taris neturi bati virSytas. DidZiausias skyscio tiris, kurj galima duoti vienu
metu, priklauso nuo bandomo gyviino dydzio. Grauzikams $is thiris paprastai neturi bati didesnis kaip
1ml/100g kiino masés, taciau vandeniniy tirpaly atveju galima naudoti 2 ml/100g kiino masés. Kalbant apie
dozuojamo preparato sudéti, rekomenduojama naudoti, jei jmanoma, vandeninj tirpalg (suspensija,
emulsija), toliau pirmenybeé teikiama tirpalui (emulsijai, suspensijai) aliejuje (pvz., kukuriizy aliejuje) ir tik
tuomet naudojami tirpalai kituose nesikliuose. Jei nesiklis ne vanduo, turi bati Zinomos jo toksikologinés
charakteristikos. Dozés turi bati ruo$iamos pries pat davimg, i§skyrus kai preparato stabilumas naudojimo
laikotarpiu yra zinomas ir laikomas priimtinu.

DARBO EIGA

Doziy davimas

Bandomoji medziaga duodama kaip viena dozé per skrandzio zondg arba tinkama intubacinj vamzdelj.
Esant nejprastoms aplinkybéms, kai nejmanoma duoti vienos dozés, ji gali buti duodama mazesnémis
dalimis ne ilgiau kaip per 24 h.

Prie§ duodant doze gyviinai neSeriami (pvz., Ziurkés negauna pasaro, i$skyrus vandenij, per naktj; pelés
gauna vandens, bet negauna pasaro 3—4 h). Pasibaigus badavimo laikotarpiui, gyviinai pasveriami ir
duodama bandomoji medziaga. Gavusios bandomosios medziagos ziurkés gali biiti neSeriamos dar 3—4 h,
pelés neseriamos 1-2 h. Jei dozé duodama dalimis per tam tikrg laikotarpi, gyviinus gali tekti Serti ir girdyti
atsizvelgiant i laikotarpio trukme.

Orientacinis tyrimas

Orientacinio tyrimo tikslas — leisti pasirinkti atitinkamg prading pagrindinio tyrimo doz¢. Bandomoji
medziaga nuosekliai duodama atskiriems gyviinams pagal 1 priedo diagrama. Orientacinis tyrimas
baigiamas, kai galima priimti sprendimg dél pagrindinio tyrimo pradinés dozés (arba jei gyviinai Zista esant
maziausiai fiksuotai dozei).

Orientacinio tyrimo pradiné dozé pasirenkama i§ 5, 50, 300 ir 2 000 mg/kg doziy, kaip doz¢, kuri galéty
parodyti akivaizdy toksiskuma, pagrista, jei imanoma, in vivo ir in vitro duomenimis apie t3 pacia cheming
medZiaga ir struktiiriniu poZitriu giminingas chemines medziagas. Neturint tokios informacijos, pradiné
dozé buty 300 mg/kg.

Tarp doziy davimo kiekvienam gyviinui turi biiti maziausiai 24 h laiko tarpas. Visi gyviinai turéty bati
stebimi maziausiai 14 pary.

I$imtiniais atvejais ir tik norint jvykdyti konkrecius kontrolés institucijy reikalavimus, galima spresti, ar
skirti papildoma virsutingés ribos fiksuota 5 000 mg/kg dydzio dozg (zr. 3 prieda). Dél priezasciy, susijusiy
su gyviiny gerove, neskatinama daryti bandymo taikant GHS 5 kategorijos intervalus (2 000-5 000 mg/kg)
ir apie tokio bandymo batinybe turéty bati sprendziama, kai yra didelé tikimybe, kad jo rezultatai yra
tiesiogiai sietini su Zmoniy arba gyviny sveikatos apsauga.
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1.5.3.1.

1.5.3.2.

1.6.

Tais atvejais, kai darant orientacinj tyrimg Zista gyviinas, gaves maZiausia fiksuotg doze (5 mg/kg), taikant
iprastg procediirg tyrima reikia nutraukti ir medziagg priskirti GHS 1 kategorijai (kaip nurodyta 1 priede).
Taciau jei reikalingas tolesnis klasifikavimo patvirtinimas, gali biti atlickama $i neprivaloma papildoma
procedira. 5 mg/kg dozé duodama antram gyviinui. Jei $is antras gyvinas Zista, GHS 1 kategorija
patvirtinama ir tyrimas i§ karto nutraukiamas. Jei antras gyviinas isgyvena, 5 mg kg doze gauna ne daugiau
kaip trys papildomi gyviinai. Kadangi yra didelé Zaties rizika, gyviiny gerovei apsaugoti jie turi gauti $ig doz¢
paeiliui. Laiko tarpo tarp dozés davimo kiekvienam gyviinui turi pakakti nustatyti, ar pirmiau doz¢ gaves
gyvinas turi galimybe iSgyventi. Jei Ziista antras gyvinas, doziy davimas i§ karto nutraukiamas ir nei vienas
papildomas gyviinas dozés nebegauna. Kadangi Zuvus antram gyvinui (neatsizvelgiant i bandymo
nutraukimo momentu panaudoty gyviiny skaiciy) rezultatas yra A (2 arba daugiau Zii¢iy), taikoma 2 priedo
klasifikavimo taisyklé esant 5 mgfkg fiksuotai dozei (1 kategorija, jei Zuvo 2 arba daugiau gyviny, 2
kategorija, jei Zuvo ne daugiau kaip 1 gyviinas). Be to, 4 priede pateiktas klasifikavimo metodas pagal ES
sistemg, laukiant naujos GHS jgyvendinimo.

Pagrindinis tyrimas

Gyviiny skaicius ir doziy dydis

Veiksmai, kuriy turi bati imamasi po bandymo su pradine doze, nurodyti 2 priede pateiktose schemose.
Yra trys biidai: nutraukti bandyma ir priskirti medziagg atitinkamai pavojaus klasei, bandyti esant didesnei
fiksuotai dozei arba bandyti esant mazesnei fiksuotai dozei. Taciau siekiant apsaugoti gyviinus, darant
pagrindinj tyrima nebus kartojama dozé, sukélusi zatj darant orientacinj tyrimg (Zr. 2 prieda). Patyrimas
rodo, kad labiausiai tikétinas pradinés dozés davimo rezultatas pasireik§ tuo, kad medziaga galés biti
klasifikuota ir tolesnis bandymas nebus biitinas.

Kiekvienai tirlamai dozei paprastai bus naudojama i§ viso po penkis vienos lyties gyviinus. Penkis gyviinus
sudarys vienas gyviinas i$ orientacinio tyrimo, gavusio pasirinkta dozg, ir keturi papildomi gyviinai (i$skyrus
nejprastus atvejus, kai pagrindinio tyrimo dozé nebuvo jtraukta i orientacinj tyrima).

Laiko tarpg tarp kiekvieno dydzio doziy skyrimo lemia toksiskumo pozymiy atsiradimo pradzia, trukmeé
ir sunkumas. Kitos dozés davimas gyviinams atidedamas tol, kol bus jsitikinta, kad isgyveno anks¢iau dozg¢
gave gyvinai. Rekomenduojamas 3 arba 4 pary laikotarpis tarp kiekvieno dydzio dozés, jei prireikia,
uzdelstam toksisSkumui stebéti. Laiko tarpas prireikus gali bati reguliuojamas, pvz., reakcijos be traukuliy
atveju.

Kai sprendziama, ar skirti didZiausia fiksuota 5 000 mg/kg dozg, reikéty laikytis 3 priede apraSytos
metodikos (dar 7r. 1.6.2 skirsni).

Ribinis bandymas

Ribinis bandymas visy pirma daromas tais atvejais, kai bandytojas turi informacijos, rodancios, kad
bandomoji medziaga greiCiausiai yra netoksiska, t.y., toksiSkumas pasireiskia esant didesnéms nei
reglamentuojamos ribinéms dozéms. Informacijos apie bandomosios medziagos toksiskuma galima gauti
pasinaudojus Ziniomis apie panasius bandytus junginius arba panasius bandytus misinius arba produktus,
atsizvelgiant { toksikologinj reiksmingumg turin¢iy komponenty tapatuma ir procenting dalj. Tais atvejais,
kai informacijos apie medziagos toksiskumg yra mazai arba jos iSvis néra arba kai pagal tg informacija
bandomoji medziaga gali biti toksiska, turi bati daromas pagrindinis bandymas.

Taikant jprastg procedira, Sioje rekomendacijoje ribiniu bandymu bty orientacinis tyrimas esant 2 000
mg/kg (arba i§imtinais atvejais 5 000 mg/kg), po kurio keturiems papildomiems gyviinams biity skirta tokio
pat dydzio doze.

STEBEJIMAI

Gave dozg gyvinai atskirai maziausiai vieng kartg per pirmasias 30 min. ir periodiskai per pirmasias 24 h,
ypac per pirmasias 4 h, ir toliau kasdien stebimi visas 14 pary, i§skyrus kai gyviinams reikia nutraukti tyrima
ir humaniskai nuzudyti dél gyviiny gerovés priezasciy arba kai jie nugaista. Taciau stebéjimo trukmé neturi
bati grieztai fiksuojama. Ji nustatoma pagal toksiskumo reakcijas, sveikimo laikotarpio pradzia ir trukme,
taigi prireikus ji gali bati pratesta. Svarbus yra toksiskumo pozymiy atsiradimo ir i$nykimo momentas, ypa¢
jei jie véluoja atsirasti (11). Visi steb¢jimai yra sistemingai uzraSomi atskirai apie kiekvieng gyviing.
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3.1.

Jei gyviinams ir toliau pasireiskia toksiskumo poZymiai, reikia stebéti papildomai. Reikia stebéti odos ir
kailio, akiy ir gleivinés pasikeitimus, be to kvépavimo, kraujo, autonomings ir centrinés nervy sistemy,
somatomotorinés veiklos ir elgesio pasikeitimus. Ypac reikia stebéti, ar nepasireiskia drebulys, traukuliai,
viduriavimas, mieguistumas, miego ir komos biisenos, ar neteka seilés. Reikéty atsizvelgti j principus ir
kriterijus, apibendrintus Rekomendaciniame dokumente dél poveikio Zmonéms (9). Gaistantys gyviinai ir
gyvinai, kurie patiria didelius skausmus arba kuriems pasireiskia ilgalaikiai sunkiy kan¢iy pozymiai, turéty
bati humaniskai nuzudyti. Kai gyviinai nuzudomi dél humanisky priezasciy arba randami negyvi, Zaties
laikas uzrasomas kiek jmanoma tiksliau.

Kiino masé

Atskira gyviiny masé nustatoma pries pat bandomosios medziagos davimg ir véliau — maziausiai kas savaitg.
Turi buti apskaiCiuotas ir uzraSytas masés pokytis. Pasibaigus bandymui, islike gyviinai sveriami ir
humaniskai nuzudomi.

Patologija

Visiems bandymo gyviinams (jskaitant nugaiSusius darant bandyma arba pasalintus i§ tyrimo dél gyviiny
geroves priezas¢iy) daromas bendrasis skrodimas. Apraomi visi dideli kiekvieno gyviino patologiniai
pokyciai. Gyviinams, kurie po dozés gavimo isgyveno 24 h arba ilgiau, galima baty daryti mikroskopinj
organy, turin¢iy akivaizdziy patologiniy poky¢iy, tyrima, kadangi jis gali suteikti naudingos informacijos.

DUOMENYS
Turi bti pateikiami atskiry gyviiny duomenys. Be to, visi duomenys suvedami j lenteles, kuriose kiekvienai
bandymo grupei nurodomas naudoty gyviiny skaicius, toksiskumo pozymiy turin¢iy gyviiny skaicius,

darant bandyma Zuvusiy arba dél humanisky priezas¢iy nuzudyty gyviny skaicius, atskiry gyviny Zaties
laikas, toksisko poveikio aprasymas, to poveikio kitimas laike ir griZtamumas, skrodimo duomenys.

ATASKAITOS RENGIMAS

BANDYMU ATASKAITA
Bandymy ataskaitoje turi biti pateikta $i informacija, jei tinka:
Bandomoji medziaga:
— fizikiné bisena, grynumas ir, jei tinka, fizikocheminés savybés (jskaitant izomerizavima),
— identifikavimo duomenys, jskaitant CAS numerj.
Nesiklis (jei tinka):
— nesiklio pasirinkimo pagrindimas, jei tai ne vanduo.
Bandymo gyvinai:
— naudota risis ir veisle,
— mikrobiologiné gyviino biisena, jei Zinoma,
— gyviny skaicius, amzius ir lytis (iskaitant, jei tinka, patiny vietoj pateliy naudojimo pagrindima),
— Saltinis, laikymo salygos, pasaras ir t. t.
Bandymo salygos:

— i8sami informacija apie bandomosios medziagos preparata, jskaitant duodamos medziagos fizikinj
pavidalg,

— i8sami informacija apie bandomosios medziagos davima, jskaitant dozavimo tirj ir davimo laika,
— i8sami informacija apie pasaro ir vandens kokybe (jskaitant pasaro tipg (3altinj), vandens Saltinj),

— pradinés dozés pasirinkimo pagrindimas.
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Rezultatai:

— kiekvieno gyviino reakcijos duomeny ir dozés dydzio lentelés (t. y. gyviiny, kuriems pasireiskia
toksiskumo poZymiai, jskaitant gaiStamuma, poveikio tipa, sunkuma ir trukme),

— kino maseés ir jos kitimo lentelés,

— atskiry gyviny masé dozés davimo dieng, véliau kas savaite ir Zities arba nuzudymo diena,
— zuties data ir laikas, jei tai jvyksta prie§ planinj nuZudyma,

— toksiskumo pozymiy kiekvienam gyvinui atsiradimas ir vystymasis, jy galimas griZtamumas,

— kiekvieno gyviino skrodimo ir histopatologiniai duomenys, jei yra.

Rezultaty aptarimas ir aiskinimas.
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3 PRIEDAS

BANDOMUJU MEDZIAGU, KURIY TIKETINOS LD, VERTES YRA DIDESNES NEGU 2 000 MG/KG,
KLASIFIKAVIMO KRITERIJAI NEDARANT BANDYMO

Pavojaus 5 kategorijos kriterijai yra apibrezti, kad baty galima identifikuoti bandomasias medziagas, kuriy timaus
toksiskumo pavojus yra palyginti mazas, taciau kurios esant tam tikroms aplinkybéms gali biiti pavojingos
pazeidziamoms populiacijoms. Tikétina, kad $iy medziagy LDs, per burng arba oda yra 2 000-5 000 mg/kg arba
ekvivalentiné dozé, kai medziagos patenka kitais biidais. Bandomosios medziagos galéty bati priskirtos pavojaus
kategorijai, apibréztai 2 000 mgfkg < LD, < 5 000 mg/kg (5 kategorija pagal GHS), $iais atvejais:

a) jei buty priskirtos Siai kategorijai pagal kurig nors i3 2 priedo bandymo schemy, pagristy gai§tamumo
daznumu;

b) jei jau yra patikimy duomeny, rodanciy, kad LD, yra 5 kategorijos verciy intervale, arba kiti tyrimai
su gyvinais arba toksiskas poveikis Zmonéms rodo Gimaus tipo poveikj Zmoniy sveikatai;

¢) gaunant duomenis ekstrapoliavimo, jvertinimo arba matavimo bidu, jei priskyrimas didesnio pavojaus
klasei nepagristas ir

— yra patikimos informacijos, rodancios didelj toksiska poveikj Zmonéms, arba

— pastebimas tam tikras gaiStamumas, kai bandymas atlickamas duodant per burna dozes, siekiancias
4 kategorijos vertes, arba

— jei tesiant bandymus iki 4 kategorijos verciy eksperty sprendimu patvirtinami reik$mingi klinikiniai
toksiskumo pozymiai, isskyrus viduriavima, pasiSiaususius plaukus arba nesveiko gyvino i§vaizda,
arba

— jei eksperty sprendimu patvirtinama patikima informacija, rodanti galima reik§minga tmy poveikj
darant kitus tyrimus su gyviinais.

BANDYMAS ESANT DIDESNEMS NEGU 2 000 MG/KG DOZEMS

Iimtiniais atvejais, ir tik norint jvykdyti konkrecius kontrolés institucijy reikalavimus, galima spresti, ar skirti
papildoma virsutinés ribos fiksuota 5 000 mgfkg dydzio dozg. PripaZistant batinumg apsaugoti gyviny gerove,
bandymas skiriant 5 000 mg/kg neskatinamas ir apie tokio bandymo batinybe turéty bati sprendziama, kai yra didele
tikimybé, kad jo rezultatai yra tiesiogiai sietini su Zmoniy arba gyviiny sveikatos apsauga (9).

Orientacinis tyrimas

Sprendimo priémimo taisyklés, taikomos 1 priede pateiktai nuosekliai procediirai, i§pleciamos, kad buty galima
jtraukti 5 000 mg/kg doz¢. Taigi kai skiriama orientacinio tyrimo pradiné 5 000 mg/kg dozé, gavus A rezultatg (Zatis)
reikés daryti bandyma su antru gyvinu, skiriant 2 000 mg/kg; gavus B ir C rezultatus (akivaizdus toksiskumas arba
jokio toksiskumo) pradiné pagrindinio tyrimo doz¢ gali bati 5 000 mg/kg. Panasiai, jei skiriama kita nei 5 000 mg/kg
pradiné dozé, bandymas bus tesiamas iki 5 000 mg/kg, jei esant 2 000 mg kg dozei gaunami B arba C rezultatai; gavus
A rezultata, esant 5 000 mg/kg, pagrindinio tyrimo pradiné dozé yra 2 000 mg/kg, o gavus B ir C rezultatus,
pagrindinio tyrimo pradiné¢ doz¢ yra 5 000 mg/kg.

Pagrindinis tyrimas

Sprendimo priémimo taisyklés, taikomos 2 priede pateiktai nuosekliai procediirai, i$pleciamos, kad buty galima
jtraukti 5 000 mg/kg doz¢. Taigi kai skiriama pagrindinio tyrimo pradiné 5 000 mg/kg doz¢, gavus A rezultata (> 2
zutys) reikés daryti 2 grupés bandyma, skiriant 2 000 mg/kg; gavus B rezultatg (akivaizdus toksiskumas ir (arba) < 1
zatis) arba C (jokio toksiskumo), medziaga nebus klasifikuojama pagal GHS. Panasiai, jei naudojama kita nei 5 000
mg/kg pradine dozé, bandymas bus tesiamas iki 5 000 mg/kg, jei esant 2 000 mg/kg dozei gaunamas C rezultatas;
gavus A rezultatg, esant 5 000 mg/kg, medziaga priskiriama GHS 5 kategorijai, o gavus B arba C rezultatus, medZiaga
pagal GHS neklasifikuojama.
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1.1.

,B.1 tris. UMUS ORALINIS TOKSISKUMAS. UMAUS TOKSISKUMO KLASES METODAS

METODAS

Sis bandymy metodas atitinka OECD TG 423 (2001)

[VADAS

Siame bandyme taikomas fimaus toksiskumo klasés metodas (1) — tai nuosekli procediira, pagal kurig vienai
pakopai naudojami 3 vienos lyties gyviinai. Atsizvelgiant | gaiStamumg ir (arba) gyviino gaiSimo biiseng,
vidutiniskai gali prireikti 2-4 pakopy, kad biity galima spresti apie bandomosios medziagos toksiskumag. Si
metodika yra atkuriama, ja taikant naudojama daug maziau gyviiny ir ji leidzia suskirstyti medziagas panasiai,
kaip tai biity padaryta taikant kitus imaus toksiskumo bandymo metodus. Umaus toksiskumo klasés metodas
pagristas biometriniais jvertinimais (2) (3) (4) (5), naudojant fiksuotas dozes, kurios pakankamai skiriasi, kad
medziaga baty galima klasifikuoti ir jvertinti jos pavojy. 1996 m. priimto metodo tinkamumas buvo placiai
patvirtintas nacionaliniu (6) ir tarptautiniu mastu (7) darant in vivo bandymus ir lyginant su literatiiroje
pateiktais LD, duomenimis.

Rekomendacijas dél nurodytam tikslui tinkamiausio bandymy metodo pasirinkimo galima rasti
Rekomendaciniame @imaus oralinio toksiskumo bandymo dokumente (8). Be to, Siame Rekomendaciniame
dokumente yra papildomos informacijos apie B.1 tris bandymo metodo taikymg ir aiskinima.

Nereikia duoti doziy, kurios, kaip Zinoma, sukelia didelj skausmg ir kancig dél ésdinancio arba stipriai
dirginancio poveikio. GaiStantys gyvinai arba gyvinai, kurie akivaizdZziai patiria skausma arba kuriems
pasireiskia didelés ir ilgalaikés kancios pozymiai, turi biti humaniskai nuzudomi ir aiskinant bandymo
rezultatus laikomi darant bandyma Zuvusiais gyviinais. Sprendimo nuzudyti gaiStantj arba stipriai kenciantj
gyving priémimo kriterijai ir numatomos arba nei$vengiamos Zities nustatymo rekomendacijos yra atskiro
rekomendacinio dokumento objektas (9).

Metode naudojamos i§ anksto nustatyto dydzio dozés, o rezultatai leidZia medziagg jvertinti ir klasifikuoti
pagal visuotinai suderintg sistema (Globally Harmonised System (GHS)), skirta timy toksiskuma sukelian¢ioms
cheminéms medziagoms klasifikuoti (10).

I§ esmés sis metodas néra skirtas tikslioms LD 5, vertéms apskaiciuoti, bet juo galima nustatyti apibréztus Ziitj
sukelian¢iy doziy intervalus, kadangi tokio bandymo tikslas ir yra nustatyti, ar dalis gyviiny Zésta. Siuo
metodu galima nustatyti LD, verte tik tais atvejais, kai maziausiai dviejy doziy sukeliamas gaiStamumas yra
didesnis kaip 0 % ir maZesnis kaip 100 %. Kai skiriamos i§ anksto pasirinktos dozés neatsizvelgiant §
bandomajg medziaga, o klasifikavimas tiesiogiai siejamas su stebimy skirtingos biisenos gyviny skaiciumi,
laboratorijoms didéja galimybeé pasiekti suderinamy ir atkartojamy rezultaty.

Prie§ tyrimo pradzig bandymy laboratorija i§nagrinéja visg turima informacijg apie bandomaja medziaga.
Tokig informacijg sudaryty medziagos identiskumas ir cheminé struktiira, jos fizikocheminés savybés, visy
kity in vitro arba in vivo medziagos toksiskumo bandymy rezultatai, giminingos struktiros medziagy
toksikologiniai duomenys ir numatomas (-i) med#iagos naudojimo biidas (-ai). Si informacija yra biitina
norint jtikinti visus, kurie priima sprendimus dél bandymo reikalingumo Zmoniy sveikatai apsaugoti, ir padéti
pasirinkti tinkamg prading dozg.
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1.3.

APIBREZTYS

Umus oralinis toksiskumas: taikomas tam neigiamam poveikiui, kuris atsiranda davus per burng viena
medziagos doz¢ arba kelias dozes per 24 h.

UZdelsta mirtis: kai gyviinas neZiista arba nepanasus j gaiStantj per 48 h, bet Ziista véliau per 14 pary
stebéjimo laikotarpi.

Dozé: skirtas bandomosios medziagos kiekis. Dozé i$reiskiama bandomosios medziagos mase bandymo
gyviino masés vienetui (pvz., mg/kg).

GHS: Visuotinai suderinta cheminiy medziagy ir misiniy klasifikavimo sistema (Globally Harmonised
Classification System for Chemical Substances and Mixtures). OECD (zmoniy sveikata ir aplinka), JT pavojingy
prekiy pervezimo eksperty komiteto (fizikocheminés savybés) ir ILO (pavojy pranesimas) bendroji veikla,
koordinuojama Tarporganizacinés cheminiy medziagy tinkamos vadybos programos (Interorganisation
Programme for the Sound Management of Chemicals (IOMC)).

NeiSvengiama Ziitis: kai gaiSimo biisenos arba Zities reikia laukti anks¢iau negu nustatytas kito planinio
stebéjimo momentas. Sios grauziky biisenos pozymiai galéty biiti traukuliai, guléjimas ant $ono, guléjimas
horizontaliai ir drebulys. (Daugiau informacijos pateikta rekomendaciniame dokumente dél poveikio
Zmonéms (9).)

LD;, (medianiné mirtina dozé): tai statistiskai apskai¢iuojama viena medziagos dozé, nuo kurios yra
tikimybe Ziti 50 % gyviny, gavusiy doze per burng. LD 5, verté yra iSreiskiama bandomosios medziagos mase
bandymo gyviino masés vienetui (mg/kg).

Ribiné dozé: dozé, atitinkanti vir§uting bandymo dozés ribg (2 000 arba 5 000 mg/kg).

GaiSimo biisena: biisena pries Ziitj arba kai nei$gyvena net gydomas gyviinas. (Daugiau informacijos pateikta
rekomendaciniame dokumente dél poveikio Zzmonéms (9)).

Numatoma Zitis: klinikiniy poZymiy, rodanciy Ziitj tam tikru momentu ateityje pries eksperimento pabaigg,
pvz., nesugebéjimas pasiekti vandenj arba paSarg, buvimas. (Daugiau informacijos pateikta
rekomendaciniame dokumente dél poveikio Zzmonéms (9)).

BANDYMO METODO ESME

Sio bandymo esme sudaro nuosekli metodika, pagal kurig vienai pakopai naudojant maZiausig jmanoma
gyviny skai¢iy gaunama pakankamai informacijos apie bandomosios medziagos timy toksiskumag, kad bty
galima ja klasifikuoti. Grupé bandymo gyviiny per burna gauna viena i§ nustatyty bandomosios medziagos
doziy. Medziaga bandoma taikant nuoseklia metodikg, kiekvienai pakopai naudojami trys vienos lyties
gyviinai (paprastai patelés). Su junginiu siejamas doze gavusiy gyviiny gaiSimas arba negai$imas per vieng i3
pakopy lemia kita pakopa, t. y.:

— toliau bandyti nereikia,
— duoti tokig pat doze dar trims gyviinams,
— trims papildomiems gyviinams duoti kita didesn¢ arba mazesn¢ dozg.

Bandymo metodika i§samiai aprayta 1 priede. Metodas leidZia spresti, ar bandomaja medziaga priskirti vienai
i3 toksiskumo klasiy, apibrézty fiksuotomis LD, intervalo ribinémis vertémis.
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1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

METODO APRASYMAS
Gyviiny riisies pasirinkimas

Tinkamiausia grauziky rasis yra ziurkés, nors galima naudoti ir kitus grauzikus. Paprastai naudojamos patelés
(9). Pasirinkima léme tipiniy LD 5, bandymy informacinés apzvalgos, kurios parodé, kad jautrumo skirtumai
tarp ly¢iy yra mazi, bet tais atvejais, kai jie pastebimi, patelés dazniausiai yra Siek tiek jautresnés (11). Taciau
jei giminingos struktfiros cheminiy junginiy toksikologinés arba toksikokinetinés savybés rodo, kad patinai
gali bati jautresni, turety bati naudojama $i lytis. Kai bandymai daromi su patinais, turéty biiti pateikti
atitinkami tai patvirtinantys duomenys.

Bandomi sveiki, jauni, bet suaugg placiai naudojamy laboratoriniy risiy gyvinai. Patelés turi bati dar be vados
ir neapvaisintos. Kiekvieno gyviino amzius pries skiriant doz¢ turéty biiti nuo 8 iki 12 savaiciy, o masé + 20 %
tikslumu turi atitikti anksciau doz¢ gavusiy gyviiny viduting mase.

Laikymo ir $érimo salygos

Bandymo gyviny patalpos temperatiira turi bati 22 °C (£ 3 °C). Nors santykiné oro drégmeé turéty buti
maziausiai 30 % ir pageidautina ne didesné kaip 70 %, i§skyrus patalpos plovimo laikg, reikéty uZztikrinti
50-60 %. Ap$vietimas turi biti dirbtinis, esant 12 h $viesos ir 12 h tamsos sekai. Gyviinams erti tinka jprastas
laboratorijoje naudojamas pasaras, neribojant geriamo vandens kiekio. Gyviinai gali bati laikomi narveliuose
pagal dozes, taciau gyviiny skaicius narvelyje neturi trukdyti aiskiai matyti kiekviena gyviing.

Gyviiny ruosimas

Gyvinai atrenkami atsitiktinai, Zenklinami, kad baty jmanoma identifikuoti kiekvieng gyviina, ir pries doziy
davimo pradzig laikomi narveliuose maziausiai 5 paras, kad priprasty prie laboratoriniy salygy.

Doziy ruoSimas

Apskritai visy dydziy bandomosios medziagos dozés duodamos kaip pastovaus tirio dozés, keiCiant
ruosiamos dozés koncentracija. Taciau jei reikia bandyti skysta galutinj produktg arba misinj, paskesniam $ios
bandomosios medziagos rizikos jvertinimui galbiit labiau tikty neskiesta, t. y. pastovios koncentracijos,
bandomoji medziaga, to reikalauja ir kai kurios reglamentuojancios institucijos. Bet kuriuo atveju didZiausias
skiriamos dozés taris neturi biti virSytas. DidZiausias skyscio taris, kurj galima duoti vienu metu, priklauso
nuo bandomo gyviino dydzio. Grauzikams $is tiris paprastai neturéty bati didesnis negu 1 ml/100g kiino
masés, taCiau vandeniniy tirpaly atveju galima naudoti 2 ml/100g kiino masés. Kalbant apie dozuojamo
preparato sudétj, rekomenduojama naudoti, jei jmanoma, vandeninj tirpala (suspensija, emulsija), toliau
pirmenybé teikiama tirpalui (emulsijai, suspensijai) aliejuje (pvz., kukuriizy aliejuje) ir tik tuomet naudojami
tirpalai kituose nesikliuose. Jei nesiklis yra ne vanduo, turi bati Zinomos jo toksikologinés charakteristikos.
Dozés turi biti ruo$iamos prie§ pat davima, iSskyrus kai preparato stabilumas naudojimo laikotarpiu yra
Zinomas ir laikomas priimtinu.

DARBO EIGA

Doziy davimas

Bandomoji medziaga duodama kaip viena dozé per skrandzio zonda arba tinkama intubacinj vamzdelj. Esant
nejprastoms aplinkybéms, kai nejmanoma duoti viena dozg, ji gali biti duodama maZzesnémis dalimis ne
ilgiau kaip per 24 h.
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Prie§ duodant doz¢ gyvinai neSeriami (pvz., Ziurkés negauna pasaro, iskyrus vandeni, per naktj; pelés gauna
vandens, bet negauna paSaro 3—4 h). Pasibaigus badavimo laikotarpiui, gyviinai pasveriami ir duodama
bandomoji medziaga. Gavusios bandomosios medziagos ziurkes gali biti neseriamos dar 3-4 h, pelés
nederiamos 1-2 h. Jei dozé duodama dalimis per tam tikrg laikotarpj, gyvinus gali tekti Serti ir girdyti
atsizvelgiant j laikotarpio trukme.

Gyviiny skaiius ir doziy dydis

Kiekvienai pakopai imami trys gyviinai. Doz¢, kuri turi biti naudojama kaip pradiné dozé, pasirenkama i3
keturiy fiksuoty dydziy: 5, 50, 300 ir 2 000 mg/kg kiino masés. Kaip pradiné turéty bati pasirinkta doze,
kuriai esant tikrai nugaisty kai kurie i§ doze gavusiy gyviiny. Schemose, pateiktose 1 priede, aprasyta
procediira, kurios reikéty laikytis kiekvienai pradinei dozei. Be to, 4 priede pateiktas klasifikavimo metodas
pagal ES sistema, laukiant naujos GHS jgyvendinimo.

Kai turimoje informacijoje nurodoma, kad gyviinai neturéty gaisti esant didZiausiai pradinei dozei (2 000
mg/kg kiino masés), reikéty daryti ribinj bandyma. Neturint informacijos apie bandomaja medziaga, bet
ripinantis gyviiny gerove, pradine doze reikéty pasirinkti 300 mg/kg kiino masés.

Laiko tarpa tarp kiekvieno dydzio doziy davimo lemia toksiskumo pozymiy atsiradimo pradzia, trukmé ir
sunkumas. Kitos dozeés davimas gyviinams atidedamas tol, kol bus jsitikinta, kad i§gyveno anksciau doz¢ gave

gyviinai.

I$imtiniais atvejais ir tik norint jvykdyti konkre¢ius kontrolés institucijy reikalavimus, galima spresti, ar skirti
papildoma virsutinés ribos fiksuotos 5 000 mg/kg dydzio dozg (Zr. 2 prieda). Dél su gyviiny gerove susijusiy
priezasciy, neskatinama daryti bandyma taikant GHS 5 kategorijos intervalus (2 000-5 000 mg/kg) ir apie
tokio bandymo reikalingumga turéty bati sprendziama, kai yra didelé tikimyb¢, kad jo rezultatai yra tiesiogiai
sietini su Zzmoniy arba gyviiny sveikatos arba aplinkos apsauga.

Ribinis bandymas

Ribinis bandymas visy pirma daromas tais atvejais, kai bandytojas turi informacijos, rodancios, kad
bandomoji medziaga greiCiausiai yra netoksiska, t. y., toksiskumas pasireiskia esant didesnéms nei
reglamentuojamos ribinéms dozéms. Apie bandomosios medziagos toksiskuma galima suZinoti remiantis
informacija apie panasius bandytus junginius arba panasius bandytus misinius ar produktus, atsizvelgiant j
toksikologinj reiksminguma turin¢iy komponenty tapatumg ir procenting dalj. Tais atvejais, kai informacijos
apie medziagos toksiskuma yra mazai arba jos visai néra arba kai pagal ta informacija bandomoji medziaga
gali bati toksiska, turi biti daromas pagrindinis bandymas.

Kai skiriama viena 2 000 mg/kg kiino masés dozé, ribiniam bandymui galima imti $esis gyvinus (po tris
vienai pakopai). [$imtiniais atvejais, kai skiriama viena 5 000 mg/kg doz¢, ribiniam bandymui galima naudoti
tris gyviinus (zr. 2 prieda). Jei pastebimas su medziaga siejamas gaiSimas, gali tekti daryti bandyma esant
gretimai maZesnei dozei.

STEBEJIMAI

Gave dozg¢ gyviinai atskirai maziausiai vieng karta per pirmasias 30 min. ir periodiskai per pirmasias 24 h,
ypac per pirmasias 4 h, ir toliau kasdien stebimi visas 14 pary, i§skyrus kai gyviinams reikia nutraukti tyrima
ir humaniskai nuzudyti dél gyviiny gerovés priezasciy arba kai jie nugaista. Taciau stebéjimo trukme neturi
bati grieztai fiksuojama. Ji nustatoma pagal toksiskumo reakcijas, sveikimo laikotarpio pradzia ir trukme, taigi
prireikus ji gali bati pratesta. Svarbus yra toksiskumo pozymiy atsiradimo ir i$nykimo momentas, ypac jei
jie veluoja atsirasti (12). Visi stebéjimai yra sistemingai uzraSomi atskirai apie kiekvieng gyviina.
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Jei gyvinams ir toliau pasireiskia toksiskumo poZymiai, reikia stebéti papildomai. Reikia stebéti odos ir kailio,
akiy ir gleivinés pasikeitimus, be to kvépavimo, kraujo, autonominés ir centrinés nervy sistemy,
somatomotorinés veiklos ir elgesio pasikeitimus. Ypa¢ reikia stebéti, ar nepasireiskia drebulys, traukuliai,
viduriavimas, mieguistumas, miego ir komos biisenos, ar neteka seilés. Reikéty atsizvelgti i principus ir
kriterijus, apibendrintus Rekomendaciniame dokumente dél poveikio Zmonéms (9). Gaistantys gyvinai ir
gyvinai, kurie patiria didelius skausmus arba kuriems pasireiskia ilgalaikiai sunkiy kan¢iy poZzymiai, turéty
bati humaniskai nuzudyti. Kai gyviinai nuzudomi dél humanisky priezasciy arba randami negyvi, Zaties laikas
uzrasomas kiek jmanoma tiksliau.

Kiino masé

Atskira gyviiny masé turi biiti nustatoma prie§ pat bandomosios medziagos davimg ir véliau maziausiai kas
savaite. Turi biti apskaiciuotas ir uzraSytas masés pokytis. Pasibaigus bandymui, islike gyviinai pasveriami ir
humaniskai nuzudomi.

Patologija

Visiems bandomiesiems gyviinams (jskaitant nugaiSusius darant bandyma arba pasalintus i3 tyrimo dél
gyviiny gerovés prieZasciy) daromas bendrasis skrodimas. Turéty biti aprasomi visi dideli kiekvieno gyviino
patologiniai pokyciai. Gyviinams, kurie i$gyveno 24 h arba ilgiau, galima bty atlikti mikroskopinj organy,
turin¢iy akivaizdziy patologiniy pokyciy, tyrima, kadangi jis gali suteikti naudingos informacijos.

DUOMENYS

Turéty bati pateikiami atskiry gyviiny duomenys. Be to, visi duomenys suvedami i lenteles, kuriose kiekvienai
bandymo grupei nurodomas naudoty gyviny skaicius, gyviiny, kuriems pasireiskia toksiskumo poZymiai,
skaicius, darant bandyma Zuvusiy arba dél humanisky priezas¢iy nuzudyty gyviny skaicius, atskiry gyviiny
zities laikas, toksiskumo poveikio aprasymas, tokio poveikio kitimas laike ir griztamumas, skrodimo
duomenys.

ATASKAITOS RENGIMAS

Bandymy ataskaita
Bandymy ataskaitoje turi biti pateikta $i informacija, jei tinka:
Bandomoji medziaga:
— fizikiné biisena, grynumas ir, jei tinka, fizikocheminés savybés (jskaitant izomerizavima),
— identifikavimo duomenys, jskaitant CAS numerj.
Nesiklis (jei tinka):
— nesiklio pasirinkimo pagrindimas, jei tai ne vanduo.
Bandomieji gyviinai:
— naudota riisis ar veislé,
— mikrobiologiné gyviino biisena, jei Zinoma,
— gyviny skaicius, amzius ir lytis (jskaitant, jei tinka, patiny vietoj pateliy naudojimo pagrindima),

— Saltinis, laikymo salygos, pasaras ir t. t.
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Bandymo salygos:

— i$sami informacija apie bandomosios medziagos preparata, jskaitant duodamos medziagos fizikinj
pavidala,

— i$sami informacija apie bandomosios medziagos davima, jskaitant dozavimo tirj ir davimo laika,
— i$sami informacija apie pasaro ir vandens kokybe (jskaitant pasaro tipa ar 3altinj, vandens Saltinj),
— pradines dozés pasirinkimo pagrindimas.

Rezultatai:

— kiekvieno gyviino reakcijos duomeny ir dozés dydzio lentelés (t. y. gyviiny, kuriems pasireiskia
toksiskumo pozymiai, jskaitant gaistamuma, poveikio tipa, sunkuma ir trukme),

— kiino masés ir jos kitimo lentelés,
— atskiry gyviiny masé dozés davimo dieng, véliau kas savaitg ir Zities arba nuzudymo diena,
— zaties data ir laikas, jei tai jvyksta prie§ planinj nuzudyma,
— toksiskumo pozymiy kiekvienam gyviinui atsiradimas ir vystymasis, jy galimas griZtamumas,
— kiekvieno gyviino skrodimo ir histopatologiniai duomenys, jei yra.

Rezultaty aptarimas ir aiSkinimas.

I$vados.
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1 PRIEDAS

PROCEDURA, TAIKOMA NAUDOJANT KIEKVIENA PRADINE DOZE

BENDROSIOS PASTABOS

[ §i priedg jtrauktose atitinkamose bandymo schemose aprasoma kiekvienos pradinés dozés procediira, kurios reikia
laikytis.

— 1 a priedas: pradine doze 5 mg/kg kiino mases,

— 1 b priedas: pradiné dozé 50 mg/kg kiino masés,
— 1 ¢ priedas: pradiné dozé 300 mg/kg kiino mases,
— 1 d priedas: pradiné dozé 2 000 mg/kg kiino masés.

Atsizvelgiant | humaniSkai nuzudyty arba Zuvusiy gyviny skaiciy, bandymo eiga Zymima rodykléemis.
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2 PRIEDAS

BANDOMUJU MEDZIAGU, KURIY TIKETINOS LDy, VERTES YRA DIDESNES NEGU 2 000 MG/KG,
KLASIFIKAVIMO KRITERIJAI NEDARANT BANDYMO

Pavojaus 5 kategorijos kriterijai yra apibrezti, kad bty galima identifikuoti bandomasias medziagas, kuriy timaus
toksiskumo pavojus yra palyginti mazas, taciau kurios esant tam tikroms aplinkybéms gali bati pavojingos
pazeidziamoms populiacijoms. Tikétina, kad $iy medziagy LD, per burng arba odg yra 2 000-5 000 mg/kg arba
ekvivalentiné dozé, kai medZiagos patenka kitais btidais. Bandomosios medziagos galéty bati priskirtos pavojaus
kategorijai, apibréztai 2 000 mg/kg < LD, < 5 000 mg/kg (5 kategorija pagal GHS), Siais atvejais:

a) jei buty priskirtos $iai kategorijai pagal kurig nors i§ la—1d prieduose pateikty bandymo schemy,
pagristy gaiStamumo daznumu;

b) jei jau yra patikimy duomeny, rodanciy, kad LD, yra 5 kategorijos verciy intervale, arba kiti tyrimai
su gyviinais arba toksiskas poveikis Zmonéms rodo @imaus tipo poveikj Zmoniy sveikatai;

¢) gaunant duomenis ekstrapoliavimo, jvertinimo arba matavimo bidu, jei priskyrimas didesnio pavojaus
klasei nepagristas ir

— yra patikimos informacijos, rodancios didelj toksiska poveikj Zmonéms, arba

— pastebimas tam tikras gaiStamumas, kai bandymas atlickamas duodant per burna dozes, siekiancias
4 kategorijos vertes, arba

— jei, tesiant bandymus iki 4 kategorijos verciy, eksperty sprendimu patvirtinami reikSmingi
klinikiniai toksiskumo pozymiai, i§skyrus viduriavima, pasiSiauSusius plaukus arba nesveiko
gyvino i§vaizda, arba

— jei eksperty sprendimu patvirtinama patikima informacija, rodanti galima reik§minga tmy poveikj
darant kitus tyrimus su gyvinais.

BANDYMAS ESANT DIDESNEMS KAIP 2 000 MG/KG DOZEMS

Pripazistant biitinumga apsaugoti gyviiny gerove, bandymas su gyvinais skiriant 5 kategorijos intervalo dozes (5 000
mg/kg) neskatinamas ir apie tokio bandymo batinybe turéty bati sprendziama, kai yra didelé tikimybé¢, kad jo
rezultatai yra tiesiogiai sietini su Zmoniy arba gyviiny sveikatos apsauga (10). Neturi biti daromas joks bandymas
esant didesnéms dozéms.

Kai reikia bandyti naudojant 5 000 mg/kg dozg, reikalinga tik viena pakopa (t. y. trys gyvinai). Jei Ziista pirmas doz¢
gaves gyviinas, dozavimas tesiamas skiriant 2 000 mg/kg doz¢ pagal 1 priede pateiktas schemas. Jei pirmas gyviinas
lieka gyvas, doze gauna kiti du gyviinai. Jei Ziista tik vienas i3 trijy gyviiny, daroma prielaida, kad LD, verté yra didesné
negu 5 000 mg/kg. Jei Zista abu gyviinai, dozavimas tesiamas skiriant 2 000 mg/kg doze.
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BANDYMU METODAS B.1 tris. Klasifikavimo pagal ES schema rekomendacijos, taikomos pereinamajam
laikotarpiui iki visiSko visuotinai suderintos klasifikavimo sistemos (GHS) jgyvendinimo (paimta i§ 8

GHS

LD,, mgfkgb.m.

ES/cheminés medZiagos,

skystieji pesticidai

ES kietieji pesticidai

JT skystosios medZiagos

JT kietosios medziagos

Sveicarija

JAV AAA crk

Japonija, PDSCA

Kanada, WHMIS/JAV OSHA

JAV AAA pesticidai

JAV, CPCS

Kanada, pesticidai

3 PRIEDAS

nuorodos)
5 mg/kg 50 mgfkg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 gyviinai » 3 gyviinai 3 gyvinai 3 gyviinai
5mgfkg 50 mglkg 300 mglkg 2000 mg/kg
3 gyviinai 3 gyviinai 3 gyviinai 3 gyviinai
y A l l A 4 1 '
1 kategorija 2 kategorija 3 kategorija 4 kategorija 5 kategorija
>0-5 >5-50 >50-300 >300-2000 > 2000 - 5000
VJ_\
3 2 1 0
A A v + + v + +
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 o
A A A 4 A 4 A A 4 ¢ A 4
25 200 2000 1)
1 | | | | | | | | |
5 500 .
L1 | | | I I | I I I
5 50 500 )
1 | | | | | | | | |
5 50 200 w0
L1 | | | I I | I I I
5 50 500 2000 | 5000 | o
1 | | | | | | | | |
25 .
L1 | | | I I | I I I
30 300 [es)
1 | | | | | | | | |
50 500 .
L1 | | | I I | I I I
50 500 5000 [es)
1 | | | | | | | | |
50 5000 w0
L1 | | | I I | I I I
50 500 1000 2000 [es)
- vienai pakopai naudojami 3 gyviinai (paprastai pateles) - oo: neklasifikuojama
B gkal1c12u53 kiekvienoje pakopoje gaiStanciy arba Zuvusiy gyviiny - GHS: visuotinai suderinta klasifikavimo sistema (mg/kg b. m.)
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3 PRIEDAS (tgsinys 1)
BANDYMU METODAS B.1 tris. Klasifikavimo pagal ES schemg rekomendacijos, taikomos pereinamajam
laikotarpiui iki visiSko visuotinai suderintos klasifikavimo sistemos (GHS) jgyvendinimo (paimta i§ 8
nuorodos)
5mglkg ¢ 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3gyvunai | 3 gyviinai 3 gyviinai 3 gyviinai
5 mgkg 50 mglkg 300 mgfkg 2000 mgjkg
3 gyviinai 3 gyviinai 3 gyviinai 3 gyviinai
1 kategorija 2 kategorija 3 kategorija 4 kategorija 5 kategorija
GHS >0-5 >5-50 >50-300 > 300- 2000 > 2000 - 5000
I L
l l
3 (50) kita
3 2 1 0
v v ! i i ' ;
LD, mgfkg b. m. 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 I°s)
A A A 4 ¢ A 4
ES/cheminés medziagos, 25 2001 2000 ©
skystieji pesticidai
1 | | | | | | | | |
ES kietieji pesticidai 5 500
L1 | | | | | | I I I
JT skystosios medziagos 5 5 500
1 | | | | | | | | |
JT kietosios medziagos 5 50 200
L1 | | | | | | I I I
Sveicarija 5 50 500 2000 | 5000 | ©
1 | | | | | | | | |
JAV AAA crk 25
L1 | | | | | | I I I
Japonija, PDSCA 30 300
1 | | | | | | | | |
Kanada, WHMIS/JAV OSHA 50 500
I1 I I I I I I I I I
JAV AAA pesticidai 50 500 5000
I1 | | | | | | | | |
JAV, CPCS 50 5000
L1 | I I I I | I I I
Kanada, pesticidai 50 500 1000 2000
- vienai pakopai naudojami 3 gyviinai (paprastai patelés) - oo neklasifikuojama
- 0, 1, 2, 3: kiekvienoje pakopoje gaistanciy arba Zuvusiy gyviiny | | -  pirmoje pakopoje
skaidius - GHS: visuotinai suderinta klasifikavimo sistema (mg/kg b. m.)
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BANDYMU METODAS B.1 tris. Klasifikavimo pagal ES schemg rekomendacijos, taikomos pereinamajam
laikotarpiui iki visiSko visuotinai suderintos klasifikavimo sistemos (GHS) jgyvendinimo (paimta i§ 8

GHS

LD, mgfkg b. m.

ES/cheminés medziagos,

skystieji pesticidai

ES kietieji pesticidai

JT skystosios medziagos

JT kietosios medziagos

Sveicarija

JAV AAA crk

Japonija, PDSCA

Kanada, WHMIS[JAV OSHA

JAV AAA pesticidai

JAV, CPCS

Kanada, pesticidai

3 PRIEDAS (tgsinys 2)

nuorodos)

?

5mgkg  [¢ 50mglkg ¢ 300 mgfkg 2000 mgjkg

3gyvinmai | 3 gyviinai -« 3 gyviinai 3 gyviinai
5 mgkg 50 mgfkg 300 mg/kg 2000 mgjkg
3 gyviinai 3 gyviinai 3 gyviinai 3 gyviinai

%

o5 §

A
1 kategorija 2 kategorija 3 kategorija 4 kategorija 5 kategorija
>0-5 >5-50 >50-300 >300-2000 > 2000 - 5000
I i |
| | | |
3" (50) kita 3* (300) kita | |
3 2 1 0
T T T e A ;
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 o
A v \ 4 v v v A v ¢ v
25 200 2000 O
L1 I I I I I | I I I
5 500 o
11 | | | | | | | | |
5 50 500 .
L1 I I I I I | I I I
5 50 200 w0
L1 | | | | | | | | |
5 50 500 2000 | 5000 | 0
L1 I I I I I | I I I
25 o
L1 | | | | | | | | |
30 300 ['s)
L1 I I I I I | I I I
50 500 w0
L1 | | | | | | | | |
50 500 5000 o)
L1 I I I I I | I I I
50 5000 w0
L1 | | | | | | | | |
50 500 1000 2000 o)
- vienai pakopai naudojami 3 gyviinai (paprastai patelés) - oo neklgsifikuojama
- 0,1, 2, 3: kiekvienoje pakopoje gaistanciy arba Zuvusiy gyviing | | - " pirmoje pakopoje
skaicius - GHS: visuotinai suderinta klasifikavimo sistema {mg/kg b. m.)
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nuorodos)
5mgkg [ 50mgkg  [¢ 300mg/kg [“ 2000 mg/kg
3 gyviinai 3 gyviinai 3 gyviinai 3 gyvunai
gyv w gyvu € gyvu € gyvu
5 mgkg 50 mgjkg 300 mg/kg 2000 mgjkg
3 gyviinai 3 gyviinai 3 gyviinai 3 gyviinai
%%%@g@ 4& gg 9
y
1 kategorija 2 kategorija 3 kategorija 4 kategorija 5 kategorija o0
GHS >0-5 >5-50 >50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
I [ [ | |
| | I | I [ |
3* kita 3* kita 3* 2* kita 1 0
3 (50) 3* (300) 2000) | (2000)
Vv v v v v v v g :
LD, mgfkg b. m. 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 I°s)
A y A 4 A 4 A 4 A 4 A A ¢ A 4
ES/cheminés medZiagos, 25 200 2000 w0
skystieji pesticidai
11 | | | | | | | | |
ES kietieji pesticidai 5 500 o0
11 1 | | | | | | | |
JT skystosios medziagos 5 50 500 ]
I1 | | | | | | | | |
JT kietosios medziagos 5 50 200 0
11 1 | | | | I I | |
Sveicarija 5 50 500 2000 | 5000 | 0
I1 | | | | | | | | |
JAV AAA ck 25 ©
11 1 | | | | I I | |
Japonija, PDSCA 30 300 ®
I1 | | | | | | | | |
Kanada, WHMIS[JAV OSHA 50 500 w0
11 1 | | | | I I | |
JAV AAA pesticidai 50 500 5000 [}
I1 | | | | | | | | |
JAV, CPCS 50 5000 o)
11 1 | | | | I I | |
Kanada, pesticidai 50 500 1000 2000 ©
- vienai pakopai naudojami 3 gyviinai (paprastai patelés) - oo: neklasifikuojama
- 0,1, 2, 3: kiekvienoje pakopoje gaistanciy arba Zuvusiy gyvany - "t pirmoje pakopoje
skaicius - GHS: visuotinai suderinta klasifikavimo sistema (mg/kg b. m.)

3 PRIEDAS (tgsinys 3)

BANDYMU METODAS B.1 tris. Klasifikavimo pagal ES schemg rekomendacijos, taikomos pereinamajam
laikotarpiui iki visiSko visuotinai suderintos klasifikavimo sistemos (GHS) jgyvendinimo (paimta i§ 8
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1.1.

1.2

B. 4. UMUS TOKSISKUMAS. ODOS DIRGINIMAS AR ESDINIMAS

METODAS

Sis metodas atitinka OECD TG 404 (2002).

IVADAS

Rengiant §j atnaujintg metodg ypatingas démesys buvo kreipiamas j galimg gyviiny gerovés pagerinimg ir
j visos turimos informacijos apie bandomaja medziagg jvertinima, siekiant i§vengti nebaitiny bandymy su
laboratoriniais gyviinais. Siame metode rekomenduojama pries darant aprasyta medziagos ésdinimo ar
dirginimo in vivo bandyma daryti turimy atitinkamy duomeny jrodomosios vertés analizg. Jei duomeny
nepakanka, jy galima gauti darant nuoseklyjj bandyma (1). ] bandymo strategija, pateikiama kaip Sio
metodo priedas, jtraukti jteisinti ir priimti in vitro bandymai. Be to, jei tinka, darant pradinj in vivo bandyma
vietoj vienalaikio rekomenduojamas nuoseklusis trijy bandomyjy tampony uzdéjimo gyviinui bandymas.

Siekiant uztikrinti ir duomeny mokslinj patikimumg, ir gyviiny gerove, in vivo bandymai nedaromi tol, kol
darant duomeny jrodomosios vertés analiz¢ nebus jvertinti visi turimi duomenys, apibiidinantys galima
medziagos ésdinamajj ar dirginamajj poveikj odai. Tokius duomenis sudarys turimy tyrimy su Zmonémis
ir (arba) laboratoriniais gyviinais rezultatai, ésdinimo ar dirginimo duomenys, gauti apie vieng arba kelias
medzZiagas, turincias giminingg struktiirg, arba apie jy misinius, duomenys, patvirtinantys medziagos
stiprias rugstines arba Sarmines savybes (2) (3), be to, jteisinty ir priimty in vitro arba ex vivo bandymy
rezultatai (4) (5) (5a). Si analizé turéty sumazinti poreikj in vivo bandyti tas medziagas, apie kuriy odos
ésdinamgjj ar dirginamajj poveikj jau turima pakankamai kity tyrimy metu gauty duomeny.

Pirmenybé teikiama i $io metodo prieda jtrauktai nuosekliyjy bandymy strategijai, kurig sudaro jteisinti ir
priimti in vitro arba ex vivo odos ésdinimo ar dirginimo bandymai. Strategija parengé ir vienbalsiai
rekomendavo OECD seminaro dalyviai (6), ji buvo priimta ir rekomenduota kaip visuotinai suderintos
cheminiy medziagy klasifikavimo sistemos (GHS) bandymy strategija (7). Rekomenduojama laikytis Sios
bandymy strategijos prie§ pradedant in vivo bandymus. Naujoms medziagoms rekomenduojamas
nuoseklusis bandymo biidas moksliskai pagristiems duomenims apie medziagos ésdinimo ar dirginimo
savybes gauti. Turimoms medZiagoms, apie kuriy odos ésdinimo ar dirginimo savybes duomeny
nepakanka, 3i strategija turéty bati taikoma, jei triiksta duomeny. Kitokios bandymo strategijos arba
metodikos taikymas arba sprendimas netaikyti nuoseklaus bandymy metodo turi bati pagristas.

Jei ésdinimo arba dirginimo savybiy negalima nustatyti, darant duomeny jrodomosios vertés analize,
atitinkancig nuoseklaus bandymo strategija, reikéty spresti klausima apie in vivo bandyma (Zr. prieda).

APIBREZTYS

Odos dirginimas: i$nykstantis odos pazeidimas, bandomaja medziaga veikiant ne ilgiau kaip 4 h.

Odos ésdinimas: neisnykstantis odos pazeidimas; biitent, matomoji nekrozé per epidermj ir odos nekrozé
po bandomosios medziagos uzdéjimo ne ilgiau kaip keturioms valandoms. Esdinimo pozymiai yra opos,
visiskai nuplikusios vietos ir randai. Neaiskiems paZeidimams nustatyti galima baty daryti histopatologinj
tyrima.
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.2.1.

BANDYMO METODO ESME

Ant bandomo gyviino odos dedama viena bandomosios medziagos dozé; nepaveiktos gyviino odos vietos
naudojamos kontrolei. Nustatytais laiko tarpais nustatomas ir balais jvertinamas dirginimo ar ésdinimo
laipsnis, kuris papildomai aprasomas, sickiant i§samiai jvertinti poveikj. Tyrimo trukmés turi pakakti
stebimo poveikio griztamumui arba negriZtamumui jvertinti.

Gyvinai, kuriems kurioje nors bandymo stadijoje pasireiskia nuolatiniai sunkiy kanciy ir (arba) skausmo
poZymiai, turi bati humaniskai nuzudomi, o medziaga atitinkamai jvertinama. Kriterijai, pagal kuriuos
priimamas sprendimas dél humanisko gaistanciy ir labai kencianciy gyviny nuzudymo, aprasyti (8)
nuorodoje.

BANDYMO METODO APRASYMAS

Pasiruo$imas in vivo bandymui
Gyviiny riisies pasirinkimas

Tinkamiausias laboratorinis gyviinas — baltasis triusis; naudojami sveiki, jauni ir suauge triusiai. Kity rasiy
naudojimas turi baiti pagristas.

Gyviiny ruosimas

Mazdaug 24 h pries bandyma nuo gyviino reikia pasalinti kailj, ji trumpai nukerpant nugaros srityje. Reikia
stengtis nenutrinti odos ir naudoti tik tuos gyvinus, kuriy oda yra sveika ir nepazeista.

Kai kuriy veisliy triusiai turi tankiy plauky vietas, kurios labiau matomos tam tikrais mety laikais. Tokios
tankiy plauky vietos neturi biti naudojamos bandymui.

Laikymo ir $érimo sglygos

Gyvinai turi bati laikomi atskirai. Patalpos, kurioje laikomi bandomieji triusiai, temperatiira turi biti 20 °C
(£ 3 °C). Nors santykiné oro drégmé turéty biti maziausiai 30 % ir pageidautina ne didesné kaip 70 %,
isskyrus patalpos plovimo laika, reikety uztikrinti 50-60 %. Ap3vietimas turi bati dirbtinis, esant 12 h
§viesos ir 12 h tamsos sekai. Gyvinams 3erti tinka jprastas laboratorijoje naudojamas pasaras, neribojant
geriamo vandens kiekio.

Bandymo eiga
Bandomosios medZiagos uzdéjimas

Bandomoji medziaga uzdedama ant mazo odos ploto (mazdaug 6 cm?) ir uzdengiama marlés tamponu,
kuris tvirtinamas nedirginancia lipnia juosta. Jei tiesiogiai uzdéti nejmanoma (pvz., skysciai arba kai kurios
pastos), bandomaja medziaga reikéty déti ant marlés tampono, kuris biity dedamas ant odos. Visa veikimo
laikotarpj tamponas turi laisvai liesti oda, naudojant pusiau uzdarg tvarstj. Jei bandomoji medziaga dedama
ant tampono, jis dedamas ant odos taip, kad medziaga gerai liestysi su oda ir tolygiai pasiskirstyty ant jos.
Gyviinai neturi pasiekti tampono ir praryti arba jkvépti bandomosios medziagos.

Skystos bandomosios medziagos paprastai naudojamos neskiestos. Bandant kietasias medziagas (kurios gali
bati purskiamos, jei bity manoma, kad tai daryti yra batina), bandomaja medziaga reikéty sudrékinti kiek
jmanoma mazesniu vandens kiekiu (arba prireikus kitu tinkamu nesikliu), kurio pakakty geram salyciui su
oda uztikrinti. Kai nesiklis yra ne vanduo, galima nesiklio jtaka bandomosios medziagos dirginamajam
poveikiui turi bati kiek jmanoma mazesné.

Pasibaigus veikimo laikotarpiui, kurio trukmé paprastai yra 4 h, bandomosios medziagos likutis turi bati
nuplautas, jei jmanoma, vandeniu arba kitu tinkamu tirpikliu, nepakei¢iant odos reakcijos arba epidermio
vientisumo.
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1.4.2.2.

1.4.2.3.

1.4.2.4.

1.4.2.5.

Dozés dydis
Ant bandymo vietos dedama 0,5 ml skyscio arba 0,5 g kietosios medziagos arba pastos dozé.
Pradinis bandymas (,in vivo“ odos dirginimo ar ésdinimo bandymas su vienu gyviinu)

Labai rekomenduojama in vivo bandymg i§ pradziy daryti su vienu gyvinu, ypac kai yra jtarimas dél
ésdinanciyjy medziagos savybiy. Tai atitinka nuosekliyjy bandymy strategija (Zr. 1 prieda).

Kai po duomeny jrodomosios vertés analizés padaroma i$vada, kad medziaga yra ésdinanti, bandymy su
gyviinais daryti nereikia. Didesnei daliai medZiagy, kurias galima laikyti ésdinanciomis, in vivo bandymai
paprastai nebtini. Tadiau tais atvejais, kai turimi duomenys atrodo nepakankamai jrodantys, galima daryti
ribota bandyma su gyviinais, taikant §j bida: ant gyvino paeiliui dedami ne daugiau kaip trys tamponai.
Pirmasis tamponas nuimamas po trijy minuciy. Jei jokios sunkios odos reakcijos néra, dedamas antras
tamponas, kuris nuimamas po valandos. Jei sioje stadijoje stebéjimai rodo, kad veikima galima humaniskai
pratesti keturioms valandoms, dedamas tre¢ias tamponas, kuris nuimamas po keturiy valandy, ir odos
reakcija jvertinama balais.

Jei ésdinantis poveikis pastebimas po bet kurio i trijy nuosekliy paveikimy, bandymas nedelsiant
baigiamas. Jei ésdinanéio poveikio néra, nuémus paskutinj tampona, gyviinas stebimas 14 pary, jei
ésdinimo poZymiy neatsiranda anks¢iau.

Tai atvejais, kai nesitikima, kad bandomoji medziaga sukels ésdinantj poveikj, o tik dirginantj, vienam
gyviinui keturioms valandoms dedamas vienas tamponas.

Patvirtinamasis bandymas (,in vivo“ odos dirginimo bandymas su papildomais gyviinais)

Jei darant pradinj bandyma ésdinancio poveikio néra, dirginantis poveikis arba neigiama reakcija turi bati
patvirtinti naudojant ne daugiau kaip du papildomus gyviinus su vienu tamponu ir esant keturiy valandy
veikimo trukmei. Jei dirginantis poveikis pastebimas darant pradinj bandymg, patvirtinamajj bandyma
galima daryti nuosekliu badu arba veikiant du papildomus gyvinus vienu metu. [$imtiniais atvejais, kai
pradinis bandymas nedaromas, dviem arba trims gyviinams gali buti dedamas vienas tamponas, kuris
nuimamas po keturiy valandy. Kai naudojami du gyviinai ir abiejy reakcija vienoda, toliau bandyti nereikia.
PrieSingu atveju dar daromas bandymas su tre¢iu gyviinu. Neaiskias reakcijas gali tekti jvertinti naudojant

papildoma gyviing.
Stebéjimo laikotarpis

Stebéjimo laikotarpio trukmeés turi pakakti pastebéto poveikio griztamumui visiskai jvertinti. Taciau
bandymas turi bati nutrauktas bet kuriuo momentu, kai tik gyviinui pasireiskia ilgalaikiai didelio skausmo
arba kancios pozymiai. Poveikio griztamumui nustatyti gyviinai po tampony nuémimo stebimi iki 14 pary.
Jei griztamumas pastebimas anksciau kaip po 14 pary, bandymas nutraukiamas tuo momentu.
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1.4.2.6.

2.1.

2.2.

Klinikiniai stebéjimai ir odos reakcijos jvertinimas balais

Stebima, ar visi gyviinai neturi eritemos ir edemos poZymiy, o reakcija jvertinama po 60 minuc¢iy nuémus
tampong, veliau — po 24, 48 ir 72 valandy. Darant pradinj bandyma su vienu gyviinu, bandymo vieta taip
pat tiriama iskart po tampono nuémimo. Odos reakcija jvertinama balais ir uzraSoma pagal lentel¢je
pateiktg gradavimo skale. Jei odai padarytas pazeidimas po 72 h negali bati identifikuotas kaip dirginimas
arba ésdinimas, poveikio griztamumui nustatyti stebéjima gali tekti testi iki 14 pary. Be dirginamojo
poveikio stebéjimo, turi bati i§samiai apibidintas ir uzraytas bet koks vietinis toksiskas poveikis, pvz., odos
dzitivimas, ir bet koks sisteminis neigiamas poveikis (pvz., poveikis, pasireiskiantis kaip klinikiniai
toksiskumo poZymiai, ir poveikis kiino masei). Neaiskiems paZeidimams iSaiskinti galima bty daryti
histopatologinj tyrima.

Odos reakcijos jvertinimas balais yra nei§vengiamai subjektyvus. Siekiant labiau suderinti odos reakcijos
jvertinimg balais, padéti bandymo laboratorijoms ir visiems, kurie vykdo ir aiskina steb¢jimus, juos
vykdantis personalas turi biiti atitinkamai apmokytas taikyti jvertinimo balais sistema (Zr. toliau pateikta
lentelg). Tam galéty biti naudingas iliustruotas odos dirginimo ir kity pazeidimy jvertinimo vadovas (9).

DUOMENYS

REZULTATU PATEIKIMAS

Galutingje ataskaitoje tyrimo rezultatai turi bati apibendrinti lenteléje, | kurig bty jtraukti visi 3.1 skirsnio
punktai.

REZULTATUY IVERTINIMAS

Odos sudirginimo rezultatai turi bati jvertinti pagal pazeidimy tipa ir sunkuma bei atsizvelgiant |
griZtamuma arba | jo nebuvima. Atskiri rezultatai néra medziagos dirginamyjy savybiy absoliutusis jvertis,
kadangi dar vertinamas kitas bandomosios medziagos poveikis. | $iuos atskirus rezultatus reikéty Zitréti
kaip | pamatines vertes, kurios turi biti vertinamos kartu su visais kitais tyrimo rezultatais.

Vertinant sudirginimg turéty bati atsizvelgta | odos pazeidimy griZtamuma. Kai reakcija, pvz., plikimas
(ribotame plote), hiperkeratozé, hiperplazija ir pleiskanojimas, pasireiskia baigiantis steb¢jimo laikotarpio
14 parai, bandomoji medziaga priskiriama dirginancioms.
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3. ATASKAITOS RENGIMAS

3.1. BANDYMU ATASKAITA
Bandymy ataskaitoje turi biti pateikta §i informacija:

In vivo bandymo pagrindimas: jau turimy bandymo duomeny jrodomosios vertés analizé, jskaitant
nuosekliyjy bandymy strategijos taikymo rezultatus:

— ankstesniy bandymy atitinkamy duomeny aprasymas,
— duomenys, gauti kiekvienoje bandymy strategijos stadijoje,

— daryty in vitro bandymy aprasymas, jskaitant i§samia informacija apie metodikas, rezultatus,
gautus tiriant bandomajg ar etaloning medziaga,

— duomeny jrodomosios vertés analizé in vivo tyrimui daryti.
Bandomoji medziaga:

— identifikavimo duomenys (pvz., CAS numeris, $altinis, grynumas, Zinomos priemai3os,
siuntos numeris),

— fizikiné bisena ir fizikocheminés savybés (pvz., pH, lakumas, tirpumas, stabilumas),
— sudétis ir komponenty procentiné dalis, jei tai misinys.
Nesiklis:
— identifikavimas, koncentracija (jei tinka), naudojamas tiiris,
— nesiklio pasirinkimo pagrindimas.
Bandymo gyviinai:
— naudota riisis ir veisl¢, kity, ne baltyjy triusiy, naudojimo pagrindimas,
— kiekvienos lyties gyviiny skaicius,
— atskiry gyviiny masé bandymo pradzioje ir pabaigoje,
— amZius tyrimo pradzioje,
— gyviny Saltinis, laikymo salygos, pasaras ir t. t.
Bandymo salygos:
— tampono déjimo vietos ruosimo technika,
— i8sami informacija apie naudojamas tampono medzZiagas ir tampono déjimo technika,
— i8sami informacija apie bandomosios medziagos ruosima, déjima ir nuémima.
Rezultatai:

— kiekvieno gyvino dirginimo ar ésdinimo reakcijos baly, gauty visuose matavimo laiko
taskuose, lenteliy sudarymas,

— visy pastebéty pazeidimy aprasymas,

— pastebéto dirginimo arba ésdinimo tipo ir laipsnio pasakojamasis apraymas ir visi
histopatologinio tyrimo rezultatai,

— kito kartu su dirginimu arba ésdinimy pasireiskiancio neigiamo vietinio (pvz., odos
dzitivimo) ir sisteminio poveikio apraymas.

Rezultaty aptarimas.
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I LENTELE. ODOS REAKCIJOS VERTINIMO BALAIS SKALE

Eritemos ir $asy atsiradimas

EIItIMOS TETA L..vutiitiiiiitii i 0
Labai nedidelé eritema (VOS pastebima)  .......cceiiiiiiiiiiiiieiiiiiii e 1
AiSKial apIDIEZEA EIILEIMA  oevvvitiie et eiiiiiiii e e ettt e ettt et e e 2
Nuo vidutings iki dideles eritermOS  .eeeevuuuuniietiiiiiiiir ettt et 3
Didelé eritema (burokélio raudonumo) arba $asy susidarymas, trukdantis jvertinti eritema ................eunneee. 4

DidZiausias jmanomas: 4

Edemos atsiradimas

Edemos MEIa  ...ocooiiiiiiiiiiii e 0
Labai nedidelé edema (vOs pastebima) .........cceeeeeiiieiiiiiieiiiee e 1
Nedidelé edema (plotelio krastai aiSkiai apibrézti, nes yra pakile) ............ooooviiiiiiiiiii, 2
Vidutiné edema (krastai pakile mazdaug 1 Mm) ........oveeeiiiiiiiiiiiiineiiiiii e 3
Didelé edema (pakilusi daugiau kaip 1 mm ir i8plitusi uz veikiamo ploto riby) .......coovvveeirreiiiiiiiiinnnen. 4

DidZiausias jmanomas: 4

Neaiskiems pazeidimams paaiskinti galima bty daryti histopatologinj tyrima.
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PRIEDAS

Nuosekliyjy bandymy strategija odos dirginimui ir ésdinimui nustatyti

BENDRIEJI KLAUSIMAI

Siekiant gauti nuodugniy moksliniy rezultaty ir riipinantis gyviiny gerove, svarbu be reikalo nenaudoti gyviiny ir kiek
jmanoma mazinti visus bandymus, kurie gyviinams gali sukelti sunkias reakcijas. Visa informacija apie medziagos
galima ésdinamajj ar dirginamajj poveikj odai turéty biti jvertinta prie$ sprendziant, ar daryti in vivo bandymus. Jei
jau yra pakankamai duomeny galimam bandomosios medziagos ésdinamajam arba dirginamajam poveikiui odai
klasifikuoti, nereikia bandymy su laboratoriniais gyvinais. Taigi taikant duomeny jrodomosios vertés analiz¢ ir
nuosekliyjy bandymy strategija, sumazéja biitinybé daryti in vivo bandymus, ypac jei tikétina, kad medziaga gali sukelti
sunkias reakcijas.

Turimai informacijai apie medziagy dirginamajj ir ésdinamajj poveikj jvertinti rekomenduojama taikyti duomeny
jrodomosios vertés analizg, kuri leisty spresti, ar tokio poveikio galimybei apibadinti reikia daryti papildomus tyrimus,
isskyrus in vivo odos tyrimus. Jei reikia papildomy tyrimy, atitinkamiems eksperimentiniams duomenims gauti,
rekomenduojama taikyti nuosekliyjy bandymy strategija. Norint gauti duomeny apie nebandytas medZiagas,
reikalingy jy ésdinamajam ar dirginamajam poveikiui odai jvertinti, reikéty taikyti nuosekliyjy bandymy strategija.
Siame priede aprasyta bandymy strategija buvo parengta OECD seminare (1) ir véliau patvirtinta bei i$plésta kaip
integruota darnioji pavojy dél cheminiy medZziagy poveikio Zmoniy sveikatai ir aplinkai klasifikavimo sistema
(Harmonised Integrated Hazard Classification System for Human Health and Environmental Effects of Chemical
Substances), 1998 m. lapkri¢io mén. priimta 28-ajame jungtiniame cheminiy medziagy komiteto ir cheminiy
medziagy darbo grupés posédyje (2).

Nors $i nuosekliyjy bandymy strategija néra sudétiné B.4 bandymo metodo dalis, ji apibiidina rekomenduojama biidg
odos dirginimo ar ésdinimo charakteristikoms nustatyti. Sis biidas atitinka geriausia praktik ir yra odos dirginimo
ar ésdinimo in vivo bandymy etikos etalonas. Bandymo metode pateikiamos in vivo bandymy rekomendacijos ir
apibendrinami veiksniai, | kuriuos reikéty atkreipti démesj pries pradedant tokj bandyma. Strategijoje siilomas badas,
kaip jvertinti turimus duomenis apie bandomyjy medziagy odos dirginimo ar ésdinimo savybes, kad biity galima gauti
reikiamy duomeny apie medziagas, kurioms reikalingi papildomi tyrimai arba kurios nebuvo tirtos. Be to,
rekomenduojama daryti jteisintus ir priimtus odos ésdinimo ar dirginimo in vitro arba ex vivo bandymus esant
konkre¢ioms aplinkybéms.

IVERTINIMO IR BANDYMO STRATEGIJOS APRASYMAS

Siekiant nustatyti in vivo odos bandymy reikalinguma, prie§ darant bandymus, kurie buty nuosekliyjy bandymy
strategijos dalis (schema), jvertinama visa turima informacija. Nors reikémingos informacijos galima biity gauti
vertinant atskirus parametrus (pvz., pH ribines vertes), turéty biti nagrinéjama visa turima informacija. Sprendimui
priimti turi baiti daroma visy atitinkamy duomeny apie konkrecios medziagos arba jos analogy poveikj jrodomosios
vertés analizé, kuri pagristy priimama sprendimg. DidZiausias démesys turéty bati kreipiamas j duomenis apie
medZiagg, gautus tiriant Zmones ir gyviinus, o véliau tirti in vitro arba ex vivo bandymy duomenis. Esdinanciyjy
medziagy in vivo tyrimy reikéty kiek jmanoma vengti. Toliau pateikiami bandymy strategijos veiksniai.

Turimy duomeny, gauty tiriant Zmones ir gyviinus, jvertinimas (1 pakopa). 1§ pradZiy nagrinéjami tiriant Zmones gauti
duomenys, pvz., klinikiniai arba profesiniy susirgimy tyrimai ir byly ataskaitos, ir (arba) bandymy su gyviinais
duomenys, pvz., vienkartinio arba kartotinio poveikio odai toksiskumo tyrimai, kadangi jie suteikia informacijos,
tiesiogiai susijusios su poveikiu odai. Medziagy, kurios yra Zinomos kaip dirginancios arba ésdinancios, ir medziagy,
kurios akivaizdZiai néra ésdinancios arba dirginancios, nereikia bandyti darant in vivo tyrimus.
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Struktiiros ir aktyvumo 1ysiy (SAR) analizé (2 pakopa). Analizuojami gimininga struktiirg turinciy medziagy bandymo
rezultatai, jei tokie baty. Kai tiriant Zmones ir gyviinus gauty duomeny apie giminingos struktiiros medziagas arba
tokiy medziagy misinius pakanka, norint jrodyti medziagy geba ésdinti ar jautrinti oda, galima daryti prielaidg, kad
jvertinimui pateiktos bandomosios medziagos poveikis bus toks pats. Tokiais atvejais bandomosios medziagos
nebiitina bandyti. Taikant nuosekliyjy bandymy strategija, neigiami duomenys, gauti tiriant giminingos struktiros
medziagas arba tokiy medziagy misinius, néra pakankamas jrodymas, kad medziaga néra ésdinanti ar jautrinanti.
Medziagy geba ésdinti ir dirginti oda nustatoma taikant jteisintus ir priimtus SAR metodus.

Fizikocheminés savybés ir cheminis reaktyvumas (3 pakopa). Medziagos, turincios ribines pH vertes, pvz., < 2,0 ir 2 11,5,
gali turéti didelj vietinj poveiki. Jei ribiné pH verté yra pagrindine savyb¢, pagal kurig medZziaga identifikuojama kaip
odg ésdinanti medziaga, galima atsizvelgti j rugsties ar Sarmo atsargg (arba bufering talpa) (3) (4). Jei buferiné talpa
leidZia daryti prielaida, kad medziaga gali nebiiti odg ésdinanti medziaga, tai turi biti patvirtinta darant papildomus
bandymus ir geriau bty taikyti jteisintg ir priimtg in vitro arba ex vivo bandyma (Zr. 5 ir 6 pakopas).

Toksiskumas per odg (4 pakopa). Jei buvo jrodyta, kad cheminé medziaga yra labai toksiska per oda, in vivo odos
dirginimo ar ésdinimo tyrimas gali biiti nejmanomas, nes bandomosios medziagos kiekis, kuris jprastai dedamas ant
odos, gali bati didesnis uz labai didelio toksiskumo dozg, taigi gyviinas gali Zati arba sunkiai kentéti. Be to, jei jau yra
padaryti toksiskumo per oda tyrimai su baltaisiais triusiais, naudojant 2 000 mg/kg kiino masés arba didesne ribing
dozg, ir nebuvo pastebéta odos dirginimo ar ésdinimo, papildomas odos dirginimo ar ésdinimo bandymas gali bati
nereikalingas. Vertinant imy toksiskuma pirmiau darytuose tyrimuose, reikéty atsizvelgti i kelias aplinkybes. Pvz.,
paskelbta informacija apie odos pazeidimus gali biiti nei§sami. Gali biti bandomi ir stebimi gyvanai kity, ne triusiy,
rasiy, o rtsiy jautrumas poveikiui gali labai skirtis. Be to, bandomosios medziagos taikymo biidas gali netikti odos
dirginimui ar ésdinimui jvertinti (pvz., medziagy skiedimas bandant toksiskuma per odg (5). Taciau tais atvejais, kai
toksiskumo per oda tyrimai su triusiais buvo gerai suplanuoti ir padaryti, neigiami rezultatai gali bati laikomi
pakankamu jrodymu, kad medziaga ésdinanti arba dirginanti.

In vitro arba ex vivo bandymy rezultatai (5 ir 6 pakopos). Medziagy, kurios, kaip jrodyta, veikia kaip ésdinancios arba labai
dirginancios darant patvirtinto tinkamumo ir priimta in vitro arba ex vivo bandyma (6) (7), skirtg $iam konkreciam
poveikiui jvertinti, nereikia bandyti su gyviinais. Galima daryti prielaida, kad tokios medziagos turés panasy sunky
poveikj in vivo.

Bandymas su triusiais in vivo (7 ir 8 pakopos). Jei atlikus duomeny jrodomosios vertés analiz¢ priimamas sprendimas
daryti bandyma in vivo, jj reikéty pradéti pradiniu bandymu su vienu gyvinu. Jei $io bandymo rezultatai rodo, kad
medziaga yra odg ésdinanti, toliau bandyti nereikia. Jei darant pradinj bandyma ésdinamasis poveikis nepastebimas,
dirginimo arba ésdinimo poveikis patvirtinamas naudojant ne daugiau kaip du papildomus gyviinus, veikiamus
keturias valandas. Jei darant pradinj bandymga pastebimas dirginamasis poveikis, patvirtinamasis bandymas gali bati
daromas nuosekliu biidu arba tuo pat metu veikiant du papildomus gyvinus.
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SCHEMA

ODOS DIRGINIMO AR ESDINIMO BANDYMO IR [VERTINIMO STRATEGIJA

Veikla

Yra duomeny apie Zmones ir (arba) gyviinus, kurie rodo
poveiki odai ir gleivinei

1

Informacijos néra arba turima informacija nejtikinanti

4

Ivertinami SAR dél odos ésdinimo ar dirginimo

+

Negalima prognozuoti arba prognozés nejtikinantios arba
neigiamos

1

Matuojama pH verté (jei tinka, atsizvelgiama { buferine

talpg)
1

2<pH<11,5,arbapH < 2,0 arba = 11,5, esant maZai ar
didelei buferinei talpai, jei tinka

Ivertinami sisteminio toksiskumo per odg duomenys (1)

1

Tokios informacijos néra arba ji néra jtikinanti

4

Daromas patvirtinto tinkamumo ir priimtas in vitro arba
exvivo odos ésdinimo bandymas

Medziaga neésdina

Daromas jteisintas ir priimtas in vitro arba ex vivo odos

dirginimo bandymas
1

(') Galima nagrinéti pries 2 ir 3 pakopa.

Rezultatas
Esdina
Dirgina
Neésdina/nedirgina

Numatomas sunkus odos paZeidimas

Numatomas odos dirginimas

pH < 2 arba > 11.5 (esant didelei
buferinei talpai, jei tinka)

Labai toksiska
Ne¢sdina arba nedirgina, kai daromas
bandymas su triufiais, naudojant

ribing 2000 mg/kg kiino masés arba
didesne dozg

Esdina

Dirgina

I$vada

Apical endpoint; laikoma
ésdinanéia. Bandyti nereikia.

Apical endpoint; laikoma
dirginandia. Bandyti nereikia.

Apical  endpoint; laikoma
ne¢sdinancia arba nedirginancia.
Bandyti nereikia.

Laikoma ésdinan&ia. Bandyti
nereikia.

Laikoma dirginan¢ia. Bandyti
nereikia.

Daroma prielaida apie ésdinima.
Bandyti nereikia.

Daugjau bandyti nereikia.

Daroma prielaida, kad néra
ésdinanti arba dirginananti.
Daugjau bandyti nereikia.

Daroma prielaida apie ésdinimg
in vivo. Daugiau bandyti
nereikia.

Daroma prielaida apie dirginima
in vivo. Daugiau bandyti
nereikia.
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Dar néra jteisinty ,.in vitro® arba ,ex vivo* metody odos
dirginimui bandyti arba medZiaga néra dirginanti

1

7 | Daromas pradinis in vivo bandymas su vienu triuiu Sunkus odos paZeidimas

1

Néra sunkaus paZeidimo

1
8 | Daromas patvirtinamasis bandymas, naudojant vieng | Esdina arba dirgina
arba du papildomus gyviinus

Neésdina arba nedirgina

Laikoma ésdinandia. Daugiau
bandyti nereikia.

Laikoma ésdinanéia arba
dirginandia. Daugiau bandyti
nereikia.

Laikoma neésdinandia arba
nedirginancia. Daugiau bandyti
nereikia.
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1.1.

1.2

B. 5. UMUS TOKSISKUMAS. AKIU DIRGINIMAS AR ESDINIMAS

METODAS

Sis metodas atitinka OECD TG 405 (2002).

[VADAS

Rengiant §j atnaujinta metodg ypatingas démesys buvo kreipiamas j galima gyviiny gerovés pagerinimg
ir | visos turimos informacijos apie bandomaja medziaga jvertinima, siekiant i§vengti nebatiny bandymy
su laboratoriniais gyviinais. Siame metode rekomenduojama prie§ darant aprasyta medziagos fimaus akiy
ésdinimo ar dirginimo bandyma in vivo atlikti turimy atitinkamy duomeny jrodomosios vertés analizg (1).
Jei duomeny nepakanka, jy galima gauti darant nuoseklyjj bandyma (2)(3). ] bandymo strategija jtraukti
$io metodo priede aprasyti jteisinti ir priimti in vitro bandymai. Be to, prie§ numatant daryti in vivo akiy
bandyma akiy ésdinimui prognozuoti, rekomenduojama taikyti in vivo odos dirginimo ar ésdinimo
bandyma.

Siekiant vienu metu uztikrinti duomeny mokslinj patikimuma ir gyviiny gerove, in vivo bandymai
neturéty biiti numatomi tol, kol darant duomeny jrodomosios vertés analize nebus jvertinti visi turimi
duomenys, apibidinantys galimg medziagos ésdinamaji ar dirginamajj poveikj akims. Tokius duomenis
sudarys turimy tyrimy su Zmonémis ir (arba) laboratoriniais gyviinais rezultatai, ésdinimo ar dirginimo
duomenys, gauti apie vieng arba kelias medziagas, turin¢ias giminingg struktaira, arba jy miinius,
duomenys, patvirtinantys medziagos stiprias rtigstines arba Sarmines savybes (4)(5), be to, jteisinty ir
priimty in vitro arba ex vivo odos ésdinimo ir dirginimo bandymy rezultatai (6)(6a). Tyrimai gali bati
daromi prie§ duomeny jrodomosios vertés analiz¢ arba kaip jos rezultatas.

Tokia kai kuriy medziagy analizé gali parodyti, kad reikia daryti medziagos akiy ésdinimo ar dirginimo
gebos in vivo tyrimus. Visais $iais atvejais prie§ numatant daryti in vivo akiy bandyma, i§ pradziy reikéty
daryti medziagos poveikio odai in vivo tyrimg ir ja jvertinti pagal B.4 bandymo metoda (7). Duomeny
jrodomosios vertés analizés ir nuosekliyjy bandymy strategijos taikymas turéty sumazinti poreikj in vivo
bandyti tokiy medziagy, apie kurias jau yra gauta pakankamai duomeny darant kitus tyrimus, akiy
ésdinimo ar dirginimo poveiki. Jei taikant nuosekliyjy bandymy strategija akiy ésdinimo arba dirginimo
geba negali buti nustatyta net po odos ésdinimo ir dirginimo in vivo tyrimo, galima daryti in vivo akiy
ésdinimo ar dirginimo bandyma.

Pirmenyb¢ teikiama j $io metodo prieds jtrauktai nuosekliyjy bandymy strategijai, kurig sudaro jteisinti
ir priimti in vitro arba ex vivo odos ésdinimo ar dirginimo bandymai. Strategija parengé ir vienbalsiai
rekomendavo OECD seminaro dalyviai (8), ji buvo priimta ir rekomenduota kaip visuotinai suderintos
cheminiy medziagy klasifikavimo sistemos (GHS) bandymy strategija (9). Rekomenduojama laikytis Sios
bandymy strategijos pries pradedant in vivo bandymus. Naujoms medziagoms rekomenduojamas
nuoseklusis bandymo baidas moksliskai pagristiems duomenims apie medziagos ésdinimo ar dirginimo
savybes gauti. Turimoms medZziagoms, apie kuriy odos ésdinimo ar dirginimo savybes duomeny
nepakanka, $i strategija turéty bati taikoma, jei triiksta duomeny. Kitokios bandymo strategijos arba
metodikos taikymas arba sprendimas netaikyti nuoseklaus bandymy metodo turi bati pagristas.

APIBREZTYS

Akiy dirginimas: akiy poky¢iy sukélimas, paveikus bandomaja medziaga priekinj akies pavirsiy, kai
pokyciai visiskai i$nyksta per 21 para po veikimo.
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

Akiy ésdinimas: akies audiniy pazeidimas arba sunkus regéjimo pablogéjimas, paveikus bandomaja
medziaga priekinj akies pavirsiy, kai pazeidimai ne visiskai iSnyksta per 21 para po veikimo.

BANDYMO METODO ESME

Ant bandomo gyviino vienos akies dedama viena bandomosios medziagos doz¢; nepaveikta gyviino akis
naudojama kontrolei. Apibréztais laiko tarpais nustatomi ir balais jvertinami junginés, ragenos ir rainelés
pazeidimai. Be to, poveikio i§samiam jvertinimui apraSomas bet koks kitas poveikis ir neigiamas
sisteminis poveikis. Tyrimo trukmé turi biti pakakama poveikio griztamumui arba negriztamumui
jvertinti.

Gyvinai, kuriems kurioje nors bandymo stadijoje pasireiskia nuolatiniai sunkiy kanciy ir (arba) skausmo
poZymiai, turi buti humaniskai nuZudomi, o medziaga atitinkamai jvertinama. Kriterijai, pagal kuriuos
priimamas sprendimas dél humanisko gaistanciy ir labai kencian¢iy gyviiny nuzudymo, aprasyti (10)
nuorodoje.

BANDYMO METODO APRASYMAS

Pasiruo$imas in vivo bandymui
Gyviiny riisies pasirinkimas

Tinkamiausias laboratorinis gyviinas — baltasis triusis; naudojami sveiki, jauni ir suaugg triusiai. Kity riisiy
naudojimas turi baiti pagristas.

Gyviiny ruosimas

Abi kiekvieno bandymui numatyto gyviino akys patikrinamos per 24 h iki bandymo pradzios. Gyviinai,
kuriems nustatomas akiy dirginimas, akiy defektai arba pries tai buves ragenos pazeidimas, neturi bati
naudojami.

Laikymo ir Sérimo sglygos

Gyviinai turi bati laikomi atskirai. Patalpos, kurioje laikomi bandymo triusiai, temperatiira turi bati 20 °C
(* 3 °Q). Nors santykiné oro drégmé turéty biti maZiausiai 30 % ir pageidautina ne didesné kaip 70 %,
i$skyrus patalpos plovimo laika, reikéty uZztikrinti 50-60 %. Apsvietimas turi bati dirbtinis, esant 12 h
$viesos ir 12 h tamsos sekai. Gyviinams $erti tinka jprastas laboratorijoje naudojamas pasaras, neribojant
geriamo vandens kiekio.

Bandymo eiga

Bandomosios medziagos déjimo biidas

Bandomoji medziaga dedama j kiekvieno gyviino vienos akies junginés maiselj, $velniai atitraukiant
apatinj vokg nuo akies obuolio. Vokai $velniai suspaudziami mazdaug vienai sekundei, kad biity i$vengta
medziagos nuostoliy. Kita neapdorota akis naudojama kontrolei.

Akiy plovimas

Bandomo gyviino akiy, jdéjus bandomosios medziagos, reikéty neplauti maziausiai 24 h, i$skyrus
kietasias medziagas (Zr. 1.4.2.3.2 skirsnj) ir jei i3 karto pasireiskia ésdinimo arba dirginimo poveikis. Po
24 h akis galima plauti, jei manoma, kad tai reikia daryti.

Nerekomenduojama naudoti pagalbinés gyviiny grupés plovimo jtakai tirti, iSskyrus kai tai yra moksliskai

pagrista. Prireikus pagalbinés grupés, reikéty naudoti du gyviinus. Kruop$ciai aprasomos plovimo salygos,
pvz., plovimo laikas, plovimo tirpalo sudétis ir temperatiira, trukmé, tiris ir tiekimo greitis.
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1.4.2.3.

1.4.2.3.1.

1.4.2.3.2.

1.4.2.3.3.

1.4.2.4.

1.4.2.5.

1.4.2.6.

Dozés dydis
Skysciy bandymas

Bandant skyscius, naudojama 0,1 ml dozé. Nereikéty naudoti purskiklio medziagai tiesiai j akj purksti.
Prie§ jpurskiant 0,1 ml j aki, skystis i§ pradziy pumpuojamas ir surenkamas j indg.

Kietyjy medziagy bandymas

Bandant kietgsias medzZiagas, pasta ir daleles, naudojamos medziagos tiiris turi bati 0,1 ml arba mase —
ne didesné kaip 100 mg. Bandomoji medZiaga turi bati sumalta j smulkias dulkes. Kietosios medziagos
tiris matuojamas jg $velniai sutankinus, pvz., tap§nojant matavimo indg. Jei stebint pirma kartg, praéjus
1 h po akies apdorojimo, kieta bandomoji medziaga nepasalinama i§ bandomo gyviino akies veikiant
fiziologiniams mechanizmams, akj galima praplauti fiziologiniu tirpalu arba distiliuotu vandeniu.

Aerozoliy bandymas

Pries jlasinant i akj rekomenduojama visas purskiamasias medziagas ir aerozolius i§ pradziy surinkti j
inda. Viena i$imtis daroma sléginiuose aerozoliy purkstuvuose esancioms medziagoms, kuriy negalima
sukaupti dél garavimo. Tokiais atvejais akis atmerkiama ir bandomoji medziaga mazdaug viena sekunde
tiesiog $virksciama j akj staciu kampu i§ 10 cm atstumo. Sis atstumas gali biiti kitoks, atsizvelgiant j
purkstuvo ir jo turinio slégj. Reikia imtis atsargumo priemoniy nepazeisti akies veikiant purskimo slégiui.
Atitinkamais atvejais gali tekti jvertinti mechaninio akies paZeidimo srauto jéga galimybe.

Acrozolio dozei jvertinti galima modeliuoti §j jpurskimo bandyma: per triusio akies dydzio anga
medziaga purskiama ant pasverto popieriaus lapo, dedamo tiesiai pries akj. Popieriaus masés padidéjimas
naudojamas apytikriam j akj jpurksto kiekio jvertinimui. Lakiyjy medziagy dozé gali bati jvertinta
pasveriant indg su medziaga prie§ jpurskima ir po jo.

Pradinis bandymas (,in vivo“ akies dirginimo ar ésdinimo bandymas su vienu gyviinu)

Kaip aiSkiai nurodyta nuosekliyjy bandymy strategijos aprasyme (zr. 1 prieda), labai rekomenduojama in
vivo bandymg i§ pradziy daryti su vienu gyviinu.

Jei $io bandymo rezultatai rodo, kad taikant aprasytaja metodika medziaga yra akj ésdinanti arba labai ja
dirginanti, kiti akies dirginimo bandymai neturi bati daromi.

Vietinis nuskausminimas

Galima naudoti vietinio nuskausminimo priemones atsizvelgiant i kiekvieng atskirg atvejj. Jei duomeny
jrodomosios vertés analizé rodo, kad medziaga gali sukelti skausma arba pradinis bandymas rodo
skausmingg gyviino reakcijg, pries jlasinant bandomajg medziaga galima naudoti vietinio nuskausminimo
priemone. Reikia kruopsciai parinkti vietinio nuskausminimo priemonés tipg, koncentracijg ir doze,
siekiant uztikrinti, kad dél jos naudojimo nebiity reakcijos | bandomosios medziagos poveikj skirtumy.
Kontroliné akis nuskausminama panasiu badu.

Patvirtinamasis bandymas (,in vivo“ akies dirginimo bandymas su papildomais gyviinais)

Jei darant pradinj bandyma ésdinantis poveikis nepastebimas, dirginantis poveikis arba neigiama reakcija
turi bati patvirtinta naudojant ne daugiau kaip du papildomus gyviinus. Jei darant pradini bandyma
pastebimas labai didelis dirginantis poveikis, rodantis galimg stipry (neiSnykstantj) poveikj darant
patvirtinamajj bandyma, §j bandyma rekomenduojama daryti nuosekliu bidu ir vietoj dviejy papildomy
gyviny vienu metu naudoti vieng gyviing. Jei antrajam gyvinui pasireiskia ésdinamasis arba sunkus
dirginamasis poveikis, bandymas nutraukiamas. Silpnam arba vidutinio dydzio dirginamajam poveikiui
patvirtinti gali bati reikalingi papildomi gyviinai.
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1.4.2.7.

1.4.2.7.1.

2.2.

Stebéjimo laikotarpis

Stebéjimo laikotarpio trukmés turi pakakti stebimo poveikio dydziui ir griztamumui visiskai jvertinti.
Tadiau bandymas turi bati baigtas bet kuriuo momentu, kai tik gyviinui pasireiskia ilgalaikiai didelio
skausmo arba kancios pozymiai (9). Poveikio griztamumui nustatyti gyviinai paprastai stebimi 21 parg
po bandomosios medziagos davimo. Jei griztamumas pastebimas anks¢iau nei baigiantis 21 parai,
bandymas nutraukiamas tuo momentu.

Klinikiniai stebéjimai ir akiy reakcijos jvertinimas balais

Akys tirlamos pragjus 1, 24, 48, ir 72 h po bandomosios medziagos jdéjimo. Gyviinai bandomi ne ilgiau,
nei bitina galutinei informacijai gauti. Gyvinai, kuriems pasireiskia ilgalaikis didelis skausmas arba
kancia, turi bati i§ karto humaniskai nuzudyti, o medziaga atitinkamai jvertinta. Turi bati humaniskai
nuzudomi gyviinai, kuriems po iladinimo atsiranda $ie paZeidimai: ragenos pradarimas arba didelés
ragenos opos, jskaitant stafilomg; kraujo atsiradimas priekinéje akies kameroje; 4 baly ragenos
drumstumas, kuris nepraeina po 48 h; $viesos reflekso nebuvimas (2 baly rainelés reakcija) ilgiau kaip 72
h; junginés membranos opos; junginés arba niktitacinés membranos nekrozé, arba nekrozinio audinio
lupimasis.

Nuzudyti reikia todél, kad tokie pazeidimai paprastai yra negriZtami.

Bandymas su gyviinais, kuriems akiy pazeidimy nepastebima, gali biti baigti ne anksciau kaip ketvirtg
para po jlasinimo. Gyviinai su nedideliais ir vidutiniais pazeidimais turi bati stebimi tol, kol pazeidimai
pranyksta, arba 21 parg, t. y. iki tyrimo pabaigos. Apziiréti reikia po 7, 14 ir 21 paros, kad biity galima
nustatyti pazeidimy tipa ir jy griZtamuma arba negriZtamuma.

Akiy pazeidimo balai (junginés, ragenos ir rainelés) uzrasomi kiekvienos apZitiros metu (1 lentel¢). Be to,
nurodomi visi kiti akies pazeidimai (pvz., panuso, démiy atsiradimas) arba sisteminis neigiamas poveikis.

Reakcijos tikrinimg galima palengvinti naudojant binokuling lupa, ranking plysing lempa, biologinj
mikroskopa arba kitokj tinkama jtaisg. UZrasius 24 h stebéjimus, akys gali biti tiriamos naudojant
fluoresceing.

Akiy reakcijos jvertinimas balais neivengiamai yra subjektyvus. Siekiant labiau suderinti akiy reakcijos
jvertinima balais ir padéti bandymo laboratorijoms ir visiems, kurie vykdo ir aiskina steb¢jimus, juos
vykdantis personalas turi biti atitinkamai mokomas taikyti jvertinimo balais sistemg.

DUOMENYS

REZULTATUY [VERTINIMAS

Akiy dirginimo rezultatai jvertinami pagal pazeidimy tipa ir sunkumg bei atsizvelgiant i griZtamumg arba
i jo nebuvima. Atskiri rezultatai néra medziagos dirginamyjy savybiy absoliu¢iuoju jver¢iu, kadangi dar
jvertinamas kitas bandomosios medziagos poveikis. | Siuos atskirus rezultatus reikéty zitréti kaip i
pamatines vertes, reik$mingas tik tais atvejais, kai jas patvirtina isamus visy kity stebéjimy aprasymas ir
jvertinimas.
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3.1.

3.2.

ATASKAITOS RENGIMAS

BANDYMU ATASKAITA
Bandymy ataskaitoje turi bati pateikta $i informacija:

In vivo bandymo pagrindimas: jau turimy bandymo duomeny jrodomosios vertés analizé, jskaitant
nuosekliyjy bandymy strategijos taikymo rezultatus:

— ankstesniy bandymy atitinkamy duomeny aprasymas,
— duomenys, gauti kiekvienoje bandymy strategijos stadijoje,

— daryty in vitro bandymy apraSymas, jskaitant i§samig informacija apie procediras, rezultatus,
gautus tiriant bandomaja ar etaloning medziagai,

— daryto in vivo odos dirginimo ar ésdinimo tyrimo apradymas, iskaitant gautus rezultatus,
— duomeny jrodomosios vertés analizé in vivo tyrimui daryti.
Bandomoji medziaga:

— identifikavimo duomenys (pvz., CAS numeris, Saltinis, grynumas, Zinomos priemaios, siuntos
numeris),

— fizikiné bisena ir fizikocheminés savybés (pvz., pH, lakumas, tirpumas, stabilumas, reagavimas su
vandeniu),

— sudétis ir komponenty procentiné dalis, jei tai miSinys,

— jei naudojama vietinio nuskausminimo priemoné: identifikavimas, grynumas, tipas, dozé ir galima
saveika su bandomaja medziaga.

Nesiklis:
— identifikavimas, koncentracija (jei tinka), naudojamas tris,
— neSiklio pasirinkimo pagrindimas.
Bandymo gyviinai:
— naudota rasis ar veislé, kity nei baltyjy triusiy naudojimo pagrindimas,
— kiekvieno gyviino amzius tyrimo pradzioje,
— kiekvienos lyties gyviiny skaic¢ius bandymo ir kontrolingje (jei reikia) grupéje,
— atskiry gyviiny masé bandymo pradzioje ir pabaigoje,
— gyvany Saltinis, laikymo salygos, pasaras ir kt.
Rezultatai:

— metodo, taikyto dirginimui kiekvienu stebéjimo momentu jvertinti balais (pvz., rankiné plysiné
lempa, biologinis mikroskopas, fluoresceinas), aprasymas,

— kiekvieno gyviino dirginimo ar ésdinimo reakcijos duomeny, gauty kiekvienu stebéjimo
momentu iki gyviino pasalinimo i§ bandymo, lenteliy sudarymas,

— stebimo dirginimo arba ésdinimo tipo ir laipsnio pasakojamasis aprasymas,

— visy kity akies pazeidimy aprasymas (pvz., vaskuliarizacija, panuso susidarymas, saaugy, démiy
atsiradimas),

— bet kokio ne akims daromo neigiamo vietinio ir sisteminio poveikio aprasymas, visi
histopatologinio tyrimo rezultatai, jei yra.

Rezultaty aptarimas.

REZULTATY AISKINIMAS
Akiy dirginimo rezultaty, gauty laboratoriniams gyviinams, ekstrapoliavimas Zmonéms tinka tik tam
tikru laipsniu. Daugeliu atvejy baltieji triusiai yra jautresni akis dirginancioms arba ésdinancioms

medZiagoms nei Zmonés.

Aigkinant rezultatus reikia nejtraukti antrinés infekcijos sukelto dirginimo.
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1 LENTELE. AKIU PAZEIDIMO VERTINIMO BALAIS SKALE
Ragena

Drumstis: tankumo laipsnis (duomenys imami i§ tankiausios srities) (*)

Opéjimo arba drumSHES NEIA  ....uueeeiiiiiiiiiii ettt e ettt e e e e eeebi s 0
I3sibarsciusios arba i§sklaidytos drumsties sritys (i$skyrus nedidelj normalaus blizgesio sumazéjima), rainelés ele-

mentai aiSKial MALOIME  ..eeiiiiiiiiiie et ettt e et 1
Lengvai jZitirima pusiau skaidri sritis, rainelés elementai Siek tiek dulsvi ..........coooeeiiiiiiiiiiiiiinn... 2
Perlamutrinés sritys, rainelés elementai nematomi, vyzdzio dydis vos jZiirimas .............ccceeeeeeeiiiiiinnnnnen. 3
Ragena matiné, dél drumsties rainelés NeSimato ............coeuuuriiiiiineiiiiineeiiiine e 4

DidZiausias jmanomas: 4

() Turi bati nurodyta ragenos drumsties sritis.

Rainelé
INOTTIIALL  oee ittt ettt e e ettt a e e e aaaas 0

Labai pagiléjusios raukslés, kongestija, pabrinkimas, vidutiniska junginés apie ragena hiperemija; arba injekcija;
rainelé vis dar reaguoja i Sviesa (vangi reakcija laikoma poveikiu) ..........ccooiiiiiiiiiiiiiii 1

Kraujavimas, stiprus suardymas arba néra reakcijos j SVIESa .......vvvuuieeeiiiiimiiiinieeiiiiiiiie e 2
Didziausias jmanomas: 2
Junginé

Raudonumas (taikoma voko ir obuolio junginei, i§skyrus rageng ir rainelg)

L0340 1 PSPPI 0
Kai kurie kraujo indai aiskiai hiperemiski (SVIrk$ta) .........ccoooiiiiiiiiiiiiiii e 1
I3sklaidyta tamsiai raudona spalva, atskiri indai sunkiai {ZIGrimi .........cccoeiiiniiiiiiii 2
[§sklaidyta jautienos raudonumo SPalva ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 3

DidZiausias jmanomas: 3

Chemozé

Paburkimas (taikoma vokams ir (arba) niktitacinéms membranoms)

PabUTKIITIO NEIA ...iitt ittt et e e et e e e et et e et e et e et e ean e eanaees 0
Nedidelis paburkimas, didesnis nei NOIMAlUS  .......ooviuimiiriiiiiiiiiii e 1
Akivaizdus paburkimas, vokai i§ dalies IVIFSTa  .....uuueuieeeiiiiiiiiinn e 2
Paburkimas, pusiau uZmerkti VOKAL .........uuuuiiieiiiiiiiiiiiin et 3
Paburkimas, vokai uZmerkti daugiau nei Per PUSE ....vvveunneeeiiiiiiiiiiiee e et 4

DidZziausias jmanomas: 4
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PRIEDAS

Nuosekliyjy bandymy strategija akiy dirginimui ir ésdinimui nustatyti

BENDRIEJI KLAUSIMAI

Sickiant gauti nuodugniy moksliniy rezultaty ir riipinantis gyviiny gerove, svarbu be reikalo nenaudoti gyviiny ir kiek
jmanoma mazinti visus bandymus, kurie gyviinams gali iSaukti sunkias reakcijas. Visa informacija apie medziaga dél
jos galimo ésdinamojo ar dirginamojo poveikio odai turéty bati jvertinta prie§ sprendZiant dél in vivo bandymuy. Jei
jau yra pakankamai duomeny galimam bandomosios medziagos ésdinamajam arba dirginamajam poveikiui odai
klasifikuoti, nereikia bandymy su laboratoriniais gyvinais Taigi taikant duomeny jrodomosios vertés analizg¢ ir
nuosekliyjy bandymy strategija sumazéja batinybé daryti in vivo bandymus, ypac jei tikétina, kad medziaga gali
isSaukti sunkias reakcijas.

Turimai informacijai apie medZiagy dirginamajj ir ésdinamajj poveikj akims jvertinti rekomenduojama taikyti
duomeny jrodomosios vertés analiz¢, kuri leisty spresti, ar tokio poveikio galimybei apibadinti reikia daryti
papildomus tyrimus, i$skyrus in vivo akiy tyrimus. Jei reikia papildomy tyrimy, atitinkamiems eksperimentiniams
duomenims gauti rekomenduojama taikyti nuosekliyjy bandymy strategija. Norint gauti duomeny apie nebandytas
medZiagas, reikalingy jy ésdinamajam ar dirginamajam poveikiui odai jvertinti, reikéty taikyti nuosekliyjy bandymy
strategija. Siame priede aprasyta bandymy strategija buvo parengta OECD seminare (1). Véliau ji buvo patvirtinta bei
iSplésta kaip integruota darnioji pavojy dél cheminiy medziagy poveikio Zmoniy sveikatai ir aplinkai klasifikavimo
sistema, 1998 m. lapkri¢io mén. priimta 28-ajame jungtiniame cheminiy medziagy komiteto ir cheminiy medziagy
darbo grupes posedyie (2).

Nors §i nuosekliyjy bandymuy strategija néra sudétiné B.5 bandymo metodo dalis, ji apibidina rekomenduojama biida
akiy dirginimo ar ésdinimo charakteristikoms nustatyti. Sis biidas atitinka geriausig praktika ir yra akiy dirginimo ar
ésdinimo in vivo bandymy etikos etalonas. Bandymo metode pateikiamos in vivo bandymy rekomendacijos ir
apibendrinami veiksniai,  kuriuos reikéty atkreipti démesj prie§ pradedant tokj bandyma. Nuosekliyjy bandymy
strategijoje sitilomas duomeny jrodomosios vertés analizés budas, kuris leisty jvertinti turimus duomenis apie
bandomuyjy medziagy akiy dirginimo ar ésdinimo savybes, kad bty galima nuosekliai gauti reikiamy duomeny apie
medZiagas, kurioms reikalingi papildomi tyrimai arba kurios nebuvo tirtos. Strategijoje nurodoma i§ pradziy daryti
jteisintus ir priimtus in vitro arba ex vivo bandymus ir tik po to naudoti odos ésdinimo ar dirginimo bandymo metoda
B.4 konkreciomis aplinkybémis (3) (4).

IVERTINIMO IR BANDYMO STRATEGIJOS APRASYMAS

Siekiant nustatyti in vivo akiy bandymy reikalingumg, pries darant bandymus, kurie bity nuosekliyjy bandymy
strategijos dalis (schema), jvertinama visa turima informacija. Nors reiksmingos informacijos galima biity gauti
vertinant atskirus parametrus (pvz., pH ribines vertes), turéty biiti nagrinéjama visa turima informacija. Sprendimui
priimti turéty biti daroma visy atitinkamy duomeny apie konkrecios medziagos arba jos struktairiniy analogy poveikj
jrodomosios verteés analizé, kuri pagristy priimama sprendima. DidZiausias démesys turéty bati kreipiamas j duomenis
apie medziaga, gautus tiriant Zmones ir gyviinus, o véliau tirti in vitro arba ex vivo bandymy duomenis. Esdinanciyjy
medziagy in vivo tyrimy reikéty kiek jmanoma vengti. Toliau pateikiami bandymy strategijos veiksniai.

Turimy duomeny, gauty tiriant Zmones ir gyviinus, jvertinimas (1 pakopa). I§ pradziy nagrinéjami tiriant Zmones gauti
duomenys, pvz., klinikiniai arba profesiniy susirgimy tyrimai ir byly ataskaitos, ir (arba) akiy tyrimy su gyvinais
duomenys, kadangi jie suteikia informacijos, tiesiogiai susijusios su poveikiu akims. Toliau jvertinami turimi odos
¢ésdinimo ar dirginimo duomenys, gauti darant tyrimus su Zmonémis ir (arba) gyvinais. MedZiagos, kurios yra
zinomos kaip ésdinancios arba labai dirginancios akis, neturéty biiti lasinamos i gyviiny akis, be to, nereikéty lasinti
medziagy, kurios ésdina arba dirgina odg; tokios medziagos laikomos ésdinan¢iomis ir (arba) dirginanciomis akis.
Medziagos, apie kurias yra pakankamai duomeny, kad jos néra ésdinancios arba dirginancios, atsizvelgiant j
ankstesnius akiy tyrimus, irgi neturéty biti bandomos darant in vivo akiy tyrimus.
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Struktiiros ir aktyvumo 1ysiy (SAR) analizé (2 pakopa). Analizuojami gimininga struktiirg turin¢iy medziagy bandymo
rezultatai, jei tokie baty. Kai tiriant Zmones ir gyviinus gauty duomeny apie giminingos struktiiros medziagas arba
tokiy medziagy miinius pakanka, norint jrodyti medziagy geba ésdinti ar jautrinti akis, galima daryti prielaida, kad
jvertinimui pateiktos bandomosios medziagos poveikis bus toks pats. Tokiais atvejais bandomosios medziagos
nebitina bandyti. Taikant nuosekliyjy bandymy strategija, neigiami duomenys, gauti tiriant giminingos struktiros
medziagas arba tokiy medziagy misinius, néra pakankamas jrodymas, kad medziaga néra ésdinanti ar jautrinanti.
Medziagy geba ésdinti ir dirginti odg bei akis turi biti nustatoma taikant jteisintus ir priimtus SAR metodus.

Fizikocheminés savybés ir cheminis reaktyvumas (3 pakopa). MedzZiagos, turincios ribines pH vertes, pvz., < 2,0 ar > 11,5,
gali turéti didelj vietinj poveiki. Jei ribiné pH verté yra pagrindiné savybé¢, pagal kuria medziaga identifikuojama kaip
akis ésdinanti medziaga, galima atsizvelgti i rugsties ar Sarmo atsargg (arba bufering talpg) (5)(6). Jei buferiné talpa
leidzia daryti prielaidg, kad medziaga gali nebuiti akis ésdinanti medziaga, tai turi biti patvirtinta darant papildomus
bandymus ir geriau bty taikyti jteisintg ir priimtg in vitro arba ex vivo bandyma (zr. 5 ir 6 pakopas).

Kitos turimos informacijos nagrinéjimas (4 pakopa). Sioje stadijoje jvertinama visa turima informacija apie sisteminj
toksiskumg per oda. Nagrinéjamas Gmus bandomosios medziagos toksiskumas per oda. Jei buvo jrodyta, kad
bandomoji medziaga yra labai toksiska per oda, nebitina bandyti jos poveikio akims. Nors nebitinai turi biiti rysys
tarp Gtmaus toksiskumo per oda ir akiy dirginimo ar ésdinimo, galima daryti prielaida, kad medziagai esant labai
toksiskai per oda, ji taip pat bus labai toksiska jos {lasinus { akis. Be to, tokie duomenys gali baiti nagrinéjami tarp 2
ir 3 pakopy.

In vitro arba ex vivo bandymy rezultatai (5 ir 6 pakopos). Medziagy, kurios pasirodé ésdinancios arba labai dirginancios
darant patvirtinto tinkamumo ir priimtg in vitro arba ex vivo bandyma (7)(8), skirta siam konkre¢iam poveikiui akims
arba odai jvertinti, nereikia bandyti su gyviinais. Galima padaryti prielaidg, kad tokios medziagos turés panasy sunky
poveiki in vivo. Jei jteisinty ir priimty in vitro ar ex vivo bandymy néra, 5 ir 6 pakopos praleidziamos ir i§ karto pereinama
prie 7 pakopos.

Medziagos dirginamojo arba ésdinamojo poveikio odai jvertinimas in vivo (7 pakopa). Jei pirmiau i§vardyty tyrimy duomeny
nepakanka, norint atlikti jtikinama duomeny jrodomosios vertés analiz¢ apie medZziagos geba dirginti ar ésdinti akis,
i§ pradziy jvertinama in vivo medZiagos geba dirginti ar ésdinti oda, taikant bandymo metoda B.4 (4) ir jo prieda (9).
Jei jrodoma, kad medziaga ésdina arba labai dirgina odg, ji laikoma akis ésdinancia ir dirginan¢ia medziaga, jei kita
informacija nepatvirtina priesingos i$vados. Taigi in vivo akiy bandymo daryti nereikety. Jei medziaga néra ésdinanti
arba labai dirginanti oda, turéty bati daromas in vivo akiy bandymas.

Bandymas su triusiais in vivo (8 ir 9 pakopos). In vivo akiy bandyma reikéty pradéti darant pradinj bandyma su vienu
gyvinu. Jei $io bandymo rezultatai rodo, kad medziaga yra labai dirginanti arba ésdinanti akis, toliau bandyti nereikia.
Jei darant pradinj bandymg ésdinimo arba sunkus dirginantis poveikis nepastebimas, daromas patvirtinamasis
bandymas, naudojant du papildomus gyvinus.

NUORODOS

(1) OECD (1996) OECD Test Guidelines Programme: Final Report of the OECD Workshop on Harmonization of
Validation and Acceptance Criteria for Alternative Toxicological Test Methods. Held in Solna, Sweden, 22-24
January 1996 (http:/[www1.oecd.org/ehs/test/background.htm).

(2) OECD (1998) Harmonized Integrated Hazard Classification System for Human Health and Environmental Effects
of Chemical Substances, as endorsed by the 28th Joint Meeting of the Chemicals Committee and the Working
Party on Chemicals, November 1998 (http://www1.oecd.org/ehs/Class/HCL6.htm).

(3) Worth, A.P. and Fentem J.H. (1999). A General Approach for Evaluating Stepwise Testing Strategies. ATLA 27,
161-177.

(4) Testing method B.4. Acute Toxicity: dermal irritation/corrosion.

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

(6) Neun, D.J. (1993) Effects of Alkalinity on the Eye Irritation Potential of Solutions Prepared at a Single pH. J.
Toxicol. Cut. Ocular Toxicol. 12, 227-231.



656 Europos Sajungos oficialusis leidinys

13/34 t.

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

(8) Testing Method B.40 Skin Corrosion.

(9) Annex to Testing method B.4: A Sequential Testing Strategy for Skin Irritation and Corrosion.



13/34 t.

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

SCHEMA

AKIU DIRGINIMO AR ESDINIMO BANDYMO IR [VERTINIMO STRATEGIJA

Veikla

Yra duomeny apie Zmones ir (arba)
gyvinus, kurie rodo poveiki akims

Yra duomeny apie Zmones ir (arba)
gyvinus, kurie rodo ésdinantj poveikj
odai

Yra duomeny apie Zmones ir (arba)
gyviinus, kurie rodo labai dirginantj
poveiki odai

4

Informacijos néra arba turima informacija
neijtikinanti

1

[vertinami SAR dél akiy ésdinimo ar
dirginimo

Ivertinami SAR dél odos ésdinimo

+

Negalima prognozuoti arba prognozés
nejtikinanios arba neigiamos

1

Matuojama pH verté (jei tinka,
atsizvelgiama | bufering talpg)

2<pH<11,5,atbapH < 2,0 arba >
11,5, esant maZai ar didelei buferinei
talpai, jei tinka

Ivertinami sisteminio toksi¥kumo per

oda duomenys
1

Tokios informacijos néra arba medZiaga néra
labai toksiska

1

Daromas iteisintas ir priimtas in vitro
arba ex vivo akiy ésdinimo bandymas

1

Rezultatas

Esdina akis

Dirgina akis

Akiy neésdina ir nedirgina

Esdina oda

Labai dirgina oda

Numatomas sunkus akiy paZeidimas

Numatomas akiy dirginimas

Numatomas odos ésdinimas

pH < 2 arba 2 11.5 (esant didelei
buferinei talpai, jei tinka)

Labai toksiska, esant koncentracijai,
kuri biity bandoma akims

Esdina

I$vada

Apical endpoint; laikoma akis ésdinanéia.
Bandyti nereikia.

Apical endpoint; laikoma akis dirginandia.
Bandyti nereikia.

Apical endpoint; laikoma, kad akiy
neésdina ir nedirgina. Bandyti nereikia.

Daroma prielaida apie akiy ésdinima.
Bandyti nereikia.

Daroma prielaida apie akiy dirginimg.
Bandyti nereikia

Daroma prielaida apie akiy ésdinima.
Bandyti nereikia

Daroma prielaida apie akiy dirginima.
Bandyti nereikia.

Daroma priclaida apie akiy ésdinima.
Bandyti nereikia.

Daroma prielaida apie akiy ésdinima.
Bandyti nereikia.

MedZiaga biity per daug nuodinga, kad
galima biity bandyti. Bandyti nereikia.

Daroma prielaida apie akiy ésdinimg.
Daugiau bandyti nereikia.
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MedzZiaga neésding arba jteisinty ir
priimty ,in vitro® arba ex vivo® akiy
ésdinimo bandymo metody

1

Daromas iteisintas ir priimtas in vitro
arba ex vivo akiy dirginimo bandymas

MedZiaga nedirgina arba néra jtvirtinty ir
priimty ,in vitro® arba ex vivo® akiy
dirginimo bandymo metody

4

Bandymu jvertinamas in vivo odos
dirginimas ar ésdinimas (zr. bandymo
metoda B.4 ir jo prieds)

MedZiaga odos neésdina arba labai
nedirgina

4

Daromas pradinis in vivo triusio akiy
bandymas, naudojant vieng gyviing

Néra sunkaus paZeidimo arba jokio reakcijos

Daromas patvirtinamasis bandymas,
naudojant vieng arba du papildomus

gyvinus

Dirgina

Esdina arba labai dirgina

Sunkus akiy pazeidimas

Esdina arba dirgina

Ne¢sdina arba nedirgina

Daroma prielaida apie akiy dirginima.
Daugiau bandyti nereikia.

Daroma prielaida apie akiy ésdinima.
Daugiau bandyti nereikia.

Laikoma akis ésdinandia.

bandyti nereikia.

Daugiau

Laikoma akis ésdinancia arba dirginandia.
Daugiau bandyti nereikia.

Laikoma  akiy neésdinanéia ir
nedirginancia. Daugiau bandyti nereikia
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1.1.

1.2.

B.31. TOKSISKO POVEIKIO PRENATALINIAM VYSTYMUISI TYRIMAS

METODAS

Sis metodas atitinka TG 414 (2001).

[VADAS

Sis toksisko poveikio prenataliniam vystymuisi bandymo metodas skirtas suteikti bendros informacijos apie
poveikj veisiancios patelés gimdoje augancio vaisiaus prenataliniam vystymuisi; tai gali bati poveikio
motinai, i$kaitant Zatj, jvertinimas, struktfirinés anomalijos arba vaisiaus augimo pakitimai. Funkciniai
trikumai, nors ir yra svarbi vystymosi dalis, néra $io bandymo metodo sudétiné dalis. Jie gali bati bandomi
darant atskirg tyrima arba kaip $io tyrimo papildymas, taikant neurotoksisko poveikio vystymuisi bandymo
metoda. Prireikus gauti informacijos apie funkciniy trikumy ir kito postnatalinio poveikio bandyma, reikéty
susipazinti su toksisko poveikio dviejy karty reprodukcijai tyrimu ir neurotoksisko poveikio vystymuisi
tyrimu.

Gali tekti §j bandymo metoda specialiai pritaikyti atskiriems atvejams atsiZvelgiant j konkrecias Zinias, pvz.,
bandomosios medziagos fizikochemines arba toksikologines savybes. Toks pritaikymas priimtinas, kai
jrodantys moksliniai duomenys rodo, kad dél to bandymas bus informatyvesnis. Tokiais atvejais Sie
moksliniai jrodymai turi baiti kruops¢iai aprasyti tyrimo ataskaitoje.

APIBREZTYS

Vystymosi toksikologija: organizmo vystymuisi neigiamo poveikio, galin¢io atsirasti dél medziagos
veikimo prie§ apvaisinima, prenataliniu arba postnataliniu metu iki lytinio subrendimo, tyrimas.
Pagrindinius toksisko poveikio vystymuisi pozymius sudaro: 1) organizmo Zatis, 2) struktiiros anomalijos,
3) augimo pakitimas ir 4) funkciniai trikumai. Vystymosi toksikologija pirmiau buvo vadinama teratologija.

Neigiamas poveikis: bet koks su apdorojimu susijes pakitimas palyginti su etalonu, mazinantis organizmo
gebg isgyventi, daugintis arba prisitaikyti prie aplinkos. Vystymosi toksikologija pla¢iausia prasme sudaro bet

koks poveikis, kuris trukdo apvaisinto kiausinélio normaliam vystymuisi, pries gimima ir po jo.

Augimo pakitimas: palikuonio organo arba kiino masés ar dydzio pakitimas.
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Pakitimai (anomalijos): struktariniai vystymosi pakitimai, kuriuos sudaro i§sigimimai ir nukrypimai (28).

ISsigimimas/didelé anomalija: struktiirinis pakitimas, laikomas kenksmingu gyviinui (be to, gali biti
mirtinas) ir paprastai retas.

Nukrypimas/maZa anomalija: struktiirinis pakitimas, kurio kenksmingas poveikis gyviinui yra mazas
arba jo visai néra; gali bti laikinas ir gana daznai pasitaikyti kontrolinéje populiacijoje.

Apvaisintas kiauSinélis: apvaisinto kiausinélio daliy visuma bet kurioje vystymosi stadijoje nuo
apvaisinimo iki gimimo, jskaitant ekstraembrionines membranas, gemalg arba vaisiy.

Implantacija (nidacija): blastocistos susijungimas su gimdos epitelio gleivine, jskaitant jos prasiskverbima
per gimdos epitel; ir jos jaugima | gleivin.

Gemalas: visy organizmy ankstyvoji arba vystymosi stadija, tiksliau apvaisinto kiausinélio vystymosi
produktas nuo didziosios asies pasirodymo iki pagrindiniy struktiiry atsiradimo.

Toksiskas poveikis gemalui: kenksmingas poveikis normaliai struktiirai, vystymuisi, augimui, ir
(arbajgemalo gyvybingumui.

Vaisius: apvaisintas palikuonis postembrioniniu laikotarpiu.

Toksiskas poveikis vaisiui: kenksmingas poveikis normaliai struktiirai, vystymuisi, augimui, ir (arba)
vaisiaus gyvybingumui.

Persileidimas: apvaisinty produkty, gemalo arba negyvybingo vaisiaus prieslaikinis pasalinimas i§ gimdos.

Resorbcija: reiskinys, kai gimdoje implantuotas apvaisintas kiausinélis Ziista ir yra resorbuojamas arba buvo
resorbuotas.

Ankstyvoji resorbcija: implantacijos pédsakai be atpazjstamo gemalo ar vaisiaus.
Vélyvoji resorbcija: Zuves gemalas arba vaisius su iSoriniais i§sigimima rodanciais pakitimais.

NOAEL: nesancio neigiamo poveikio lygio (No observed adverse effect level) santrumpa, ir tai yra didZiausia
dozé arba veikimo koncentracija, jei nepastebétas su apdorojimu susietas neigiamas poveikis.
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1.3.

1.4.

1.5.

ETALONINE MEDZIAGA

Néra.

BANDYMUY METODO ESME

Paprastai bandomoji medziaga duodama veisianciai patelei ne véliau kaip nuo implantacijos iki likus vienai
parai iki numatyto nuzudymo, kuris turi jvykti kiek jmanoma arc¢iau normalaus atsivedimo dienos,
nerizikuojant prarasti duomenis, jei jvykty prieslaikinis atsivedimas. Bandymy metodas néra skirtas tik
organogenezés laikotarpiui tirti (pvz., 5-15 pary grauzikams, 6-18 para triusiams), juo taip pat tiriamas
poveikis visa veisimo laikotarpj nuo ikiimplantacinio laikotarpio, jei tinka, iki likus vienai parai iki cezario
pjvio darymo. Pries pat cezario pjivio daryma patelés nuzudomos, tiriamas gimdos turinys ir jvertinamos
vaisiaus ioriskai matomos anomalijos bei minkstojo audinio ir griauciy pakitimai.

BANDYMU METODO APRASYMAS
Gyviiny riisies pasirinkimas

Rekomenduojama bandymams pasirinkti tinkamiausia ri$j ir naudoti tas laboratorines rasis bei veisles,
kurios yra paprastai naudojamos darant toksisko poveikio prenataliniam vystymuisi bandymus.
Tinkamiausia grauziky risis yra Ziurké, o ne grauziky — triusis. Kitos riiies naudojima batina pagristi.

Laikymo ir $érimo salygos

Bandymo gyviiny patalpos temperatiira turi biti 22 °C (¢ 3 °C) grauzikams ir 18 °C (+ 3 °C) triusiams. Nors
santykiné oro drégmé turéty biti maziausiai 30 % ir pageidautina ne didesné kaip 70 %, i3skyrus patalpos
plovimo laikg, reikéty uztikrinti 50-60 %. Ap$vietimas turi bati dirbtinis, esant 12 h §viesos ir 12 h tamsos
sekai. Gyviinams Serti tinka jprastas laboratorijoje naudojamas pasaras, neribojant geriamojo vandens kiekio.

Poruojama $iam tikslui pritaikytuose narveliuose. Pageidautina suporuotus gyvinus laikyti atskirai, taciau
leidziamas laikymas nedidelémis grupémis.



13/34 t.

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

663

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

Gyviiny ruosimas

Naudojami sveiki ir ankstesniuose bandymuose nedalyvave gyviinai, kurie maziausiai 5 paras pratinami prie
laboratoriniy salygy. Apibiidinama bandomo gyviino risis, veislé, saltinis, lytis, masé ir (arba) amzius. Kiek
jmanoma, visy bandymo grupiy gyviinai turi baiti vienodos masés ir amziaus. Kiekvienai dozei naudojamos
jaunos, suaugusios vados neturéjusios patelés. Patelés poruojamos su tos pacios rusies ir veislés patinais, be
to, reikéty vengti poravimo su ty paciy tévy palikuonimis. Grauzikams 0 veisimo diena yra vaginalinio
kamscio ir (arba) spermos atsiradimo diena; triusiams O diena paprastai yra suporavimo arba dirbtinio
apvaisinimo diena, jei taikomas 3is metodas. Apvaisintos patelés suskirstomos atsitiktiniu bidu j kontroling
ir bandoma grupe. Narveliai i§déstomi taip, kad bity kiek jmanoma sumazintas bet koks galimas poveikis
dél narvelio vietos. Kiekvienam gyvinui turéty bati priskirtas savitas identifikavimo numeris. Apvaisintos
patelés nesaliskai paskirstomos | kontroling ir bandymo grupes; jei patelés apvaisinamos grupémis,
kiekvienos grupés gyviinai turi buti tolygiai paskirstomi i grupes. Patelés, apvaisintos to paties patino,
panasiu badu tolygiai paskirstomos tarp grupiy.

DARBO EIGA
Gyviiny skaiCius ir lytis

Kiekvienoje bandymo ir kontrolinéje grupéje turi biiti pakankamas pateliy skaicius, kad darant skrodima
buty mazdaug 20 pateliy su implantacijos vietomis. Grupés, kuriose bity maziau kaip 16 pateliy su
implantacijos vietomis, gali netikti. Pateliy gai§tamumas nebitinai turi biti bandymo rezultaty negaliojimo
priezastis, jei jis néra didesnis kaip mazdaug 10 %.

Doziy ruoSimas

Jei doziy ruoSimui lengvinti naudojamas nesiklis arba kitas priedas, reikéty atsizvelgti i tokias jo
charakteristikas: poveikj absorbcijai, pasiskirstymui, medziagy apykaitai ir bandomosios medziagos
sulaikymui arba i§skyrimui; poveikj bandomosios medziagos cheminéms savybéms, dél kuriy gali pasikeisti
jos toksiskumo charakteristikos; poveikj maisto ar vandens suvartojimui arba gyviny jmitimui. Nesiklis
neturi turéti toksisko poveikio vystymuisi ir reprodukcijai.
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Dozavimas

Paprastai bandomosios medziagos reikéty duoti kasdien nuo implantacijos dienos (pvz., 5 paros po
suporavimo) ir baigti diena pries numatyta cezario pjivj. Jei iSankstiniai tyrimai, kai jie buvo atlikti, nerodo,
kad galimi ikiimplantaciniai nuostoliai, bandyma galima pratesti ir jtraukti visg veisimo laikotarpj nuo
suporavimo iki vienos paros prie$ numatytg nuzudyma. Gerai zZinoma, kad netinkama priezifira arba jtampa
néstumo metu gali biiti prenatalinio vados netekimo priezastimi. Siekiant apsisaugoti nuo prenatalinio vados
netekimo dél veiksniy, nesusijusiy su bandoma medziaga, reikéty be reikalo neiti prie pateliy arba vengti
iSoriniy veiksniy sukeliamos jtampos, pvz., triuksmo.

Turi bati naudojamos maZiausiai trijy doziy grupés ir lygiagreciai viena kontroliné grupé. Sveiki gyvinai
paskirstomi atsitiktiniu biidu | kontroling ir bandomy gyviiny grupes. Dozés koncentracijos turéty skirtis
taip, kad biity galima graduoti toksiskumo poveiki. Jei néra apribojimy dél fizikocheminiy arba biologiniy
bandomosios medziagos savybiy, didZiausia dozé pasirenkama siekiant sukelti tam tikrg toksiska poveikj
vystymuisi ir (arba) patelei (klinikiniai pozymiai arba kiino masés mazéjimas), bet ne Zzatj arba sunkias
kancias. Maziausiai viena tarpiné dozé turéty sukelti maziausig stebimg toksiska poveikj. Maziausia dozé
neturéty sukelti jokio toksisko poveikio patelei arba vaisiaus vystymuisi. Turi baiti pasirinkta mazéjanti dozés
koncentracijos seka siekiant parodyti kiekvieng su dozés dydziu susietg reakcijg ir nesancio neigiamo
poveikio lygi (NOAEL). Mazéjancioms dozés koncentracijos vertéms nustatyti daznai pakanka dvigubo arba
keturgubo koncentracijos skirtumo; ta¢iau norint naudoti labai didelius intervalus tarp doziy (pvz., daugiklis
didesnis kaip 10), daznai gerai biity pridéti ketvirta bandymo grupe. Nors siekiama nustatyti NOAEL patelei,
tyrimai, kuriais tokia koncentracija nenustatoma, gali bati taip pat priimtini (1).

Doziy koncentracijos pasirenkamos atsizvelgiant i visus turimus toksiskumo duomenis ir papildoma
informacija apie bandomosios medziagos arba giminingy medziagy apykaitg ir toksikokinetika. Be to, §i
informacija padés parodyti dozavimo rezimo tinkamuma.

Lygiagrediai naudojama kontroliné grupé. Si grupé turéty biiti medziagos negaunanti kontroliné grupé arba
nesiklj gaunanti kontroliné grupé, jei bandomajai medziagai duoti naudojamas nesiklis. Visoms grupéms
turéty biiti duodamas vienodas bandomosios medziagos arba nesiklio tairis. Kontrolinés (-iy) grupés (-iy)
gyvinai prizitirimi tokiu pat bidu, kaip ir bandymo grupés gyviinai. Nesiklio kontrolinés grupés turéty gauti
nesiklio kieki, atitinkanti didZiausia naudojama kiekj (kokj gauna maziausia doze veikiama grupé).

Ribinis bandymas

Jei darant bandyma pagal Siame tyrime aprasytas metodikas su viena per burna duodama maziausiai 1 000
mg/kg kiino masés per parg doze, toksiskas poveikis veisianciai patelei arba jos palikuonims nepastebimas
ir jei tokio poveikio nelaukiama, atsizvelgiant j turimus duomenis (pvz., giminingos struktiiros ir (arba)
apykaitos junginiy duomenis), nebitina daryti viso tyrimo naudojant tris doziy koncentracijas. Atsizvelgiant
i laukiama poveikj Zmonéms, ribiniam bandymui gali tekti naudoti didesnes doziy per burng koncentracijas.
Kalbant apie kitus davimo budus, pvz., ikvépima arba veikima per oda, bandomosios medziagos
fizikocheminés savybés daznai gali apibrézti ir riboti didziausia pasiekiama veikimo koncentracija (pvz.,
dé¢jimas ant odos neturi sukelti sunkaus vietinio toksisko poveikio).
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1.6.5.

1.6.6.

1.6.7.

1.6.8.

Doziy davimas

Bandomoji medziaga arba nesiklis paprastai duodamas per burna, naudojant zonds. Jei naudojamas kitas
davimo biidas, bandymy laboratorija turéty pagristi sprendimg ir paaiskinti pasirinkimg, be to, padaryti
atitinkamus batinus pakeitimus (2) (3) (4). Bandomoji medziaga turéty biuti duodama kiekvieng diena
mazdaug tuo paciu metu.

Dozé atskiram gyviinui paprastai turéty biiti nustatoma atsizvelgiant j patj paskutinj jo sverima. Taciau reikia
imtis atsargumo priemoniy reguliuojant dozés dydj paskutinius tris veisimo ménesius. Dozé pasirenkama
atsizvelgiant | turimus duomenis, kad baty ivengta per didelio toksisko poveikio patelei. Taciau jei
pastebimas per didelis toksiskas poveikis pateléms, tie gyviinai turi biiti humaniskai nuzudomi. Jei per didelio
toksiskumo pozymiai pasireiskia kelioms veisian¢ioms pateléms, reikéty spresti dél Sios dozeés grupés
nuzudymo. Kai bandomoji medziaga duodama per zonda, gyviinams turéty bati duodama tik viena doze,
naudojant skrandzio zondg arba tinkamg intubacinj vamzdelj. Didziausias gyviinui duodamas vienkartinis
skyscio taris priklauso nuo bandomo gyviino dydzio. Tiris neturi biti didesnis kaip 1 ml/100 g kino masés,
i$skyrus vandeninius tirpalus, kuriy galima duoti po 2 ml/100 g kiino masés. Jei kaip nesiklis naudojamas
kukurtizy aliejus, thris neturéty bati didesnis kaip 0,4 ml/100 g kiino masés. Bandomojo tirpalo tirio
nepastovumas turi bti kiek jmanoma sumazintas, kei¢iant koncentracijg taip, kad visy doziy tiris bty
pastovus.

Pateliy stebéjimas

Klinikinis tyrimas ir uzrasai daromi maziausiai kartg per diena, geriau kasdien tuo paciu laiku, atsizvelgiant
j didziausio laukiamo poveikio pasireiskimo laikg po medziagos davimo. Uzrasoma gyviiny biklé, jskaitant
gaiStamuma, liguistumg, atitinkamus elgesio pokycius ir visus akivaizdzius toksiskumo pozymius.

Kiino masé ir maisto suvartojimas

Gyviinai sveriami 0 veisimo dieng arba ne véliau kaip 3 veisimo diena, jei suporuoti gyvinai tiekiami i§
iSorinio veislyno, pirmaja dozavimo dieng, maZiausiai kas 3 dieng dozavimo laikotarpiu ir numatyto
nuzudymo diena.

Maisto suvartojimas turéty bati registruojamas kas tris paras ir turi sutapti su kiino masés nustatymu.
Skrodimas

Patelés nuzudomos dieng prie§ numatomg atsivedimg. Patelés, kurioms prie§ numatoma nuzudyma
pasireiskia persileidimo arba prieslaikinio atsivedimo poZymiai, turéty biiti nuZudomos ir daromas bendrasis

makroskopinis tyrimas.

NuZudytai arba darant tyrima Zuvusiai patelei turéty biiti daromas makroskopinis tyrimas visoms strukttiros
anomalijoms arba patologiniams pakitimams nustatyti. Darant cezario pjavj ir vélesnj vaisiaus tyrima,
pateles geriau biity vertinti nezinant bandymo grupés, kad biity kiek jmanoma sumazinta sisteminé paklaida.
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1.6.10

Gimdos turinio tyrimas

I§ karto po nuzudymo arba kiek jmanoma greiciau po patelés Zities gimda i§imama gyviino veisimo biisenai
jvertinti. Gimdos, kuriose néra veisimo pozymiy, turéty buti papildomai tiriamos (pvz., grauziky atveju
apdorojant amonio sulfidu arba Salewski metodu arba taikant kita metoda triusiams) neveisimo biisenai
patvirtinti (5).

Gimdos su vaisiumi, jskaitant kaklelj, pasveriamos. Gyviny, Zuvusiy darant tyrima, gimdos su vaisiumi
nesveriamos.

Turéty biti nustatytas veisianciy pateliy geltonkiiniy (corpora lutea) skaicius.

Gimdos turinys tiriamas gemalo arba Zuvusiy ir gyvybingy vaisiy skai¢iui nustatyti. Turéty bati apibtidintas
resorbcijos laipsnis, siekiant nustatyti santykinj apvaisinto kiausinélio zaties laikg (zr. 1.2 skirsnj).

Vaisiaus tyrimas
Nustatoma kiekvieno vaisiaus masé ir lytis.
Tiriami kiekvieno vaisiaus iSoriniai pakitimai (6).

Reikéty istirti vaisiaus griauciy ir minkStyjy audiniy pakitimus (pvz., nukrypimus ir i$sigimimus arba
anomalijas) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24). Pageidautina,
bet nereikalaujama Klasifikuoti vaisiaus pakitimus. Jei daroma klasifikacija, turi bati aiskiai nurodyti kriterijai
kiekvienai kategorijai apibrézi. Ypatinga démesj reikéty atkreipti i lytinio dauginimosi trakto pakitimy
poZymius.

Kiekvienos grauziky vados pusé paruoSiama griauciy pakitimams tirti. Likusi dalis paruo$iama minksty
audiniy pakitimy tyrimui ir jie tiriami taikant priimtus arba tinkamus serijiniy pjiviy metodus arba
kruopstaus bendrojo skrodimo metodus.

Jei naudojami ne grauzikai, pvz., triusiai, tiriami visi vaisiai minksty audiniy ir griau¢iy pakitimams nustatyti.
Vaisiy kinai jvertinami darant kruopsty skrodima minksty audiniy pakitimams nustatyti, be to, gali bati
jtrauktos metodikos papildomai jvertinti sirdies viding struktiirg (25). Nupjaunama pusé tokiu badu istirty
vaisiy galvy, kurios apdorojamos minkstyjy audiniy pakitimams jvertinti (jskaitant akis, smegenis, nosies
kanalus ir liezuvi), taikant standartinius serijiniy pjitviy metodus (26) arba tokio paties jautrumo metoda. Siy
vaisiy kanai ir like sveiki vaisiai apdorojami ir tiriami jy griauciy pakitimai, taikant tuos pacius metodus, kurie
aprasyti grauzikams.
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2.1.

2.2.

2.3.

DUOMENYS

REZULTATY APDOROJIMAS

Duomenys pateikiami atskirai kiekvienai patelei bei jy palikuonims ir suvedami i lenteles, kuriose kiekvienai
bandymo grupei ir kiekvienai kartai nurodomas gyviiny skai¢ius bandymo pradzioje, darant bandymga
zuvusiy arba dél humanisky priezasciy nuzudyty gyviiny skaicius, visy gyviiny Zities arba nuzudymo laikas,
veisianciy pateliy skaicius, toksisko poveikio pozymiy turinciy gyviiny skaicius, pastebéty toksiskumo
poZymiy aprasymas, jskaitant pradzios laika, trukme ir bet kokio toksisko poveikio sunkuma, taikyti gemalo
ar vaisiaus stebéjimy badai ir atitinkami vados duomenys.

Skaitmeniniai rezultatai turi baiti jvertinti taikant atitinkama statistinj metodg, naudojant vada kaip duomeny
analizés statistinj vienetg. Turi bati taikomas visuotinai priimtas statistinis metodas; statistiniai metodai
pasirenkami kaip tyrimo schemos dalis ir turi biiti pagristi. Turety bati pateikti duomenys apie gyviinus, kurie
neisgyveno iki numatyto nuzudymo laikg. Prireikus Sie duomenys gali bati naudojami grupiy vidutinéms
vertéms apskaiciuoti. Tokiems gyviinams gauty duomeny tinkamumas ir jy jtraukimas arba nejtraukimas j
kurios nors grupés vidurkj (-ius) turi bati pagristas kiekvienu atskiru atveju.

REZULTATU [VERTINIMAS

Toksiskumo prenataliniam vystymuisi tyrimas jvertinamas atsizvelgiant i stebima poveiki. Ivertinima turi
sudaryti §i informacija:

— patelés ir gemalo ar vaisiaus bandymo rezultatai, jskaitant ry3j tarp gyvino veikimo bandomaja
medziaga ir bet kokio stebimo poveikio daznumo ir sunkumo, arba tokio rysio nebuvima,

— kriterijai, taikyti vaisiaus iSorés, minkstyjy audiniy ir griauciy pakitimams klasifikuoti, jei buvo
klasifikuojama,

— prireikus, ankstesni duomenys apie kontrolinius gyviinus tyrimo rezultaty interpretavimui pagerinti,
— skaiciai, naudoti visoms procentinéms dalims arba rodikliams apskaiciuoti,

— atitinkama tyrimo rezultaty statistiné analizé, jei reikia, kurioje pakakty informacijos apie analizes
metoda, kad nepriklausomas ekspertas ar statistikos specialistas galéty i$ naujo jvertinti bei atkurti
analizés eiga.

Visuose tyrimuose, kuriuos darant negauta jokio toksisko poveikio, turéty biiti numatyti papildomi tyrimai
bandomosios medziagos absorbcijai ir biologiniam kaupimuisi nustatyti.

REZULTATU INTERPRETAVIMAS

Toksisko poveikio prenataliniam vystymuisi tyrimas suteiks informacijos apie poveikj patelems veisimo
metu ir jy palikuoniy vystymuisi gimdoje dél kartotinio veikimo medziaga. Tyrimo rezultatus reikéty
interpretuoti atsizvelgiant | rezultatus, gautus darant pusiau létinio toksiskumo, toksisko poveikio
reprodukcijai ir toksikokinetinius tyrimus. Kadangi i§ esmés tiriamas bendrasis toksiskumas, kaip toksiskas
poveikis pateléms, ir toksiskas poveikis vystymuisi, jo rezultatai leis tam tikru laipsniu atskirti poveikj
vystymuisi, nesant bendrojo toksiskumo, ir poveiki, kuris sukeliamas esant koncentracijai, kuri sukelia
toksiskg poveikj patelei (27).
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3. ATASKAITOS RENGIMAS

BANDYMU ATASKAITA

Ataskaitg turi sudaryti i konkreti informacija:
Bandomoji medziaga:
— fizikiné biisena ir, jei reikia, fizikocheminés savybés,
— identifikavimo duomenys, jskaitant CAS numerj, jei Zinomas ar priskirtas,
— grynumas.
Nesiklis (jei naudojamas):
— neSiklio pasirinkimo pagrindimas, jei tai ne vanduo.
Bandymo gyviinai:
— naudota rsis ir veislé,
— gyvany skai¢ius ir amzius,
— Saltinis, laikymo sglygos, paaras ir t. t.,
— atskirai kiekvieno gyviino masé¢ bandymo pradzioje.
Bandymo salygos:
— dozés koncentracijos pasirinkimo pagrindimas,

— detalés apie bandomosios medziagos preparato ruosimg arba jos déjimg | pasara, gauta
koncentracija, preparato stabilumas ir vienalytiskumas,

— bandomosios medziagos davimo detalés,

— bandomosios medziagos koncentracijos pasare ar geriamajame vandenyje (ppm) perskaiciavimas
i tikraja doz¢ (mg/kg kiino masés per para), jei tinka,

— aplinkos salygos,

— pasaro ir vandens kokybés detalés.
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Rezultatai:

Toksisko poveikio patelei duomenys atsizvelgiant | dozg, jskaitant siuos, bet jais neapsiribojant:

gyviny skaic¢ius bandymo pradzioje, i$gyvenusiy gyviiny skaicius, veisianciy pateliy skaicius,
persileidimy ir prieslaikiniy atsivedimy skaicius,

zaties darant tyrima diena arba iki nuZudymo iSgyvenusiy gyviiny skaicius,

duomenys apie gyvinus, neiSgyvenusius iki numatyto nuZudymo, praneSami, bet
nejtraukiami i statistinj grupiy palyginima,

visy anomaliy klinikiniy poZymiy pastebéjimo diena ir jy vélesné eiga,

kiino mas¢, kiino masés kitimas ir gimdos su vaisiumi masé, jskaitant, neprivalomai, kiino
masés kitimg su pataisa gimdos su vaisiumi masei,

pasaro suvartojimas ir, jei matuojamas, vandens suvartojimas,
skrodimo rezultatai, jskaitant gimdos masg,

patelei ir vystymuisi gautos NOAEL vertés.

Toksisko poveikio vystymuisi duomenys pagal doz¢ vadoms su implantais, jskaitant:

geltonkiiniy skaiciy,
implantacijy skaiciy, gyvy ir Zuvusiy vaisiy bei resorbcijy skaiciy ir procenting dalj,

prieSimplantaciniy ir poimplantaciniy nuostoliy skai¢iy ir procenting dalj.

Toksisko poveikio vystymuisi duomenys pagal doze¢ vadoms su gyvais vaisiais, jskaitant:

gyvy palikuoniy skai¢iy ir procenting dalj,

ly¢iy santyki,

vaisiaus kiino masg, pageidautina pagal lytj ir abiejy lyciy kartu,

iSorinius, minkstyjy audiniy ir griauciy i$sigimimus ir kitus svarbius pakitimus,
klasifikavimo kriterijus, jei tinka,

vaisiy ir vady, turin¢iy kokiy nors iSoriniy, minkstyjy audiniy arba griauciy pakitimy, visa

skaiciy ir procenting dalj, be to, atskiry anomalijy ir kity atitinkamy pakitimy tipus ir
daznuma.

Rezultaty aptarimas.

I§vados.
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1.1

1.2.

B.35. TOKSISKO POVEIKIO DVIEJU KARTU REPRODUKCIJAI TYRIMAS

METODAS

Sis metodas atitinka OECD TG 416 (2001).

[VADAS

Sis dviejy karty reprodukcijos bandymo metodas skirtas suteikti bendros informacijos apie bandomosios
medziagos poveiki patiny ir pateliy reprodukcijos sistemy vientisumui ir veiksmingumui, jskaitant lytiniy
liauky funkcija, rujos ciklg, poravimosi elgesi, apvaisinima, veisima, atsivedima, laktacijg, atjunkyma ir
palikuoniy augima bei vystymasi. Be to, tyrimas gali suteikti informacijos apie bandomosios medziagos
poveikj naujagimiy liguistumui, gaiStamumui, pirminiy duomeny apie toksiska poveikj prenataliniam ir
postnataliniam vystymuisi ir parengti véliau daromy bandymy gaires. Taikant §j metoda tiriamas ne tik F1
kartos augimas ir vystymasis, jis taip pat skirtas patiny ir pateliy reprodukcijos sistemy vientisumui bei
veiksmingumui ir F2 kartos augimui bei vystymuisi jvertinti. Norint gauti papildomos informacijos apie
toksiska poveikj vystymuisi ir funkcinius trikumus, § protokola galima papildyti tyrimais, aprasytais
atitinkamuose toksisko poveikio vystymuisi ir (arba) neurotoksisko poveikio vystymuisi metoduose, arba
Sie parametrai galéty bati tirlami darant atskirus tyrimus, kuriuose baty taikomi atitinkami bandymy
metodai.

BANDYMUY METODO ESME

Kelioms patiny ir pateliy grupéms duodamos skirtingos bandomosios medziagos dozés. P kartos patinai
turéty gauti doze augdami ir maZiausiai vieng visg spermatogenezés ciklg (mazdaug 56 paras peléms ir 70
pary ziurkéms), kad baty galima gauti informacijos apie neigiamg poveikj spermatogenezei. Poveikis
spermai yra nustatomas pagal kelis spermos parametrus (pvz., spermos morfologijg ir spermatozoidy
judrumag), audiniy preparatuose ir darant detaly histopatologinj tyrima. Jei duomenys apie spermatogeneze
yra gauti ankstesniame pakankamos trukmés kartotinos dozés tyrime, pvz., 90 pary tyrime, P kartos patinus
nebitina jtraukti j jvertinima. Taciau rekomenduojama iSsaugoti P kartos spermos éminius arba
skaitmeninius uzrasus, kad juos véliau galima biity jvertinti. P kartos patelés turi gauti doze augdamos ir
kelis visus rujos ciklus, kad baty galima nustatyti bet kokj neigiamg bandomosios medziagos poveikj
normaliam rujos ciklui. Bandomoji medziaga duodama tévy kartos (P) gyviinams poruojantis, veisimo metu
ir iki jy F1 palikuoniy atjunkymo. Po atjunkymo medziaga toliau duodama F1 palikuonims iki jy
subrendimo, poravimosi ir, atsiradus F2 kartai, iki $ios kartos palikuoniy atjunkymo.

Visiems gyvnams atiekami klinikiniai stebéjimai ir patologiniai tyrimai toksiskumo poZymiams nustatyti,
kreipiant ypac didelj démesj | poveikipatiny ir pateliy reprodukcijos sistemy vientisumui ir veiksmingumui
bei palikuoniy augimui ir vystymuisi.
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1.3.

BANDYMU METODO APRASYMAS
Gyviiny riisies pasirinkimas

Tinkamiausia bandymo gyviiny rasis yra Ziurkés. Jei naudojama kita rasis, pasirinkimas turi bati pagristas
ir padaromi atitinkami reikalingi pakeitimai. Neturi biiti naudojamos mazo vaisingumo veislés arba veislés,
kurioms daznai pasireiskia vystymosi trikumai. Tyrimo pradZioje naudojamy gyviiny masés skirtumas turi
biti kiek jmanoma maZesnis ir kiekvienai ly¢iai neturi biti didesnis kaip 20 % vidutinés masés.

Laikymo ir $érimo salygos

Bandymo gyviiny patalpos temperatiira turi biiti 22 °C (¢ 3 °C). Nors santykiné oro drégmeé turéty biiti
maziausiai 30 % ir pageidautina ne didesné kaip 70 %, iSskyrus patalpos plovimo laika, reikéty uztikrinti
50-60 %. Apsvietimas turi bati dirbtinis, esant 12 h $viesos ir 12 h tamsos sekai. Gyviinams 3erti tinka
jprastas laboratorijoje naudojamas pasaras, neribojant geriamo vandens kiekio. Pasaro pasirinkimui gali
turéti jtakos bitinybé tinkamai jmaiSyti bandomaja medziaga, duodant ja $iuo badu.

Gyvinai gali baiti laikomi narveliuose atskirai arba mazomis tos pacios lyties grupémis. Poruojama turi biti
Siam tikslui pritaikytuose narveliuose. Pasitvirtinus susiporavimui, suporuotos patelés turi bati laikomos po
vieng atsivedimo arba veisimo narveliuose. Suporuotos ziurkés gali bati laikomos mazomis grupémis ir
atskiriamos likus vienai arba dviem paroms iki atsivedimo. Artéjant atsivedimui, suporuotos patelés turi
biti apriipinamos atitinkamais ir nustatytais pakratais.

Gyviiny ruosimas

Naudojami jauni ir sveiki, ankstesniuose bandymuose nedalyvave gyviinai, kurie maziausiai 5 paras yra
pratinami prie laboratorijos saglygy. Apibtidinama bandymo gyviino risis, veislé, Saltinis, lytis, masé ir (arba)
amzius. Turi bati Zinoma visy gyviiny tarpusavio giminysté, kad biity iSvengta vieny tévy gyviny
poravimosi. Gyviinai atsitiktinai suskirstomi i kontroling ir bandymo grupe (rekomenduojama grupuoti
taikant sluoksniavimg pagal kiino mase). Narveliai i§déstomi taip, kad biity kiek jmanoma sumazintas bet
koks galimas poveikis dél narvelio vietos. Kiekvienam gyvinui turéty biiti priskirtas savitas identifikavimo
numeris. P kartos gyviinams tai daroma prie§ pradedant duoti bandomaja medziaga. F1 kartos gyviinams
tai daroma poravimui pasirinktiems gyviinams po jy atjunkymo. Duomenys apie visy pasirinkty F1 gyviiny
kilmés vada turi bati registruojami. Be to, rekomenduojama kiek manoma anksciau atskirai identifikuoti
ziurkiukus, kai numatoma atskirai juos sverti arba daryti kokius nors funkcinius bandymus.

Pradéjus duoti dozes tévy kartos (P) gyviinams jie turi baiti mazdaug 5-9 savaiciy. Visy bandomyjy grupiy
gyviinai turi bati kiek jmanoma vienodos masés ir amziaus.
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1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

DARBO EIGA
Gyviiny skaitius ir lytis

Kiekvienoje bandymo ir kontrolingje grupéje turi bati pakankamas pateliy skaicius, kad atsivedimo
momentu arba jam artéjant blity ne maziau kaip 20 veisianciy pateliy. Tai gali bati nejmanoma bandant
medziagas, sukeliancias nepageidaujamg su bandoma medziaga siejama poveikj (pvz., nevaisinguma, per
didelj toksiskuma esant didelei dozei). Tikslas — gauti pakankamg atsivedanciy pateliy skaiciy, kad baty
galima reik§mingai jvertinti, kokia yra bandomosios medziagos geba paveikti vaisinguma, veisima, motinos
elgesi, zindymga, F1 palikuonio augimg ir vystymasi nuo apvaisinimo iki subrendimo ir jo palikuoniy (F2)
vystymasi iki atjunkymo. Todél nepavykus gauti norima veisianciy pateliy skaiciy (t. y. 20), tyrimas
nebiitinai bus netinkamas ir turi biti vertinamas atsizvelgiant i kiekvieng atskirg atveji.

Doziy ruosimas

Rekomenduojama bandomaja medziaga duoti per burng (su pasaru, geriamuoju vandeniu arba per zonda),
isskyrus kai manoma, kad tinkamesnis baty kitas davimo biidas (pvz., per oda arba jkvepiant).

Prireikus bandomoji medziaga iStirpinama arba suspenduojama tinkamame nesiklyje. Rekomenduojama
visais jmanomais atvejais i§ pradziy tirti galimybe naudoti vandeninj tirpala ar suspensija, véliau tirpala ar
emulsijg aliejuje (pvz., kukuriizy aliejuje) ir tik tuomet galimybe tirpinti kitame nesiklyje. Turi biti Zinomos
nesiklio, i§skyrus vandeni, toksiskumo savybés. Turéty biti nustatytas bandomosios medziagos stabilumas
nesiklyje.

Dozavimas

Turi biiti naudojamos maziausiai trijy doziy grupés ir lygiagreciai viena kontroliné grupe. Jei néra
apribojimy dél fizikocheminiy arba biologiniy bandomosios medziagos savybiy, didziausia dozé
pasirenkama siekiant sukelti tam tikra toksiska poveiki, bet ne zitj arba sunkias kancias. Nelaukto
Zistamumo atveju, tyrimai, kuriuose tévy kartos (P) gyviiny Ziistamumas yra mazdaug kaip 10 % maZesnis,
paprastai yra dar priimtini. Turi baiti pasirinkta mazéjanti dozés koncentracijos seka, siekiant parodyti
kiekvieng su dozés dydziu susieta reakcijg ir nesancio neigiamo poveikio lygi (NOAEL). Mazéjancioms dozés
koncentracijos vertéms nustatyti daznai pakanka dvigubo arba keturgubo koncentracijos skirtumo ir daznai
geriau bty papildomai naudoti ketvirtg bandymo grupe, uzuot naudojus labai didelius intervalus tarp
doziy (pvz., daugiklis didesnis kaip 10). Darant su paSaru dedamos medziagos tyrimus, dozés neturéty
skirtis daugiau kaip 3 kartus. Dozés dydis turéty bati pasirenkamas atsizvelgiant i visus turimus toksiskumo
duomenis, ypac kartotiny doziy tyrimo rezultatus. Be to, reikéty nagrinéti visa papildoma informacija apie
bandomojo junginio arba giminingy medziagy apykaitg ir kinetika. Kartu $i informacija padéty parodyti
dozavimo rezimo tinkamumg.

Kontroliné grupé turéty buti medziagos negaunanti grupé arba nesiklj gaunanti kontroliné grupé, jei
bandomajai medziagai duoti naudojamas nesiklis. I3skyrus tai, kad kontrolinés grupés gyviinai
naudojamas nesiklis, kontrolines grupés turéty gauti nesiklio kieki, atitinkanti didZiausia naudojama tirj.
Jei bandomoji medziaga duodama su pasaru ir dél to sumazéja pasaro suvartojimas arba jsisavinimas, gali
tekti naudoti lygiagreciai Seriama kontroling grupe. Vietoj lygiagreciai Seriamos kontrolinés grupés galima
naudoti duomenis, gautus kontroliuojamuose tyrimuose, skirtuose jvertinti sumazéjusio pasaro
suvartojimo jtaka reprodukcijos parametrams.
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1.4.4.

1.4.5

Reikéty atsizvelgti | Sias nesiklio ir kity priedy savybes: poveikj absorbcijai, pasiskirstymui, medziagy
apykaitai ir bandomosios medziagos sulaikymui; poveikj bandomosios medziagos cheminéms savybéms,
del kuriy gali pasikeisti jos toksiskumo savybés; poveikj maisto ar vandens suvartojimui arba gyviiny
jmitimui.

Ribinis bandymas

Jei darant bandyma pagal Siame tyrime apraSytas metodikas su viena maziausiai 1 000 mg/kg kiino masés
per parg doze, kuri yra duodama per burna, arba su atitinkamos procentinés dalies doze, dedama i pasarg
arba | geriama vandeni, toksiskas poveikis tévy grupiy gyviinams arba jy palikuonims nepastebimas ir jei
tokio poveikio nelaukiama, atsizvelgiant i turimus duomenis apie giminingos struktiiros ir (arba) apykaitos
junginius, nebiitina daryti visa tyrima, naudojant kelias doziy koncentracijas. Ribinis bandymas nedaromas,
kai poveikis Zmonéms rodo, kad reikia naudoti didesnes per burng duodamas dozes. Kalbant apie kitus
davimo badus, pvz., jkvépimg arba veikima per odg, bandomosios medziagos fizikocheminés savybés
daznai gali apibreézti ir riboti didZiausig pasiekiama poveikio lygj.

Doziy davimas

Gyvinai gauna bandomosios medziagos doz¢ septynias dienas per savaitg. Geriau duoti per burng (su
pasaru, geriamuoju vandeniu arba naudojant zonda). Jei duodama kitu badu, jis turi bati pagristas, be to,
gali tekti daryti atitinkamus pakeitimus. Atitinkamu bandymo laikotarpiu visi gyviinai turi gauti dozg
vienodu badu. Kai bandomoji medziaga duodama per zonda, reikia naudoti skrandzio vamzdelj. Vienu
metu duodamo skyscio tairis neturi biiti didesnis kaip 1 ml/100 g kino masés (0,4 ml/100 g kiino masés
yra didZiausias kiekis naudojant kukuriizy aliejy), i§skyrus vandeninius tirpalus, kuriy galima duoti po 2
ml/100 g kino masés. Isskyrus dirginancias arba eésdinancias medziagas, kurios esant didesnei
koncentracijai turi sunkesnj poveiki, bandomojo tirpalo tario nepastovumas turi bati kiek jmanoma
sumazintas, kei¢iant koncentracija taip, kad visy doziy taris bity pastovus. Darant tyrimus su zondu,
ziurkiukai dazniausiai gauna bandomosios medziagos netiesiogiai su pienu tol, kol atjunkyti patys pradeda
gauti dozes. Jei tyrimai daromi medZiagg dedant  paSara arba geriamajj vandeni, Ziurkiukai papildomai
gauna bandomosios medziagos tiesiogiai, kai paskuting laktacijos laikotarpio savaite jie pradeda ésti patys.

Jei medziagos duodamos su pasaru arba geriamuoju vandeniu, svarbu uZtikrinti, kad naudojami
bandomosios medziagos kiekiai netrukdyty iprastai mitybai arba vandens pusiausvyrai. Kai bandomoji
medZziaga duodama su pasaru, galima naudoti pastovig koncentracijg (ppm) arba pastovig doz¢ pagal
gyviino kiino masg; naudotas variantas turi bati nurodytas. Jei medziaga duodama per zonda, dozé turéty
bati duodama kiekviena diena panasiu laiku ir reguliuojama maziausiai karta per savait¢ pastoviam dozés
ir gyviino kiino masés santykiui uztikrinti. Reikéty atsizvelgti  informacija dél placentinio pasiskirstymo,
reguliuojant per zondg duodama dozg, nustatoma pagal gyviino masg.
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1.4.6

1.4.7.

1.4.7.1.

1.4.7.2.

Bandymo programos

Kasdieninés dozés tévy kartos (P) patinams ir pateléms pradedamos duoti, kai jie sulaukia 5-9 savaiciy.
Kasdieninés F1 patiny ir pateliy dozés pradedamos duoti po atjunkymo; reikéty turéti omenyje, kad tais
atvejais, kai bandomoji medziaga duodama su paSaru arba geriamuoju vandeniu, tiesioginis F1 kartos
ziurkiuky veikimas bandomaja medziaga gali vykti laktacijos laikotarpiu. Abiem lytims (P ir F1) dozés turi
bati toliau duodamos maziausiai 10 savai¢iy prie§ poravimo laikotarpj. Dozés toliau duodamos abiem
lytims 2 savaites poravimosi laikotarpiu. Kai patinai nebereikalingi jvertinant poveikj reprodukcijai, jie turi
bati humaniskai nuzudomi ir iStiriami. Tévy kartos (P) pateléms dozés duodamos toliau visg veisimo laika
ir iki F1 palikuoniy atjunkymo. Reikéty atsizvelgti | dozavimo programos pakeitimus, pagristus turima
informacija apie bandomaja medziaga, jskaitant turimus toksiskumo, medziagy apykaitos indukcijos arba
biologinio kaupimosi duomenis. Kiekvieno gyviino dozé paprastai turéty biiti pagrista paciu paskutiniu
atskiro gyviino masés nustatymu. TaCiau reikia imtis atsargumo priemoniy reguliuojant dozés dydj
paskutinius tris veisimo ménesius.

P ir F1 karty patiny ir pateliy apdorojimas tesiamas iki jy nuZudymo. Visi P ir F1 suauge patinai ir patelés
turi bliti humaniskai nuzudomi, kai jy nebereikia norint jvertinti poveikj reprodukcijai. Visi poravimui
nepasirinkti F1 palikuonys ir visi F2 palikuonys po atjunkymo turi baiti humaniskai nuzudomi.

Poravimo eiga
Tévy kartos (P) poravimas

Kiekvienam suporavimui patelé atskirai uzdaroma i narvelj su vienu tg pacia doz¢ gaunanciu patinu (1:1
poravimas) tol, kol jie susiporuoja, arba 2 savaitéms. Kiekviena diena patelés tiriamos dél spermos arba
maksties kams¢iy atsiradimo. 0 veisimo diena apibréziama kaip diena, kai randama spermos arba maksties
kamstis. Jei poravimas nesékmingas, galima bty spresti dél pakartotino pateliy poravimo su patikrintais
tos pacios grupés patinais. Pateikiant duomenis poruojamos poros turi buti aikiai identifikuotos. Reikéty
vengti vieny tévy palikuoniy poravimo.

F1 kartos poravimas

Norint poruoti F1 kartos palikuonis F2 kartai gauti, atjunkimo metu i§ kiekvienos vados pasirenkamas
maziausiai vienas patinas ir viena patelé poravimui su kitais ta pacia doz¢ gavusiais kitos vados ziurkiukais.
Kiekvienos vados ziurkiuky pasirinkimas turi bati atsitiktinis, jei vienoje vadoje néra reiksmingy kino
masés arba iSvaizdos skirtumy. Tais atvejais, kai skirtumy yra, pasirenkami geriausi kickvienos vados
atstovai. Praktiskai tai geriausiai buity daryti pagal kiino masg, bet gali labiau tikti atranka pagal i$vaizda.
F1 palikuonys poruojami tik pasieke lyting branda.

Turéty biiti jvertintos poros be palikuoniy, siekiant nustatyti aiskia nevaisingumo priezastj. Siam tikslui
galbiit reikéty taikyti metodikas, numatancias papildomo poravimo galimybes su kitais patikrintais patinais
arba patelémis, dauginimosi organy mikroskopinj tyrimg ir rujos cikly arba spermatogenezés tyrima.
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1.4.7.3.

1.4.7.4.

1.5.

Antrasis poravimas

Tam tikrais atvejais, pvz., kai dél apdorojimo pakinta vados dydis arba pastebimas neaiskus poveikis per
pirmajj poravima, rekomenduojama P arba F1 karty suaugusius gyviinus dar karta poruoti naujai vadai
gauti. Rekomenduojama dar karta poruoti vados nedavusias pateles arba patinus su patikrintais priesingos
lyties reproduktoriais. Jei laikoma, kad yra bitina bet kurios kartos antroji vada, gyvinai turéty bati
poruojami praéjus savaitei nuo paskutinés vados atjunkymo.

Vados dydis

Gyviinams leidZiama normaliai atsivesti vada ir auginti palikuonis iki atjunkymo. Standartizuoti vados dydj
neprivaloma. Standartizavus vados dydj, detaliai apraSomas taikytas metodas.

STEBEJIMALI
Klinikiniai stebé&jimai

Bendrasis klinikinis stebéjimas atlickamas kasdiena, o nustatant davimo per zonda laika, reikéty atsizvelgti
i didziausio laukiamo poveikio po medziagos davimo laikg. Turi bati uzraSomi visi elgesio pokyciai,
sunkaus arba ilgesnio atsivedimo poZymiai ir visi toksiskumo pozymiai. MaZiausiai kas savaite turéty bati
daromas papildomas detalesnis kiekvieno gyviino tyrimas, kurj patogu daryti gyviina sveriant. Du kartus
per dieng ir prireikus kartg per diena savaitgaliais visi gyviinai turi bati stebimi liguistumo pozymiams ir
mirtingumui nustatyti.

Tévy kartos gyviiny kiino masé ir pasaro ar vandens suvartojimas

Tévy karty (P ir F1) gyviinai sveriami pirmaja dozés davimo dieng ir véliau maziausiai kartg per savaite. Tévy
kartos (P ir F1) patelés sveriamos ne maziau kaip 0, 7, 14, ir 20 arba 21 veisimo diena, laktacijos metu
sveriamos tomis paciomis dienomis, kaip ir vada, ir gyviiny nuzudymo diena. Sie rezultatai turi biti
pateikiami ataskaitoje atskirai apie kiekvieng suaugusj gyviing. Poravimo ir veisimo laikotarpiu pasaro
suvartojimas turi biiti matuojamas maziausiai kas savaite. Vandens suvartojimas matuojamas maziausiai
kas savaite, jei bandomoji medziaga duodama su vandeniu.

Rujos ciklas

Pir F1 karty pateliy rujos ciklo trukmé ir normalumas jvertinamas prie$ suporavimg ir, nebitinai, poravimo
metu darant maksties tepinélius tol, kol bus gautas suporavimo jrodymas. Maksties ar gimdos kaklelio
lastelés turi bati imamos atsargiai, kad nebfity paZeista gleiviné ir tokiu biidu nebity sukeltas netikras
veisimas (1).
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Spermos parametrai

UzraSoma visy nuzudyty P ir F1 patiny séklidZiy ir antséklidZiy masé ir vienas kiekvieno organo pavyzdys
paliekamas histopatologiniam tyrimui (Zr. 1.5.7, 1.5.8.1 skirsnius). I$ kiekvienos P ir F1 patiny grupés bent
10 gyviany pogrupio séklidés ir antséklidziai naudojami homogenizavimui atsparioms spermatidéms ir
antséklidziy uodegoje sukauptiems spermatozoidams suskaiciuoti. Turi bati surinkta to paties pogrupio
patiny sperma i§ antseklidziy uodegos arba i3 séklinio latako spermos judrumui ir morfologijai jvertinti. Jei
pastebimas su bandoma medziaga susijes poveikis arba jei yra kituose tyrimuose gauty duomeny apie
galima poveikj spermatogenezei, turéty bati tiriama visy kiekvienos dozés grupés patiny sperma; priesingu
atveju galima apsiriboti kontrolinés grupés ir didziausios dozés grupés P ir F1 patiny spermatozoidy
skai¢iavimu.

Skai¢iuojamas bendras homogenizavimui atspariy seklidziy spermatidziy ir antséklidziy uodegos
spermatozoidy skaicius (2) (3). Spermos atsargas uodegoje galima apskaiCiuoti pagal suspensijos,
naudojamos kokybiniam jvertinimui, spermatozoidy koncentracija ir tairj, ir spermatozoidy, iSgauty véliau
sumalant ir (arba) homogenizuojant likusj uodegos audini, skai¢iy. Visy doziy patiny grupiy pasirinkty
pogrupiy gyviny spermatozoidai skai¢iuojami iskart po gyviiny nuzudymo, iSskyrus kai filmuojama
analoginiu arba skaitmeniniu bidu arba kai bandiniai yra uzgaldomi ir analizuojami véliau. Siais atvejais
kontrolinés ir didelés dozés grupés gali biiti analizuojamos pirmos. Jei su bandomaja medziaga susijusio
poveikio (pvz., poveikio spermatozoidy skai¢iui, judrumui arba morfologijai) néra, kity grupiy analizuoti
nebitina. Jei didele doze gavusioje grupéje pastebimas su bandomaja medziaga susijes poveikis, reikia
jvertinti ir maZesniy doziy grupes.

Antséklidzio (arba séklinio latako) spermatozoidy judrumas jvertinimas arba filmuojamas i3 karto po
nuzudymo. Sperma turi baiti igauta, kiek jmanoma mazinant galimybe jai pakenkti ir skiedZziama judrumui
analizuoti, taikant tinkamus metodus (4). Subjektyviai arba objektyviai jvertinama vis labiau judresniy
spermatozoidy procentiné dalis. Kai daroma kompiuteriné judéjimo analizé (5) (6) (7) (8) (9) (10), didéjantis
judrumas nustatomas pagal vartotojo nustatytas ribines vertes vidutiniam greiciui isilgai trajektorijos ir
tiesiSkumui arba tiesiSkumo indeksui. Jei éminiai filuojami (11) arba skrodimas jrasinéjamas kitu badu,
veliau galima analizuoti tik kontroling ir didel¢ doz¢ gavusiy P ir F1 patiny grupes, iSskyrus kai pastebimas
su bandomaja medziaga susijes poveikis; Siuo atveju dar reikia jvertinti mazesniy doziy grupes. Neturint
analoginio arba skaitmeninio vaizdo jraso, visi visy apdoroty grupiy éminiai analizuojami darant skrodima.

Daromas antseklidzio (arba séklinio latako) spermos éminio morfologinis jvertinimas. Spermatozoidai
(bent 200 vienam éminiui) iStiriami kaip fiksuoti preparatai bei skystoje terpéje (12) ir klasifikuojami kaip
normalis arba nenormaliis. Morfologinés spermatozoidy anomalijos biity spermatozoidy sulipimas,
izoliuotos galvutés ir deformuotos galvutés ir (arba) uodegélés. Daromas visy doziy grupiy pasirinkty
pogrupiy patiny jvertinimas i§ karto po gyviiny nuzudymo arba véliau pagal analoginius arba skaitmeninius
vaizdo jrasus. Fiksuotus tepinius galima analizuoti ir véliau. Siais atvejais kontroliniy ir didziausios dozés
grupés gali biti analizuojamos pirmos. Jei su bandomaja medziaga susijusio poveikio (pvz., poveikio
spermatozoidy morfologijai) néra, kity grupiy analizuoti nebitina. Jei didele doze¢ gavusioje grupéje
pastebimas su bandomaja medziaga susijes poveikis, reikia jvertinti ir mazesniy doziy grupes.

Jei kuris nors i§ pirmiau i§vardyty spermos jvertinimo parametry jau buvo tiriamas darant bent 90 pary
sisteminio toksiskumo tyrimg, $io jvertinimo nebdatina kartoti darant dviejy karty tyrimg. Taciau
rekomenduojama pasilikti P kartos spermos éminius arba skaitmeninius vaizdo jrasus, kad prireikus bty
galima jvertinti véliau.
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Palikuonys

Kiekviena vada tiriama kiek jmanoma greiciau po atsivedimo (0 laktacijos para) norint nustatyti Ziurkiuky
skaiciy ir lytj, negyvagimius, gyvus palikuonis ir tai, ar yra i$sigimimy. Nuling parg rasti negyvi Ziurkiukai,
jei jie nemaceruoti, tiriami galimiems defektams ir Ziities prieZasciai nustatyti, véliau uzkonservuojami. Gyvi
ziurkiukai suskai¢iuojami ir atskirai pasveriami atsivedimo metu (0 laktacijos para) arba pirma parg, o véliau
— reguliariai, pvz., 4, 7, 14, ir 21 laktacijos para. UZraSomos pastebétos pateliy arba palikuoniy fizinés ir
elgesio anomalijos.

Palikuoniy fizinis vystymasis daugiausia registruojamas pagal kiino masés padidéjima. Kiti fiziniai
parametrai (pvz., ausy ir akiy atsivérimas, danty prasikalimas, kailio augimas) gali suteikti papildomos
informacijos, taciau Siuos duomenis biity geriau vertinti registruojant lytinio brendimo duomenis (pvz.,
am?zius ir kiino masé maksties atsidarymo arba apyvarpés atsiskyrimo metu) (13). Rekomenduojama daryti
F1 palikuoniy funkcinius tyrimus (pvz., motorinio aktyvumo, sensorinés funkcijos, refleksy ontogenezés)
pries ir po atjunkimo, visy pirma, susietus su lytiniu brendimu, jei tokia analizé nejtraukta j atskirus tyrimus.
Nustatomas poravimui pasirinkty F1 atjunkyty gyviiny maksties atsidarymo ir apyvarpés atsiskyrimo
laikas. ISmatuojamas F2 Ziurkiuky anogenitalinis atstumas nuling parg po gimimo, jei buvo nustatytas F1
ly¢iy santykio arba lytinio subrendimo laiko pakitimas.

Funkciniy stebéjimy galima nedaryti tose grupése, kuriose yra aiskiy neigiamo poveikio pozymiy (pvz.,
reik§mingas masés didéjimo sumazéjimas ir t. t.). Jei daromi funkciniai tyrimai, jie nedaromi poravimui
atrinktiems Ziurkiukams.

Bendroji autopsija

NuZudyti arba darant tyrima Zuve visi tévy kartos (P ir F1) gyvinai, visi Ziurkiukai su iSorinémis
anomalijomis arba klinikiniais poZzymiais, be to, atsitiktinai pasirinktas i§ kiekvienos F1 ir F2 kartos
ziurkiukas ar Iyties atstovas ar vada tiriama makroskopiskai struktiros anomalijoms arba patologiniams
pakitimams nustatyti. Ypatingas démesys kreipiamas j reprodukcijos sistemos organus. Humaniskai
nuzudyti leisgyviai Ziurkiukai ir negyvi Ziurkiukai, jei nemaceruoti, tiriami galimiems defektams ir Zaties
priezasciai nustatyti, véliau uzkonservuojami.

Tiriama visy pirmg karta gimdziusiy pateliy gimda implantavimo viety buvimui ir skai¢iui nustatyti,
stengiantis nepakenkti histopatologiniam jvertinimui.
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1.5.7.

1.5.8.1

Organy masé

NuzudzZius nustatoma visy P ir F1 karty tévy kiino ir $iy organy masé (poriniai organai sveriami atskirai):
— gimdos, kiausidziy,
— séklides, antseklidzio (viso ir uodegos),
— prostatos,
— sékliniy pasleliy su koaguliatoriy liaukomis ir jy skysciais ir prostatos (kaip vieno vieneto),
— smegeny, kepeny, inksty, bluznies, hipofizio, skydliaukeés, antinks¢iy liauky ir Zinomy veikiamy

organy.

Po nuzudymo nustatoma skrodimui pasirinkty F1 ir F2 Ziurkiuky masé. Sveriami $ie vieno atsitiktinai
pasirinkto Ziurkiuko ar lyties ar vados (zr. 1.5.6 skirsnj) organai: smegenys, bluznis ir uzkricio liauka.

Bendrojo skrodimo ir organy masés rezultatai jvertinami atsizvelgiant i stebéjimus kity kartotinés dozés
tyrimy metu, jei jmanoma.

Histopatologiniai tyrimai
Tévai

Histopatologiniam tyrimui fiksuojami ir atitinkamoje terpéje konservuojami sie tévy (P ir F1) kartos gyviiny
organai ir audiniai arba jy tipiniai éminiai:

— makstis, gimda ir kaklelis, kiausidés (konservuojamos atitinkamoje fiksavimo priemonéje),

— viena séklidé (konservuojama Bouin arba panasioje fiksavimo priemongje), vienas antseklidis,
séklinés pislelés, prostata ir koagulianto liaukos,

— visy poravimui pasirinkty P ir F1 gyviiny organas (-ai), ankstesniuose tyrimuose identifikuotas
(i) kaip veikiamas (-i) organai.

Daromi i§samiis histopatologiniai visy poravimui pasirinkty P ir F1 gyviiny, priklausanciy kontrolinéms ir
didelés dozés grupéms, uzkonservuoty organy ir audiniy tyrimai. P gyviny kiausidziy tyrimas
neprivalomas. Dar tiriami mazos bei vidutinés dozés grupiy organai, kuriems pasireiskia su bandomaja
medZiaga siejami pakitimai, kad bity lengviau nustatyti NOAEL. Be to, daromas histopatologinis mazos ir
vidutinés dozés grupiy gyviiny, kuriems jtariamas sumazéjes vaisingumas, pvz., kurie negaléjo susiporuoti,
pastoti, bati reproduktoriumi arba atsivesti sveikus palikuonis, arba kuriy rujos ciklas arba spermatozoidy
skaicius, judrumas arba morfologija buvo paveikti, reprodukcijos organy jvertinimas. Turi bati itirti visi
dideli pazeidimai, pvz., atrofija arba augliai.
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2.1.

Daromas i§samus s¢klidziy histopatologinius tyrimas (pvz., naudojant Bouin fiksavimo skysti, i parafing
ilietus éminius ir 4-5 pm storio skersinius pjavius), siekiant nustatyti su bandomaja medziaga susieta
poveiki, pvz., spermatidziy sulaikyma, gemaly lasteliy sluoksniy arba tipy trikumg, daugiabranduoles
dideles Igsteles arba spermatogeniniy lasteliy atitriikima | provaisa (14). Nepaliesto antseklidzio tyrimas,
tiriant galvute, kiing ir uodega, gali bati daromas jvertinant isilginj pjavi. Antséklidis jvertinamas leukocity
infiltracijai, lasteliy vyraujanciy tipy poky¢iui, netipiskoms lgsteléms ir spermatozoidy fagocitozei nustatyti.
Patiny reprodukcijos organy tyrimui gali biiti naudojamas dazymas PAS (jodo perriigsties ir Sifo reagentu)
arba hematoksilinu.

Po laktacijos kiausidéje turi bati pirminiai ir augantys folikulai ir dideli laktacijos geltonkaniai. Darant
histopatologinj tyrima turéty bati nustatytas kokybinis pirminiy folikuliy populiacijos sumazéjimas. F1
patelems daromas kiekybinis pirminiy folikuly jvertinimas; gyviiny skaicius, kiausidés skerspjivio
pasirinkimas ir pjaviy éminiy dydis turi statistiskai atitikti taikomg jvertinimo metodikg. Tyrima sudaro
pirminiy folikuly, kurie gali biiti sujungti su mazais auganciais folikulais, skaiciaus nustatymas, siekiant
palyginti paveiktas ir kontrolines kiausides (15) (16) (17) (18) (19).

Atjunkyti jaunikliai

Histopatologiniam tyrimui fiksuojami ir tinkamoje terpéje laikomi audiniai, turintys makroskopiniy
anomalijy, ir visy Ziurkiuky veikiami organai, turintys iSoriniy anomalijy arba klinikiniy poZymiy, be to,
atsitiktinai pasirinktas vienas F1 ir F2 karty Ziurkiukas ar lytis ar vada, nepasirinkta poravimui. Daromas
i§samus histopatologinis konservuoto audinio apibtidinimas, ypatinga démesj kreipiant reprodukcijos
sistemai.

DUOMENYS

REZULTATY APDOROJIMAS

Duomenys pateikiami atskirai ir suvedami j lenteles, kuriose kiekvienai bandymo grupei ir kiekvienai kartai
nurodomas gyviiny skai¢ius bandymo pradzioje, darant bandyma Zuvusiy arba dél humanisky priezasciy
nuzudyty gyviany skaicius, visy gyviiny Zaties arba nuzudymo laikas, vaisingy gyviiny skaicius, veisianciy
pateliy skaicius, toksisko poveikio pozymiy turinciy gyviiny skaicius, pastebéty toksiskumo pozymiy
apraSymas, jskaitant pradzios laika, trukme ir bet kokio toksisko poveikio sunkumag, taikyti tévy ir
palikuoniy stebéjimo baidai, histopatologiniy pakitimy tipai ir atitinkami vados duomenys.
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2.2.

2.3.

Skaitmeniniai rezultatai turi bati jvertinti taikant atitinkamg visuotinai priimtg statistinj metoda; statistiniai
metodai pasirenkami kaip tyrimo schemos dalis ir turi biti pagristi. Duomenims analizuoti gali padéti dozés
ar reakcijos statistiniai modeliai. Ataskaitoje turi buiti pakankamas kiekis informacijos apie analizés metoda
ir taikyta kompiuterio programa, kad nepriklausomas ekspertas ar statistikos specialistas galéty i§ naujo
jvertinti bei atkurti analizés eiga.

REZULTATUY IVERTINIMAS

Sio toksisko poveikio dviejy karty reprodukcijai tyrimo duomenys jvertinami atsizvelgiant i pastebima
poveiki, jskaitant skrodimg ir mikroskopinio tyrimo rezultatus. [vertinamas rysis tarp bandomosios
medziagos ir anomalijy buvimo, nebuvimo, daznumo ir sunkumo, jskaitant makroskopinius pakitimus,
nustatytus veikiamus organus, paveikta vaisingumg, klinikines anomalijas, paveikta reprodukavimo gebg ir
vados charakteristikas, kiino masés poky¢ius, poveikj gaiStamumui ir bet kokij kitg toksiska poveikj arba
tokio rysio nebuvimas. Ivertinant rezultatus reikia atsizvelgti j bandomosios medziagos fizikochemines
savybes ir toksikokinetinius duomenis, jei tokie baty.

Tinkamai darant toksisko poveikio reprodukcijai bandyma turi bati gautas patenkinamas poveikio
nesukeliancios dozés jvertis ir neigiamo poveikio reprodukcijai, atsivedimui, laktacijai, postnataliniam
vystymuisi, jskaitant augima ir lytinj brendima, supratimas.

REZULTATU AISKINIMAS

Toksisko poveikio dviejy karty reprodukcijai tyrimas suteiks informacijos apie kartotinio medziagos
naudojimo poveikj visais reprodukcijos ciklo tarpsniais. Pirmiausia tyrimas suteikia informacijos apie
reprodukcijos parametrus ir palikuoniy vystymasi, augimg, brendimg ir i$likimg. Tyrimo rezultatai turéty
bati aiskinami atsizvelgiant i pusiau létinio toksisko poveikio, toksisko poveikio prenataliniam vystymuisi
ir j toksikokinetiniy bei kity atliktytyrimy rezultatus. Sio tyrimo rezultatai gali biiti naudojami jvertinant
cheminés medziagos papildomy tyrimy batinuma. Tyrimo rezultaty ekstrapoliavimas Zmonéms gali tikti
tik tam tikru laipsniu. Jie labiausiai tinka, kai reikia gauti informacijos apie poveikio nesukeliancias dozes
ir leisting poveikj Zmonéms (20) (21) (22) (23).
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ATASKAITOS RENGIMAS

BANDYMU ATASKAITA

Bandymy ataskaitg turi sudaryti §i informacija:
Bandomoji medziaga:

— fizikiné biisena ir, jei reikia, fizikocheminés savybés,
— identifikavimo duomenys,

— grynumas.

Nesiklis (jei naudojamas):

— nesiklio pasirinkimo pagrindimas, jei tai ne vanduo.
Bandymo gyviinai:

— naudota risis ir veisle,

— gyvany skai¢ius, amzius ir lytis,

— Saltinis, laikymo sglygos, padaras, kraiko medziagos ir t. t.,
— atskirai kiekvieno gyviino masé¢ bandymo pradzioje.
Bandymo salygos:

— dozés koncentracijos pasirinkimo pagrindimas,

— detali informacija apie bandomosios medziagos preparato ruosima arba jos déjima j pasarg, gautos

koncentracijos vertés,
— preparato stabilumas ir vienalytiskumas,

— detali informacija apie bandomosios medziagos davima,

— bandomosios medziagos koncentracijos paSare ar geriamajame vandenyje (ppm) perskai¢iavimas j

tikraja doze (mg/kg kiino masés per parg), jei tinka,

— detali informacija apie paaro ir vandens kokybe.
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Rezultatai:

— pasaro suvartojimas ir, jei matuojamas, vandens suvartojimas, pasaro efektyvumas (kiino masés
padidéjimas vienam suvartoto pasaro gramui), P ir F1 gyviny atveju nurodomas suvartotos
bandomosios medziagos kiekis, i§skyrus bendrojo buvimo laikotarpj ir maziausiai paskutinj laktacijos
laikotarpio tre¢dalj,

— absorbcijos duomenys (jei yra),

— P ir F1 gyviny, pasirinkty poravimui, kiino masés duomenys,

— vados ir Ziurkiuky masés duomenys,

— tevy karty kino masé nuzudant ir absoliucios bei santykinés organy masés duomenys,
— Klinikiniy poZymiy tipas, sunkumas ir trukmeé (griZtami ar negriZtami),

— zaties darant tyrima laikas arba gyvinai, i$gyven¢ iki nuzudymo,

— toksiskumo duomenys pagal lytj ir dozg, jskaitant poravimo, vaisingumo, veisimo, gimstamumo,
gyvybingumo ir laktacijos rodiklius; ataskaitoje nurodomi skaiciai, naudojami rodikliams apskaiciuoti,

— toksiskas arba kito tipo poveikis reprodukcijai, palikuonims, postnataliniam augimui ir t. t.,
— skrodimo rezultatai,

— detalus visy histopatologiniy rezultaty apraymas,

— Pir F1 pateliy, turin¢iy normaly ciklg, skaicius ir ciklo trukme,

— suminis spermatozoidy antséklidZio uodegoje skaicius, vis labiau judresniy spermatozoidy procentiné
dalis, morfologiskai normaliy spermatozoidy procentiné dalis ir spermatozoidy, su kickviena
identifikuota anomalija, procentiné dalis,

— poravimosi laikas, jskaitant pary iki poravimosi skaiciy,

— veisimo trukmé,

— implantacijy, geltonkiiniy skaicius, vados dydis,

— gimusiy gyvy ziurkiuky skaicius ir poimplantaciniai nuostoliai,

— Ziurkiuky su aiskiai matomais i$sigimimais skaicius; pateikiamas silpniausiy Ziurkiuky skaicius, jei buvo
nustatomas,

— ziurkiuky fiziniai duomenys ir kiti postnatalinio vystymosi duomenys; jvertinti fiziniai parametrai turi
bati pagristi,

— ziurkiuky ir suaugusiy gyviny funkciniy stebéjimy duomenys, kai tinka,
— statistinis duomeny apdorojimas, jei reikia.
Rezultaty aptarimas.

I3vados, skaitant pateléms ir palikuonims gautas NOAEL vertes.
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1.1

B.42. ODOS JAUTRINIMAS. VIETINIO LIMFMAZGIO TYRIMAS

METODAS

Sis bandymy metodas atitinka OECD TG 429 (2002)

JVADAS

Vietinio limfmazgio tyrimas (Local Lymph Node Assay — LLNA) yra pakankamai jteisintas ir priimtas, kad
biity galima pagristi jo, kaip naujo metodo, patvirtinima (1) (2) (3). Tai yra antrasis metodas, leidZiantis
nustatyti galimg cheminiy medziagy sukeliamg gyviiny odos jautrinima. Pagal kita metoda (B.6)
naudojami bandymai su jary kiaulytémis, ypa¢, maksimizacijos ir Buehlerio bandymas su jiros
kiaulytémis (4).

LLNA yra pakaitinis metodas odg jautrinan¢ioms cheminéms medziagoms identifikuoti ir patvirtinti, kad
tam tikry medziagy geba jautrinti odg néra didelé. Nereikia manyti, kad visais atvejais vietoj bandymo su
jury kiaulytémis reikéty taikyti LLNA bandyma; tai labiau reiskia, kad $is bandymas yra lygiavertis ir gali
bati taikomas kaip pakaitinis metodas, pagal kurj teigiamy ir neigiamy rezultaty paprastai nebereikia
papildomai patvirtinti.

LLNA turi tam tikry prana§umy atsizvelgiant i mokslo pazanga ir gyviny gerove. Tiriamas odos
jautrinimo indukcinis periodas ir gaunami kiekybiniai duomenys, tinkami reakcijai i doze jvertinti. Yra
paskelbta i§sami informacija apie LLNA tinkamumo patvirtinimg ir susijusiy darby apzvalga (5) (6) (7) (8).
Be to, reikia pazyméti, kad silpnai arba vidutiniskai jautrinan¢ios medziagos, kurios yra rekomenduotos
kaip tinkamos teigiamo poveikio kontrolinés medziagos bandymams su jiry kiaulytémis, tinka naudoti
LLNA metodui (6) (8) (9).

LLNA yra in vivo metodas, todél jautrinanc¢iam poveikiui dél salycio jvertinti naudojami gyvinai. Taciau
taikant §j metodg yra galimybé sumazinti Siam tikslui reikalingy gyviiny skaiciy. Be to, LLNA i§ esmeés
pagerina bida, kuriuo gyvinai naudojami jautrinimui dél sglyc¢io bandyti. LLNA yra pagristas
imunologiniy reiskiniy, kuriuos cheminés medziagos sukelia jautrinimo indukcijos periodu, nagrinéjimu.
Kitaip nei darant bandymus su jiry kiaulytémis, taikant LLNA nereikia sukelti ypac didelio odos jautrumo
reakcijy. Be to, taikant LLNA nereikia naudoti aktyvuojanciyjy priedy, kurie reikalingi darant
maksimizacijos bandyma su jiry kiaulytémis. Taigi LLNA sumazina gyviiny kancias. NeZitirint | LLNA
pranasumus palyginti su tradiciniais bandymais su jary kiaulytémis, reikia pripazinti, kad yra tam tikry
apribojimy, dél kuriy gali tekti taikyti tradicinius bandymus su jiry kiaulytémis (pvz., klaidingi neigiami
rezultatai tiriant kai kuriuos metalus taikant LLNA, klaidingi teigiami rezultatai tiriant tam tikrus odos
dirgiklius) (10).

Dar 7r. B dalies jvadg.
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1.2.

1.3.

1.3.1.1.

1.3.1.2.

1.3.2.1.

1.3.2.2.

BANDYMU METODO ESME

Pagrindinis principas, kuriuo pagristas LLNA metodas, yra jautrinanciyjy medziagy sukelta pirminé
limfocity proliferacija cheminés medziagos uzdéjimo vieta drenuojanéiame limfmazgyje. Si proliferacija
yra proporcinga naudojamai dozei (ir alergeno gebai jautrinti), taigi tai yra paprastas biidas objektyviai
ir kiekybiskai imatuoti jautrinimg. Taikant LLNA, $i proliferacija jvertinama kaip dozés ir reakcijos
santykis, lyginant proliferacija bandymo grupése ir nesiklj gavusiose kontrolinése grupése. Nustatomas
proliferacijos paveiktose grupése ir kontrolinése nesiklio grupése santykis, vadinamas dirginimo rodikliu,
kuris turi bati lygus maziausiai trims, kad bandomoji medziaga galéty biti toliau vertinama kaip galinti
odg dirginanti medziaga. Cia aprasyti metodai yra pagristi radioaktyviyjy indikatoriy naudojimu lasteliy
proliferacijai i$matuoti. Taciau gali baiti naudojami kiti parametrai proliferacijai jvertinti, jei jie pagristi
atitinkamais moksliniais duomenimis, jskaitant i§samias nuorodas ir metodo aprasyma.

BANDYMO METODO APRASYMAS
Pasiruosimas
Laikymo ir Sérimo sglygos

Gyviinai turéty bati laikomi atskirai. Patalpos, kurioje laikomi bandomieji gyviinai, temperatiira turi bati
20 °C (¢ 3 °C). Nors santykiné oro drégmé turéty bati maziausiai 30 % ir pageidautina ne didesné kaip
70 %, i8skyrus patalpos plovimo laika, reikéty uztikrinti 50-60 %. ApSvietimas turi biiti dirbtinis, esant
12 h $viesos ir 12 h tamsos sekai. Gyviinams Serti tinka jprastas laboratorijoje naudojamas pasaras,
neribojant geriamo vandens kiekio.

Gyviiny ruosimas

Gyvinai pasirenkami atsitiktinai, Zenklinami, kad baty jmanoma kiekvieng identifikuoti (taciau
netaikomas joks ausy Zenklinimas), ir laikomi narveliuose maziausiai 5 paras pries§ pradedant duoti dozes,
kad galéty priprasti prie laboratorijos salygy. Prie§ apdorojimo pradzig visi gyviinai tiriami, siekiant
isitikinti, ar jie neturi pastebimy odos pazeidimy.

Bandymo salygos
Bandymo gyviinai

Siam bandymui pasirinkta gyviiny riisis — pelés. Naudojamos jaunos suaugusios CBA/Ca arba CBA/J
veislés peliy patelés, kurios yra be vados ir neapvaisintos. Pradedant tyrima, gyviiny amzius turi bati 8—12
savaiciy, o gyviiny masés skirtumas turi biti kiek jmanoma mazesnis ir nevirsyti 20 % vidutinés mases.
Galima naudoti kitas veisles ir patinus, jei yra gauta pakankamai duomeny, kurie rodyty, kad néra esminiy
veislei ir (arba) ly¢iai bidingy reakcijos | LLNA skirtumy.

Patikimumo tikrinimas

Teigiamo poveikio kontrolinés gyviiny grupés naudojamos siekiant parodyti bandymo tinkamuma ir
laboratorijos kompetencija sékmingai atlikti bandyma. Teigiamo poveikio kontroliniy gyviiny grupéms
turi pasireiksti teigiama LLNA reakcija esant veikimo dozei, kuri turéty uztikrinti jautrinimo rodiklio
padidéjima (SI) > 3 palyginti su neigiamo poveikio kontroline grupe. Teigiamo poveikio kontroline dozé
pasirenkama taip, kad indukcija bty aiski, bet ne per didelé. Tinkamiausios medziagos yra
heksilcinamono aldehidas (CAS Nr. 101-86-0, EINECS Nr. 202-983-3) ir merkaptobenztiazolas (CAS
Nr. 149-30-4, EINECS Nr. 205-736-8). Gali pasitaikyti aplinkybés, kai pateikus pakankamai jrodymy
galima naudoti kitas kontrolines medziagas, atitinkanc¢ias pirmiau nurodytus kriterijus. Nors paprastai
teigiamo poveikio kontroliné grupé gali biiti reikalinga darant kiekvieng tyrima, gali bati situacijy, kai
bandymy laboratorijos turés ankstesnius teigiamo poveikio kontrolinius duomentis, kurie leisty parodyti
patenkinamos reakcijos pastovuma Sesis ménesius arba ilgesnj laikotarpj. Tokiais atvejais gali pakakti
reciau daromo teigiamo poveikio kontrolinio bandymo, esant ne didesniems kaip 6 ménesiy intervalams.
Nors teigimo poveikio kontroliné medziaga turi bati bandoma nesiklyje, kuris baty Zinomas, kaip
sukeliantis vienodg reakcija (pvz., acetonas, alyvuogiy aliejus), gali bti reikalaujama bandyti naudojant
netipinj nesiklj (klinikiniu arba cheminiu pozitriu atitinkantj misinj). Tokiu atveju reikia patikrinti galima
teigiamo poveikio kontrolinés medziagos ir tokio netipinio nesiklio saveika.
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1.3.2.3.

1.3.3.1.

Gyviiny skaicius, dozés dydis ir nesiklio pasirinkimas

Vienos dozés grupéje naudojami maziausiai keturi gyviinai, esant ne maziau kaip trims bandomosios
medziagos koncentracijos vertéms, taip pat neigiamo poveikio kontroliné grupé, paveikiama tik
bandomosios medziagos nesikliu, ir, prireikus, teigiamo poveikio kontroliné grupé. Tais atvejais, kai reikia
surinkti atskiry gyviiny duomenis, vienos dozés grupéje turi biti ne maziau kaip penki gyviinai.
Kontroliniy grupiy gyviinai prizitirimi kaip ir medZziaga veikiamy grupiy gyviinai, i§skyrus tai, kad jie
negauna bandomosios medziagos.

Dozé ir nesiklis turi biiti pasirenkami atsizvelgiant i rekomendacijas, pateiktas nuorodoje (1). Dozés
pasirenkamos i§ koncentracijos ver¢iy eilutés 100 %, 50 %, 25 %,10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 % ir t. t.
Pasirenkant tris nuoseklias koncentracijos vertes, turéty biti atsizvelgta i turimus dmaus toksiskumo ir
odos dirginimo duomenis, kad didziausia koncentracija turéty kiek jmanoma didesnj poveikj, bet biity
iSvengta sisteminio toksiskumo ir per didelio vietinio odos dirginimo (2) (11).

Nesiklis pasirenkamas taip, kad bandymo koncentracijos vertés ir tirpumas biity kiek jmanoma didesni
ir kad tirpalas ar suspensija tikty bandomajai medziagai uzdéti. Pirmumo tvarka rekomenduojamas
nesiklis yra acetonas arba alyvuogiy alicjus (4:1 V[V), dimetilformamidas, metiletilketonas,
propilenglikolis ir dimetilsulfoksidas (2) (10), taciau galima naudoti kitus nesiklius, jei tai biity tinkamai
moksliskai pagrista. Tam tikrais atvejais papildomai kontrolei gali tekti naudoti klinikiniu poZitriu
atitinkantj tirpiklj arba komercinj preparata, turintj bandomosios medziagos. Reikia ypa¢ stengtis
uztikrinti, kad i nesiklj bty dedama hidrofiliniy medziagy, kurios drékinty odg ir i§ karto nenutekeéty.
Taigi reikéty vengti naudoti grynai vandeninius nesiklius.

Bandymo eiga

Bandymo planas

Eksperimentinis tyrimo planas atrodo taip:
o 1 diena:

Atskirai nustatoma ir uZraSoma kiekvieno gyvino masé. Ant kiekvienos ausies iSorinés pusés
uzladinama 25 pl atitinkamai atskiesto bandomosios medziagos tirpalo, vien tik nesiklio arba
teigiamo poveikio kontrolinés medziagos (prireikus).

e 2ir 3 dienos:
Kartojama 1 dieng daryta procediira.

e 4ir5 dienos
Bandomoji medziaga nenaudojama.

e 6 diena
UzraSoma kiekvieno gyviino masé. ] visy peliy uodegos vena suleisdziama 250 pl valgomosios
druskos ir fosfatinio buferio tirpalo (PBS), turincio 20 pCi (7,4e + 8 Bq) *H-metiltimidino. Galima
suleisti 250 L PBS, turin¢io 2 uCi (7,4e + 7 Bq) ' 2’Ijoddeoksiuridino ir 107> mol/l fluordeoksiuridino.
Po penkiy valandy gyvinai nuzudomi. Drenuojamieji ausy limfmazgiai i§pjaunami i§ kiekvienos
ausies ir kiekvienos bandymo grupés iSpjovos sudedamos | PBS (jungtinio apdorojimo grupés
metodas); taikant kita metoda, galima iSpjauti atskiry gyviny limfmazgius ir kiekvieno gyvino

atskirai sudéti j PBS (atskiro gyviiny apdorojimo metodas). Limfmazgiy identifikavimo ir skrodimo
apraSyma bei schemas galima rasti 10 nuorodos I priede.
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1.3.3.2.

1.3.3.3.

1.3.3.4.

1.3.3.4.1.

1.3.3.4.2.

Lysteliy suspensijos ruosimas

Ruosiama jungtinio apdorojimo grupiy arba atskiry gyviiny poros limfmazgiy lasteliy suspensija (LNC),
$velniai mechaninikai susmulkinant per 200 pm neridijancio plieno tinklelj. Limfmazgiy lastelés du
kartus plaunamos PBS pertekliumi ir 18 h nusodinamos 5 % trichloracto rtigsties (TCA) esant 4 °C (2).
Nuosédos vél suspenduojamos 1 ml TCA ir suspensija supilama j scintiliacinius mégintuvélius, turin¢ius
10 ml scintiliacinio skyscio, kai reikia skaiciuoti *H, arba tiesiai j mégintuvélius gama impulsams
skaiciuoti, kai reikia nustatyti '#°1.

Lgsteliy proliferacijos nustatymas (radioaktyviyjy junginiy patekimas)

*H-metiltimidino patekimas matuojamas skaiciuojant B scintiliacijas kaip skilimy skai¢iy per minute
(DPM). '*’Ijoddeoksiuridino patekimas matuojamas skaiciuojant ' ir isreiskiamas kaip DPM.
Atsizvelgiant i taikoma metodg, patekimas bus isreiskiamas DPM/apdorotai grupei (jungtinis metodas)
arba DPM/gyviinui (atskiry gyviing metodas).

Stebéjimai
Klinikiniai stebéjimai

Gyviinai kruopsciai apZzitirimi kartg per dieng bet kokiems klinikiniams pozymiams (vietiniam dirginimui
lasinimo vietoje arba sisteminiam toksiskumui) nustatyti.. Visi pastebéjimai yra sistemingai registruojami
apie kiekvieng atskirg gyviing.

Kiino masé

Kaip nurodyta 1.3.3.1 skirsnyje, atskirai kickvieno gyviino masé nustatoma bandymo pradzioje ir po
numatyto gyviino nuzudymo.

Rezultaty apskai¢iavimas

Rezultatai isreiskiami kaip dirginimo rodiklis (Stimulation Index — SI). Taikant jungtinio apdorojimo
metoda, SI gaunamas bendrg visos apdorotos grupés gauta radioaktyviyjy junginiy patekimo dydj dalijant
i§ visai nesiklio kontrolinei grupei gauto patekimo dydzio; $is dalmuo yra vidutiné SI verté. Taikant atskiry
gyviny apdorojimo metoda, SI gaunamas dalijant kiekvienos bandomosios medziagos grupés viduting
DPM/gyviinui verte ir teigiamo poveikio kontrolinés grupés viduting DPM/gyviinui verte iS
tirpiklio/nesiklio kontrolinés grupés vidutinés DPM/gyviinui vertés. Taigi nesiklio kontrolinés grupés
vidutiné ST verté lygi 1.

Jei SI apskaiciuoti taikomas atskiro gyviino metodas, galima daryti statisting duomeny analiz¢.
Pasirinkdamas tinkama statistinés analizés metoda, tyréjas turi suvokti netolygios sklaidos ir kity susijusiy
problemy galimybe, dél to gali tekti duomenis transformuoti arba taikyti neparametring statisting analize.
Tinkamas baidas duomenims interpretuoti — jvertinti visus atskirus duomenis, gautus tiriant apdorotos
grupés ir kontrolinés grupés, kurioje naudojamas nesiklis, gyviinus, ir i§ $iy duomeny gauti geriausiai
atitinkancig dozés ir reakcijos santykio kreive, atsizvelgiant j pasikliautinuosius rézius (8) (12) (13). Taciau
tyréjas turi bati pasiruo$es galimiems atskiry grupés gyviiny reakcijos ,riktams®, ir dél to gali tekti taikyti
kita reakcijos matg (pvz., medianing, bet ne viduting vertg) arba pasalinti rikta.

Sprendziant dél teigiamos reakcijos, dirginimo rodiklis turi bati > 3, kartu bitina atsizvelgti i dozés ir
reakcijos santyk] ir, jei tinka, statistinj reiksminguma (3) (6) (8) (12) (14).

Jei gauti rezultatai néra visiskai aiskis, reikéty atsizvelgti i jvairias bandomosios medziagos savybes,
iskaitant tai, ar jos struktiira gimininga Zinomy oda jautrinanc¢iy medziagy struktirai, ar ji sukelia per
didelj odos dirginima, ir pasireiskusio dozés ir reakcijos santykio tipa. Sie ir kiti klausimai yra igsamiai
aptarti kitur (7).
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2. DUOMENYS

Duomenys turi biti suvesti i lenteles, kuriose nurodomos vidutines bei atskiros DPM vertés ir dirginimo
rodikliai, taikomi kiekvienos dozés grupei (jskaitant nesiklio kontroling grupe).

3. ATASKAITOS RENGIMAS

3.1. BANDYMU ATASKAITA
Ataskaitg turi sudaryti §i informacija:
Bandomoji medziaga:

— identifikavimo duomenys (pvz., CAS numeris, jei yra; grynumas; Zinomos priemaisos; siuntos
numeris),

— fizikiné biisena ir fizikocheminés savybés (pvz., lakumas, stabilumas, tirpumas),
— jei misinys, jo sudétis ir komponenty procentiné dalis.

Nesiklis:

— identifikavimo duomenys [grynumas; koncentracija (jei tinka); naudojamas tiiris],
— nesiklio pasirinkimo pagrindimas.

Bandomo gyviinai:

— naudota peliy veisle,

— gyvino mikrobiologine biisena, jei Zinoma,

— gyvany 3altinis, laikymo salygos, pasaras ir t. t.,

— gyviny skaicius, amzZius ir lytis.

Bandymo salygos:

— i$sami informacija apie bandomosios medziagos ruo$ima ir déjima,

— dozés koncentracijos pasirinkimo pagrindimas, jskaitant intervalo nustatymo tyrimo rezultatus, jei
tyrimas buvo daromas; naudotos nesiklio ir bandomosios medziagos koncentracijos vertés, suminis
dedamos medziagos kiekis,

— i$sami informacija apie paaro ir vandens kokybe (jskaitant pasaro tipg ar 3altinj, vandens Saltinj).
Patikimumo tikrinimas:

— paskutinés patikimumo patikros rezultaty santrauka, jskaitant informacija apie medziaga,
koncentracijg ir naudojama nesiklj,

— lygiagreciai ir (arba) anks¢iau bandymo laboratorijoje gauti teigiamo ir neigiamo poveikio kontroliniai
duomenys.

Rezultatai:
— atskiry gyviinyg masé dozés gavimo ir numatyto nuzudymo diena,

— vidutiniy DPM ver¢iy (jungtinio apdorojimo metodas) ir atskiry verciy (atskiro apdorojimo metodas)
lentelés, taikant abu metodus gauty verciy intervalas ir dirginimo rodikliai kiekvienos dozés grupei
(iskaitant nesiklio kontroling grupe),

— statistiné analizé, jei tinka,

— toksiskumo atsiradimo laikas ir pozymiai, jskaitant kiekvieno gyviino odos dirginima medziagos
uzdéjimo vietoje, jei yra.

Rezultaty aptarimas:

— trumpas rezultaty, dozés ir reakcijos santykio analizés ir statistinés analizés, jei tinka, aiskinimas,
padarant i§vada, ar bandomoji medziaga turéty biti laikoma odg jautrinancia medziaga.
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1.1.

B.43. NEUROTOKSISKO POVEIKIO GRAUZIKAMS TYRIMAS

METODAS
Sis metodas atitinka OECD TG 424 (1997).

Sis bandymo metodas buvo sukurtas gauti informacijai, kuri yra biitina norint patvirtinti arba papildomai
apibudinti galima cheminiy medziagy neurotoksmkq poveiki suaugusiems gyviinams. S metoda galima
derinti su egzistuojanciais bandymo metodais, darant kartotinés dozés toksiskumo tyrimus, arba daryti
atskirg tyrima. Rekomenduo;ama susipazinti su OECD neurotoksiskumo tyrimo strategijos ir metody
vadovu (1), kuris padéty planuoti tyrimus, pagtistus Siuo bandymo metodu. Sis vadovas yra ypa¢
reikalingas, kai rengiamasi daryti $iame metode rekomenduoty jprasty steb¢jimy ir bandymo metodiky
pakeitimus. Vadovas buvo parengtas norint palengvinti kity bandymo metodiky, taikytiny konkreciomis
aplinkybémis, pasirinkimg. Sis metodas neskirtas jvertinti neurotoksiska poveikj vystymuisi.

[VADAS

Vertinant cheminiy medziagy toksiskumo savybes, svarbu atsizvelgti | neurotoksisko poveikio galimybe.
Jau kartotinés dozés bandymy metode sisteminiam toksiskumui nustatyti vykdomi galimo
neurotoksiskumo stebéjimai. Sis bandymo metodas gali biiti taikomas planuojant tyrima, kuris leisty
gauti papildomos informacijos arba patvirtinti neurotoksiska poveiki, pastebétg kartotines dozés
sisteminio toksiskumo tyrimuose. Taciau nagrinéjant galimg tam tikry cheminiy medziagy klasiy
neurotoksiskuma, gali bati prieita prie i$vados, kad sios medziagos galéty bati tinkamiau jvertintos taikant
$i metodg, kai neturima iSankstiniy duomeny apie galimg neurotoksiskumga, kurie baty gauti vykdant
kartotinés dozés sisteminio toksiskumo tyrimus. Tai galety bati, pvz.:

* neurologiniy poZymiy arba neuropatologiniy pazZeidimy stebéjimas, darant kitus nei kartotinés
dozés sisteminio toksiskumo tyrimus; arba

 struktiiros panasumy buvimas arba kita informacija, kuri leisty medziagas susieti su kitomis
neurotoksiskomis medziagomis.

Be to, gali bati kity pavyzdziy, kai galéty tikti $is bandymy metodas; daugiau informacijos pateikiama
nuorodoje (1).

Sis metodas buvo kuriamas taip, kad jj biity galima pritaikyti konkretiems poreikiams, norint patvirtinti
specifinj cheminés medziagos histopatologinj neurotoksiskuma ir jos neurotoksiskuma, veikiantj elgsena,
be to, apibudinti ir kiekybiskai jvertinti neurotoksiskaj poveikj.

Anks¢iau neurotoksiskumas buvo prilyginamas neuropatijai, esant neuropatologiniams pazeidimams
arba neurologiniams funkcijy sutrikimams, pvz., konvulsijos, paralyZius arba drebulys. Nors neuropatija
yra svarbus neurotoksiskumo pasireiskimas, dabar paaiskéjo, kad yra daug kity toksisko poveikio nervy
sistemai pozymiy (pvz., motorinés koordinacijos netekimas, jutimo trikumai, mokymosi ir atminties
sutrikimai), kuriy galima nepastebéti darant neuropatologinius arba kity tipy tyrimus.

Sis neurotoksiskumo bandymo metodas skirtas nustatyti pagrindinj neurobihevioristin ir
neuropatologinj poveikj suaugusiems grauzikams. Nors poveikis elgesiui gali rodyti neigiama jtaka
organizmui ir tuo atveju, kai morfologiniy pakitimy néra, ne visi elgesio pakitimai yra badingi nervy
sistemai. Taigi visus pastebétus pakitimus reikéty jvertinti kartu su susijusiais histopatologiniais,
hematologiniais arba biocheminiais duomenimis ir kity sisteminio toksiskumo tipy duomenimis. Siam
metodui numatytus bandymus neurotoksiskam poveikiui apibtdinti ir kiekybiskai jvertinti sudaro
specifinés histopatologinio ir elgesio jvertinimo metodikos, kurias papildomai gali patvirtinti
elektrofiziologiniai ir (arba) biocheminiai tyrimai (1)(2)(3)(4).
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1.2

1.3.

Neurotoksiskos medziagos gali veikti jvairias nervy sistemos vietas ir jvairiais veikimo mechanizmais.
Kadangi joks vienas bandymy rinkinys negali iSsamiai jvertinti visy medZiagy neurotoksiskumo, gali tekti
taikyti kitus in vivo arba in vitro bandymus, atitinkancius pastebeta arba numatoma neurotoksiskumo tipa.

Be to, is bandymo metodas gali bati taikomas atsizvelgiant | rekomendacijas, pateiktas OECD
neurotoksiskumo tyrimo strategijos ir metody vadove (1), siekiant parengti tyrimus, skirtus papildomai
apibadinti dozés ir reakcijos santykj arba padidinti jo kiekybinio jvertinimo jautruma, kad bty galima
geriau jvertinti nesancio neigiamo poveikio lygj arba pateikti negin¢ijamy jrodymy apie Zinomus arba
spejamus chemines medziagos keliamus pavojus. Pvz., galima parengti tyrimus neurotoksiskumo
mechanizmui (-ams) identifikuoti ir jvertinti arba papildyti duomenis, kurie jau buvo gauti taikant bazines
elgesio ir neuropatologiniy stebéjimy metodikas. Darant tokius tyrimus nereikia pakartotinai gauti
duomeny, kurie gaunami taikant $iame metode rekomenduotas etalonines metodikas, jei tokie duomenys
jau yra ir néra laikomi batinais tyrimo rezultatams aiskinti.

Sis neurotoksiskumo tyrimas, daromas atskirai arba kartu su kitais tyrimais, suteikia informacijos, kuri
leidZia:

¢ identifikuoti, ar nervy sistema yra visam laikui arba griZtamai veikiama bandomaja chemine
medZiaga;

 papildomai apibtdinti nervy sistemos pakitimus, susijusius su cheminés medziagos veikimu, ir
suprasti veikian¢io mechanizmo esmeg;

* nustatyti dozés ir reakcijos bei laiko ir reakcijos santykius, kad bty galima jvertinti nesancio
neigiamo poveikio lygj (kuris gali biiti naudojamas nustatant cheminés medziagos saugos
kriterijus).

Taikant §j bandymo metodg, bandomoji medziaga duodama per burng. Kiti medziagos davimo baidai
(pvz., per odg arba jkvepiant) gali bati tinkamesni ir gali tekti keisti rekomenduojamas metodikas.
Davimo biido pasirinkimas priklauso nuo Zmoniy veikimo aplinkybiy ir turimos informacijos apie
toksikologija ir kinetika.

APIBREZTYS

Neigiamas poveikis: bet koks su apdorojimu susijes pakitimas palyginti su etalonu, mazinantis
organizmo geba i§gyventi, daugintis arba prisitaikyti prie aplinkos.

Dozé: skirtas bandomosios medziagos kiekis. Dozé iSreiskiama bandomosios medziagos mase bandymo
gyviino masés vienetui (pvz., mg/kg) arba kaip pastovios koncentracijos pasare vertés (ppm).

Dozavimas: bendrasis terminas dozei, jos davimo daznumui ir trukmei apibadinti.

NeurotoksiSkumas: nervy sistemos struktiiros arba funkcijos neigiamas pakitimas dél veikimo chemine,
biologine arba fizikine medziaga.

Neurotoksiska medZiaga: bet kuri cheminé, biologine arba fizikiné medziaga, galinti sukelti
neurotoksiskuma.

NOAEL: nesancio neigiamo poveikio lygio santrumpa, ir tai yra didziausia dozé, kai néra su apdorojimu
susieto neigiamo poveikio.

BANDYMO METODO ESME

Bandomoji cheminé medziaga duodama kelioms laboratoriniy grauziky grupéms per burng, naudojant
kelias dozés koncentracijos vertes. Paprastai tenka duoti kartotines dozes ir dozavimo rezimas gali bt
28 pary, pusiau létinis (90 pary) arba létinis (1 metai arba ilgiau). Be to, siam bandymo metodui parengtos
metodikos gali bati taikomos darant tmaus neurotoksiskumo tyrimg. Gyviinai bandomi siekiant aptikti
arba apibidinti elgesio ir (arba) neurologines anomalijas. Kickvienu stebéjimo laikotarpiu jvertinami
jvairis elgesio, kuriam neurotoksiskos medziagos galéty daryti jtaka, aspektai. Pasibaigus bandymui,
kiekvienos grupés kiekvienos lyties gyviiny pogrupio gyviinams daroma perfuzija in situ ir ruogiami bei
tirlami galvos bei stuburo smegeny ir periferiniai nervy preparatai.
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Kai daromas atskiras (stand-alone) tyrimas neurotoksiskumui aptikti arba neurotoksiskam poveikiui
apibudinti, kiekvienos grupés gyviinai, kurie nebuvo panaudoti perfuzijai ir vélesniam histopatologiniam
tyrimui (Zr. 1 lentelg), gali biti naudojami darant specialius elgesio tyrimo, neuropatologinius,
neurocheminius arba elektrofiziologinius tyrimus, kuriais galima biity papildyti duomenis, gautus darant
Siame bandymo metode numatytus tipinius tyrimus (1). Sie papildomi tyrimai gali biiti ypa¢ naudingi, kai
praktiniai stebéjimai arba numatomas poveikis rodo specifin cheminés medziagos neurotoksiskumo tipg
arba veikiamg organa. Be to, likusieji gyviinai gali biti naudojami darant vertinimus, kurie yra numatyti
taikant grauziky kartotinés dozés toksiskumo tyrimy metodus.

Kai 3is bandymo metodas vykdomas kartu su kitais bandymo metodais, reikia turéti pakankama gyviny
skaiciy norint vykdyti abiem tyrimams reikalingus stebéjimus.

BANDYMO METODO APRASYMAS

Gyviiny riiies pasirinkimas

Tinkamiausia grauziky riisis yra ziurkés, nors galima naudoti kitas grauziky risis, jei toks naudojimas
bty pagristas. Paprastai naudojamos laboratorinés jauny, suaugusiy ir sveiky gyviiny veislés. Patelés turi
biti be vados ir neapvaisintos. Dozé paprastai pradedama duoti kiek jmanoma greiciau po atjunkymo,
ir bty gerai, kad gyvinui baty ne daugiau kaip Sesios savaités, taciau bet kuriuo atveju anksciau nei
gyvinas sulaukia devyniy savaiciy. Vis dél to kai tyrimas daromas kartu su kitais tyrimais, §j amziaus
reikalavima gali tekti keisti. Naudojamy gyviiny masé ir vidutiné kiekvienos lyties masé tyrimo pradzioje
neturi skirtis daugiau kaip + 20 %. Kai prie§ ilgalaikj tyrima daromas trumpalaikis kartotinés dozés
tyrimas, abiem tyrimams turi biiti naudojami tos pacios veislés ir Saltinio gyviinai.

Laikymo ir $érimo salygos

Eksperimentiniy gyviiny patalpos temperatiira turéty biti 22 °C (¢ 3 °C). Nors santykiné oro drégmé
turéty bati maziausiai 30 % ir pageidautina ne didesné kaip 70 %, i$skyrus patalpos plovimo laika, reikéty
uztikrinti 50-60 %. ApSvietimas turi bati dirbtinis, esant 12 h $viesos ir 12 h tamsos sekai. Reikia kiek
jmanoma mazinti didelj su pertraikiais triuk§ma. Gyviinams Serti tinka jprastas laboratorijoje naudojamas
pasaras, neribojant geriamo vandens kiekio. Pasaro pasirinkimui gali turéti jtakos batinybé tinkamai
jmaisyti bandomaja medziaga, duodant jg $iuo biidu. Gyviinai narveliuose gali bti laikomi atskirai arba
mazomis tos pacios lyties grupémis.

Gyviiny ruosimas

Sveiki ir jauni gyviinai atsitiktinai suskirstomi j apdorojimo ir kontrolines grupes. Narveliai idéstomi taip,
kad bity kiek jmanoma sumazintas bet koks galimas poveikis dél narvelio vietos. Gyviinai pazenklinami,
kad juos bty jmanoma identifikuoti, ir laikomi narveliuose maZziausiai penkias (5) paras prie§ tyrimo
pradzia, kad galéty priprasti prie laboratoriniy salygy.

Davimo biidas ir doziy ruosimas

Taikant §j bandymo metodg, bandomoji medziaga duodama per burng. Duoti per burna galima naudojant
zondg, su pasaru, su geriamuoju vandeniu arba duodant kapsules. Galima naudoti kitus davimo badus
(pvz., per odg arba jkvepiant), bet tada gali tekti keisti rekomenduojamas metodikas. Davimo bido
pasirinkimas priklauso nuo poveikio Zmonéms aplinkybiy ir turimos informacijos apie toksikologija ar
kinetikg. Reikia pagristi davimo bado pasirinkimg ir nurodyti dél to daromus $io bandymo metodo
procediiry pakeitimus.

Prireikus bandomoji medziaga iStirpinama arba suspenduojama tinkamame nesiklyje. Rekomenduojama
i§ pradziy tirti galimybe naudoti vandeninj tirpalg ar suspensija, véliau tirpala ar emulsija aliejuje (pvz.,
kukuraizy aliejuje) ir tik tuomet galimybe tirpinti kitame nesiklyje. Turi bati Zinomos nesiklio toksiskumo
savybés. Be to, reikéty atsizvelgti i $ias nesiklio charakteristikas: poveikj absorbcijai, pasiskirstymui,
medziagy apykaitai ir bandomosios medziagos sulaikymui, dél ko gali keistis bandomosios medziagos
cheminés savybés; poveikj maisto ar vandens suvartojimui arba gyviiny jmitimui.
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DARBO EIGA

Gyviiny skaiius ir lytis

Darant atskirg tyrima kickvienos dozés grupei ir kontrolinei grupei turi bati naudojama maziausiai 20
gyviny (10 pateliy ir 10 patiny) norint i$samiai jvertinti klinikiniy ir funkciniy stebéjimy rezultatus.
Baigus tyrima maZiausiai penkiems patinams ir penkioms pateléms i3 $iy 10 patiny ir 10 pateliy daroma
perfuzija in situ ir jie naudojami i§samiam neurohistopatologiniam tyrimui. Tais atvejais, kai
neurotoksisko poveikio poZymiai pasireiskia tik ribotam tam tikros dozés grupés gyviiny skaiciui, reikéty
numatyti $iuos gyviinus jtraukti i pasirinktyjy perfuzijai gyviny skaiciy. Kai tyrimas daromas kartu su
kartotinés dozés toksiskumo tyrimu, abiejy tyrimy tikslams pasiekti turi biti naudojamas atitinkamas
gyviiny skaicius. [vairiems tyrimy deriniams reikalingas maziausias gyviiny skaicius grupéje pateiktas 1
lenteléje. Jei numatomi tarpiniai nuZudymai arba planuojama sudaryti grupes poveikio griZtamumui, jo
isilaikymui arba po apdorojimo véluojanciam toksiskam poveikiui stebéti, arba kai numatoma daryti
papildomus stebéjimus, gyviiny skaicius turéty bati padidintas siekiant uztikrinti, kad baty gyviiny,
reikalingy stebéjimams ir histopatologiniam tyrimui.

Apdorotos ir kontrolinés grupés

Paprastai turi biiti naudojamos maZiausiai trijy doziy grupés ir kontroliné grupé, taciau, jei jvertinus kitus
duomenis nelaukiama poveikio esant kartotinei 1 000 mg/kg kiino masés/parg dozei, galima daryti ribinj
bandyma. Jei atitinkamy duomeny néra, galima daryti intervalo nustatymo tyrima, siekiant palengvinti
grupiy gyvinai, iSskyrus tai, kad jie neapdorojami bandomaja medziaga. Jei duodant bandomajg medziaga
naudojamas nesiklis, kontroliné grupé turi gauti didziausig naudojama nesiklio tarj.

Patikimumo tikrinimas

Tyrima daranti laboratorija turi pateikti duomenis, jrodancius jos kompetencija atlikti tyrima ir
naudojamy metodiky jautruma. Tokie duomenys turi patvirtinti jrodymus del sugebéjimo rasti ir
prireikus kiekybiskai jvertinti stebéti skirty skirtingy parametry pakitimus, pvz., autonominiy poZymiy,
jutiminio aktyvumo, grybsnio jégos ir motorinio aktyvumo. Informacija apie chemines medziagas, kurios
sukelia jvairiy tipy nerotoksiskg poveikj ir kurios galéty bati naudojamos kaip teigiamo poveikio
kontrolineés medziagos, pateikta 2-9 nuorodose. Galima naudoti anks¢iau gautus duomenis, jei nebus
kei¢iami esminiai bandymo metodiky aspektai. Rekomenduojama periodiskai atnaujinti anksciau gautus
duomenis. Kiekvieng kartg kai bandymus daranti laboratorija keicia kurj nors bandymo arba jo metodiky
esminj elementg, reikéty gauti naujy duomeny, kurie rodyty nekintamg metodiky jautrumg.

Dozés pasirinkimas

Dozés koncentracijos vertes reikéty pasirinkti atsizvelgiant | visus anksc¢iau gautus toksiskumo ir
kinetinius duomenis apie bandomaja medziagg arba giminingas medziagas. DidZiausia dozé turéty bati
pasirinkta siekiant sukelti neurotoksiska poveikj arba aisky sisteminj toksiska poveikj. Véliau turéty bati
pasirinkta mazéjanti dozés koncentracijos seka siekiant parodyti kiekvieng su dozés dydziu susietg
reakcijg ir nesancio neigiamo poveikio lygi (NOAEL), atitinkantj maziausig doze. I esmés turéty bati
nustatyti tokiy doziy dydziai, kad bity jmanoma atskirti pirminj toksiska poveikj nervy sistemai ir su
sisteminiu toksisSkumu susieta poveikj. Paprastai pakanka nuo dviejy iki trijy doziy intervaly, ir daznai
gerai biity naudoti ketvirta bandymo grupe, norint naudoti labai didelius intervalus tarp doziy (pvz.,
daugiklis didesnis kaip 10). Jei yra patikimy poveikio Zmonéms duomeny, i tai irgi reikia atsizvelgti.

Ribinis bandymas

Jei darant bandyma pagal Siame tyrime aprasytas metodikas su viena maziausiai 1 000 mg/kg kino
masés/parg doze neurotoksiskas poveikis nepastebimas arba jei toksisko poveikio nelaukiama,
atsizvelgiant i turimus duomenis apie giminingos struktfiros junginius, néra nebatina daryti visg tyrima,
naudojant tris doziy koncentracijas. Atsizvelgiant i laukiama poveikj Zmonéms gali tekti naudoti didesnes
per burng duodamas ribinio bandymo dozés. Kalbant apie kitus davimo badus, pvz., jkvépima arba
veikimg per oda, bandomosios medziagos fizikocheminés savybés daznai gali apibrézti didZiausig
pasiekiamg veikimo koncentracija. Darant imaus poveikio per burng tyrima ribinio bandymo dozé turi
biti maziausiai 2 000 mg/kg.
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Doziy davimas

Gyvinai gauna bandomosios medziagos doz¢ kasdien, septynias dienas per savaite, ne trumpiau kaip 28
paras; penkiy pary dozés rezimas arba trumpesné veikimo trukmé turi bati pagristi. Kai bandomoji
medziaga duodama per zonda, naudojamas skrandzio zondas arba tinkamas intubacinis vamzdelis.
DidZiausias gyviinui duodamas vienkartinis skyscio taris priklauso nuo bandomo gyviino dydzio. Ttris
neturéty bati didesnis kaip 1 ml/100 g kiino masés. Taciau vandeniniy tirpaly atveju galima duoti 2
ml/100 g kiino masés. Isskyrus dirginancias arba ésdinancias medZiagas, kurios esant didesnei
koncentracijai turi sunkesnj poveiki, bandomojo tirpalo tiirio nepastovumas turi bati kiek jmanoma
sumazintas, kei¢iant koncentracija taip, kad visy doziy tris baity pastovus.

Jei medziagos duodamos su paSaru arba geriamuoju vandeniu, svarbu uZztikrinti, kad naudojami
bandomosios medziagos kiekiai netrukdyty jprastai mitybai arba vandens pusiausvyrai. Kai bandomoji
medZziaga duodama su pasaru, galima naudoti pastoviag koncentracija (ppm) arba pastoviag doz¢ pagal
gyvino kiino mase; naudotas variantas turi biiti nurodytas. Jei medziaga duodama per zonda, dozé turéty
bati duodama kickvieng dieng panasiu laiku ir reguliuojama pastoviam dozés ir gyviino kiino mases
santykiui uztikrinti. Jei prie§ ilgalaikj tyrima daromas kartotinés dozés tyrimas, darant abu tyrimus turi
biti naudojamas panasus pasaras. Jei darant Gmaus toksiskumo tyrimus nejmanoma duoti vienkarting
dozg, ji gali biti duodama mazesnémis dalimis ne ilgiau kaip per 24 h.

STEBEJIMAI
Stebéjimy ir bandymy daZnumas

Darant kartotinés dozés tyrimus, stebéjimo laikotarpis turi atitikti dozavimo laikotarpj. Darant Gmaus
toksiskumo tyrimus, stebima 14 pary po medziagos davimo. Pagalbiniy grupiy gyviinai, kurie negauna
bandomosios medziagos pasibaigus apdorojimo laikotarpiui, irgi turi biti stebimi tokj laikotarpj.

Steb¢jimai turi biti daromi pakankamu dazniu siekiant kiek jmanoma padidinti tikimybe aptikti bet kokj
elgesio ir (arba) neurologines anomalijas. Reikety stebéti kasdien vienodu laiku, atsizvelgiant | didZiausio
laukiamo poveikio pasireiskimo laikg po medziagos davimo. Klinikiniy stebéjimy ir funkciniy bandymy
daznis apibendrintas 2 lentel¢je. Jei ankstesniuose tyrimuose gauti kinetiniai duomenys rodo, kad
stebéjimy, bandymy arba stebéjimy po bandymuy laikas turi bti kitas, reikéty patvirtinti kit laiko grafikg
didziausiam informacijos kiekiui gauti. Padaryti grafiko pakeitimai turi bati pagristi.

Bendrosios sveikatos biiklés ir gaistamumo ar liguistumo stebéjimas

Visi gyviinai turi biiti bent kartg per dieng apZitiréti jy sveikatos buklei nustatyti ir bent du kartus per dieng
liguistumui ir gaiStamumui nustatyti.

Nuodugniai turi baiti apZitirimi visi $iam tikslui atrinkti gyviinai (Zr. 1 lentelg) — karta pries pirma veikima
medziaga (kad buty galima daryti to paties gyvino palyginimus) ir véliau skirtingais intervalais,
atsizvelgiant i tyrimo trukme (zr. 2 lentelg). Pagalbiniy sveikstanciy gyviiny grupiy nuodugni klinikiné
apZitra turi buti daroma baigiantis pasveikimo laikotarpiui. Nuodugni klinikiné apzitira daroma ne
narvelyje, bet standartiskai jrengtoje vietoje. Stebéjimy rezultatai turi biiti kruop3ciai uzrasyti, naudojant
jvertinimo balais sistemas, kurias sudaro kiekvienos apZitiros matavimy kriterijai arba jvertinimo balais
skalés. Bandymy laboratorija turi aiSkiai apibrézti taikomus kriterijus arba baly skales. Reikia stengtis
uztikrinti, kad bandymo salygy skirtumai baty kiek jmanoma mazesni (i$skyrus pagal metodika susietas
su apdorojimu) ir apzitiras daryty patyre specialistai, kurie nezinoty apie faktinj apdorojima.
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Rekomenduojama apzitiras daryti struktiiriniu biidu, kai darant kiekvieng apzifirg kiekvienam gyviinui
sistemingai taikomi aiskiai apibrézti kriterijai (jskaitant normalaus ,intervalo® apibrézima). ,Normalus
intervalas” turi bati tinkamai dokumentuojamas. Turi bati uZrayti visi pastebéti poZymiai. Be to, visais
jmanomais atvejais turi bliti uzraytas pasireiskianciy pozymiy dydis. Klinikiniai stebéjimai turi apimti
odos, kailio, akiy, gleiviniy, sekrecijy ir ekskrecijy daznj ir autonominj aktyvumga (pvz., aarojimg, drebulj,
vyzdziy dydij, nejprasta kvépavimg ir (arba) kvépavimg per burna, visus nejprastus slapinimosi arba
tustinimosi poZymius, Slapimo i§blukima), taciau neapsiriboti vien tuo.

Turi bati pazyméta bet kokia nejprasta reakcija dél kiino padéties, aktyvumo lygio (pvz., naudojimosi
tipiniu plotu sumazéjimas arba padidéjimas) ir judesiy koordinacijos. UZragomi eisenos (pvz., krypuojanti
eisena, ataksija), laikysenos (pvz., kuprojimasis) ir reakcijos i priezitirg, apgyvendinimg arba kitus aplinkos
dirgiklius pakitimai, taip pat kloniniy arba toniniy judesiy, traukuliy arba drebulio buvimas, stereotipinis
elgesys (per daznas kiino prisizitiréjimas, nejprasti galvos judesiai, nuolatinis sukimasis ratu) arba keistas
elgesys (pvz., kandziojimasis arba per didelis laizymasis, saves Zalojimas, vaiksciojimas atbulomis,
vokalizacija) arba agresija.

Funkciniai bandymai

Visiems Siam tikslui atrinktiems gyvinams dar daromi i nuodugnius klinikinius steb¢jimus panasis
funkciniai bandymai vieng karta prie§ paveikima bandomaja medziaga ir daznai véliau (Zr. 1 lentelg). Be
to, funkciniy bandymy daznumas priklauso nuo tyrimo trukmés (Zr. 2 lentelg). Be 2 lenteléje nustatyty
steb¢jimo laikotarpiy, turéty bati daromi funkciniai pagalbiniy grupiy sveikimo stebéjimai kiek jmanoma
pries pat numatyta nuzudyma. Funkcinius bandymus turi sudaryti jutiminio aktyvumo bandymai jvairiy
dirgikliy atzvilgiu [pvz., garsiniy, regéjimo ir proprioceptiniy dirgikliy (5)(6)(7)], galtiniy grybsnio jégos
jvertinimas (8) ir motorinio aktyvumo jvertinimas (9). Motorinis aktyvumas matuojamas naudojant
mechanizuotg jtaisg, kuriuo galima nustatyti aktyvumo didéjima ir mazéjima. Jei naudojama kita
apibrézta sistemg, ji turi bati kiekybinio jvertinimo sistema ir turi bati jrodytas jos jautrumas ir
patikimumas. Kiekvienas jtaisas tikrinamas siekiant uZztikrinti jy patikimuma bégant laikui ir jtaisy
tarpusavio suderinamuma. Kitos metodiky detalés pateiktos atitinkamose nuorodose. Jei néra duomeny
(pvz., informacijos apie struktiiros ir aktyvumo santyki, epidemiologiniy duomeny, kity toksikologiniy
tyrimy), kurie rodyty galima neurotoksiskaj poveiki, reikéty numatyti jtraukti labiau specializuotus
jutimingés ir motorinés funkcijos arba mokymo ir atminties bandymus Siam poveikiui iSsamiau istirti.
Daugiau informacijos apie specializuotus bandymus pateikta (1).

[$imtiniais atvejais funkciniy bandymy su gyviinais galima nedaryti, jei gyviinams pasireiskia tokio
laipsnio toksiskumo pozymiai, koks labai trukdyty tyrimui. Sprendimas nejtraukti gyviiny i funkcinj
bandymg turi biti pagristas.

Kiino masé ir pasaro ar vandens suvartojimas

Jei tyrimai vyksta maziau kaip 90 pary, visi gyviinai turi biti sveriami maZiausiai kartg per savaite, be to,
maziausiai kas savaite matuojamas pasaro suvartojimas (vandens suvartojimas, kai bandomoji medziaga
duodama su vandeniu). Darant ilgalaikius tyrimus, visi gyviinai sveriami maZiausiai kartg per savaite
pirmasias 13 savaiiy ir véliau maZziausiai kas 4 savaites. Pasaro suvartojimas matuojamas (vandens
suvartojimas, kai bandomoji medziaga duodama su vandeniu) maziausiai kartg per savaite pirmasias 13
savaiciy ir veliau mazdaug kas tris ménesius, iSskyrus kai sveikatos biklé arba kiino masés kitimas

reikalauja daryti kitaip.
Oftalmologiniai tyrimai

Jei tyrimas trunka ilgiau kaip 28 paras, prie§ bandomosios medziagos davimg ir pasibaigus tyrimui batina
istirti visy gyviny arba bent vieno didelés dozés grupés ir kontrolinés grupés gyvino akis, naudojant
oftalmoskopg arba lygiavert] tinkamg prietaisa. Jei nustatomi akiy pakitimai arba jei klinikiniai poZymiai
rodo oftalmologinio tyrimo batinuma, turi biti istirti visi gyviinai. Darant ilgalaikius tyrimus, akys
tiriamos po 13 savaiciy. Oftalmologiniy tyrimy daryti nebitina, jei Sie duomenys yra gauti darant kitus
panasios trukmés ir panasaus dydzio doziy tyrimus.
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Hematologiniai ir klinikiniai biocheminiai tyrimai

Kai neurotoksiskumo tyrimas daromas kartu su kartotinés dozés sisteminio toksiskumo tyrimu,
hematologiniai tyrimai ir klinikiniai biocheminés analizés daromos taip, kaip nurodyta atitinkamame
sisteminio toksiskumo tyrimo metode. Eminius reikia imti taip, kad biity kiek jmanoma sumazintas bet
koks neurologinis poveikis elgesiui.

Histopatologiniai tyrimai

Turi bati planuojamas neuropatologinis tyrimas, sickiant papildyti ir iplésti stebéjimy rezultatus, gautus
tyrimo in vivo stadijoje. Maziausiai 5 kiekvienos lyties ar grupés gyvinai (Zr. 1 lentelg ir kita pastraipg)
fiksuojami in situ, taikant visuotinai pripazintus perfuzijos ir fiksavimo metodus (zr. 3 nuorodos 5 skyriy
ir 4 nuorodos 50 skyriy). Turi bati uzrasyti visi pastebéti dideli pakitimai. Kai tyrimas daromas kaip
atskiras tyrimas neutoksiskoms medziagoms atrinkti arba neurotoksiskam poveikiui apibadinti, likusieji
gyviinai gali biiti panaudoti specifiniams neurologinio elgesio (10) (11), neuropatologiniams (10) (11)
(12) (13), neurocheminiams (10) (11) (14) (15) arba elektrofiziologiniams tyrimams (10) (11) (16) (17),
kurie gali papildyti ¢ia aprasytas metodikas ir tyrimus, arba padidinti histopatologiniuose tyrimuose
naudojamy gyviiny skaiciy. Sie papildomi tyrimai yra ypa¢ naudingi, kai praktiniai stebéjimai arba
numatomas poveikis rodo specifinj neurotoksiskumo tipg arba veikiama organa (2)(3). Be to, likusieji
gyvinai gali baiti panaudoti jprastiems patologiniams jvertinimams, kaip aprasyta kartotiniy doziy tyrimy
metode.

Visi | parafing ilieti audinio méginiai daZomi jprastu badu, pvz., hematoksilinu ir eozinu (H&E), ir daromas
mikroskopinis tyrimas. Jei pasireiskia arba jtariami periferinés neuropatijos pozymiai, tiriami i plastika
lieti periferiniy nervy audinio éminiai. Be to, klinikiniai poZymiai gali nurodyti papildomas tyrimo vietas
arba poreikj naudoti specialias dazymo metodikas. Papildomos vietos, kurias reikéty istirti, aprasytos
nuorodose (3) (4). Be to, konkretiems patologiniy pakitimy tipams parodyti gali biti naudojami
atitinkami specialts dazai (18).

Tipiniai centrinés ir periferinés nervy sistemos pjiviai tiriami histologiskai (Zr. 3 nuorodos 5 skyriy ir 4
nuorodos 50 skyriy). Tiriamas vietas paprastai sudaro: priekinés smegenys, didZiyjy smegeny pusrutuliy
vidurys, jskaitant hipokampo pjivi, viduriniosios smegenys, smegenéles, tiltas, pailgosios smegenys, akis
su regos nervu ir tinklaine, stuburo smegenys kaklo ir juosmens sustoréjimy vietose, uzpakalinés nugaros
smegeny Saknelés mazgai, uzpakalinés ir priekinés nugaros smegeny Saknelés pluostai, proksimalinis
sedmens nervas, proksimalinis blauzdikaulio nervas (prie kelio) ir blauzdikaulio nervo 3akos i blauzdos
raumenj. Daromas stuburo smegeny ir periferiniy nervy skersinis arba jstrizas ir iSilginis pjavis. Reikia
atkreipti démesj | nervy sistemos vaskuliarizacija. Be to, turi bati tiriamas raumeny éminys, visy pirma,
blauzdos raumuo. Ypatinga démesj reikia kreipti j centrinés ir periferinés nervy sistemy vietas su lasteline
ir pluostine struktiira, kurios yra Zinomos kaip ypac¢ veikiamos neurotoksiskomis medziagomis.

Informacija apie neuropatologinius pakitimus, paprastai atsirandancius dél veikimo toksiskomis
medziagomis, pateikta nuorodose (3) (4). Rekomenduojamas audinio éminiy tyrimas etapais, kai i§
pradziy lyginami didelés dozés ir kontrolinés grupés gyviiny audiniy pjaviai. Jei lyginant Sias grupes
neuropatologiniy pakitimy nenustatoma, toliau analizuoti nereikia. Jei didelés dozés grupéje pastebimi
neuropatologiniai pakitimai, reikia koduoti ir nuosekliai tirti visy galbiit paveikty audiniy éminius, gautus
tarpinés ir mazos dozés grupéms.

Jei kokie nors neuropatologiniy pakitimy jrodymai gaunami darant kokybinj tyrima, daromas antras visy
pakitimus turinciy nervy sistemos sri¢iy tyrimas. Visy doziy grupiy galimai paveikty sri¢iy pjuviai
koduojami ir atsitiktinai paskiriami tirti, nenurodant kodo. Turi bati uZrasytas kiekvieno pazeidimo
daznumas ir sunkumas. [vertinus visas visy doziy grupiy sritis, kodg galima atskleisti ir daroma statistiné
analizé dozés ir reakcijos santykiui jvertinti. Turi baiti aprasyti kiekvieno pazeidimo jvairaus sunkumo
laipsnio pavyzdziai.

Neuropatologiniy tyrimy rezultatai jvertinami atsizvelgiant j elgesio stebéjimus ir matavimus, be to, |
duomenis, gautus darant ankstesnius ir lygiagrecius bandomosios medziagos sisteminio toksiskumo
tyrimus.
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2.1.

2.2.

3.1.

DUOMENYS

REZULTATY APDOROJIMAS

Pateikiami atskiry gyviiny duomenys. Papildomai visi duomenys apibendrinami ir suvedami j lenteles,
kuriose kiekvienai bandymo arba kontrolinei grupei nurodomas gyviiny skaicius, darant bandyma
zuvusiy arba del humanisky priezasciy nuzudyty gyviny skaicius, toksiskumo pozymiy turinciy gyviny
skaicius, stebimy toksiskumo pozymiy aprasymas, jskaitant bet kokio toksisko poveikio pradzios laika,
trukme, tipa ir sunkuma, pazeidimy turin¢iy gyviiny skaicius, jskaitant pazeidimo (-y) tipg ir sunkuma.
REZULTATUY IVERTINIMAS IR AISKINIMAS

Tyrimo rezultatai jvertinami kaip neuropatologinio poveikio ir poveikio elgesiui (be to, neurocheminio
arba elektrofiziologinio poveikio, jei vykdomi papildomi tyrimai) daznumas, sunkumas ir jy koreliacija

ir bet koks kitas pastebimas neigiamas poveikis. Jei jmanoma, skaitmeniniai rezultatai jvertinami taikant
tinkamg ir visuotinai priimtg statistinj metodg. Statistiniai metodai pasirenkami rengiant tyrimo plana.

ATASKAITOS RENGIMAS

BANDYMU ATASKAITA

Bandymy ataskaitoje turi bti pateikta $i informacija:
Bandomoji medziaga:

— fizikiné bisena (jskaitant izomerizavima, grynuma ir fizikochemines savybes),
— identifikavimo duomenys.

Nesiklis (jei naudojamas):

— nesiklio pasirinkimo pagrindimas.

Bandomi gyviinai:

— naudota riisis ir veisle,

— gyviny skaicius, amzZius ir lytis,

— Saltinis, laikymo sglygos, aklimatizavimas, maistas ir t. t.,
— kiekvieno gyviino masé bandymo pradzioje.

Bandymo salygos:

— i§sami informacija apie bandomosios medziagos ar preparato ruo$img, jo déjima i maista, gauta
koncentracijg, preparato stabilumg ir vienalytiskuma,

— duodamos dozés specifikacija, jskaitant i§samig informacija apie apie nesiklj, duodamos medziagos
turj ir fizikinj pavidala,

— bandomosios medziagos davimo bido detalés,
— pasirinkto dozés dydzio pagrindimas,
— veikimo bado ir trukmeés pasirinkimo pagrindimas,

— bandomosios medziagos koncentracijos pasare ar geriamajame vandenyje (ppm) perskaiciavimas |
tikraja dozg (mg/kg kiino masés|parg), jei tinka,

— i8sami informacija apie maisto ir vandens kokybe.
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Steb¢jimo ir bandymo metodikos:
— i$sami informacija apie kiekvienos grupés gyviiny atrankg j pogrupj perfuzijai daryti,

— i$sami informacija apie vertinimo balais sistemas, jskaitant kiekvieno matavimo vykdant nuodugnius
klinikinius stebéjimus kriterijus ir baly skales,

— i$sami informacija apie funkcinius bandymus nustatant jutiminj aktyvuma jvairiy dirgikliy atzvilgiu
(pvz., garsiniy, regéjimo ir proprioceptiniy dirgikliy); galiiniy grybsnio jégos jvertinimo, motorinio
aktyvumo jvertinimo (jskaitant i§samig informacija apie aktyvumui nustatyti naudojamus
automatizuotus jtaisus) ir kitos taikytos metodikos,

— iSsami informacija apie oftalmologinius tyrimus ir, jei tinka, hematologiniai tyrimai ir klinikines
biochemijos bandymai, nurodant atitinkamas etalonines vertes,

— i$sami informacija apie specifinius elgesio, neuropatologiniy, neurocheminiy arba elektrofiziologiniy
tyrimy metodikas.

Rezultatai:
— kiino masé ar kiino masés pokyciai, jskaitant kiino mase nuzudant,
— maisto ir vandens suvartojimas, jei tinka,

— reakcijos i toksinj poveikj duomenys pagal lytj ir dozés dydj, jskaitant toksiskumo pozymius arba
gaiStamuma,

— nuoduginiy klinikiniy stebéjimy tipas, sunkumas ir trukmeé (pradzios laikas ir vélesné eiga) (nurodyti
griZtamuma arba negriZtamuma),

— visy funkcinio bandymo rezultaty i§samus aprasymas,
— skrodimo rezultatai,

— i§samus visy turimy elgesio, neuropatologiniy, neurocheminiy arba elektrofiziologiniy rezultaty
aprasymas,

— absorbcijos ir medziagos apykaitos duomenys, jei yra,
— statistinis rezultaty apdorojimas, jei daromas.
Rezultaty aptarimas:

— informacija apie dozés ir reakcijos santyki,

— rySys su bet kokiu kitu toksisku poveikiu ir iSvada apie bandomosios cheminés medziagos
neurotoksiskumg,

— nestebimo neigiamo poveikio lygis.
I$vados:

— praSoma pateikti bandomosios cheminés medziagos bendrojo neurotoksiskumo jvertinima.

NUORODOS

(1) OECD Guidance Document on Neurotoxicity Testing Strategies and Test Methods. OECD, Paris, In
Preparation.

(2) Test Guideline for a Developmental Neurotoxicity Study, OECD Guidelines for the Testing of
Chemicals. In preparation.

(3) World Health Organization (WHO) (1986). Environmental Health Criteria document 60: Principles
and Methods for the Assessment of Neurotoxicity associated with Exposure to Chemicals.

(4) Spencer, P.S. and Schaumburg, H.H. (1980). Experimental and Clinical Neurotoxicology. Eds.
Spencer, P.S. and Schaumburg, H.H. eds. Williams and Wilkins, Baltimore/London.

(5) Tupper, D.E. and Wallace, R.B. (1980). Utility of the Neurological Examination in Rats. Acta
Neurobiol. Exp., 40, 999-1003.

(6) Gad, S.C. (1982). A Neuromuscular Screen for Use in Industrial Toxicology. J. Toxicol. Environ.
Health, 9, 691-704.

(7)  Moser, V.C., McDaniel, KM. and Phillips, P.M. (1991). Rat Strain and Stock Comparisons Using
a Functional Observational Battery: Baseline Values and Effects of amitraz. Toxic. Appl. Pharmacol.,
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1.1.

C.21. DIRVOZEMIO MIKROORGANIZMAL AZOTO VIRSMO BANDYMAS

METODAS

Sis bandymy metodas atitinka OECD TG 216 (2000).

IVADAS

Siame bandymo metode aprasytas laboratorinis metodas, skirtas ilgalaikiam poveikiui azoto virsme
dalyvaujanciy dirvozemio mikroorganizmy aktyvumui tirti, kai chemine medziaga paveikiama vieng karta.
Bandymas i§ esmés pagristas Europos ir Vidurzemio jiiros augaly apsaugos organizacijos (European and
Mediterranean Plant Protection Organization) rekomendacijomis (1). Taciau buvo atsizvelgta i kitus
nurodymus, jskaitant Vokietijos Biologische Bundesanstalt (2), JAV Aplinkos apsaugos agentiiros (3) SETAC
(4) ir Tarptautinés standartizacijos organizacijos (5) rekomendacijas. Belgirate, Italijoje, 1995 m. vykusiame
OECD seminare dél dirvozemiy ir nuosédiniy uolieny atrankos (6) buvo susitarta dél Siame bandyme
naudojamy dirvozemiy skaiciaus ir tipo. DirvoZemio éminiy émimo, tvarkymo ir laikymo rekomendacijos
pagristos ISO vadovu (7) ir Belgirate seminaro rekomendacijomis. [vertinant bandomyjy medziagy
toksiskumo charakteristikas, gali tekti nustatyti jy poveikj dirvozemio mikrobiniam aktyvumui, pvz., kai
reikia turéti duomeny apie galima Salutinj augaly apsaugos produkty poveikj dirvozZemio mikroflorai arba
kai tikimasi kity nei augaly apsaugos produktai cheminiy medziagy poveikio dirvozemio
mikroorganizmams. Azoto virsmo bandymas daromas sickiant nustatyti tokiy cheminiy medziagy poveikj
dirvozemio mikroflorai. Jei bandomos agrocheminés medziagos (pvz., augaly apsaugos produktai, trasos,
miskininkystéje naudojamos cheminés medziagos), daromi azoto virsmo ir anglies virsmo bandymai. Jei
bandomos ne agrocheminés medziagos, pakanka azoto virsmo bandymo. Taciau jei darant tokiy cheminiy
medziagy azoto virsmo bandymg jy EBs, vertés patenka j intervalg, nustatyta prekyboje esantiems
nitrifikacijos inhibitoriams (pvz., nitrapirinui), papildomai informacijai gauti gali bati daromas anglies v
irsmo bandymas.

Dirvozemj sudaro gyvieji ir negyvieji komponentai, esantys sudétinuose ir heterogeniniuose misiniuose.
Mikroorganizmai vaidina svarby vaidmenj vykstant derlingy dirvoZemiy organiniy medziagy skaidymui ir
virsmui, kai didelis rasiy skaicius prisideda prie jvairiy dirvozemio derlingumo aspekty. Visi ilgalaikiai tokiy
biocheminiy procesy trukdziai gali paZeisti mitybiniy elementy cikla, o tai gali pakeisti dirvozemio
derlinguma. Anglies ir azoto virsmas vyksta visuose derlinguose dirvozemiuose. Nors uZ $iuos procesus
atsakingos mikrobiologinés kolonijos jvairiuose dirvozemiuose yra skirtingos, virsmo keliai i§ esmés yra
tokie patys.

Aprasytas bandymo metodas skirtas ilgalaikiam neigiamam medziagos poveikiui azoto virsmui
aerobiniuose pavirsiniuose dirvoZemiuose nustatyti. Be to, taikant §j bandymy metoda galima jvertinti
medziagy poveikj dirvozemio mikroflora sukeliamam anglies virsmui. Nutriikus anglies ir azoto jungtims,
vyksta nitraty susidarymas. Taigi jei nustatoma, kad apdorotame ir kontroliniame dirvoZemyje nitraty
susidarymo greitis yra vienodas, yra didelé tikimybé, kad pagrindiniai anglies skaidymo keliai yra nepaliesti
ir funkcionuoja. Bandymui pasirinktas substratas (liucernos milteliai) turi palanky anglies ir azoto santykj
(paprastai nuo 12/1 iki 16/1). Dél Sios priezasties anglies trikumas darant bandyma sumazéja ir jei cheminé
medZiaga pazeisty mikrobiologines kolonijas, jos galéty atsistatyti per 100 pary.

Bandymai, naudoti $iam bandymo metodui parengti, i§ pradziy buvo skirti medziagoms, kuriy kieki,
pasiekiantj dirvozemj, buvo galima numatyti. Taip pasitaiko, pvz., naudojant augaly apsaugos produktus,
kuriy laukuose barstomos medziagos norma yra zinoma. Bandant agrochemines medziagas, pakanka dviejy
doziy, atitinkan¢iy numatoma arba prognozuojamg naudojimo normg. Agrochemines medziagas galima
bandyti kaip veikliuosius ingredientus (a.i. — active ingredients) arba kaip preparatus. Ta¢iau bandymas
neapsiriboja agrocheminémis medziagomis. Keiciant i dirvozemj dedamos bandomosios medziagos kiekj
ir duomeny jvertinimo biidg, bandyma dar galima naudoti cheminéms medziagoms, kuriy kiekis, tikétinai
patenkantis j dirvoZemj, yra neZinomas. Taigi jei tai ne agrocheminés medziagos, nustatomas medziagos
keliy koncentracijos verciy poveikis azoto virsmui. Siy bandymy duomenys yra naudojami dozés ir
reakcijos santykio kreivei gauti ir EB, vertéms apskaiciuoti, kai x yra apibréziamas kaip poveikio %.
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1.2 APIBREZTYS

Azoto virsmas: azoto turinc¢ios organinés medziagos skaidymas mikroorganizmais iki atitinkamo
galutinio produkto, neorganinio nitrato, vykstant amonifikacijos ir nitrifikacijos procesams.

EB,, (efektyvioji koncentracija): bandomosios medziagos koncentracija dirvozemyje, kai azoto virsmas
i nitratg inhibuojamas x procenty.

EB;, (medianiné efektyvioji koncentracija): bandomosios medziagos koncentracija dirvozemyje, kai
azoto virsmas i nitratg inhibuojamas 50 procenty (50 %).

1.3. ETALONINES MEDZIAGOS

Néra.

1.4. BANDYMO METODO ESME

Sijotas dirvoZemis apdorojamas bandomaja medziaga arba paliekamas neapdorotas (kontrolinis). Jei
bandomos agrocheminés medziagos, rekomenduojama naudoti maziausiai dvi bandymo koncentracijas,
kurios pasirenkamos pagal didZiausig lauke numatoma koncentracija. Po 0, 7, 14 ir 28 inkubavimo pary
apdoroti ir kontroliniai dirvozemio éminiai ekstrahuojami atitinkamu tirpikliu ir ekstraktuose nustatomas
nitrato kiekis. Lyginamas nitrato susidarymo greitis apdorotuose ir kontroliniuose éminiuose ir
apskai¢iuojamas apdorotojo éminio procentinis nuokrypis nuo kontrolinio éminio. Visi bandymai daromi
maziausiai 28 paras. Jei 28 parg apdoroto ir neapdoroto dirvozemio skirtumas yra lygus arba didesnis kaip
25 %, matavimai tesiami ne ilgiau kaip iki 100 pary. Jei bandomos ne agrocheminés medziagos, i
dirvozemio éminius dedama keliy koncentracijos verciy bandomoji medziaga, o susidariusio nitrato kiekis
apdorotuose ir kontroliniuose éminiuose matuojamas po 28 inkubavimo pary. Dauginiy koncentracijos
verciy bandymy rezultatai analizuojami taikant regresijos modelj ir apskai¢iuojamos EB, vertés (t. y. EBs,
EB,j ir (arba) EB,,). Zr. apibréztis.

1.5. BANDYMO TINKAMUMAS
Bandymy su agrocheminémis medziagomis rezultatai pagristi palyginti mazu (t. y. vidutiné verté + 25 %)
nitrato koncentracijos kontroliniame ir apdorotame dirvozemio éminyje skirtumu, taigi didelé kontroliniy

éminiy duomeny sklaida gali bati klaidingy rezultaty priezastimi. Todél kartotiniy kontroliniy éminiy
rezultatai neturi skirtis daugiau kaip + 15 %.

1.6. BANDYMO METODO APRASYMAS

1.6.1.  Aparatiira

Naudojami bandymo indai, pagaminti i§ chemiskai inertinés medziagos. Jie turi bati reikiamos talpos
atsizvelgiant i dirvoZemio inkubavimui taikomg metodikg, t. y. viso vieno éminio arba keliy atskiry
dirvozemio daliniy éminiy inkubavimg (7r. 1.7.1.2 skirsnj). Reikia stengtis kiek jmanoma sumazinti
vandens nuostolius, bet tuo paciu uztikrinti dujy mainus darant bandyma (pvz., indai gali bati uzdengiami
polietileno plévele su skylutémis). Bandant lakigsias medZiagas, reikia naudoti uzdaromus ir sandarius
dujoms indus. Jy dydis pasirenkamas taip, kad dirvozemio éminys sudaryty mazdaug viena ketvirtaja indo
tario.

Naudojama tipiné laboratoriné jranga, jskaitant $ig:
— maiSymo jtaisas: mechaniné purtyklé arba lygiaverté jranga,
— centrifuga (3 000 g) arba filtravimo jtaisas (filtravimo popierius be nitraty),

— atitinkamo jautrio ir atkuriamumo nitraty analizés prietaisas.
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1.6.2.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

DirvoZemiy pasirinkimas ir skai¢ius

Naudojamas vienos riisies dirvozemis. Rekomenduojamas dirvozemis, kurio charakteristikos:
— smélio kiekis: ne mazesnis kaip 50 % ir ne didesnis kaip 75 %,
— pH: 5,5-7,5,
— organinés anglies kiekis: 0,5-1,5 %,

— matuojama mikrobiné biomasé (8)(9) ir jos anglies kiekis turi sudaryti ne maziau kaip 1 % suminés
dirvoZemio organinés anglies.

Dirvozemis, kurio tokios charakteristikos, dazniausiai atitinka blogiausig atvejj, kadangi cheminés
medZziagos absorbcija yra maziausia, o mikrofloros galimybé jos gauti yra didZiausia. Taigi bandymy su
kitais dirvozemiais paprastai nereikia daryti. Tac¢iau tam tikromis aplinkybémis, pvz., jei medziaga i§ esmés
numatoma naudoti konkreciame dirvozemyje, pvz., rigi¢iajame misko dirvozemyje, arba jei naudojamos
elektrostatinj kriivj turin¢ios cheminés medziagos, gali tekti naudoti papildoma dirvozemi.

DirvoZemio éminiy rinkimas ir laikymas
Rinkimas

Reikia turéti i§samios informacijos apie lauko viet, i§ kurios imamas bandymo dirvozemis. Nurodoma tiksli
padeétis, augaly danga, apdorojimo augaly apsaugos produktais datos, apdorojimas organinémis ir
neorganinémis tragSomis, biologiniy priedy déjimas arba atsitiktiniai ter$alai. DirvoZemio émimui pasirinkta
vieta turéty uZtikrinti ilgalaikj naudojima. Tinka nuolatinés ganyklos, laukai su kasmetiniais gridiniais
augalais (i8skyrus kukurfizus) arba tankiai paséty Zaliyjy trady laukai. Pasirinkta éminio émimo vieta neturi
biti apdorota augaly apsaugos produktais maZziausiai vienerius metus prie§ éminiy émima. Be to, maZiausiai
Sesis ménesius neturi biti dedama organiniy tra$y. Mineralines tradas galima naudoti tik tuo atveju, jei to
reikia paséliams, o dirvozemio éminiai imami ne anksciau kaip trys ménesiai po tresimo. Reikia vengti
naudoti dirvozemi, apdorota traSomis, turin¢iomis Zinomy biocidiniy savybiy (pvz., kalcio cianamidu).

Reikia vengti imti éminius esant ilgalaikiam (ilgiau kaip 30 pary) sausros arba potvynio laikotarpiui arba
i§ karto jam pasibaigus. Ariamy dirvoZemiy éminiai imami i§ 0-20 cm gylio. Pievose (ganyklose) arba
kitame ilgg laika (bent vieng auginimo sezong) neariamuose dirvoZemiuose didZiausias éminio émimo gylis
gali bati siek tiek didesnis kaip 20 cm (pvz., iki 25 cm).

Dirvozemio éminiai vezami tokiuose induose ir esant tokioms temperatiiros salygoms, kurios neleisty
reik§mingai pakisti pradinéms dirvoZemio savybéms.

Laikymas

Pageidautina naudoti neseniai lauke paimtus dirvozemius. Jei laikymo laboratorijoje nejmanoma i§vengti,
dirvozemis gali bati ne ilgiau kaip tris ménesius laikomas tamsoje, esant 4 + 2 °C. Lakant dirvoZemius, turi
bati uztikrintos aerobinés salygos. Jei dirvoZemis imamas i§ vietoviy, kuriose jis biina jSales maziausiai tris
ménesius per metus, ji galima laikyti $esis ménesius, esant nuo —18 °C iki —22 °C. Laikomo dirvozemio
mikrobiné biomasé matuojama pries kiekviena bandyma ir biomasés anglis turi sudaryti maziausiai 1 % viso
dirvozemio organinés anglies kiekio (zr. 1.6.2 skirsnj).
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1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.4.3.

1.6.5.

1.6.6.

Dirvozemio tvarkymas ir ruo$imas bandymui
Pradinis inkubavimas

Jei dirvozemis buvo laikomas saugykloje (zr. 1.6.3.2 skirsnj), rekomenduojamas pradinis inkubavimas,
kurio trukmé bity nuo 2 iki 28 pary. Temperatiira ir dirvozemio drégmés kiekis pradinio inkubavimo
laikotarpiu turi atitikti bandymo salygas (zr. 1.6.4.2 ir 1.7.1.3 skirsnius).

Fizikocheminés charakteristikos

1§ dirvoZemio rankiniu biidu pasalinami dideli daiktai (pvz., akmenys, augaly dalys ir t. t.), tuomet drégnas
dirvozemis sijojamas iki 2 mm arba maZesniy daleliy, neleidziant jam perdaug i3dziati. Drégmés kiekis
dirvozemio éminyje reguliuojamas distiliuotu arba dejonizuotu vandeniu iki vertés, sudarancios 40-60 %
didziausios vandens sulaikymo gebos.

Gerinimas pridedant organinio substrato

Dirvozemj reikéty pagerinti atitinkamu organiniu substratu, pvz., Zaliosios liucernos masés milteliais
(pagrindinis komponentas: Medicago sativa), kuriy C/N santykis yra nuo 12/1 iki 16/1. Rekomenduojamas
liucernos ir dirvozemio santykis yra 5 g liucernos vienam kilogramui dirvozemio (sausos medziagos masés).

Bandomosios medzZiagos ruo$imas jterpti i dirvoZemj

Bandomoji medziaga paprastai jterpiama naudojant nesiklj. Nesikliu gali bati vanduo (vandenyje tirpiy
medziagy) arba inertiné kietoji medziaga, pvz., smulkus kvarcinis smélis (daleliy dydis: 0,1-0,5 mm). Kity
nei vanduo skystyjy nesikliy (pvz., organiniy tirpikliy, pvz., acetono, chloroformo) reikéty vengti, kadangi
jie gali pakenkti mikroflorai. Jei kaip nesiklis naudojamas smélis, jo daleles galima padengti bandomaja
medzZiaga, istirpinta arba suspenduota atitinkamame tirpiklyje. Tokiais atvejais prie$ maisant su dirvoZemiu
tirpiklis i$garinamas. Siekiant optimaliai paskirstyti bandomaja medziaga dirvozemyje, rekomenduojama
naudoti 10 g smélio vienam kilogramui dirvoZemio (sausos medZiagos masés). Kontroliniai éminiai
apdorojami tik lygiaver¢iu vandens ir (arba) kvarcinio smélio kiekiu.

Jei bandomos lakiosios chemines medziagos, apdorojant reikia kiek jmanoma vengti nuostoliy ir stengtis
uztikrinti tolygy pasiskirstyma dirvoZemyje (pvz., bandomaja medziaga reikéty jSvirksti keliose dirvozemio
vietose).

Bandymo koncentracijos vertés

Jei bandomos agrocheminés medziagos, naudojamos maziausiai dvejopa koncentracija. MaZesné
koncentracija turéty rodyti bent didZiausig kieki, kuris tikétinai pasiekty dirvozemj praktinémis saglygomis,
tuo tarpu didesné koncentracija turéty biti mazesnés koncentracijos kartotinis dydis. | dirvozemi
jterpiamos bandomosios medziagos koncentracijos vertés apskaiciuojamos darant prielaida apie tolygy
jterpima | 5 cm gylj ir dirvoZemio santykinj tankj 1,5. Agrocheminiy medziagy, tiesiogiai jterpiamy i
dirvozemj, arba cheminiy medziagy, kuriy dirvoZemj pasiekiantis kickis gali bati numatytas,
rekomenduojamos bandymo koncentracijos vertés yra didZiausia numatoma aplinkos koncentracija
(Predicted Environmental Concentration — PEC) ir penkis kartus didesné koncentracija. Medziagos, kurias
numatoma jterpti i dirvozemj kelis kartus per vieng sezona, bandomos esant koncentracijos vertéms,
gautoms PEC verte padauginus i3 didZiausio numatomo jterpimy skaiciaus. Taciau virSutiné bandymo
koncentracijos verté neturi bati daugiau kaip desimt karty didesné uz didZiausig vienkartinio jterpimo
norma. Jei bandomos ne agrocheminés medziagos, naudojama maziausiai penkiy koncentracijos verciy eilé
pagal geometring progresijg. Bandymo koncentracijos vertés turi atitikti intervalg, reikalinga EB, vertéms
nustatyti.
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1.7.

1.7.1.

1.7.1.1.

1.7.1.2.

1.7.1.3.

1.7.2.

1.7.2.1.

BANDYMO EIGA
Veikimo salygos
Apdorojami ir kontroliniai éminiai

Jei bandomos agrocheminés medziagos, dirvozemis dalijamas j tris vienodos masés dalis. Dvi dalys
maiSomos su produkto turin¢iu nesikliu, o tre¢ioji maiSoma su nesikliu be produkto (kontrolinis
bandymas). Rekomenduojama paruosti maziausiai tris kartotinius apdoroty daliy ir neapdorotos dalies
dirvozemio éminius. Jei bandomos ne agrocheminés medziagos, dirvoZzemis dalijamas j eias vienodos
masés dalis. Penki éminiai maiSomi su bandomosios medziagos turin¢iu nesikliu, o 3estasis éminys
sumaiSomas su nesikliu be cheminés medziagos. Rekomenduojama paruosti bent tris apdoroty dirvozemio
daliy ir neapdorotos dirvozemio dalies kartotinius éminius. Reikia stengtis uztikrinti tolygy bandomosios
medziagos pasiskirstyma apdorotuose dirvoZemio éminiuose. MaiSant reikéty vengti dirvozemio
sutankinimo ir grumsty susidarymo.

DirvoZemio éminiy inkubavimas

Dirvozemio éminius galima inkubuoti dviem bidais: kaip vientisus kiekvieno apdoroto ir neapdoroto
dirvozemio éminius arba kaip serijg atskiry ir vienodo dydzio kiekvieno apdoroto ir neapdoroto dirvozemio
méginiy. Taciau bandant lakigsias medZziagas bandymas daromas tik vienu biidu, naudojant atskiry méginiy
serijg. Kai dirvozemis inkubuojamas kaip vientisas éminys, ruosiamas didelis kiekvieno apdoroto ir
neapdoroto dirvozemio kiekis ir prireikus imami jo méginiai analizei darant bandyma. Kiekvienam
apdorotam ir kontroliniam éminiui i§ pradziy paruostas kiekis priklauso nuo meéginiy dydzio, analizei
naudojamy kartotiniy meéginiy skaiciaus ir nuo numatomo didZiausio méginiy émimo karty skaiciaus.
DirvoZemiai, inkubuojami kaip vientisas éminys, prie§ imant méginius turi buti gerai sumaiSomi. Kai
dirvozemiai inkubuojami kaip serija atskiry dirvoZzemio méginiy, kiekvienas apdorotas ir neapdorotas
vientisas dirvoZzemio éminys dalijamas j reikiama méginiy skaiciy, kurie prireikus yra naudojami. Darant
bandymus, kuriuose gali biiti numatyta méginius imti daugiau kaip du kartus, reikia paruosti pakankama
skai¢iy méginiy, kad bty galima atsizvelgti i visus kartotinius méginius ir méginiy émimo karty skaiciy.
Maziausiai trys bandymo dirvoZemio kartotiniai éminiai inkubuojami aerobinémis saglygomis (zr. 1.7.1.1
skirsnj). Darant visus bandymus turi biiti naudojami atitinkami indai su pakankamo tirio laisvaja erdve, kad
bity i§vengta anacrobiniy salygy. Kai bandomos lakiosios medziagos, bandymas turi bati daromas
naudojant serija atskiry méginiy.

Bandymo sglygos ir trukmé

Bandymas daromas tamsoje, esant 20 * 2 °C temperatiirai. Drégmeés kiekis dirvozemio éminiuose visa
bandymo laika turi bati palaikomas + 5 % tikslumu ir turi sudaryti nuo 40 % iki 60 % dirvozemio didZiausios
vandens sulaikymo gebos (zr. 1.6.4.2 skirsnj). Prireikus galima ipilti distiliuoto arba dejonizuoto vandens.

Maziausia bandymy trukmé — 28 dienos. Jei bandomos agrocheminés medziagos, lyginamas nitraty
susidarymo greitis apdorotuose ir kontroliniuose éminiuose. Jei 28 parg jis skiriasi daugiau kaip 25 %,
bandymas tesiamas tol, kol gaunamas 25 % arba mazesnis skirtumas, bet ne ilgiau kaip 100 pary. Jei
bandomos ne agrocheminés medziagos, bandymas baigiamas po 28 pary. 28 parg nustatomas nitraty kiekis
apdorotuose ir kontroliniuose dirvozemio éminiuose ir apskai¢iuojamos EB, vertés.

DirvoZemiy éminiy émimas ir analizé
Dirvozemio éminiy émimo grafikas

Jei bandomos agrocheminés medziagos, dirvozemio éminiai nitratui nustatyti analizuojami 0, 7, 14 ir 28
para. Jei bandyma reikia testi, papildomi matavimai po 28 dienos daromi kas 14 pary.
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1.7.2.2.

2.1.

2.2.

Jei bandomos ne agrocheminés medziagos, naudojamos maziausiai penkios bandymo koncentracijos vertés
ir dirvoZemio éminiai nitratui nustatyti analizuojami prie§ bandymo pradzig (0 pary) ir veikimo laikotarpiui
pasibaigus (28 para). Jei manoma, kad biitinas tarpinis matavimas, jj galima daryti, pvz., 7 parg. Duomenys,
gauti 28 para, naudojami cheminés medziagos EB, vertei nustatyti. Jei pageidaujama, 0 dienos kontroliniy
éminiy duomenys gali bati naudojami pradinei nitrato koncentracijai dirvoZemyje pateikti.

DirvoZemio éminiy analizé

Kiekvieng karta paémus éminius, nustatomas nitrato kiekis, kuris susidaro kiekviename apdorotame ir
kontroliniame kartotiniame éminyje. Nitratas ekstrahuojamas i§ dirvoZemio éminius purtant atitinkamame
ekstrahavimo tirpiklyje, pvz., 0,1 mol/l kalio chlorido tirpale. Rekomenduojamas santykis 5 ml KCl tirpalo
vienam gramui dirvoZemio, skai¢iuojant sauso dirvozemio masei. Ekstrahavimui optimizuoti, dirvoZemio
ir ekstrahavimo tirpalo taris neturi bti didesnis kaip pusé indo tario. Misiniai purtomi 60 min. esant 150
min™ apsisukimy dazniui. MiSiniai centrifuguojami arba filtruojami ir skystoji faz¢ analizuojama nitratui
nustatyti. Daleliy neturincius skystuosius ekstraktus galima laikyti prie§ analiz¢ ne ilgiau kaip 3esis
meénesius, esant —20 = 5 °C.

DUOMENYS

REZULTATUY APDOROJIMAS

Jei bandomos agrocheminés medziagos, uzraSomas kiekviename kartotiniame dirvoZemio éminyje
susidariusio nitrato kiekis ir visy kartotiniy éminiy vidutinés vertés pateikiamos lentelése. Azoto virsmo
greitis jvertinamas taikant atitinkamus visuotinai priimtus statistinius metodus (pvz., F kriterijy, 5 %
reik§mingumo lygmuo). Susidariusio nitrato kiekis isreiskiamas mg nitrato/kg sauso dirvozemio/para.
Nitrato susidarymo kiekviename apdorotame éminyje greitis lyginamas su greiciu, gautu kontroliniam
éminiui, ir apskai¢iuojama procentais isreiksta nuokrypio nuo kontrolinio éminio verte.

Jei bandomos ne agrocheminés medziagos, nustatomas kiekviename kartotiniame éminyje susidariusio
nitrato kiekis, ir EB, vertéms jvertinti braizoma dozés ir reakcijos santykio kreivé. Nitrato kiekis (t. y. mg
nitrato/kg sauso dirvoZemio), nustatytas apdorotuose éminiuose po 28 pary, lyginamas su kontroliniuose
éminiuose nustatytu kiekiu. Pagal $iuos duomenis kiekvienai bandymo koncentracijai apskai¢iuojamos
inhibavimo % vertés. Sios procentinés vertés pateikiamos grafike kaip koncentracijos funkcija, ir EB,
vertéms apskaiciuoti taikomos statistinés metodikos. Be to, taikant tipines metodikas (10) (11) (12),
nustatomi apskaiciuotos EB, vertés pasikliautinieji réziai (p = 0,95).

Didelj azoto kiekj turin¢ios bandomosios medziagos gali prisidéti prie susidariusio nitrato kiekio
padidéjimo darant bandyma. Jei $ios medziagos bandomos esant jy didelei koncentracijai (pvz., cheminés
medziagos, kurias numatoma naudoti dedant kelis kartus), { bandymo schemg turi bati jtraukti atitinkami
kontroliniai éminiai (t. y. dirvoZemis su bandomaja medziaga, bet be augaliniy milty). I iy kontroliniy
éminiy duomenis turi biiti atsizvelgta apskaiciuojant EB, vertes.

REZULTATU AISKINIMAS

Jei vertinant agrocheminiy medziagy bandymy rezultatus, éminyje, turin¢iame mazesng koncentracija (t. y.
didziausia numatoma koncentracija), ir kontroliniame éminyje nitrato susidarymo greicio skirtumas yra
lygus 25 % arba mazesnis bet kuriuo méginio émimo metu po 28 paros, produkta galima jvertinti kaip
nedarantj ilgalaikio poveikio azoto virsmui dirvoZemiuose. Kai jvertinami kity nei agrocheminés medziagos
cheminiy medziagy bandymo rezultatai, naudojamos EBs, EB,; ir (arba) EB,, vertés.
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3. ATASKAITOS RENGIMAS

Bandymy ataskaitoje turi bati pateikta $i informacija:
I§samus naudojamo dirvozemio identifikavimas, jskaitant:
— geografing vietos nuoroda (platuma, ilguma),

— informacija apie vietos istorija (t. y. augaliné danga, apdorojimas augaly apsaugos produktais,
apdorojimas traSomis, atsitiktiniai ter3alai ir t. t.),

— naudojimo tipas (pvz., Zemés ukio paskirties Zem¢, miskas ir t. t.),

— éminio émimo gylis (cm),

— smélio/dumblo/molio kiekis (% sausos medziagos masés),

— pH verté (vandenyje),

— organinés anglies kiekis (% sausos medziagos masés),

— azoto kiekis (% sausos medziagos masés),

— pradiné nitrato koncentracija (mg nitrato/kg sausos medziagos mas¢s),
— jony mainy talpa (mmol/kg),

— mikrobiné biomasé, iSreiksta suminio organinés anglies kiekio procentine dalimi,
— metody, taikyty kiekvienam parametrui nustatyti, nuorodos,

— visa informacija apie dirvoZemio éminiy émimg ir laikyma,

— i8sami informacija apie pradinj dirvoZemio inkubavima, jei daromas.
Bandomoji medziaga:

— fizikine bisena ir, jei tinka, fizikocheminés savybes,

— cheminio identifikavimo duomenys, jei tinka, jskaitant struktiiring formule, grynuma (t. y. augaly
apsaugos produkty atveju veikliojo ingrediento procenting dalj), azoto kiekj.

Substratas:

— substrato $altinis,

— sudétis (t. y. liucernos miltai, Zaliosios liucernos masés miltai),
— anglies, azoto kiekis (% sausos medziagos masés),

— sieto akuciy dydis (mm).

Bandymo salygos:

— i3sami informacija apie dirvoZzemio gerinimg organiniu substratu,

— naudoty bandomosios medziagos koncentracijos ver¢iy skaiCius ir, jei tinka, pasirinkty
koncentracijos ver¢iy pagrindimas,

— iSsami informacija apie bandomosios medziagos jterpimg i dirvozemi,

— inkubavimo temperatiira,

— drégmés kiekis dirvozemyje pradedant bandyma ir jj darant,

— taikytas dirvozemio inkubavimo metodas (t. y. kaip vientisas éminys arba kaip keli méginiai),
— Kkartotiniy éminiy skaicius,

— éminiy émimo skaicius,

— metodas, taikomas nitratui i§ dirvoZzemio ekstrahuoti.
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Rezultatai:

— analizés metodika ir jranga, naudota nitratui analizuoti,

— lenteliy duomenys, jskaitant atskiras ir vidutines nitrato analizés vertes,

— apdoroty ir kontroliniy kartotiniy éminiy rezultaty nuokrypis,

— apskaiciavimams daromy pataisy aiskinimai, jei tinka,

— procentais isreikstas nitrato susidarymo greic¢io nuokrypis kiekvieng kartg imant méginj, arba, jei
tinka, EB;, verté esant 95 procenty pasikliautinajam réZiui, kitos EB, vertés (t. y. EB,5 arba EB, )
ir pasikliautinieji reziai, dozés ir reakcijos santykio kreives grafikas,

— statistinis rezultaty apdorojimas,

— visa informacija ir stebéjimai, kurie padéty aiskinti rezultatus.
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1.1.

C.22. DIRVOZEMIO MIKROORGANIZMAI ANGLIES VIRSMO BANDYMAS

METODAS

Sis bandymy metodas atitinka OECD TG 217 (2000).

[VADAS

Siame bandymo metode apradytas laboratorinis metodas, skirtas ilgalaikiam poveikiui azoto virsme
dalyvaujanciy dirvozemio mikroorganizmy aktyvumui tirti, kai chemine medziaga paveikiama vieng karta.
Bandymas i§ esmés pagristas Europos ir VidurZemio jiros augaly apsaugos organizacijos
rekomendacijomis (1). Taciau buvo atsizvelgta | kitus nurodymus, iskaitant Vokietijos Biologische
Bundesanstalt (2), JAV Aplinkos apsaugos agentiiros (3) SETAC (4) rekomendacijas. Belgirate, Italijoje,
1995 m. vykusiame OECD seminare dél dirvoZemiy ir nuosédiniy uolieny atrankos (5) buvo susitarta dél
Siame bandyme naudojamy dirvoZemiy skaiciaus ir tipo. DirvoZemio éminiy émimo, tvarkymo ir laikymo
rekomendacijos pagristos ISO vadovu (6) ir Belgirate seminaro rekomendacijomis.

Vertinant bandomyjy medziagy toksiskumo charakteristikas, gali tekti nustatyti jy poveikj dirvoZemio
mikrobiniam aktyvumui, pvz., kai reikia turéti duomeny apie galimg $alutinj augaly apsaugos produkty
poveikj dirvozemio mikroflorai arba kai tikimasi kity nei augaly apsaugos produktai cheminiy medziagy
poveikio dirvozemio mikroorganizmams. Anglies virsmo bandymas daromas siekiant nustatyti tokiy
cheminiy medziagy poveikj dirvozemio mikroflorai. Jei bandomos agrocheminés medziagos (pvz., augaly
apsaugos produktai, traSos, miskininkystéje naudojamos cheminés medziagos), daromi anglies ir azoto
virsmo bandymai. Jei bandomos ne agrocheminés medziagos, pakanka azoto virsmo bandymo. Taiau jei
darant tokiy cheminiy medZiagy azoto virsmo bandymg, jy EBg, vertés patenka i intervalg, nustatyta
prekyboje esantiems nitrifikacijos inhibitoriams (pvz., nitrapirinui), papildomai informacijai gauti gali biiti
daromas anglies virsmo bandymas.

Dirvozemj sudaro gyvieji ir negyvieji komponentai, esantys sudétinuose ir heterogeniniuose misiniuose.
Mikroorganizmai vaidina svarby vaidmenj vykstant derlingy dirvoZemiy organiniy medziagy skaidymui ir
virsmui, kai didelis rasiy skaicius prisideda prie jvairiy dirvoZemio derlingumo aspekty. Visi ilgalaikiai tokiy
biocheminiy procesy trukdziai gali paZeisti mitybiniy elementy cikl, o tai gali pakeisti dirvozemio
derlinguma. Anglies ir azoto virsmas vyksta visuose derlinguose dirvoZemiuose. Nors uz $iuos procesus
atsakingos mikrobiologinés kolonijos jvairiuose dirvoZzemiuose yra skirtingos, virsmo keliai i§ esmés yra
tokie patys.

Sis bandymo metodas skirtas nustatyti ilgalaikj neigiama med#iagos poveikj anglies virsmui aerobiniuose
pavirsiniuose dirvozemiuose. Sis bandymas yra jautrus uz anglies virsma atsakingy mikrobiniy kolonijy
dydzio ir aktyvumo poky¢iams, kadangi darant §j bandyma, kolonijos patiria cheminio poveikio jtampg ir
anglies badg. Naudojamas smélétas dirvozemis, turintis maZai organiniy medziagy. Sis dirvozemis
apdorojamas bandomaja medziaga ir inkubuojamas sglygomis, kurios uZtikrina greita mikrobing medziagy
apykaita. Siomis salygomis greitai i$senka lengvai i§ dirvozemio jsisavinamos anglies 3altiniai. Tai sukelia
anglies trikumg, dél kurio Ziista mikroby lastelés ir atsiranda neveiklumo biisena ir (arba) sporuliacija. Jei
bandymas trunka ilgiau kaip 28 paras, galima iSmatuoti $iy reakcijy sumg (neapdoroto dirvozZemio)
kontroliniuose éminiuose, kaip laipsniska veikliosios mikrobinés biomasés, dalyvaujancios medziagy
apykaitoje, mazéjima (7). Jei dirvozemyje su anglies trikumu biomasé bandymo salygomis yra veikiama
dirvozemyje esancios cheminés medziagos, biomasés kiekis gali neatsistatyti iki kontroliniame éminyje
esancio kiekio. Todél bet kuriuo bandymo metu bandomosios medziagos sukelti trukdziai daznai tesiasi iki
bandymo pabaigos.
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1.2

1.3.

1.4.

1.5.

Bandymai, naudoti $iam bandymo metodui parengti, i§ pradziy buvo skirti medziagoms, kuriy kieki,
pasiekiantj dirvozemj, buvo galima numatyti. Taip pasitaiko, pvz., naudojant augaly apsaugos produktus,
kuriy laukuose barstomos medziagos norma yra zinoma. Bandant agrochemines medZiagas, pakanka dviejy
doziy, atitinkan¢iy numatomg arba prognozuojama naudojimo normg. Agrochemines medziagas galima
bandyti kaip veikliuosius ingredientus (a.i.) arba kaip preparatus. Ta¢iau bandymas neapsiriboja
cheminémis medZiagomis, turin¢iomis prognozuojamas aplinkos koncentracijos vertes. Keiciant |
dirvozemj dedamos bandomosios medziagos kiekj ir duomeny jvertinimo bidg, bandyma dar galima
naudoti cheminéms medziagoms, kuriy kiekis, tikétinai patenkantis j dirvoZemi, yra nezinomas. Taigi jei
tai ne agrocheminés medziagos, nustatomas medziagos keliy koncentracijos ver¢iy poveikis anglies
virsmui. Siy bandymy duomenys yra naudojami dozés ir reakcijos santykio kreivei gauti ir EB, vertéms
apskaiciuoti, kai x yra apibréziamas kaip poveikio %.

APIBREZTYS

Anglies virsmas: organinés medziagos skaidymas mikroorganizmais iki atitinkamo galutinio produkto,
anglies dioksido.

EB, (efektyvioji koncentracija): bandomosios medziagos koncentracija dirvozemyje, kai anglies virsmas
i anglies dioksida inhibuojamas x procenty.

EB;, (medianiné efektyvioji koncentracija): bandomosios medziagos koncentracija dirvozemyje, kai
anglies virsmas | anglies dioksida inhibuojamas 50 procenty.

ETALONINES MEDZIAGOS

Néra.

BANDYMU METODO ESME

Sijotas dirvoZemis apdorojamas bandomaja medziaga arba palickamas neapdorotas (kontrolinis). Jei
bandomos agrocheminés medziagos, rekomenduojama naudoti maziausiai dvejopa bandymo
koncentracija, kuri pasirenkama pagal didZiausia lauke numatoma koncentracijg. Po 0, 7, 14 ir 28
inkubavimo pary apdoroti ir kontroliniai dirvoZemio éminiai maiSomi su gliukoze ir 12 h nepertraukiamai
matuojamas gliukozés sukeliamo kvépavimo greitis. Kvépavimo greitis yra isreiskiamas kaip issiskyrusio
anglies dioksido (mg anglies dioksido/kg sauso dirvozemio/h) arba suvartoto deguonies (mg deguonies/kg
dirvozemio/h) kiekis. Vidutinis kvépavimo greitis apdorotame dirvoZemyje lyginamas su kvépavimo greiciu
kontroliniame éminyje ir apskai¢iuojamas apdorotojo éminio procentinis nuokrypis nuo kontrolinio
éminio. Visi bandymai daromi maziausiai 28 paras. Jei 28 parg apdoroto ir neapdoroto dirvozemio
skirtumas yra lygus arba didesnis kaip 25 %, matavimai tesiami kas 14 pary ne daugiau kaip iki 100 pary.
Jei bandomos ne agrocheminés medziagos, | dirvozemio éminius dedama keliy koncentracijos verciy
bandomoji medziaga, ir po 28 pary matuojamas gliukozés sukeliamo kvépavimo greitis (t. y. susidariusio
anglies dioksido arba suvartoto deguonies vidutinis kiekis). Koncentracijos verciy serijos bandymy
rezultatai analizuojami taikant regresijos modelj ir apskaic¢iuojamos EB, vertés (t. y. EBs,, EB,; ir (arba)
EB,,). Zr. apibréztis.

BANDYMO TINKAMUMAS

Bandymy su agrocheminémis medziagomis rezultatai pagristi palyginti mazu (t. y. vidutiné verté + 25 %)
issiskyrusio anglies dioksido arba suvartoto deguonies kickio kontroliniame ir apdorotame dirvozemio
éminyje skirtumu, taigi didelé kontroliniy éminiy duomeny sklaida gali bati klaidingy rezultaty priezastimi.
Todél kartotiniy kontroliniy éminiy rezultaty skirtumas turi biiti mazesnis kaip = 15 %.
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1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

BANDYMU METODO APRASYMAS

Aparatiira

Naudojami bandymo indai, pagaminti i§ chemiskai inertinés medziagos. Jie turi buti reikiamos talpos
atsizvelgiant i dirvoZemiy inkubavimui taikoma metodikg, t. y. viso vieno éminio arba keliy atskiry
dirvozemio daliniy éminiy inkubavimg (zr. 1.7.1.2 skirsnj). Reikia stengtis kiek jmanoma sumazinti
vandens nuostolius, bet tuo paciu uztikrinti dujy mainus darant bandymga (pvz., indai gali biti uzdengiami
polictileno plévele su skylutémis). Bandant lakigsias medziagas, reikia naudoti uzdaromus ir sandarius
dujoms indus. Jy dydis pasirenkamas taip, kad dirvozemio éminys sudaryty mazdaug viena ketvirtaja indo
tario.

Gliukozés sukeliamam kvépavimui nustatyti reikia turéti inkubavimo sistemas ir prietaisus anglies dioksido
susidarymui arba deguonies suvartojimui matuoti. Tokiy sistemy pavyzdziai ir prietaisai aprasyti
literat@iroje (8) (9) (10) (11).

DirvoZemiy pasirinkimas ir skaicius

Naudojamas vienos risies dirvozemis. Rekomenduojamas dirvozemis, kurio charakteristikos:
— smélio kiekis: ne mazesnis kaip 50 % ir ne didesnis kaip 75 %,
— pH: 5,5-7,5,
— organinés anglies kiekis: 0,5-1,5 %,

— matuojama mikrobiné biomasé (12)(13) ir jos anglies kiekis turi sudaryti ne maziau kaip 1 %
suminés dirvoZemio organinés anglies.

Dirvozemis, kurio tokios charakteristikos, dazniausiai atitinka blogiausia atvejj, kadangi cheminés
medziagos absorbcija yra maziausia, o mikrofloros galimybé jos gauti yra didziausia. Taigi bandymy su
kitais dirvozemiais paprastai nereikia daryti. Ta¢iau tam tikromis aplinkybémis, pvz., jei medziagg i§ esmés
numatoma naudoti konkre¢iame dirvoZemyje, pvz., riigi¢iajame misko dirvoZemyje, arba naudojamos
elektrostatinj kriivi turin¢ios cheminés medziagos, gali tekti naudoti papildomg dirvozemi.

DirvoZemio éminiy rinkimas ir laikymas
Rinkimas

Reikia turéti i§samios informacijos apie lauko viet, i$ kurios imamas bandymo dirvozemis. Nurodoma tiksli
padétis, augaly danga, apdorojimo augaly apsaugos produktais datos, apdorojimas organinémis ir
neorganinémis tragSomis, biologiniy priedy déjimas arba atsitiktiniai terSalai. Dirvozemio émimui pasirinkta
vieta turéty uztikrinti ilgalaiki naudojimg. Tinka nuolatinés ganyklos, laukai su kasmetiniais gridiniais
augalais (i$skyrus kukuriizus) arba tankiai paséty zaliyjy trasy laukai. Pasirinkta éminio émimo vieta neturi
bati apdorojama augaly apsaugos produktais maziausiai vienerius metus iki éminiy émima. Be to,
maziausiai SeSis ménesius neturé¢jo biti dedama organiniy trasy. Mineralines trasas galima naudoti tik tuo
atveju, jei to reikia paséliams, o dirvozemio éminiai imami ne anks¢iau kaip trys ménesiai po tresimo. Reikia
vengti naudoti dirvoZemij, apdorotg trgSomis, turin¢iomis zZinomy biocidiniy savybiy (pvz., kalcio
cianamidas).

Reikia vengti imti éminius esant ilgalaikiam (ilgiau kaip 30 pary) sausros arba potvynio laikotarpiui arba
i§ karto jam pasibaigus. Ariamy dirvoZemiy éminiai imami i§ 0-20 c¢m gylio. Pievose (ganyklose) arba
kituose ilgg laikg (bent vieng auginimo sezong) neariamuose dirvozemiuose didZiausias éminio émimo gylis
gali bti Siek tiek didesnis kaip 20 cm (pvz., iki 25 cm). DirvoZemio éminiai veZami tokiuose induose ir esant
tokioms temperatiiros sglygoms, kurios neleisty reikmingai pakisti pradinéms dirvozemio savybéms.
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1.6.3.2.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

Laikymas

Pageidautina naudoti neseniai lauke paimtus dirvozemius. Jei laikymo laboratorijoje nejmanoma i$vengti,
dirvozemiai gali biti ne ilgiau kaip tris ménesius laikomi tamsoje, esant 4 + 2 °C. Laikant dirvozemi, turi
bati uztikrintos aerobinés salygos. Jei dirvozemis imamas i3 vietoviy, kuriose jis btina jSalgs maziausiai tris
ménesius per metus, ji galima laikyti SeSis ménesius, esant nuo — 18 °C iki — 22 °C. Laikomo dirvoZemio
mikrobiné biomasé matuojama pries kiekviena bandyma ir biomasés anglis turi sudaryti maZiausiai 1 % viso
dirvozemio organinés anglies kiekio (zr. 1.6.2 skirsnij).

Dirvozemio tvarkymas ir ruo$imas bandymui
Pradinis inkubavimas

Jei dirvoZemis buvo laikomas saugykloje (zr. 1.6.4.2 ir 1.7.1.3 skirsnius), rekomenduojama daryti pradinj
inkubavima, kurio trukmé bty nuo 2 iki 28 pary. Temperatiira ir dirvoZzemio drégmés kiekis pradinio
inkubavimo laikotarpiu turi atitikti bandymo salygas (Zr. 1.6.4.2 ir 1.7.1.3 skirsnius).

Fizikocheminés charakteristikos

1§ dirvozemio rankiniu biidu pasalinami dideli daiktai (pvz., akmenys, augaly dalys ir t. t.), tuomet drégnas
dirvozemis sijojamas iki 2 mm arba mazesniy daleliy. Drégmes kiekis dirvozemio éminyje reguliuojamas
distiliuotu arba dejonizuotu vandeniu iki vertés, sudarancios 40—-60 % didziausios vandens sulaikymo
gebos.

Bandomosios medZiagos ruoSimas jterpti j dirvoZemj

Bandomoji medziaga paprastai jterpiama naudojant nesiklj. Kaip nesiklis gali bati naudojamas vanduo
(vandenyje tirpiy medziagy) arba inertiné kietoji medziaga, pvz., smulkus kvarcinis smélis (daleliy dydis:
0,1-0,5 mm). Kity nei vanduo skystyjy nesikliy (pvz., organiniy tirpikliy, pvz., acetono, chloroformo)
reikéty vengti, kadangi jie gali kenkti mikroflorai. Jei kaip nesiklis naudojamas smélis, jo daleles galima
padengti bandomaja medziaga, iStirpinta arba suspenduota atitinkamame tirpiklyje. Tokiais atvejais pries
maiSant su dirvozemiu tirpiklis iSgarinamas. Siekiant optimaliai paskirstyti bandomaja medziaga
dirvozemyje, rekomenduojama naudoti 10 g smélio vienam kilogramui dirvozemio (sausos medziagos
masés). Kontroliniai éminiai apdorojami tik lygiaver¢iu vandens ir (arba) kvarcinio smélio kiekiu.

Jei bandomos lakiosios cheminés medziagos, apdorojant reikia kiek jmanoma vengti nuostoliy ir stengtis
uztikrinti tolygy pasiskirstyma dirvozemyje (pvz., bandomaja medziaga reikéty jSvirksti keliose dirvozemio
vietose).

Bandymo koncentracijos vertés

Jei bandomi augaly apsaugos produktai arba kitos numatomos aplinkos koncentracijos medziagos, turi biti
bandoma maziausiai dvejopa koncentracija. MaZesné koncentracija turéty rodyti bent didZiausia kieki, kuris
tikétinai pasiekty dirvozemj praktinémis salygomis, tuo tarpu didesné koncentracija turéty bliti mazesnés
koncentracijos kartotinis dydis. | dirvozemj jterpiamos bandomosios medziagos koncentracijos vertés
apskai¢iuojamos darant prielaida apie tolygy jterpima 5 cm gylj ir dirvoZemio santykinj tankj 1,5.
Agrocheminiy medziagy, tiesiogiai jterpiamy i dirvozZemi, arba cheminiy medZiagy, kuriy dirvozemj
pasiekiantis kiekis gali baiti numatytas, rekomenduojamos bandymo koncentracijos vertés yra didziausia
numatoma aplinkos koncentracija (Predicted Environmental Concentration — PEC) ir penkis kartus didesné
koncentracija. Medziagos, kurias numatoma jterpti j dirvozemj kelis kartus per viena sezona, bandomos
esant koncentracijos vertéms, gautoms PEC vertg padauginus i§ didZiausio numatomo jterpimy skaiciaus.
Taciau virSutiné bandymo koncentracijos verté neturi bati daugiau kaip desimt karty didesné uz didziausia
vienkartinio jterpimo norma.

Jei bandomos ne agrocheminés medZziagos, naudojama maziausiai penkiy koncentracijos verciy eilé pagal
geometring progresijg. Bandymo koncentracijos vertés turi atitikti intervala, reikalinga EB, vertéms
nustatyti.
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1.7. BANDYMO EIGA

1.7.1.  Veikimo salygos
1.7.1.1.  Apdorojami ir kontroliniai éminiai

Jei bandomos agrocheminés medziagos, dirvoZemis dalijamas i tris vienodos masés dalis. Dvi dalys
maiSomos su produkto turin¢iu nesikliu, o tre¢ioji maifoma su nesikliu be produkto (kontrolinis
bandymas). Rekomenduojama paruosti maziausiai tris kartotinius apdoroty daliy ir neapdorotos dalies
dirvozemio éminius. Jei bandomos ne agrocheminés medziagos, dirvozemis dalijamas i $esias vienodos
masés dalis. Penki éminiai maiSomi su bandomosios medziagos turin¢iu nesikliu, o $estasis éminys
sumaiSomas su nesikliu be cheminés medziagos. Rekomenduojama paruosti maziausiai tris apdoroty
dirvozemio daliy ir neapdorotos dirvozemio dalies kartotinius éminius. Reikia stengtis uztikrinti tolygy
bandomosios medziagos pasiskirstyma apdorotuose dirvozemio éminiuose. MaiSant reikéty vengti
dirvozemio sutankinimo ir grumsty susidarymo.

1.7.1.2.  DirvoZemio éminiy inkubavimas

Dirvozemio éminius galima inkubuoti dviem badais: kaip vientisus kiekvieno apdoroto ir neapdoroto
dirvozemio éminius arba kaip serija atskiry ir vienodo dydzio kiekvieno apdoroto ir neapdoroto dirvozemio
meéginiy. Taciau bandant lakigsias medziagas, bandymas daromas tik vienu baidu, naudojant atskiry méginiy
serija. Kai dirvoZemis inkubuojamas kaip vientisas éminys, ruodiamas didelis kickvieno apdoroto ir
neapdoroto dirvozemio éminio kiekis ir prireikus imami jo méginiai analizei darant bandymga. Kiekvienam
apdorojimui ir kontroliniams éminiams i§ pradziy paruostas kiekis priklauso nuo méginiy dydzio, analizei
naudojamy kartotiniy méginiy skaiciaus ir nuo numatomo didZiausio méginiy émimo karty skaiciaus.
Dirvozemis, inkubuojamas kaip vientisas éminys, prie§ imant méginius turi biti gerai sumaiSomas. Kai
dirvozemis inkubuojamas kaip serija atskiry dirvoZemio méginiy, kiekvienas apdorotas ir neapdorotas
vientisas dirvoZzemio éminys dalijamas j reikiama méginiy skai¢iy, kurie prireikus yra naudojami. Darant
bandymus, kuriuose gali biti numatyta meginius imti daugiau kaip du kartus, reikia paruosti pakankama
skaiciy méginiy, kad biity galima atsizvelgti i visus kartotinius méginius ir méginiy émimo karty skaiciy.
Maziausiai trys bandymo dirvoZemio kartotiniai éminiai inkubuojami aerobinémis salygomis (Zr. 1.7.1.1
skirsnj). Darant visus bandymus turi biiti naudojami atitinkami indai su pakankamo tario laisvaja erdve, kad
buty i§vengta anaerobiniy salygy. Kai bandomos lakiosios medziagos, bandymas turi bati daromas
naudojant serija atskiry méginiy.

1.7.1.3.  Bandymo sglygos ir trukmé

Bandymas daromas tamsoje, esant 20 * 2 °C temperatiirai. Drégmés kiekis dirvozemio éminiuose visa
bandymo laika turi bati palaikomas + 5 % tikslumu ir turi sudaryti nuo 40 % iki 60 % dirvozemio didZiausios
vandens sulaikymo gebos (Zr. 1.6.4.2 skirsnj). Prireikus galima jpilti distiliuoto arba dejonizuoto vandens.

Maziausia bandymy trukmé — 28 dienos. Jei bandomos agrocheminés medziagos, lyginami issiskyrusio
anglies dioksido arba suvartoto deguonies kiekiai apdorotuose ir kontroliniuose éminiuose. Jei 28 para jie
skiriasi daugiau kaip 25 %, bandymas tgsiamas tol, kol gaunamas 25 % arba mazesnis skirtumas, bet ne
ilgiau kaip 100 pary. Jei bandomos ne agrocheminés medziagos, bandymas baigiamas po 28 pary. 28 para
nustatomas issiskyrusio anglies dioksido arba suvartoto deguonies kiekis apdorotuose ir kontroliniuose
dirvozemio éminiuose ir apskaiciuojamos EB, vertés.

1.7.2.  DirvoZemiy éminiy émimas ir analizé
1.7.2.1.  DirvoZemio éminiy émimo grafikas

Jei bandomos agrocheminés medziagos, dirvoZzemio éminiai gliukozés sukeliamo kvépavimo greiciui
nustatyti analizuojami 0, 7, 14 ir 28 para. Jei bandyma reikia testi, papildomi matavimai po 28 paros daromi
kas 14 pary.

Jei bandomos ne agrocheminés medziagos, naudojamos maziausiai penkios bandymo koncentracijos vertés
ir dirvozemio éminiai gliukozés sukeliamo kvépavimo grei¢iui nustatyti analizuojami prie§ bandymo
pradzia (0 pary) ir veikimo laikotarpiui pasibaigus (28 parg). Jei manoma, kad biitinas tarpinis matavimas,
ji galima daryti, pvz., 7 parg. Duomenys, gauti 28 parg, naudojami cheminés medziagos EB, vertei nustatyti.
Jei pageidaujama, 0 dienos kontroliniy éminiy duomenys gali biiti naudojami pradiniam veikliosios
mikrobinés biomasés, dalyvaujancios medziagy apykaitoje, kiekiui dirvozemyje jvertinti (12).
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1.7.2.2.

2.1.

2.2,

Gliukozés sukeliamo kvépavimo greicio matavimas

Gliukozés sukeliamo kvépavimo greitis kiekviename apdorotame ir kontroliniame kartotiniame éminyje
nustatomas kiekvieng karta paémus méginius. DirvoZemio méginiai maiSomi su pakankamu gliukozés
kiekiu didziausiai betarpiskai kvépavimo reakcijai nustatyti. Gliukozés kiekis, reikalingas konkretaus
dirvozemio didziausiai kvépavimo reakcijai nustatyti, gali bati jvertintas, darant pradinj bandyma su
keliomis gliukozés koncentracijos vertémis (14). Taciau smélio dirvozZemiui, turin¢iam 0,5-1,5 % organinés
anglies, paprastai pakanka 2 000-4 000 mg gliukozés vienam kg sauso dirvozemio. Gliukoze galima
sumalti | miltelius su $variu kvarciniu sméliu (10 g smeélio/kg sauso dirvozemio) ir paruosti vienalytj misinj
su dirvoZemiu.

Gliukoze pagerinto dirvoZemio éminiai inkubuojami tinkamame aparate kvépavimo grei¢iui matuoti
nepertraukiamai, kas valandg arba kas dvi valandas (zr. 1.6.1 skirsnj), esant 20 £ 2 °C. Isiskyrusio anglies
dioksido arba suvartoto deguonies kiekis matuojamas 12 h i§ eilés, matavimus pradedant kiek jmanoma
anksciauy, t. y. 1-2 h po gliukozés pridé¢jimo. ISmatuojamas suminis per 12 h issiskyrusio anglies dioksido
arba suvartoto deguonies kiekis ir nustatomas vidutinis kvépavimo greitis.

DUOMENYS

REZULTATY APDOROJIMAS

Jei bandomos agrocheminés medziagos, uzraomas kiekviename kartotiniame dirvozemio éminyje
susidariusio anglies dioksido arba suvartoto deguonies kiekis ir visy kartotiniy éminiy vidutinés vertés
pateikiamos lentelése. Rezultatai jvertinami taikant atitinkamus visuotinai priimtus statistinius metodus
(pvz., F kriterijy, 5 % reiksmingumo lygmuo). Gliukozés sukeliamo kvépavimo greitis iSreiskiamas mg
anglies dioksido/kg sauso dirvozemio/h. Vidutinis anglies dioksido i$siskyrimo arba deguonies suvartojimo
greitis kiekviename apdorotame éminyje lyginamas su grei¢iu, gautu kontroliniam éminiui, ir
apskaiciuojama procentais iSreiksta nuokrypio nuo kontrolinio éminio verté.

Jei bandomos ne agrocheminés medziagos, nustatomas kiekviename kartotiniame éminyje iSsiskyrusio
anglies dioksido arba suvartoto deguonies kiekis, ir EB, vertéms jvertinti braizoma dozés ir reakcijos
santykio kreivé. Gliukozés sukeliamas kvépavimo greitis (t. y. mg anglies dioksido arba mg deguonies/kg
sauso dirvozemio/h), nustatytas apdorotuose éminiuose po 28 pary, lyginamas su kontroliniams éminiams
nustatytu grei¢iu. Pagal $iuos duomenis kiekvienai bandymo koncentracijai apskaic¢iuojamos inhibavimo %
vertés. Sios procentinés vertés pateikiamos grafike kaip koncentracijos funkcija, o EB, vertéms apskaiciuoti
taikomos statistinés metodikos. Be to, taikant tipines metodikas (15) (16) (17), nustatomi apskai¢iuotos EB,
vertés pasikliautinieji réziai (p = 0,95).

REZULTATY AISKINIMAS

Jei vertinant agrocheminiy medziagy bandymy rezultatus, éminyje, turin¢iame mazesn¢ koncentracijg (t. y.
didziausig numatoma koncentracijg), bei kontroliniame éminyje kvépavimo greicio skirtumas bet kuriuo
méginio émimo metu po 28 paros yra lygus 25 % arba mazesnis, produkta galima jvertinti kaip nedarantj
ilgalaikio poveikio anglies virsmui dirvoZemiuose. Kai jvertinami kity nei agrocheminés medziagos
cheminiy medziagy bandymo rezultatai, naudojamos EBs,, EB, ir (arba) EB,, vertés.
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3. ATASKAITOS RENGIMAS

3.1 BANDYMU ATASKAITA

Bandymy ataskaitoje turi bati pateikta $i informacija:

I§samus naudojamo dirvoZemio identifikavimas, jskaitant:

geografing vietos nuoroda (platuma, ilguma),

informacija apie vietos istorija (t. y. augaliné danga, apdorojimas augaly apsaugos produktais,
apdorojimas traSomis, atsitiktiniai tersalai ir t. t.),

naudojimo tipa (pvz., Zemés tkio paskirties Zemé, miskas ir t. t.),

éminio émimo gylj (cm),

smélio/dumblo/molio kiekj (% sausos medziagos masés),

pH verte (vandenyje),

organinés anglies kiekj (% sausos medziagos masés),

azoto kiekj (% sausos medZziagos masés),

jony mainy talpg (mmol/kg),

prading mikrobing biomase, iSreikstg suminio organinés anglies kiekio procentine dalimi,
metody, taikyty kiekvienam parametrui nustatyti, nuorodas,

visg informacijg apie dirvoZzemio éminiy émimg ir laikyma,

visg informacija apie pradinio dirvozemio inkubavima, jei daromas.

Bandomoji medziaga:

fizikiné busena ir, jei tinka, fizikocheminés savybeés,

cheminio identifikavimo duomenys, jei tinka, jskaitant struktiring formulg, grynuma (t. y. augaly
apsaugos produkty atveju veikliojo ingrediento procenting dalj), azoto kiekj.

Bandymo salygos:

issami informacija apie dirvozemio gerinima organiniu substratu,

naudoty bandomosios medziagos koncentracijos verciy skaiCius ir, jei tinka, pasirinkty
koncentracijos verciy pagrindimas,

i$sami informacija apie bandomosios medziagos jterpimg i dirvozemi,

inkubavimo temperatiira,

drégmés kiekis dirvozemyje pradedant bandymg ir ji darant,

taikytas dirvozemio inkubavimo metodas (t. y. kaip vientisas éminys arba kaip eilée méginiy),
kartotiniy éminiy skaicius,

éminiy émimo skaicius.
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Rezultatai:

— metodas ir jranga kvépavimo grei¢iui matuoti,

— lenteliy duomenys, jskaitant atskiras ir vidutines anglies dioksido arba deguonies vertes,

— apdoroty ir kontroliniy kartotiniy éminiy rezultaty nuokrypis,

— apskaic¢iavimams daromy pataisy aiskinimai, jei tinka,

— procentais isreikstas gliukozés sukeliamo kvépavimo greicio nuokrypis kiekvieng karta imant
mégini, arba, jei tinka, EB, verté esant 95 procenty pasikliautinajam réZiui, kitos EB, vertés (t. y.
EB,; arba EB, ) ir pasikliautinieji réziai, dozés ir reakcijos santykio kreives grafikas,

— statistinis rezultaty apdorojimas, jei tinka,

— visa informacija ir stebéjimai, kurie padéty aiskinti rezultatus.
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1.1.

1.2

C.23. AEROBINIS IR ANAEROBINIS VIRSMAS DIRVOZEMYJE

METODAS

Sis bandymy metodas atitinka OECD TG 307 (2002)

IVADAS

Sis bandymy metodas pagristas esamomis rekomendacijomis (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). Siame bandymy
metode aprasytas metodas skirtas cheminiy medziagy aerobiniam ir anaerobiniam virsmui dirvoZemyje
jvertinti. Bandymai yra daromi siekiant nustatyti: i) bandomosios medziagos virsmo greitj ir i) virsmo
produkty, kurie gali veikti augalus bei dirvozemio organizmus, tipg ir susidarymo bei i$nykimo greitj. Taip
turi bati tiriamos cheminés medziagos, kurios tiesiogiai jterpiamos j dirvozemj arba kurios gali pasiekti
dirvozemio aplinka. Be to, tokiy laboratoriniy tyrimy rezultatai gali bati naudojami atitinkamy lauko
tyrimy éminiy émimo ir analizés protokolams kurti.

Aerobiniy ir anaerobiniy tyrimy vieno tipo dirvoZemiui paprastai pakanka virsmo keliams vertinti (8) (10)
(11). Virsmo greitis turéty biti jvertinamas bent trims papildomiems dirvozemio tipams (8) (10).

Belgirate, Italijoje, 1995 m. vykusiame OECD seminare dél dirvozemiy ir nuosédiniy uolieny atrankos (10)
buvo konkreciai sutarta dél Siame bandyme naudojamy dirvozemiy skaiciaus ir tipo. Bandomy dirvoZemiy
tipas turéty atitikti aplinkos salygas, kuriose medziaga bus naudojama arba iSmetama. Pvz., cheminés
medziagos, kurios gali biiti i$metamos subtropinio arba tropinio klimato sglygomis, turéty biiti bandomos
Ferrasol arba Nitosol tipo dirvoZemiuose (Maisto ir Zemés Gikio organizacijos sistema) (FAO sistema). Be to,
seminare buvo pateiktos dirvozemio éminiy émimo, tvarkymo ir laikymo rekomendacijos, pagristos ISO
vadovu (15). Be to, Siame metode nagrinéjami ryziy lauky dirvoZemiai.

APIBREZTYS
Bandomoji medziaga: bet kuri medziaga (tai gali baiti pradinis junginys arba medziagos virsmo produktai).

Virsmo produktai: visos medZziagos, susidarancios vykstant bandomosios medziagos biotinio arba
abiotinio virsmo reakcijoms, jskaitant CO, ir suriStuosius likuéius.

Suristieji likuciai: dirvoZemyje, augale arba gyviine esantys junginiai, kurie po ekstrahavimo lieka
matricoje pradinés medzZiagos arba jos metabolito (-y) ar virsmo produkty pavidalu. Ekstrahavimo metodas
i§ esmés turi nekeisti paciy junginiy arba matricos struktiros. Rysio prigimtj galima i§ dalies iSaiskinti,
taikant matricg kei¢ian¢ius ekstrahavimo metodus ir sudétingus analizés metodus. Pvz., tokiu budu siandien
yra identifikuotos kovalentingés, joninés ir sorbcinio tipo jungtys, be to, pagautieji junginiai. Apskritai,
suristyjy likuciy susidarymas labai mazina biologinj jsisavinamumg ir biologinj kaupimasi (12)
[modifikuotas ITUPAC 1984 (13) apibrézimas].

Aerobinis virsmas: reakcijos, vykstancios esant molekuliniam deguoniui (14).
Anaerobinis virsmas: reakcijos, vykstancios nesant molekulinio deguonies (14).

DirvoZemis: mineraliniy ir organiniy cheminiy sudedamyjy daliy misinys, kuriame organinius
komponentus sudaro didelj anglies ir azoto kiekj turintys ir didelés molekulinés masés junginiai ir kurio
gyvieji organizmai yra mazi (daugiausia mikro-) organizmai. Galima apdoroti dviejy buseny dirvozemi:

a) nepaliestg, koks susidaro per laikg, esantj tipiskuose jvairiy dirvoZzemio tipy sluoksniuose;

b) paliestg, koks jis paprastai yra ariamuose laukuose arba koks jis imamas kasant ir panaudojamas Siame
bandymy metode (14).
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1.3.

1.4.

1.5.

Mineralizacija: yra visiskas organinio junginio skilimas j CO, ir H,O aerobinémis saglygomis, ir j CH,, CO,
bei H,O anaerobinémis sglygomis. Siame bandymo metode, kai naudojamas '*C zymétas junginys,
mineralizacija yra didelio laipsnio skilimas, kai Zymétasis anglies atomas oksiduojamas, susidarant
atitinkamam '#CO, kiekiui (14).

Puséjimo trukmé: t, 5, laikas, per kurj bandomosios medziagos koncentracija sumazéja 50 %, kai virsmui
aprasyti tinka pirmojo laipsnio kinetika; ji nepriklauso nuo koncentracijos.

DT;, (i$nykimo trukmé 50): laikas, per kurj bandomosios medziagos koncentracija sumazéja 50 %; i
trukmé ir puséjimo trukmé t,, 5 skiriasi, kai virsmas neatitinka pirmojo laipsnio kinetikos.

DT, (iSnykimo trukmé 75): laikas, per kurj bandomosios medziagos koncentracija sumazéja 75 %.

DT,, (iSnykimo trukmé 90): laikas, per kurj bandomosios medziagos koncentracija sumazéja 90 %.

ETALONINES MEDZIAGOS

Etaloninés medZziagos naudojamos, jei virsmo produktams apibiidinti ir (arba) identifikuoti taikomi
spektroskopiniai ir chromatografijos metodai.

BANDYMO TINKAMUMAS

Metodas tinka visoms cheminéms medZiagoms (nepazymétoms arba pazymétoms kaip radioktyvios),
kurioms nustatyti yra sukurtas pakankamo tikslumo ir jautrio analizés metodas. Jis tinka mazai lakiems,
nelakiems, vandenyje tirpiems arba netirpiems junginiams. Bandymas neturi bati taikomas cheminéms
medziagoms, kurios labai greit i§garuoja i§ dirvoZemio (pvz., fumigantai, organiniai tirpikliai), todél negali
bati laikomos dirvozemyje $io bandymo salygomis.

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA MEDZIAGA

Virsmo grei¢iui matuoti gali biiti naudojama pazymétoji arba zZymétoji bandomoji medziaga. Zymétoji
medziaga reikalinga virsmo keliui tirti ir masiy balansui nustatyti. Rekomenduojama zyméti '*C, bet gali
biiti naudingi kiti izotopai, pvz., '’C, '°N, ’H, *?P. Kiek tai jmanoma, Zymétasis atomas turi biiti
patvariausioje (-iose) molekulés dalyje (-yse) (). Bandomosios medZiagos grynumas turi buti maziausiai
95 %.

Pries pradedant daryti aerobinio ir anaerobinio virsmo dirvoZemyje bandyma, turi biti gauta si informacija
apie bandomaja medziaga:

a) tirpumas vandenyje (A.6 metodas);

o

) tirpumas organiniuose tirpikliuose;

O
~

gary slégis (A.4 metodas) ir Henrio désnio konstanta;

&

pasiskirstymo koeficientas n-oktanolisfvanduo (A.8 metodas);

cheminis patvarumas tamsoje (hidrolizé) (C.7 metodas);

&

Resn)

pK,, jei molekulé gali atiduoti arba prisijungti protonus [OECD rekomendacija 112] (16).

Kita naudingg informacija gali sudaryti duomenys apie bandomosios medziagos toksiska poveikj
dirvozemio mikroorganizmams [bandymo metodai C.21 ir C.22] (16).

Reikia turéti analizés metodus (jskaitant ekstrahavimo ir gryninimo metodus) bandomajai medziagai ir jos
virsmo produktams identifikuoti ir kiekybiskai nustatyti.

Pvz., jei bandomoji medziaga turi vieng ziedg, Zymétasis atomas turi bati $iame Ziede; jei bandomoji medziaga turi du Ziedus arba

daugiau, gali tekti daryti atskirus tyrimus kiekvieno ziedo su zZymétuoju atomu likimui jvertinti ir atitinkamai informacijai apie
virsmo produkty susidarymg gauti.
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1.6. BANDYMO METODO ESME

Dirvozemio éminiai apdorojami bandomaja medziaga ir inkubuojami tamsoje, naudojant biometrines
kolbas arba pratekéjimo sistemas kontroliuojamomis laboratorinémis sglygomis (esant pastoviai
temperatirai ir dirvoZemio drégmei). Po tam tikro intervalo dirvoZemio éminiai ekstrahuojami ir
analizuojami pradinei medziagai ir jos virsmo produktams nustatyti. Be to, naudojant atitinkamus
absorbcijos jtaisus, renkami ir analizuojami lakieji produktai. Naudojant ' *C Zyméta medziaga ir surenkant
issiskyrusj '*CO,, galima i$matuoti jvairias bandomosios medziagos mineralizacijos greicio vertes ir
nustatyti masiy balansg, jskaitant dirvozemiu suristus likucius.

1.7. KOKYBES KRITERIJAI

1.7.1.  Regeneravimas

Maziausiai dviejy kartotiniy dirvoZemio éminiy ekstrahavimas ir analize iskart po bandomosios medziagos
pridéjimo yra pirmasis analizés metodo pakartojamumo ir bandomosios medziagos jterpimo metodikos
tolygumo rodiklis. Vélesniy bandymo stadijy regeneravimo laipsnis gaunamas matuojant atitinkamy masés
ver¢iy balansa. Zymétyjy cheminiy medziagy regeneravimo laipsnis turi biiti nuo 90 % iki 110 % (8),
nezymeétyjy cheminiy medziagy — nuo 70 % iki 110 % (3).

1.7.2.  Analizés metodo pakartojamumas ir jautris

Bandomosios medziagos ir virsmo produkty kiekybinés analizés metodo pakartojamumas (i§skyrus pradinj
ekstrahavimo efektyvuma) gali bati patikrintas darant kartoting to paties dirvoZemio, inkubuoto
pakankamai ilgai, kad galéty susidaryti virsmo produktai, ekstrakto analizg.

Bandomosios medziagos ir virsmo produkty analizés metodo aptikimo riba (LOD) turi bati maZiausiai
0,01 mg x kg™ dirvozemio (kaip bandomosios medziagos) arba 1 % jterpiamos dozés, imant mazesniaja
verte. Turi bati apibrézta kiekybinio nustatymo riba (LOQ).

1.7.3.  Virsmo duomeny tikslumas

Darant bandomosios medziagos koncentracijos verciy kaip laiko funkcijos regresing analiz¢ gaunama
atitinkama informacija apie virsmo kreivés patikimumg ir leidzia apskaiciuoti puséjimo trukmeés verciy
pasikliautinuosius réZius (jei reakcija atitinka pseudopirmojo laipsnio kinetika) arba DT, vertes ir, jei tinka,
DT,5 ir DTy, vertes.

1.8. BANDYMO METODO APRASYMAS

1.8.1.  Iranga ir cheminiai reagentai

Inkubavimo sistemas sudaro statinés uzdaros sistemos arba tinkamos pratekéjimo sistemos (7) (17).
Tinkami pratekéjimo ir biometrinio tipo dirvoZemio inkubavimo aparatai pavaizduoti 1 ir 2 paveiksluose.
Kiekviena i§ inkubavimo sistemy turi savo pranasumy ir trikumy (7) (17).

Reikalinga tipiné laboratoriné jranga, visy pirma $i:

— analizés prietaisai, pvz., dujy ir skys¢iy chromatografijos (GLC), efektyviosios skysc¢iy chromatografijos
(HPLC), plonasluoksnés chromatografijos (TLC) jranga, iskaitant atitinkamas detektavimo sistemas
pazymétosioms arba nepaZymétosioms medZiagoms analizuoti, arba atvirkstinio izotopy skiedimo
metodas,

— identifikavimui skirti prietaisai (pvz., MS, GC-MS, HPLC-MS, MBR ir t. t.),
— skysciy scintiliacinis skaitiklis,

— aparatiira radioaktyviosioms medziagoms oksiduoti,

— centrifuga,

— ekstrahavimo aparatiira (pvz., centrifugos mégintuvéliai Zematemperattriam ekstrahavimui ir Soksleto
aparatas nepertraukiamam ekstrahavimui su griztamuoju Saldytuvu),



13/34 1. Europos Sajungos oficialusis leidinys 729

— jranga tirpalams ir ekstraktams koncentruoti (pvz., sukamasis garintuvas),

— vandens vonia,

— mechaninio mai§ymo jtaisas (pvz., teslos maiSytuvas, sukamasis maisytuvas).

Naudojami cheminiai reagentai, pvz.:

— NaOH, analiziskai grynas, 2 mol x dm?3, arba kitas tinkamas $armas (pvz., KOH, etanolaminas),
— H,S0,, analiziskai gryna, 0,05 mol x dm™,

— etilenglikolis, analiziskai grynas,

— kietosios sugerian¢ios medziagos, pvz., natrio kalkés ir poliuretano kamsciai,

— organiniai tirpikliai, analiziskai gryni, pvz., acetonas, metanolis ir t. t.,

— scintiliacinis skystis.
1.8.2. Bandomosios medZiagos jterpimas

Norint bandomosios medziagos jterpti i dirvozemj ir paskirstyti jame, ji gali biti iStirpinta vandenyje
(dejonizuotame arba distiliuotame) arba prireikus kiek jmanoma mazesniame kiekyje acetono arba kity
organiniy tirpikliy (6), kuriuose bandomoji medziaga blity pakankamai tirpi ir patvari. Taciau pasirinkto
tirpiklio kiekis neturi daryti reik§mingos jtakos dirvozemio mikrobiniam aktyvumui (zr. 1.5 ir 1.9.2-1.9.3
skirsnius). Reikia vengti naudoti tirpiklius, kurie inhibuoja mikrobinj aktyvuma, pvz., chloroforma,
dichlormetang ir kitus halogenintus tirpiklius.

Be to, bandomoji medziaga gali biiti jterpiama kaip kietoji medziaga, pvz., sumaisyta su kvarciniu sméliu
(6) arba su mazu bandymo dirvozemio méginiu, kuris i§dZiovinamas ore ir sterilizuojamas. Jei bandomoji
medziaga pridedama naudojant tirpiklj, tirpikliui leidZiama i§garuoti pries tai kaip sodrintas méginys yra
jterpiamas  pradinj nesterily dirvozemio émini.

[prastoms cheminéms medziagoms, kurios j dirvozemj i§ esmés patenka su nuoteky dumblu arba dirbant
zemés tkio darbus, bandomoji medziaga i§ pradziy turi biti dedama j dumbly, kuris véliau jterpiamas |
dirvoZzemio éminj (zr. 1.9.2 ir 1.9.3 skirsnius).

Nerekomenduojama sistemingai naudoti preparatus. Taciau, pvz., jei bandomoji medziaga mazai tirpi,
preparaty naudojimas gali bati tinkamas pakaitinis bidas.

1.8.3. DirvoZemiai
1.8.3.1. DirvoZemio atranka

Virsmo keliui nustatyti galima naudoti tipinj dirvoZemj; rekomenduojama naudoti smélinga priemolj,
dulkiska priemolj, priemolj arba priesmelj [pagal FAO ir USDA Klasifikacija (18)], kurio pH verté 5,5-8,0,
organinés anglies kiekis 0,5-2,5 % ir mikrobiné biomasé sudaro bent 1 % suminés organinés anglies (10).

Virsmo grei¢iui tirti turi bti naudojami maziausiai trys papildomi dirvoZemiai, sudarantys atitinkamy
dirvozemiy intervala. Dirvozemiai turi skirtis organinés anglies kickiu, pH, molio ir mikrobinés biomasés
kiekiu (10).

Visi dirvoZemiai apibaidinami, nurodant bent tekstiirg (% smélio, % dumblo, % molio) [pagal FAO ir USDA
klasifikacija (18)], pH, katijony mainy talpa, organinés anglies kiekj, piltinj tankj, vandens sulaikymo
charakteristikas (') ir mikrobing biomasg (tik aerobiniams tyrimams). Rezultatams interpretuoti gali bati
naudinga papildoma informacija apie dirvoZemio savybes. Dirvozemio charakteristikoms nustatyti gali biti
taikomi metodai, rekomenduojami nuorodose (19)(20)(21)(22)(23). Mikrobiné biomasé turi bati
nustatoma taikant substrato sukeliamo kvépavimo (SIR) metodg (25)(26) arba pakaitinius metodus (20).

()  Vandens sulaikymo charakteristikos gali baiti matuojamos, kaip lauko drégmeés imlumas, kaip vandens sulaikymo geba arba kaip
vandens siurbimo jtemptis (hidraulinis potencialas) (pF). Aiskinimai pateikti 1 priede. Bandymy ataskaitoje turi bati nurodyta,
ar dirvozemiy vandens sulaikymo charakteristikos ir piltiniai tankiai buvo matuojami nepaliestuose lauko éminiuose, ar
paliestuose (apdorotuose) éminiuose.
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1.8.3.2.

1.9.

1.9.1.1.

DirvoZemiy éminiy émimas, tvarkymas ir laikymas

Reikia turéti detalios informacijos apie lauko vietg, i§ kurios imamas bandymo dirvozemis. Nurodoma tiksli
padétis, augaly danga, apdorojimas cheminémis medziagomis, apdorojimas organinémis ir neorganinémis
traSomis, biologiniy priedy déjimas arba kiti ter3alai. Jei per paskutinius ketverius metus dirvoZemiai buvo
apdorojami bandomaja medziaga arba jos struktariniais analogais, tokie dirvozemiai neturi bati naudojami
virsmo tyrimams (10) (15).

Dirvozemis turi biiti tik kg paimtas i3 lauko (i§ A horizonto arba virsutinio 20 cm sluoksnio), dirvoZemiui
turint tokj vandens kiekj, kuris lengvinty sijojima. Reikia vengti imti dirvozemiy, i§skyrus ryziy lauky
dirvozemiy, éminius esant ilgalaikiam (ilgiau kaip 30 pary) sausros, 3alciy arba patvinimo laikotarpiui arba
i§ karto jam pasibaigus (14). Eminiai turi biiti transportuojami tokiu biidu, kad kiek jmanoma maziau
pasikeisty vandens kiekis dirvoZemyje, éminiai turi bati laikomi tamsoje, esant kiek jmanoma didesniam
gryno oro kiekiui. Paprastai Siam tikslui tinka nesandariai uzristas polietileninis maisas.

Dirvozemis, paémus jo éminius, turi biiti apdorotas kiek jmanoma grei¢iau. Augmenija, didesné dirvozemio
fauna ir akmenys turi biiti pasalinti pries sijojant dirvoZemj per 2 mm sietg, ant kurio lieka mazi akmenys,
fauna ir augaly likuciai. Prie§ sijojant reikia vengti per didelio dirvoZemio dzitvimo ir smulkinimo (15).

Kai Ziema imti éminius lauke sunku (dirvoZemis i$ala arba yra padengtas sniego sluoksniu), ji galima imti
i§ dirvozemio krivos, laikomos siltnamyje po augaline danga (pvz., Zolés arba Zolés ir dobily misinio
danga). Labiau pageidautina tirti dirvoZemius, tik ka paimtus i§ lauko, taciau jei surinktg ir apdorota
dirvozemj tenka laikyti prie§ tyrimo pradzia, turi bati tinkamos laikymo salygos mikrobiniam aktyvumui
uztikrinti ir laikyti galima tik ribota laika (ne ilgiau kaip tris ménesius, esant 4 £ 2 °C) (*). ISsamios
instrukcijos, kaip imti, tvarkyti ir laikyti biologinio virsmo bandymams skirtus dirvoZemiy éminius,
pateiktos (8) (10) (15) (26) (27).

Pries apdorota dirvozemj naudojant §iam bandymui, jam taikomas pradinis inkubavimas, kad galéty sudygti
ir bty pasalintos s¢klos ir biity atkurta mikrobinés medziagy apykaitos pusiausvyra, kai éminiy émimo
arba laikymo salygas pakeicia inkubavimo salygos. Paprastai pakanka 2-28 pary trukmeés pradinio
inkubavimo laikotarpio, siekiant temperattros ir drégmeés salygas priartinti prie tikrojo bandymo salygy
(15). Laikymo ir pradinio inkubavimo trukmé kartu neturi bati ilgesné kaip trys ménesiai.

BANDYMO EIGA

Bandymo salygos
Bandymo temperatiira

Visg bandymo laikotarpj dirvozemiai inkubuojami tamsoje esant pastoviai temperatirai, kuri atitikty
klimatines naudojimo arba i$metimo salygas. Rekomenduojama 20 + 2 °C temperatira visoms
bandomosioms medziagoms, kurios gali pasiekti dirvozemj vidutinio klimato salygomis. Temperatiira turi
bati kontroliuojama.

Jei cheminés medziagos naudojamos arba i§metamos Saltesnio klimato salygomis (pvz., Siaurés Salyse,
rudens ir Ziemos laikotarpiu), inkubuojami papildomi dirvoZemio éminiai esant Zemesnei temperatirai
(pvz., 10 £ 2 °C).

(")  Naujy tyrimy rezultatai rodo, kad vidutinio klimato zony dirvozemiai irgi gali bati laikomi esant minus 20 °C ilgiau kaip tris

ménesius (28)(29) ir perdaug neprarasti mikrobinio aktyvumo.
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1.9.1.2.

1.9.1.3.

1.9.1.4.

1.9.1.5.

1.9.1.6.

Drégmés kiekis

Darant virsmo bandymus aerobinémis saglygomis, turi baiti nustatomas ir palaikomas dirvozemio drégmés
kiekis (), atitinkantis pF nuo 2,0 iki 2,5 (3). DirvoZemio drégmes kiekis iSreiskiamas vandens mase sauso
dirvozemio masés vienetui, ir turi bati reguliariai tikrinamas (pvz., kas 2 savaites) pasveriant inkubavimo
kolbas, o vandens nuostoliai kompensuojami ipilant vandens (pageidautina filtravimu sterilizuoto
vandentiekio vandens). Reikia imtis atsargumo priemoniy, kad pilant vandenj biity i$vengta bandomosios
medziagos ir (arba) virsmo produkty nuostoliy dél garavimo ir (arba) fotodestrukcijos (jei vyksta) arba jie
bty kiek jmanoma sumazinti.

Darant virsmo bandymus anaerobinémis ir ryziy lauko salygomis, dirvoZemis yra prisotintas vandeniu
uztvindant.

Aerobinés inkubavimo sglygos

Pratekéjimo sistemose aerobinés salygos uztikrinamos tarpais puciant arba itisai per sistema ventiliuojant
sudrékinta org. Biometrinése kolbose oro mainai uztikrinami difuzijos badu.

Sterilios aerobinés sglygos

Informacijai apie abiotinio bandomosios medziagos virsmo svarbg gauti, dirvozemio éminiai gali bati
sterilizuojami (sterilizavimo metodai pateikti 16 ir 29 nuorodose), apdorojami sterilia bandomaja medziaga
(pvz., tirpalas pilamas per sterily filtra) ir aeruojami sudrékintu steriliu oru, kaip aprasyta 1.9.1.3 skirsnyje.
Jei tiriamas ryziy lauky dirvozemis, dirvoZemis ir vanduo sterilizuojami ir inkubavimas vykdomas kaip
apradyta 1.9.1.6 skirsnyje.

Anaerobinés inkubavimo sglygos

Anaerobinéms sglygoms sudaryti ir palaikyti, dirvozemis apdorojamas bandomaja medziaga ir aerobinémis
salygomis 30 pary arba puséjimo trukmés ar DTs, laikotarpi (atsizvelgiant i tai, kuris trumpesnis),
inkubuotas dirvozemis uzpilamas vandeniu (1-3 c¢m vandens sluoksniu), o per inkubavimo sistema
prapuciamos inertinés dujos (pvz., azotas arba argonas) (2). Bandymy sistema turi uztikrinti saglygas matuoti
pvz., pH verte, deguonies koncentracija ir oksidacijos-redukcijos potencialg, ir turéti lakiyjy produkty
gaudykles. Sistema turi biiti uzdara, kad biity i§vengta oro patekimo difuzijos badu.

Ryziy lauky dirvoZemio inkubavimo sglygos

Virsmui ryziy lauky dirvoZemiuose tirti dirvozemis uzpilamas mazdaug 1-5 cm vandens sluoksniu ir
bandomoji medziaga dedama i vandening faz¢ (9). Rekomenduojama naudoti maziausiai 5 cm gylio
dirvozemio sluoksnj. Sistema védinama oru, kaip aerobinémis sglygomis. Turi biiti kontroliuojama ir
pateikiama ataskaitoje vandeninio sluoksnio pH verté, deguonies koncentracija ir oksidacijos-redukcijos
potencialas. Prie§ pradedant virsmo tyrimus biitinas maziausiai dviejy savaiciy pradinio inkubavimo
laikotarpis (zr. 1.8.3.2 skirsnj).

() Dirvozemis neturi biiti per drégnas arba per sausas, kad baty galima uztikrinti tinkama dirvozemio mikrofloros aeravimg ir
mityba. Optimaliam mikroby augimui rekomenduojamas dregmés kiekis sudaro 40-60 % vandens sulaikymo gebos (WHC) ir
0,1-0,33 bar (6). Pastarasis intervalas atitinka pF intervalg 2,0-2,5. Tipinis jvairiy tipy dirvozemiy drégmés kiekis pateiktas
2 priede.

() Aecrobinés salygos vyrauja pavirSiniame dirvozemiuose ir net popavirsiniuose dirvoZzemiuose, kaip buvo parodyta ES
organizuotame tyrimy projekte [K. Takagi et al. (1992). Microbial diversity and activity in subsoils: Methods, field site, seasonal variation
in subsoil temperatures and oxygen contents. Proc. Internat. Symp. Environm. Aspects Pesticides Microbiol., 270~277, 17-21 August 1992,
Sigtuna, Sweden]. Anaerobinés salygos gali pasitaikyti tik atsitiktinai, kai dirvozemiai uzliejami po dideliy lii¢iy arba kai sudaromos
ryziy lauky salygos.
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1.9.1.7.  Bandymo trukmé

Virsmo grei¢io ir kelio tyrimai paprastai neturety trukti ilgiau kaip 120 pary (*) (3) (6) (8), kadangi po Sio
termino tikétinas dirvozemio mikrobinio aktyvumo mazéjimas dirbtingje, nuo natiiralaus papildymo
atskirtoje laboratoringje sistemoje. Jei bitina apibtdinti bandomosios medziagos i$nykima ir pagrindiniy
virsmo produkty susidaryma ir i$nykimga, tyrimai gali bati tesiami ilgesnj laikg (pvz., 6 arba 12 ménesiy)
(8). Ilgesni inkubavimo laikotarpiai turi bati pagristi bandymy ataskaitoje, be to, papildyti biomasés
matavimais $iais laikotarpiais ir jiems pasibaigus.

1.9.2.  Bandymo eiga

0]

Mazdaug 50-200 g dirvozemio (kaip sauso dirvozemio) dedama j kiekvieng inkubavimo kolbg (Zr. 3 priedo
1 ir 2 paveikslus) ir dirvozemis apdorojamas bandomaja medziaga vienu i§ metody, aprasyty 1.8.2
skirsnyje. Jei bandomajai medzZiagai jterpti naudojami organiniai tirpikliai, jie turi bti iSgarinti i3
dirvozemio. Tuomet dirvoZemis gerai sumaiSomas mentele ir (arba) purtant kolba. Jei tyrimas daromas
ryziy lauko salygomis, dirvozemis ir vanduo turi biti gerai sumaisyti po bandomosios medziagos jterpimo.
Daroma mazy alikvotiniy apdoroto dirvozemio daliy (pvz., 1 g) analizé bandomajai medZiagai nustatyti ir
taip patikrinti pasiskirstymo tolyguma. Pakaitiniai metodai pateikti toliau.

Apdorojimo norma turi atitikti didZiausia augaly apsaugos produkto norma, rekomenduojama naudojimo
instrukcijose, ir atitinkama tolygaus jterpimo lauke gylj (pvz., i virSutinj 10 cm dirvoZemio sluoksnj (2)).
Pvz., jei cheminés medziagos skirtos lapams arba dirvozemiui be jterpimo, atitinkamas gylis, pagal kurj
apskai¢iuojamas | kickviena kolba dedamos cheminés medziagos kiekis, lygus 2,5 cm. Jei cheminés
medZiagos jterpiamos i dirvozemi, taikomas gylis yra naudojimo instrukcijose apibréztas jterpimo gylis. Jei
tai bendrosios paskirties cheminés medZziagos, jterpimo norma turi biti jvertinta atsizvelgiant | patj
tipiskiausig patekimo bada; pvz., kai pagrindinis patekimo | dirvoZemj biidas yra nuoteky dumblas,
cheminé medziaga turi biiti dozuojama su dumblu, esant koncentracijai, kuri rodyty tikéting medziagos
koncentracijg dumble, o j dirvozemj dedamo dumblo kiekis turi atitikti jprasta dumblo jkrova | Zemés tkio
paskirties dirvoZemius. Jei $ios koncentracijos nepakanka pagrindiniams virsmo produktams identifikuoti,
gali biti naudingas atskiry dirvozemio éminiy, turin¢iy didesnes medZziagos normas, inkubavimas, taciau
reikéty vengti per dideliy normy, daranciy jtaka dirvozemio mikrobinéms funkcijoms (zr. 1.5 ir 1.8.2
skirsnius).

Taikant kita biidg, bandomagja medziaga galima apdoroti didesne¢ dirvozemio ikrova (t. y. 1-2 kg),
kruops¢iai sumaisyti, naudojant atitinkama maiSymo jtaisg, ir mazomis 50-200 g dalimis padalyti §
inkubavimo kolbas (pvz., naudojant éminio dalytuvus). Mazos apdoroto dirvozemio jkrovos alikvotinés
dalys (pvz., 1 g) analizuojamos bandomosios medziagos tolygiam pasiskirstymui patikrinti. Tokia metodika
yra geresné, kadangi bandomajg medziagg galima tolygiau paskirstyti dirvoZemyje.

Be to, tomis paciomis sglygomis (aerobinémis), kaip ir bandomaja medziaga apdoroti éminiai, inkubuojami
neapdoroto dirvoZemio éminiai. Sie éminiai yra naudojami biomasei matuoti vykstant bandymui ir jam
pasibaigus.

Aerobinius tyrimus galima biity baigti daug anksciau nei po 120 pary, jei tuo metu jau biity Zinomas galutinis virsmo kelias ir
aiskiai pasiekta galutiné mineralizacija. Bandymas gali bati baigtas po 120 pary arba kai produktais virsta maziausiai 90 %
bandomosios medziagos, taciau turi susidaryti maziausiai 5 % CO2.

Pradiné koncentracija pagal plota apskai¢iuojama taikant 3ig lygti:

Alkg/ha]-10°[mg]kg]
1[m]10"[m’ [ha]-d[kg,, /m’]

Clla[mg/kgtla] =

C,,1 — pradiné koncentracija dirvozemyje [mg x kg™']

A = jterpimo norma [kg x ha']; | = lauko dirvozemio sluoksnio storis [m]; d = sauso dirvoZemio piltinis tankis [kg x m™].
Paprastai, esant 1 kg x ha™ jterpimo normai, koncentracija 10 cm dirvozemio sluoksnyje mazdaug lygi 1 mg x kg™' (darant
prielaida, kad piltinis tankis yra lygus 1 g x cm™).
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1.9.3.

1.9.4.

2.1.

Kai i dirvoZemj jterpiama organiniame (-iuose) tirpiklyje (-iuose) iStirpinta bandomoji medziaga,
dirvozemio éminiai, apdoroti tokiu paciu tirpiklio (-y) kiekiu, inkubuojami tokiomis paciomis salygomis
(aerobinémis), kaip ir bandomaja medziaga apdoroti éminiai. Sie éminiai naudojami biomasei nustatyti
tyrimo pradZioje, tyrimy metu ir juos uzbaigus, kad baty galima patikrinti tirpiklio (-y) poveikj mikrobinei
biomasei.

Kolbos su apdorotu dirvoZemiu prijungiamos prie matavimo pratekéjimo salygomis sistemos, aprasytos 1
paveiksle, arba uzdaromos, naudojant 2 paveiksle pavaizduota sugérimo kolonélé (zr. 3 prieda).

Méginiy émimas ir matavimas

Pragjus tam tikram laiko tarpui, paimamos dvi inkubavimo kolbos, dirvoZzemio méginiai ekstrahuojami
skirtingo poliskumo tirpikliais ir analizuojami bandomajai medziagai ir (arba) virsmo produktams nustatyti.
Darant gerai suplanuotg tyrima, naudojamas pakankamas kolby skaicius, kad kiekvienam méginio émimui
bty galima paaukoti dvi kolbas. Be to, visg kiekvieno dirvozemio inkubavimo laikotarpj ir jam pasibaigus
jvairiais laiko intervalais imami sugérimui naudoty tirpaly arba kietyjy medZiagy méginiai (pirmajj ménesj
7 pary intervalai ir véliau 17 pary intervalai) ir daroma jy analizé lakiesiems produktams nustatyti. Be
dirvozemio méginio, imamo i§ karto po medziagos jterpimo (0 paros meéginio), biitina papildomai imti
meéginj maziausiai 5 kartus. Laiko intervalai turi bati pasirinkti taip, kad bity galima gauti bandomosios
medziagos i§nykimo ir virsmo produkty susidarymo bei i$nykimo kreives (pvz., 0, 1, 3, 7 para (-os); 2,
3 savaités; 1, 2, 3 ménesiai ir t. t.).

Kai naudojama '*C Zyméta bandomoji medZiaga, neckstrahuojamos medziagos radioaktyvumas
kiekybiskai nustatomas sudeginant, ir kiekvienam meéginio émimo intervalui apskai¢iuojamas masiy
balansas.

Jei inkubuojama anaerobinémis ir ryZiy lauko salygomis, dirvoZemis ir vandeninés fazés analizuojamos
kartu bandomajai medziagai ir virsmo produktams nustatyti arba prie§ ekstrahavima ir analizg atskiriamos
filtravimu ar centrifugavimu.

Neprivalomi bandymai

Norint jvertinti temperatiiros ir dirvoZemio drégmeés jtaka bandomosios medziagos ir (arba)jos virsmo
produkty virsmo dirvoZemyje grei¢iams, gali biti naudingi aerobiniai tyrimai nesteriliomis salygomis, esant
papildomoms temperatiros ir dirvoZemio drégmés vertéms.

Galima papildomai paméginti apibadinti neekstrahuojamy medziagy radioaktyvuma, pvz., ekstrahavimui
naudojant virskriting takiaja terpe.

DUOMENYS

REZULTATY APDOROJIMAS

Bandomosios medziagos, virsmo produkty, lakiyjy medziagy (tik %) ir neekstrahuojamy medziagy kiekiai
pateikiami kaip pradinés koncentracijos procentiné dalis ir, jei tinka, mg x kg™ dirvozemio (sausojo
dirvozemio masei) kiekvienam méginio émimo intervalui. Masiy balansas kiekvienam meéginio émimo
intervalui turi biti pateiktas kaip naudotos pradinés koncentracijos procentiné dalis. Grafiskai pavaizdavus
bandomosios medziagos koncentracijos verciy ir laiko santyki, bus galima jvertinti jos virsmo puséjimo
trukme arba DTs,,. Turi biti identifikuoti pagrindiniai virsmo produktai ir bréZiamas jy koncentracijos
ver¢iy kitimo laike grafikas susidarymo ir i$nykimo grei¢iams parodyti. Pagrindiniu virsmo produktu
laikomas kiekvienas produktas, kuris bet kuriuo tyrimo metu sudaro > 10 % naudotos dozés.

Absorbuoti lakieji produktai tam tikru laipsniu rodo dirvozemyje esancios bandomosios medziagos ir jos
virsmo produkty lakumg.
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2.2.

3.1.

Tiksliau puséjimo trukmés arba DT, vertés ir, jei tinka, DT, ir DT, vertés nustatomos taikant atitinkamus
kinetiniy modeliy apskaiciavimus. Pus¢jimo trukmés ir DT, vertés pateikiamos ataskaitoje kartu su taikyto
modelio aprasymu, kinetikos laipsniu ir determinacijos koeficientu (r?). Geriau taikyti pirmojo laipsnio
kinetika, i$skyrus kai r* < 0,7. Be to, jei reikia, atliekami pagrindiniy virsmo produkty apskaiciavimai.
Atitinkami modeliy pavyzdziai aprasyti 31-35 nuorodose.

Darant virsmo greicio tyrimus, esant jvairioms temperatiiros vertéms, virsmo greiciai turi buti aprasyti kaip
temperatiiros funkcija bandymo temperatiiros verciy intervale, taikant tokiag Arenijaus lygti:

R B
k =A< Marba Ink = InA X

kurioje In A ir B yra regresijos tiesés, gautos naudojant tiesing Ink kaip 1/T funkcijos regresija, atkarpa ir
krypties koeficientas, k yra greicio konstanta, esant temperatirai T, ir T yra temperatira Kelvino laipsniais.
Reikia atkreipti démesj i ribota temperatiros intervalg, kuriame Arenijaus lygtis galioja, kai virsma valdo
mikroby veikimas.

REZULTATU [VERTINIMAS IR INTERPRETAVIMAS

Nors tyrimas daromas dirbtin¢je laboratoringje sistemoje, rezultatai leis jvertinti bandomosios medziagos
virsmo greitj ir virsmo produkty susidarymo bei i$nykimo greitj lauko salygomis (36)(37).

Bandomosios medziagos virsmo kelio tyrimas suteikia informacijos apie tai, kaip dirvozemyje pasikeicia
jterptosios medziagos struktiira, vykstant cheminéms ir mikrobinéms reakcijoms.

ATASKAITOS RENGIMAS

BANDYMO ATASKAITA
Bandymy ataskaitoje turi bati §i informacija:
Bandomoji medziaga:

— jprastas pavadinimas, cheminis pavadinimas, CAS numeris, struktiriné formulé (rodanti Zymétojo
(-yjy) atomo (-y) padeétj, jei naudojama Zymétoji medziaga) ir atitinkamos fizikocheminés savybés
(zr. 1.5 skirsnj),

— bandomosios medziagos grynumas (priemaisos),
— radiocheminis Zymétosios cheminés medziagos grynumas ir savitasis aktyvumas (jei tinka).
Etaloninés medziagos:

— etaloniniy medziagy, naudojamy virsmo produktui apibadinti ir (arba) identifikuoti, cheminis
pavadinimas ir strukttira.

Bandomi dirvozemiai:
— émimo vietos detalés,
— dirvozemiy émimo data ir metodika,

— dirvozemiy savybés, pvz., pH verte, organinés anglies kiekis, teksttra (% smelio, % dulkiy, %
molio), katijony mainy talpa, piltinis tankis, vandens sulaikymo charakteristika ir mikrobiné
biomasé,

— dirvozemio laikymo trukmé ir sglygos (jei laikomas).
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Bandymo salygos:

— tyrimy datos,

— jterptos bandomosios medziagos kiekis,

— naudoti tirpikliai ir bandomosios medziagos jterpimo biidas,

— i3 pradziy apdoroto dirvozemio ir kiekvienai analizei imamo dirvozemio masg,
— naudotos inkubavimo sistemos apragymas,

— oro srauto vertés (tik pratekéjimo sistemoms),

— temperatiira bandymo pradzioje,

— dirvozemio drégmés kiekis inkubavimo metu,

— mikrobiné masé aerobiniy tyrimy pradzioje, jy eigoje ir pabaigoje,

— pH vert¢, deguonies koncentracija ir oksidacijos-redukcijos potencialas anaerobiniy ir ryZiy lauky
tyrimy pradzioje, jy eigoje ir pabaigoje,

— ekstrahavimo metodas (-ai),

— bandomosios medziagos, pagrindiniy jos virsmo dirvoZzemyje produkty bei sugerty medziagy
kiekybinio nustatymo ir identifikavimo metodai,

— Kkartotiniy ir kontroliniy éminiy skaicius.

Rezultatai:

— mikrobinio aktyvumo nustatymo rezultatai,
— taikyty analizés metody pakartojamumas ir jautris,
— regeneravimo laipsnio vertés (tinkamu patvirtinto tyrimo % vertés yra pateiktos 1.7.1 skirsnyje),

— rezultaty, iSreiskiamy kaip jterptos pradinés dozés procentiné dalis ir, jei tinka, kaip mg x kg™
dirvozemio (sauso dirvozemio), lentelés,

— masiy balansas tyrimy eigoje ir juos uzbaigus,
— dirvozemio neekstrahuojamo (suristojo) radioaktyvumo arba likuciy apibtdinimas,
— issiskyrusio CO, ir kity lakiyjy medziagy kiekybinis apskaiciavimas,

— bandomosios medziagos ir, jei tinka, pagrindiniy virsmo produkty koncentracijos dirvozemyje
kaip laiko funkcijos kreivés,

— bandomosios medziagos ir, jei tinka, pagrindiniy virsmo produkty pusé¢jimo arba DT, DT, ir
DT, vertés, jskaitant pasikliautinuosius réZius,

— abiotinio skilimo steriliomis saglygomis greicio jvertis,

— bandomosios medziagos ir, jei tinka, pagrindiniy virsmo produkty virsmo kinetikos jvertinimas,
— pasidlyti virsmo keliai, jei tinka,

— rezultaty aptarimas ir aiskinimas,

— neapdoroti duomenys (t. y. éminiy chromatogramos, virsmo greicio apskai¢iavimy pavyzdziai ir
virsmo produktams identifikuoti naudotos priemonés).
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1 PRIEDAS

VANDENS [TEMPTIS (HIDRAULINIS POTENCIALAS), LAUKO DREGMES IMLUMAS (FC) IR
VANDENS SULAIKYMO GEBA (WHC) (1)

Vandens stulpelio aukstis

[em] pF () bar () Pastabos
107 7 10* Sausas dirvozemis
1,6 x 10* 4,2 16 Augaly vytimo drégmés verté
10* 4 10
10° 3 1
6 x 10° 2,8 0,6
3,3 x 10 25 033 ()

2
10 2 0.1 Lauko drégmeés imlumo interva-
60 1,8 0,06 las (9)

>

33 1,5 0,033 WHC (apytikré verté)
10 1 0,01 Vandeniu prisotintas dirvozemis
1 0 0,001

(") pF = vandens stulpelio aukscio, isreiksto cm, logaritmas.
() 1 bar =10’ Pa.
©) Atitinka apytikrj vandens kiekj 10 % smélyje, 35 % priemolyje ir 45 % molyje.

©
(4 Lauko drégmeés imlumas néra pastovus dydis, bet atsizvelgiant j dirvozemio tipg kinta nuo F 1,5 iki 2,5.

Vandens jtemptis matuojama vandens stulpelio auks¢io cm arba bar. Dél didelio siurbimo jtempties intervalo ji
iSreiskiama tiesiog kaip pF verté, kuri atitinka vandens stulpelio aukscio, iSreiksto cm, logaritma.

Lauko drégmés imlumas apibréziamas kaip vandens kiekis, kurj veikiant sunkio jégai gali sulaikyti natdiralus dirvozemis
2 paras po ilgesnio lietaus laikotarpio arba po pakankamo drekinimo. Jis nustatomas nepaliestam dirvoZemiui in situ
lauke. Taigi matavimas netaikomas paliesto dirvozemio laboratoriniams éminiams. FC vertés, nustatytos paliestam
dirvozemiui, gali turéti dideliy sistemingy nuokrypiy.

Vandens sulaikymo geba (WHC) nustatoma laboratorijoje nepaliestam ir paliestam dirvoZemiui, dirvoZemj kolon¢léje
sotinant kapiliarais kylan¢iu vandeniu. Ji yra ypa¢ naudinga apibreziant paliesta dirvozemj ir gali biti iki 30 % didesné
uz lauko drégmés imluma (1). Be to, ja bandymo keliu lengviau nustatyti nei patikimas FC vertes.

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

DREGMES KIEKIS (g vandens 100 g sauso dirvoZemio) [VAIRIY SALIY [VAIRAUS TIPO

DIRVOZEMYJE

DirvoZemio tipas Salis Dregmes kiekis, kai
WHC (1) pF=138 pF=2,5

Smeélis Vokietija 28,7 8,8 3,9
Rislus smélis Vokietija 50,4 17,9 12,1
Rislus smélis §veicarija 44,0 35,3 9,2
Dulkiskas priemolis Sveicarija 72,8 56,6 28,4
Sunkus priemolis Brazilija 69,7 38,4 27,3
Sunkus priemolis Japonija 74,4 57,8 31,4
Priesmélis Japonija 82,4 59,2 36,0
Dulkiskas priemolis JAV 47,2 33,2 18,8
Priesmélis JAV 40,4 25,2 13,3

(") Vandens sulaikymo geba (WHC — Water Holding Capacity).
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3 PRIEDAS
1 paveikslas

Pratekéjimo aparato cheminiy medZiagy virsmui dirvoZemyje tirti pavyzdys (1)(2)

1: adatinis voZtuvas 4: medziagy apykaitos dirvoZze- 7,8: CO, ir kity rigstiniy
myje kolba (vandens jplama medziagy gaudykle, uzpil-
tik anaerobiniy ir ryziy lauky dyta natrio armu
dirvozemio salygomis)

2 barboteris su vandeniu . e

5: lakiyjy organiniy junginiy
gaudykleé, uzpildyta etilengli-
koliu 9: srautmatis
3: ultrafiltravimo  membrana  6: lakiyjy Sarminiy junginiy
(tik taikant sterilias salygas), gaudyklé, uzpildyta sieros
akuciy dydis 0,2 pm ragstimi

2 paveikslas

Biometrinio tipo kolbos cheminiy medziagy virsmui dirvoZemyje tirti pavyzdys (3)

SR, Natrio kalkés CO, sugerti

a3 Alyva apdorota stiklo vata arba
poliuretano putplastis organinéms
lakiosioms medZiagoms sugerti

DirvoZemis ir bandomoji medZziaga

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

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

3) Anderson, J.P.E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte auf Verdampfung, Abbau und Festlegung von
Diallat im Boden. Z. PflKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141-146.
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C.24 AEROBINIS IR ANAEROBINIS VIRSMAS VANDENS TELKINIY DUGNO NUOSEDU SISTEMOSE

1.1.

1.2

METODAS

Sis bandymy metodas atitinka OECD TG 308 (2002).

[VADAS

Cheminés medziagos gali patekti j negilius arba gilius pavirSinius vandenis pvz., $iais biidais: tiesioginio
pridéjimo, purskiamy medziagy sklaidos, nuotékio, drenazo, atlieky Salinimo, pramoniniy, buitiniy arba
7emés {ikio nuoteky ir nusédimo i§ atmosferos. Siame bandymy metode aprasytas laboratorinis metodas
skirtas jvertinti organiniy cheminiy medziagy aerobinj ir anaerobinj virsmg vandens telkiniy dugno
nuosédy sistemose. Jis yra pagristas turimomis rekomendacijomis (1) (2) (3) (4) (5) (6). Belgirate, Italijoje,
1995 m. vykusiame OECD seminare dél dirvozemiy ir nuosédiniy uolieny atrankos (7) buvo konkreciai
sutarta dél siame bandyme naudojamy dirvoZemiy skaiciaus ir tipo. Be to, seminare buvo pateiktos
dirvozemio éminiy émimo, tvarkymo ir laikymo rekomendacijos, pagristos ISO vadovu (8). Tokie tyrimai
skirti cheminéms medziagoms, kurios tiesiogiai dedamos j vandenj arba kurios gali pasiekti vandenine
aplinkg pirmiau aprasytais badais.

Gamtiniy vandens telkiniy dugno nuosédy sistemy salygos daznai yra aerobinés virSutinéje vandeninéje
fazéje. Nuosedy pavirsiniame sluoksnyje salygos gali biiti aerobinés arba anaerobinés, o giliau esanciose
nuosédose jos paprastai yra anaerobinés. Siekiant aprépti visas $ias galimybes, Siame dokumente aprasyti
aerobiniai ir anaerobiniai bandymai. Darant aerobinj bandyma, modeliuojamas aerobinio vandens stulpas
vir§ aerobiniy nuosédy, po kuriomis yra sluoksnis su anaerobiniy salygy gradientu. Darant anaerobinj
bandyma modeliuojama visiskai anaerobiné vandens ir nuosédy sistema. Jei aplinkybés rodo, kad biitina
labai nukrypti nuo 3iy rekomendacijy, pvz., naudojant nepaliesty nuosédy kernus arba nuosédas, kurios
galéjo biiti veikiamos bandomaja medziaga, Siam tikslui yra kiti skirti metodai (9).

APIBREZTYS
Visai atvejais turi biiti naudojami tarptautinés vienety sistemos (SI) vienetai.
Bandomoji medZiaga: bet kuri medziaga (tai gali bati pradinis junginys ar medziagos virsmo produktai).

Virsmo produktai: visos medziagos, susidarancios vykstant bandomosios medziagos biotinio arba
abiotinio virsmo reakcijoms, jskaitant CO, ir suriStuosiuos likucius.

Suristieji likuciai: dirvozemyje, augale arba gyviine esantys junginiai, kurie po ekstrahavimo lieka
matricoje pradinés medZziagos arba jos metabolito (-y) pavidalu. Ekstrahavimo metodas i§ esmés turi nekeisti
paciy junginiy arba matricos struktiiros. Rysio prigimtj galima i§ dalies iSaiskinti, taikant matricg kei¢ian¢ius
ekstrahavimo metodus ir sudétingus analizés metodus. Pvz., tokiu bidu Siandien yra identifikuotos
kovalentings, joninés ir sorbcinio tipo jungtys, be to, pagautieji junginiai. Apskritai, suristyjy likuciy
susidarymas labai mazina biologinj jsisavinamumg ir biologinj kaupimasi (10) [modifikuotas [IUPAC 1984
(11) apibrézimas].

Aerobinis virsmas (oksidavimas): reakcijos, vykstancios esant molekuliniam deguoniui (12).
Anaerobinis virsmas (dezoksidavimas): reakcijos, vykstancios nesant molekulinio deguonies (12).
Gamtiniai vandenys: pavirsiniai vandenys, paimti i§ tvenkiniy, upiy, upeliy ir t. t.

Nuosédos: mineraliniy ir organiniy komponenty misinys, kurio organinius komponentus sudaro didelés
molekulinés masés junginiai, turintys didelj anglies ir azoto kieki. Jas nusodina gamtinis vanduo, su kuriuo
nuosédos sudaro salycio pavirsiy.
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1.3.

1.4.

Mineralizacija: visiskas organinio junginio skilimas j CO, ir H,O aerobinémis salygomis, ir j CH,, CO, ir
H,0 anaerobinémis saglygomis. Siame bandymo metode, kai naudojamas zymétasis junginys, mineralizacija
yra didelio laipsnio molekulés skilimas, kai Zymétasis anglies atomas kiekybiskai oksiduojamas arba
redukuojamas, susidarant atitinkamam '*CO, arba '*CH, kiekiui.

Puséjimo trukmeé: t, 5, laikas, per kurj bandomosios medziagos koncentracija sumazéja 50 %, kai virsmui
apradyti tinka pirmojo laipsnio kinetika; ji nepriklauso nuo pradinés koncentracijos.

DTs, (i$nykimo trukmé 50): laikas, per kurj bandomosios medziagos koncentracija sumazéja 50 %.
DT, (iSnykimo trukmé 75): laikas, per kurj bandomosios medziagos koncentracija sumazéja 75 %.

DT, (i$nykimo trukmé 90): laikas, per kurj bandomosios medziagos koncentracija sumazéja 90 %.

ETALONINES MEDZIAGOS

Etaloninés medziagos naudojamos, jei virsmo produktams identifikuoti ir kiekybiskai nustatyti taikomi
spektroskopiniai ir chromatografijos metodai.

INFORMACIJA APIE BANDOMAJA MEDZIAGA

Virsmo grei¢iui matuoti gali baiti naudojama nezymétoji arba Zymeétyjy atomy turinti bandomoji medziaga,
bet geriau naudoti zymétaja medziagg. Zymétoji medziaga reikalinga virsmo keliui tirti ir masiy balansui
nustatyti. Rekomenduojama zyméti '*C, bet gali biiti naudingi kiti izotopai, pvz., '*C, '°N, *H, *?P. Kiek
tai jmanoma, Zymétasis atomas turi biiti patvariausioje (-iose) molekulés dalyje (-yse) (*). Bandomosios
medziagos cheminis ir (arba) radiocheminis grynumas turi bati maziausiai 95 %.

Pries pradedant daryti bandyma, turi biiti gauta $i informacija apie bandomaja medziaga:

o

) tirpumas vandenyje (A.6 metodas);

b) tirpumas organiniuose tirpikliuose;

) gary slégis (A.4 metodas) ir Henrio désnio konstanta;

d) pasiskirstymo koeficientas n-oktanolis/vanduo (A.8 metodas);
e) adsorbcijos koeficientas(Ky, K, K, jei tinka) (C.18 metodas);
f) hidrolizé (C.7 metodas);

g) disociacijos konstanta (pK,), [OECD rekomendacija 112] (13);

h) bandomosios medziagos chemineé struktaira ir Zymétyjy izotopy padétis, jei taikomi.

Pastaba.  Ataskaitoje turi bti nurodyta matavimy temperatiira.

Kita naudinga informacija gali sudaryti duomenys apie bandomosios medziagos toksiska poveikj
mikroorganizmams, duomenys apie lengva ir (arba) biidingaji biologinj skaiduma, duomenys apie aerobinj
arba anaerobinj virsma dirvozemyje.

Pvz., jei bandomoji medziaga turi vieng zieda, Zymétasis atomas turi biti Siame Ziede; jei bandomoji medziaga turi du Ziedus arba

daugiau, gali tekti daryti atskirus tyrimus kiekvieno ziedo su zymétuoju atomu likimui jvertinti ir atitinkamai informacijai apie
virsmo produkty susidaryma gauti.
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Reikia turéti analizeés metodus (jskaitant ekstrahavimo ir gryninimo metodus) bandomajai medziagai ir jos
virsmo vandenyje bei nuosédose produktams identifikuoti ir kiekybiskai nustatyti (Zr. 1.7.2 skirsnj).

1.5. BANDYMO METODO ESME

Pagal Siame bandyme aprasyta metoda naudojamos aerobiné ir anaerobiné vandeniniy nuosédy (Zr.
1 prieda) sistema, kurioje galima:

i) matuoti bandomosios medziagos virsmo vandens ir nuosédy sistemoje greiti,
ii) matuoti bandomosios medziagos virsmo nuosédose greitj,

iii

=

matuoti bandomosios medziagos ir (arba) virsmo produkty mineralizacijos greitj (kai naudojama '*C
Zymétoji bandomoji medziaga),

iv,

=

identifikuoti ir kiekybiskai nustatyti virsmo vandeningje ir nuosédy fazése produktus, jskaitant masiy
balansa (kai naudojama Zymétoji bandomoji medziaga),

v) matuoti bandomosios medziagos ir jos virsmo produkty pasiskirstyma tarp dviejy faziy inkubavimo
tamsoje laikotarpiu (siekiant i§vengti, pvz., dumbliy Zydéjimo), esant pastoviai temperatirai.
Nustatomos puséjimo trukmés, DTsg, DT, ir DTy, vertés, kai tai leidzia daryti turimi duomenys, bet
ju nereikéty ekstrapoliuoti gerokai ilgesnei nei bandymo laikotarpis trukmei (zr. 1.2 skirsnj).

Aerobiniams ir anaerobiniams tyrimams reikia turéty maziausiai dviejy tipy nuosédas ir jas atitinkancias
vandenines fazes (7). Taciau gali pasitaikyti atvejy, kai reikia naudoti daugiau kaip dviejy tipy vandenines
nuosédas, pvz., norint tirti cheming medziagg, kuri gali bati gelame ir (arba) juros vandenyje.

1.6. BANDYMO TINKAMUMAS

Metodas i§ esmés tinka visoms cheminéms medziagoms (neZymétosioms arba Zymétosioms), kurioms
nustatyti yra sukurtas pakankamo tikslumo ir jautrio analizés metodas. Jis tinka mazai lakiems, nelakiems,
vandenyje tirpiems arba netirpiems junginiams. Bandymas neturi biti tatkomas cheminéms medziagoms,
kurios labai greit iSgaruoja i§ vandens (pvz., fumigantai, organiniai tirpikliai), todél negali bati laikomos
vandenyje ir (arba) nuosedose $io bandymo salygomis.

Iki Siol metodas buvo taikomas cheminiy medziagy virsmui gélame vandenyje ir nuosédose tirti, bet i§
esmés jj dar galima taikyti upiy Ziociy ar jiros sistemoms. Jis netinka tekancio vandens (pvz., upiy) arba
atvirosios juros salygoms modeliuoti.

1.7. KOKYBES KRITERIJAI

1.7.1.  Regeneravimas

Maziausiai dviejy kartotiniy vandens ir nuosédy éminiy ekstrahavimas ir analizé iskart po bandomosios
medziagos pridéjimo yra pirmasis analizés metodo pakartojamumo ir bandomosios medziagos jterpimo
metodikos tolygumo rodiklis. Vélesniy bandymo stadijy regeneravimo laipsnis gaunamas matuojant
atitinkamy masés veriy balansg (kai naudojama Zymétoji medziaga). Zymétyjy cheminiy medziagy
regeneravimo laipsnis turi bati nuo 90 % iki 110 % (6), neZymétyjy cheminiy medziagy — nuo 70 % iki
110 %.

1.7.2.  Analizés metodo pakartojamumas ir jautris

Bandomosios medziagos ir virsmo produkty kiekybinés analizés metodo pakartojamumas (isskyrus pradinj
ekstrahavimo efektyvuma) gali bati patikrintas darant kartoting to paties vandens arba nuosédy éminiy,
inkubuoty pakankamai ilgai, kad galéty susidaryti virsmo produktai, ekstrakto analizg.
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1.7.3.

1.8.

Bandomosios medziagos ir virsmo produkty analizés metodo radimo riba (LOD) turi biti maZiausiai
0,01 mg x kg™ vandens arba nuosédy (kaip bandomosios medziagos) arba 1 % | bandymo sistema dedamos
pradinés dozés, imant maZesnigjg verte. Turi biti apibrézta kiekybinio nustatymo riba (LOQ).

Virsmo duomeny tikslumas

Darant bandomosios medziagos koncentracijos verciy kaip laiko funkcijos regresing analiz¢ gaunama
atitinkama informacija apie virsmo kreivés tiksluma ir leidZia apskaiciuoti pus¢jimo trukmés verciy
pasikliautinuosius rézius (jei reakcija atitinka pseudopirmojo laipsnio kinetikg) arba DT, vertes ir, jei tinka,
DT,5 ir DTy, vertes.

METODO APRASYMAS

Bandymo sistema ir aparatiira

Tyrimas turi bati daromas naudojant stiklinius indus (pvz., butelius, centrifugavimo meégintuvélius),
iskyrus kai iSankstiné¢ informacija (pvz., pasiskirstymo koeficientas n-oktanolis/vanduo, sorbcijos
duomenys ir t. t.) rodo, kad bandomoji medziaga gali sukibti su stiklu; $iam atvejui reikety numatyti
pakaiting medZiaga (pvz., teflong). Jei Zinoma, kad bandomoji medziaga gali sukibti su stiklu, $ig problema
bity galima i3 dalies sumazinti, taikant vieng i§ $iy metody:

— nustatyti stiklu sorbuotos bandomosios medziagos ir virsmo produkty mase,
— uztikrinti, kad baigus bandyma visi stikliniai indai bty plaunami tirpikliu,
— naudoti produkty preparatus (zr. dar 1.9.2 skirsnj),

— naudoti padidintg antrojo tirpiklio kiekj bandomajai medziagai | sistema jdéti; jei naudojamas
antrasis tirpiklis, jame neturi vykti bandomosios medziagos solvolizé.

Tipinés bandymo aparatiiros pavyzdziai, t. y. dujy pratekéjimo ir biometrinio tipo sistemos, pavaizduoti 2
ir 3 prieduose (14). Kitos tinkamos inkubavimo sistemos aprasytos 15 nuorodoje. Bandymo aparatiiros
konstrukcija turi uZtikrinti oro ir azoto mainy ir lakiyjy produkty sugavimo salygas. Aparatiiros matmenys
turi atitikti bandymo reikalavimus (Zr. 1.9.1 skirsnj). Ventiliacija galima uZztikrinti nestipriai barbotuojant
ora arba azotg arba juos leidziant vir§ vandens pavirSiaus. Pataruoju atveju galima patarti nestipriai maisyti
virdutinj vandens sluoksni, kad deguonis ir azotas geriau pasklisty vandenyje. Neturi bati naudojamas CO,
neturintis oras, kadangi dél to gali padidéti vandens pH verté. Bet kuriuo atveju drumsti nuosédas
nepageidautina ir to turi bati kiek jmanoma vengiama. MaZai lakios cheminés medziagos turi bati
bandomos biometrinio tipo sistemoje, nestipriai maisant vandens pavirsinj sluoksni. Be to, galima naudoti
uzdarus indus su atmosferiniu oru arba azotu uZzpildyta laisvaja erdve ir buteliukus viduje lakiesiems
produktams sugauti (16). Darant acrobinj bandyma reikia reguliariai keisti laisvojoje erdvéje esancias dujas
biomasés suvartotam deguoniui kompensuoti.

Tinkamos priemonés lakiems virsmo produktams sugerti, kuriy gali biiti ir daugiau, yra 1 mol x dm™ kalio
arba natrio hidroksido tirpalas anglies dioksidui sugerti (") ir etilenglikolis, etanolaminas arba 2 % parafino
ksilene tirpalas organiniams junginiams sugerti. Anaerobinémis salygomis susidariusius lakiuosius
produktus, pvz., metana, galima rinkti, pvz., molekuliniais sietais. Tokie lakieji produktai gali bati sudeginti,
pvz., iki CO,, leidziant dujas CuO uZzpildytu kvarciniu vamzdeliu, kaitinamu iki 900 °C temperatiiros, o
susidariusj CO, sugerti absorberyje Sarmo tirpalu (17).

()  Kadangi $ie $arminiai sugérimo tirpalai sugeria anglies dioksida, esantj ventiliuojamame ore ir susidariusj del kvépavimo darant

aerobinius bandymus, jie reguliariai turi bati keiciami, kad baty i§vengta soties, taigi absorbcijos gebos praradimo.
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1.8.2.

1.8.2.1.

1.8.2.2.

Reikia turéti laboratorinius bandomosios medziagos ir virsmo produkty analizés prietaisus (pvz., dujy ir
skys¢iy chromatografijos (GLC), efektyviosios skysciy chromatografijos (HPLC), plonasluoksnés
chromatografijos (TLC), masiy spektroskopijos (MS), dujy chromatografijos-masiy spektroskopijos
(GC-MS), skysciy chromatografijos-masiy spektroskopijos (LC-MS), magnetinio branduoliy rezonanso
(MBR) ir t. t. jrangg), atitinkamas detektavimo sistemas Zymeétosioms arba nezymétosioms medziagoms
analizuoti. Be to, reikia turéti skysciy scintiliacinj skaitiklj ir oksidacinio sudeginimo aparatiirg (nuosédy
éminiams sudeginti prie§ radioaktyvumo analizg¢) Zymétosioms medziagoms analizuoti.

Bitina turéti kita tiping laboratoring jranga fizikocheminei ir biologinei analizei daryti (Zr. 1.8.2.2 skirsnio
lentele), stiklinius indus, atitinkamas chemines medzZiagas ir reagentus.

Vandens telkiniy dugno nuosédy atranka ir skaiius

Kiekvienu atveju éminiy émimo vietos pasirenkamos atsizvelgiant | bandymo tiksla. Pasirenkant éminiy
émimo vietas, turi bti atsizvelgta  galimo Zemes tikio, pramonés arba buitiniy nuoteky patekimo j vandens
baseing ir | pries srove esancius vandens Saltinius istorija. Nuosédos neturi bati naudojamos, jei per
ankstesnius 4 metus jos buvo terSiamos bandomaja medziaga arba jos struktiriniais analogais.

Nuosédy atranka

Aerobiniams tyrimams paprastai naudojamos dviejy riisiy nuosédos (7). Pasirinktos dviejy riiiy nuosédos
turi skirtis organinés anglies kiekiu ir tekstiira. Vienos risies nuosédos turi turéti didelj organinés anglies
kiekj (2,5-7,5 %) ir bati smulkios tekstiros, kitos risies nuosédos turi turéti maza organinés anglies kiekj
(0,5-2,5 %) ir buti stambios tekstiiros. Organinés anglies kiekio skirtumas paprastai turi biti ne mazesnis
kaip 2 %. ,Smulki tekstiira“ apibréziama kaip turinti [molio + dumblo] (*) kiekj > 50 %, o ,stambi tekstira“
apibréziama kaip turinti [molio + dumblo] kiekj < 50 %. Dviejy rsiy nuosédy [molio + dumblo] kiekio
skirtumas paprastai turi biti ne mazesnis kaip 20 %. Tais atvejais, kai cheminé medziaga gali pasiekti jiros
vandenj, maZziausiai viena i§ vandens ir dumblo sistemy turi bati jurinés kilmes.

Norint daryti grieztai anaerobinj tyrima, dviejy rasiy nuosédos (jskaitant vir jy esantj vandeni) turi bati
imamos i§ anaerobiniy pavirinio vandens tiirio zony (7). Nuosédos ir vir§ jy esancios vandeninés fazes turi
bati tvarkomos ir vezamos atsargiai, apsaugant nuo deguonies patekimo.

Pasirenkant nuosédas gali biiti svarbis kiti parametrai, | kuriuos turi biti atsizvelgta kiekvienu konkreciu
atveju. Pvz., nuosédy pH verciy intervalas turéty bati svarbus bandant chemines medziagas, kuriy virsmas
ir (arba) sorbcija gali priklausyti nuo pH vertés. Sorbcijos priklausomybe nuo pH vertés gali rodyti
bandomosios medziagos pK, verté.

Vandens ir nuosédy éminiy apibadinimas

Pagrindiniai vandens ir nuosédy parametrai, kurie turi biti i$matuoti ir pateikti ataskaitoje (su taikyto
metodo nuoroda), ir bandymo stadija, kurioje tie parametrai turi biti nustatyti, yra apibendrinti toliau
pateiktoje lentel¢je. Informacija apie ty parametry nustatymo metodus pateikta nuorodose
(18)(19)(20)(21).

Be to, kiekvienu konkreciu atveju gali tekti matuoti ir pateikti ataskaitoje kitus parametrus (pvz., gélo
vandens: daleles, Sarminguma, kietuma, laidj, NO[PO, (santyki ir atskiras vertes); nuosédy: katijony mainy
talpa, vandens sulaikymo geba, karbonaty kiekj, suminj azoto ir fosforo kiekj; jiros sistemoms:
druskingumag). Be to, gali bati naudinga nuosédy ir vandens analizé nitratams, sulfatams, biologiskai
kaupiamos geleZies ir kitiems galimiems elektrony akceptoriams nustatyti jvertinant oksidacijos-redukcijos
salygas, ypa¢ anaerobinio virsmo atveju.

(") [Molis + dumblas] yra mineraliné dalis nuosédy, kuriy daleliy dydis < 50 pm.
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1.8.3.1.

Vandenj ir nuosédas apib@idinanciy parametry matavimas (7)(22)(23)

Bandymo stadija
Parametras Eminio émimas ‘t/vé.:l;?;i-s Afiicr;gsti— Bandymo | Bandymo | Bandymo
lauke mas pradsia pradzia eiga pabaiga
Vanduo
Kilmé/3altinis X
Temperatiira X
pH X X X X X
Suminé organiné anglis (TOC) X X X
0, koncentracija (*) X X X X X
Oksidacijos-redukcijos  potencia- X X X X
las ()
Nuosédos
Kilmé/3altinis X
Sluoksnio gylis X
pH X X X X X
Daleliy dydzio skirstinys X
TOC X X X X
Mikrobiné biomasé (**) X X b
Oksidacijos-redukcijos potencia- | stebéjimas X X X X
las () (spalva/kvapas)

() Naujy tyrimy rezultatai parodé, kad vandens deguonies ir oksidacijos-redukcijos potencialo matavimai neturi mecha-
nizmo nustatymo ir prognozavimo vertés, kai kalbama apie mikroby populiacijos pavirSiniuose vandenyse augimg ir
vystymasi (24)(25). Biocheminio deguonies poreikio (BOD, imant éminj lauke, bandymo pradzioje ir pabaigoje) ir mity-
biniy mikroelementy/makroelementy Ca, Mg ir Mn vandenyje nustatymas (bandymo pradzioje ir pabaigoje) ir sumi-
nio N bei suminio P kiekio nuosédose matavimas (imant éminj lauke ir bandymo pabaigoje) gali baiti geresné prie-
mon¢ aerobinio biologinio virsmo greic¢iams ir keliams interpretuoti bei jvertinti.

() Mikrobinio kvépavimo grei¢io nustatymo metodas (26), fumigacijos metodas (27) arba mikroorganizmy skaiciavimo
metodai (pvz., bakterijy, aktinomiceciy, grybeliy ir suminio kolonijy skaiciaus), darant aerobinius tyrimus; metano
susidarymo greitis, darant anaerobinius tyrimus.

Eminiy émimas, tvarkymas ir laikymas
Eminiy émimas

Imant nuosédas bitina vadovautis ISO vadovo projektu dél dugno nuosédy éminiy émimo (8). Nuosédy
éminiai turi baiti imami i§ viso vir§utinio 5-10 cm storio nuosédy sluoksnio. Nuosédas atitinkantis vanduo
turi bati imamas i3 tos pacios vietos arba vietovés ir tuo paciu metu, kaip ir nuosédos. Darant anaerobinj
tyrima, nuosédos ir jas atitinkantis vanduo turi biti imami, apsaugant nuo deguonies patekimo (28)
(zr. 1.8.2.1 skirsnj). Kai kurie éminiy émimo jtaisai aprasyti literatdroje (8) (23).



13/34 t.

LT |

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

747

1.8.3.2.

1.8.3.3.

1.8.4.

1.9.

1.9.1.

Tvarkymas

Nuosédos atskiriamos nuo vandens filtravimu ir $lapios sijojamos per 2 mm sietg, naudojant toje pat vietoje
buvusio vandens pertekliy, kuris véliau i§pilamas. Tuomet Zinomas nuosédy ir vandens kiekis sumaiSomas
norimu santykiu (Zr. 1.9.1 skirsnj) inkubavimo kolbose ir ruosiamas aklimatizacijai (Zr. 1.8.4 skirsnj).
Darant anaerobinj tyrimg, visos ruosimo operacijos turi biti vykdomos neleidziant patekti deguoniui (29)
(30) (31) (32) (33).

Laikymas

Rekomenduojama naudoti ka tik paruostas nuosédas ir vandeni, ta¢iau jei baitina éminius laikyti, nuosédos
su vandeniu sijojamos, kaip pirmiau aprasyta, uzpilamos vandeniu (6-10 ¢cm vandens sluoksniu) ir
laikomos kartu su juo tamsoje ne ilgiau kaip 4 savaites, esant 4 + 2 °C (1) (7) (8) (23). Eminiai, skirti
aerobiniams tyrimams, turi biiti laikomi leidzZiant laisvai patekti orui (pvz., atviruose induose), éminiai, skiri
anaerobiniams tyrimams, laikomi neleidZiant patekti deguoniui. Nuosédos su vandeniu neturi uz3alti arba
nuosédos neturi i3dziati.

Nuosédy ar vandens éminiy ruo$imas bandymui

Pries pridedant bandomosios medZiagos reikia aklimatizacijos laikotarpio, kai kiekvienas nuosédy ar
vandens éminys supilamas j pagrindiniame bandyme naudojama inkubavimo inda ir aklimatizuojamas
esant tiksliai tokioms pacioms kaip ir bandymo inkubavimo salygoms (Zr. 1.9.1 skirsnj). Aklimatizacijos
laikotarpis reikalingas reikiamam sistemos stabilumui pasiekti, kurj rodo pH verté, deguonies koncentracija
vandenyje, nuosédy ir vandens oksidacijos-redukcijos potencialas ir makroskopinis faziy atsiskyrimas.
Paprastai aklimatizacijos laikotarpis turi trukti nuo vienos iki dviejy savaiciy, bet neturi bati ilgesnis kaip
keturios savaités. Ataskaitoje turi biti pateikti $iuo laikotarpiu daromy matavimy rezultatai.

BANDYMO EIGA

Bandymo salygos

Bandymas turi biiti daromas inkubavimo aparate (zr. 1.8.1 skirsnj), esant vandens ir nuosédy tairio santykiui
nuo 3: 1iki 4: 1,ir 2,5 cm (¢ 0,5 cm) nuosédy sluoksnio storiui. Rekomenduojama naudoti ne maziau kaip
50 g nuosédy (skai¢iuojant sausai medziagai) vienam inkubavimo indui.

Bandymas turi biiti daromas tamsoje esant pastoviai 10-30 °C temperatirai. Tikslinga naudoti (20 * 2) °C
temperatiirg. Prireikus kiekvienam konkreciam atvejui galima numatyti papildomg maZesng temperatiira
(pvz., 10 °C), atsizvelgiant i informacija, kurios turi suteikti bandymas. Inkubavimo temperatara turi bati
kontroliuojama ir nurodoma ataskaitoje.

() Naujausi tyrimai parode, kad, jei laikoma esant 4 °C, gali sumazéti nuosédy organinés anglies kiekis, dél ko gali sumazéti
mikrobinis aktyvumas.
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Bandomosios medZiagos apdorojimas ir jdéjimas

Naudojama viena cheminés medziagos bandymo koncentracija (*). Augaly apsaugai skirtoms cheminéms
medziagoms, kurios tiesiogiai pilamos i vandens telkinius, didZiausia etiketéje nurodyta dozavimo
koncentracija turi bati laikoma didZiausia tatkoma norma, apskaiciuojama pagal bandymo indo vandens
pavirsiaus plotg. Visais kitais atvejais naudojama koncentracija turi baiti pagrista i aplinkg iSmetamo kickio
jverciais. Biitina uztikrinti, kad biity naudojama atitinkama bandomosios medziagos koncentracija, sickiant
apibadinti virsmo kelig ir virsmo produkty susidaryma ir i$nykima. Gali tekti naudoti didesnes dozes (pvz.,
10 karty) tais atvejais, kai bandomosios medziagos koncentracijos vertés bandymo pradzioje yra arti
aptikimo ribos ir (arba) jei pagrindiniai virsmo produktai negali bati lengvai rasti, kai jie sudaro 10 %
bandomosios medziagos jdéjimo normos. Taciau, jei naudojamos didesnés bandymo koncentracijos vertés,
medziaga neturi daryti reikmingo neigiamo poveikio vandens ir nuosédy sistemos mikrobiniam
aktyvumui. Siekiant gauti pastovig bandomosios medziagos koncentracijg skirtingy matmeny induose, gali
bati naudinga reguliuoti jdedamos medziagos kiekj pagal vandens sluoksnio gylj inde ir jo gyli lauko
salygomis (laikant, kad jis yra lygus 100 cm, bet galima naudoti ir kitas gylio vertes). Apskai¢iavimo
pavyzdys pateiktas 4 priede.

Bty geriausia bandomaja medziaga pilti | bandymo sistemos vandening faze kaip vandeninj tirpalg. Jei
kitaip nejmanoma, bandomajai medziagai pilti ir paskirstyti leidZziama naudoti nedidelius kiekius su
vandeniu maisiy tirpikliy (pvz., acetono, etanolio), taciau jie neturi sudaryti daugiau kaip 1 % V[V ir neturi
neigiamai veikti bandymo sistemos mikrobinio aktyvumo. Bandomosios medziagos vandeninius tirpalus
reikia ruo$ti kruopsciai, visiSkam vienalytiSkumui uZtikrinti gali biti naudinga naudoti generavimo
kolonéles ir iSankstinj maiyma. Po vandeninio tirpalo jpylimo i bandymo sistemg vandening faze
rekomenduojama nestipriai maisyti, stengiantis kiek jmanoma maziau liesti nuosédas.

Preparaty paprastai nerekomenduojama naudoti, nes preparato ingredientai gali veikti bandomosios
medziagos ir (arba) virsmo produkty pasiskirstymg tarp vandens ir nuosédy faziy. Taciau jei bandomoji
medziaga yra mazai tirpi vandenyje, preparatas gali biiti tinkamas pasirinkimas.

Inkubavimo indy skaicius priklauso nuo méginiy émimo karty skaiciaus (zr. 1.9.3 skirsnj). Turi bati
naudojamas pakankamas bandymo sistemy skaicius, kad kiekvieng kartg imant méginj baty galima
paaukoti dvi sistemas. Jei naudojami kiekvienos vandens ir nuosédy sistemos kontroliniai éminiai, jie neturi
bati apdorojami bandomaja medziaga. Kontroliniai jrenginiai gali bati naudojami nuosédy mikrobinei
biomasei ir vandens bei nuosédy suminiam organinés anglies kiekiui nustatyti tyrimo pabaigoje. Du i3
kontroliniy jrenginiy (t. y. po viena kontrolinj jrenginj kiekvienoms vandeninéms nuosédoms) gali bati
naudojami reikiamiems nuosédy ir vandens parametrams kontroliuoti aklimatizacijos laikotarpiu (zr.
1.8.2.2 skirsnio lentelg). Du papildomi kontroliniai jrenginiai turi bati jtraukti tuo atveju, kai bandomoji
medZiaga jpilama naudojant tirpiklj, kad bity galima matuoti jo neigiamg poveikj bandymo sistemos
mikrobiniam aktyvumui.

Bandymo trukmé ir méginiy émimas

Tyrimas paprastai neturi biti ilgesnis kaip 100 pary (6), ir turi vykti tol, kol nustatomas skilimo kelias ir
pasiskirstymo tarp vandens ir nuosédy charakteristika arba 90 % bandomosios medziagos issisklaido
virsmo keliu ir (arba) iSgaruoja. Méginiai turi baiti imami bent Sesis kartus (jskaitant nulinj laikg), naudojant
neprivalomg pradinj tyrima (zr. 1.9.4 skirsnj) tinkamam meéginiy émimo rezimui ir bandymo trukmei
nustatyti, i§skyrus kai apie bandomaja medziaga yra pakankamas kiekis duomeny i§ ankstesniy tyrimy. Jei
tiriamos hidrofobinés bandomosios medziagos, pradiniu tyrimo laikotarpiu gali biti reikalingi papildomi
méginiy émimo taskai pasiskirstymo tarp vandens ir nuosédy faziy grei¢iui nustatyti.

(")  Toms cheminéms medziagoms, kurios i pavirSinius vandenis patenka skirtingais badais, kai dél to gaunamos labai skirtingos

koncentracijos vertés, gali bti naudingas bandymas naudojant antra koncentracija, jei maZesniaja koncentracija galima nustatyti
pakankamai tiksliai.
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1.9.4.

1.9.5.

2.1.

Atitinkamu méginio émimo laiku inkubavimo indai su visu turiniu (kartotiniai méginiai) imami analizei
daryti. Nuosédos ir vir§ jy esantis vanduo analizuojami atskirai ('). Pavir$inis vanduo atsargiai nupilamas,
kiek jmanoma maziau lie¢iant nuosedas. Bandomosios medziagos ir virsmo produkty ekstrahavimas ir
apibiidinimas turi buti daromas taikant atitinkamas analizés metodikas. Reikia imtis priemoniy pasalinti
medziaga, kuri galéjo adsorbuotis ant inkubavimo indo arba jungiamuosiuose vamzdeliuose,
naudojamuose lakiosioms medziagoms sugauti.

Neprivalomas pradinis bandymas

Jei trukmeé ir méginiy émimo rezimas negali biti jvertinti pagal ankstesnius atitinkamus bandomosios
medziagos tyrimus, gali bti tikslinga daryti iSankstinj bandymag, kuris turi biiti daromas tomis paciomis
bandymo salygomis, kurios yra numatytos galutiniam tyrimui. Ataskaitoje turi biiti trumpai nurodytos
iSankstinio bandymo, jei daromas, salygos ir rezultatai.

Matavimai ir analizé

Kiekvieng karta imant méginj matuojama ir ataskaitoje nurodoma bandomosios medziagos ir virsmo
produkty koncentracija vandenyje ir nuosédose (kaip koncentracija ir jdéto kickio procentiné dalis).
Paprastai galioja taisyklé, kad virsmo produktai, kuriy randama > 10 % nuo suminio vandens ir nuosédy
sistemos pradinio radioaktyvumo, turi bati identifikuoti, i$skyrus kai galima pagristi, kad tai nejmanoma.
Be to, turi bti identifikuoti virsmo produktai, kuriy koncentracija visg tyrimo laika didéja, netgi jei jy
koncentracija néra didesné uz pirmiau pateiktas ribines vertes, kadangi toks reiskinys gali rodyti jy
issilaikymg. Tai turi bati nagrinégjama kiekvienu konkreciu atveju, ataskaitoje pateikiant pagristus
paaiskinimus.

Ataskaitoje turi bati pateikti rezultatai, kiekvienu meginio émimo metu gauti dujy ar lakiyjy medziagy
sugavimo sistemose (CO, ir kiti produktai, t. y. lakieji organiniai junginiai). Turi bati pateiktos
mineralizacijos greicio vertés. Kiekvienam méginio émimo laikui pateikiamas neekstrahuojamy (suristyjy)
likuciy kiekis.

DUOMENYS

REZULTATUY APDOROJIMAS

Kiekviena kartg imant méginj turi baiti apskaiciuojamas jdéto radioaktyvumo bendras masiy balansas arba
regeneravimo laipsnis (zr. 1.7.1 skirsnj). Rezultatai turi biti pateikiami kaip pridéto radioaktyvumo
procentiné dalis. Ataskaitoje turi bati pateiktas radioaktyvumo pasiskirstymas tarp vandens ir nuosédy
kiekvieng kartg imant mégini, iSreikstas kaip koncentracija ir kaip procentinés dalys.

Turi bati apskaic¢iuota bandomosios medziagos pusé¢jimo trukmé, DTs, ir, jei tinka, DT, ir DTy, kartu
nurodant pasikliautinuosius rézius (zr. 1.7.3 skirsnj). Informacijos apie bandomosios medziagos
i8sisklaidymo vandenyje ir nuosédose greitj galima gauti naudojant atitinkamus jvertinimo bidus. Tai gali
bati pseudopirmojo laipsnio kinetikos taikymas, empirinés geriausio kreiviy atitikimo metodikos, kuriose
taikomi grafinis arba skaitmeninis sprendimai, ir sudétingesni jvertinimo biidai, taikantys, pvz., vieno arba
keliy skyriy modelius. Daugiau informacijos galima rasti atitinkamuose paskelbtuose literatiiros saltiniuose
(35) (36) (37).

(") Tais atvejais, kai gali vykti greitas anaerobinio virsmo produkty pakartotinis oksidavimas, imant méginius ir analizuojant turi baiti

uztikrinamos anaerobinés salygos.
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3.1.

Visi budai turi savo privalumy ir silpnyjy viety ir labai skiriasi sudétingumu. Prielaida apie pirmojo laipsnio
kinetikg gali bati per didelis skilimo ir pasiskirstymo procesy supaprastinimas, ta¢iau esant galimybei
gaunamas dydis (greicio konstanta arba pusé¢jimo trukme), kurj lengva suprasti ir kuris yra labai naudingas
kuriant imitacinj modelj ir apskai¢iuojant numatomas aplinkos koncentracijos vertes. Taikant empirinius
metodus arba tiesines transformacijas, galima gauti geresnj kreiviy ir duomeny atitikimg, taigi geriau
jvertinti pus¢jimo trukme, DT, ir, jei tinka, DT, ir DTy, vertes. Taciau gautyjy konstanty taikymas yra
ribotas. Taikant modelius su skyriais galima gauti kelias rizikos jvertinimui naudingas konstantas, kurios
apraso skilimo skirtinguose skyriuose greit ir cheminés medziagos pasiskirstyma. Be to, tokie modeliai
turéty biiti naudojami pagrindiniy virsmo produkty susidarymo ir skilimo greicio konstantoms jvertinti.
Visais atvejais pasirinktas metodas turi biti pagristas ir tyréjas turi grafiskai ir (arba) statistiskai parodyti gera
atitikimo kokybe.

ATASKAITOS RENGIMAS

BANDYMU ATASKAITA
Bandymy ataskaitoje turi bati §i informacija:

Bandomoji medziaga:

— jprastas pavadinimas, cheminis pavadinimas, CAS numeris, struktiriné formulé (rodanti Zymétojo
(-yjy) atomo (-y) padét, jei naudojama zymétoji medziaga) ir atitinkamos fizikocheminés savybes,

— bandomosios medziagos grynumas (priemaios),
— radiocheminis Zymétosios cheminés medziagos grynumas ir molinis aktyvumas (jei tinka).
Etaloninés medziagos:

— etaloniniy medZziagy, naudojamy virsmo produktams apibadinti ir (arba) identifikuoti, cheminis
pavadinimas ir struktira.

Bandomos nuosédos ir vanduo:
— vandens telkiniy dugno nuosédy émimo vieta (-0s), jskaitant, jei jmanoma, uztersimo istorija,

— visa informacija apie vandens ir nuoseédy sistemy éminiy émima, laikyma (jei taikomas) ir
aklimatizavimg,

— vandens ir nuosédy éminiy charakteristikos, i§vardytos 1.8.2.2 skirsnio lenteléje.
Bandymo salygos:

— naudota bandymo sistema (pvz., taikanti pratekéjima, biometring, ventiliavimo biidas, mai§ymo biidas,
vandens tiiris, nuosédy masé, vandens ir nuosédy sluoksniy storis, bandymo indy matmenys ir t. t.),

— bandomosios medziagos déjimas | bandymo sistemg: naudota bandymo koncentracija, kartotiniy ir
kontroliniy éminiy skaicius, bandomosios medziagos jdéjimo badas (pvz., tirpiklis, jei naudojamas), ir
tt,

— inkubavimo temperatiira,
— méginiy émimo laikas,
— ekstrahavimo metodai ir jy efektyvumas, be to, analizés metodai ir radimo ribos,

— virsmo produkty apibiidinimo ar identifikavimo metodai,
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nukrypimai bandymo metu nuo bandymo protokolo arba bandymo salygy.

Rezultatai:

tipiniy analiziy neapdoroty duomeny skaiciai (visi neapdoroti duomenys turi bati saugomi GLP
archyve),

taikyty analizés metody pakartojamumas ir jautris,
regeneravimo laipsnio vertés (tinkamu patvirtinto tyrimo % vertés yra pateiktos 1.7.1 skirsnyje),

bandomosios medziagos ir, jei tinka, virsmo produkty ir neekstrahuojamo radioaktyvumo rezultaty,
igreiskiamy kaip naudotos dozés % ir mg x kg™, gauty vandenyje, nuosédose ir visoje sistemoje (tik %),
lentelés,

masiy balansas tyrimy eigoje ir juos uzbaigus,
virsmo vandens bei nuosedy dalyse ir visoje sistemoje (jskaitant mineralizacijg) grafinis vaizdas,
mineralizacijos greicio vertés,

bandomosios medziagos ir, jei tinka, pagrindiniy virsmo produkty virsmo vandenyje, nuosédose ir
visoje sistemoje pusé¢jimo arba DT, ir, jei tinka DT, 5 ir DT, vertés, jskaitant pasikliautinuosius rézius,

bandomosios medziagos ir, jei tinka, pagrindiniy virsmo produkty virsmo kinetikos jvertinimas,
pasitlytas virsmo kelias, jei tinka,

rezultaty aptarimas.
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1 PRIEDAS

NURODYMAI DEL AEROBINIY IR ANAEROBINI|) BANDYMO SISTEMU

Aerobiné bandymo sistema

Siame bandymo metode aprasyta aerobing bandymo sistemg sudaro aerobinis vandens sluoksnis (tipiné deguonies
koncentracijos ver¢iy intervalas nuo 7 iki 10 mg x I'') ir nuosédy sluoksnis, aerobinis pavirsiuje ir anaerobinis giliau
po paviriniu sluoksniu (tipinés vidutinés oksidacijos-redukcijos potencialo (E,) vertés anacrobinéje nuosédy zonoje
yra nuo —80 iki —190 mV). Drégnas oras leidZiamas vir$ vandens pavirsiaus kiekviename inkubavimo jrenginyje
pakankamam deguonies kiekiui erdvéje virs skyscio uztikrinti.

Anaerobiné bandymo sistema

Bandymo naudojant anaerobing bandymo sistema metodika i§ esmés atitinka metodika, aprasyta aerobinei sistemai,
isskyrus tai, kad vir§ vandens pavirSiaus leidZiamas drégnas azotas kiekviename inkubavimo jrenginyje pakankamam
azoto kiekiui erdvéje vir§ skyscio uztikrinti. Nuosedos ir vanduo laikomi anaerobiniais, kai oksidacijos-redukcijos
potencialas (E;) yra maZesnis kaip —100 mV.

Darant anaerobinj bandyma, mineralizacijos jvertinimg sudaro ir i$siskyrusio anglies dioksido bei metano kiekio
matavimas.
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2 PRIEDAS

DUJU PRATEKEJIMO APARATUROS PAVYZDYS
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3 PRIEDAS

BIOMETRINES APARATUROS PAVYZDYS
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(pralaidi deguoniui)

e CO, ekstrahavimo jtaisas

J—
Anga deguoniui vandenyje
analizuoti

% ,ﬁ Anga dujoms analizuoti

{uzdaryta membrana)

MaiSytuvas

- Vanduo

% ..’fﬁ:%,;' - Nuosédos

Magnetiné maigyklé



13/34 1. Europos Sajungos oficialusis leidinys 757

4 PRIEDAS

| BANDYMO INDUS DEDAMOS DOZES APSKAICIAVIMO PAVYZDYS

Cilindro vidinis skersmuo: =8 cm
Vandens stulpelio gylis, i§skyrus nuosedas: =12 cm
Pavirsiaus plotas: 3,142 x 42 =50,3 cm?

Jterpimo norma: 500 g bandomosios medziagos/ha atitinka 5 pg/cm?

Suminis kiekis, pg: 5 x 50,3 =251,5 g
Kiekis nustatomas pagal 100 cm stulpelio gyli: 12 x 251,5 + 100 =30,18 pg
Vandens stulpelio taris: 50,3 x 12 =603 ml

Koncentracija vandenyje: 30,18 + 603 = 0,050 pg/ml arba 50 ngfl



