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(Besluiten waarvan de publicatie voorwaarde is voor de toepassing)

RICHTLIJIN 2004/73/EG VAN DE COMMISSIE

van 29 april 2004

tot negenentwintigste aanpassing aan de vooruitgang van de techniek van Richtlijn

67/548/EEG van de Raad betreffende de aanpassing van de wettelijke en

bestuursrechtelijke bepalingen inzake de indeling, de verpakking en het kenmerken van

gevaarlijke stoffen

(Voor de EER relevante tekst)

DE COMMISSIE VAN DE EUROPESE GEMEENSCHAPPEN,

Gelet op het Verdrag tot oprichting van de Europese Gemeenschap,

Gelet op Richtlijn 67/548/EEG van de Raad van 27 juni 1967 betreffende de aanpassing van
de wettelijke en bestuursrechtelijke bepalingen inzake de indeling, de verpakking en het
kenmerken van gevaarlijke stoffen', en met name op artikel 28,

Overwegende hetgeen volgt:

8y

2)

Bijlage I bij Richtlijn 67/548/EEG bevat een lijst van gevaarlijke stoffen met gegevens
over de indeling en etikettering van elke stof. Deze lijst moet worden aangevuld met
aangemelde nieuwe stoffen en reeds langer bestaande stoffen, en dient aan de
technische vooruitgang te worden aangepast, bijvoorbeeld door de vaststelling van
milieutechnische concentratiegrenzen voor bepaalde stoffen. Bovendien is het
noodzakelijk vermeldingen voor bepaalde stoffen te schrappen en een aantal
vermeldingen op te splitsen omdat de indeling niet langer van toepassing is op alle
stoffen die onder die vermeldingen worden opgevoerd. De etikettering van
1,3-butadieen bevattende stoffen moet worden gewijzigd om aan te geven dat deze
stof op grond van de onderhavige richtlijn zal worden ingedeeld als mutageen agens.

In bijlage V bij Richtlijn 67/548/EEG zijn de methoden vastgesteld voor de bepaling
van de fysisch-chemische eigenschappen, de toxiciteit en de ecotoxiciteit van stoffen
en preparaten. Deze bijlage moet worden gewijzigd om ervoor te zorgen dat het aantal
dieren die voor experimentele doeleinden worden gebruikt, tot een minimum wordt
beperkt, overeenkomstig Richtlijn 86/609/EEG van de Raad van 24 november 1986
inzake de onderlinge aanpassing van de wettelijke en bestuursrechtelijke bepalingen
van de lidstaten betreffende de bescherming van dieren die voor experimentele en

PB 196 van 16.8.1967, blz. 1. Richtlijn laatstelijk gewijzigd bij Richtlijn 2001/59/EG van de Commissie
(PB L 225 van 6.8.2001, blz. 1).
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andere wetenschappelijke doeleinden worden gebruikt’. De in de hoofdstukken B.1,
B.4, B.5, B.31 en B.35 opgenomen methoden voor de bepaling van de subchronische
orale toxiciteit moeten dienovereenkomstig worden aangepast. Bovendien moet
hoofdstuk B.42 toegevoegd worden aan bijlage V teneinde een fijnmazige methode ter
beschikking te stellen voor de bepaling van de subchronische orale toxiciteit. Tot slot
moeten hoofdstuk A.21 inzake de fysisch-chemische eigenschappen, hoofdstuk B.43
inzake de subchronische orale toxiciteit en de hoofdstukken C.21 tot en met C.24
inzake milieutoxiciteit worden toegevoegd teneinde bepaalde eigenschappen beter te
kunnen bepalen dan nu met de in bijlage V opgenomen methoden mogelijk is.

De bepalingen van deze richtlijn zijn in overeenstemming met het advies van het
Comité voor de aanpassing aan de vooruitgang van de techniek van de richtlijnen met
betrekking tot de opheffing van technische handelsbelemmeringen voor gevaarlijke
stoffen en preparaten,

HEEFT DE VOLGENDE RICHTLIJN VASTGESTELD:

Artikel [

Richtlijn 67/548/EEG wordt als volgt gewijzigd:

1.

Bijlage I wordt als volgt gewijzigd:

a) nota K in het voorwoord wordt vervangen door de tekst in bijlage 1A bij
onderhavige richtlijn;

b) de in bijlage 1B bij onderhavige richtlijn opgenomen vermeldingen vervangen
de dienovereenkomstige vermeldingen van bijlage I bij Richtlijn 67/548/EEG;

c) de in bijlage 1C bij onderhavige richtlijn opgenomen vermeldingen worden
ingevoegd overeenkomstig de volgorde van de in bijlage I bij Richtlijn
67/548/EEG opgenomen vermeldingen;

d) de vermeldingen voor de indexnummers 604-050-00-X, 607-050-00-8, 607-
171-00-6 en 613-130-00-3 worden geschrapt;

e) de vermelding voor indexnummer 048-002-00-0 wordt vervangen door de in
bijlage 1D bij onderhavige richtlijn opgenomen vermeldingen voor de
indexnummers 048-002-00-0 en 048-011-00-X;

f)  de vermelding voor indexnummer 609-006-00-3 wordt vervangen door de in
bijlage 1D bij onderhavige richtlijn opgenomen vermeldingen voor de
indexnummers 609-006-00-3 en 609-065-00-5;

g) de vermelding voor indexnummer 612-039-00-6 wordt vervangen door de in
bijlage 1D bij onderhavige richtlijn opgenomen vermeldingen voor de
indexnummers 612-039-00-6 en 612-207-00-9.

Bijlage V wordt als volgt gewijzigd:

a) de in bijlage 2A bij onderhavige richtlijn opgenomen tekst wordt toegevoegd
als hoofdstuk A.21;

PB L 358 van 18.12.1986, blz. 1.Richtlijn laatstelijk gewijzigd bij Richtlijn 2003/65/EG van het
Europees Parlement en de Raad (PB L 230 van 16.9.2003, blz. 32).
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b)  hoofdstuk B.1bis wordt vervangen door de tekst in bijlage 2B bij onderhavige
richtlijn;

¢)  hoofdstuk B.1lter wordt vervangen door de tekst in bijlage 2C bij onderhavige
richtlijn;

d) hoofdstuk B.4 wordt vervangen door de tekst in bijlage 2D bij onderhavige
richtlijn;

e)  hoofdstuk B.5 wordt vervangen door de tekst in bijlage 2E bij onderhavige
richtlijn;

f)  hoofdstuk B.31 wordt vervangen door de tekst in bijlage 2F bij onderhavige
richtlijn;

g)  hoofdstuk B.35 wordt vervangen door de tekst in bijlage 2G bij onderhavige
richtlijn;

h)  de tekst in bijlage 2H bij onderhavige richtlijn wordt toegevoegd als hoofdstuk
B.42 en hoofdstuk B.43;

1) de tekst in bijlage 2I bij onderhavige richtlijn wordt toegevoegd als de
hoofdstukken C.21 tot en met C.24.

Artikel 2

1. De lidstaten doen de nodige wettelijke en bestuursrechtelijke bepalingen in werking
treden om uiterlijk op 31 oktober 2005 aan deze richtlijn te voldoen. Zij stellen de Commissie
onverwijld in kennis van de tekst van deze bepalingen en van een tabel inzake de correlatie
tussen die bepalingen en onderhavige richtlijn. Wanneer de lidstaten deze bepalingen
aannemen, wordt daarin naar deze richtlijn verwezen of wordt hiernaar verwezen bij de
offici€le bekendmaking van de bepalingen. De regels voor deze verwijzing worden
vastgesteld door de lidstaten.

2. De lidstaten delen de Commissie de tekst van de belangrijkste bepalingen van intern
recht mee die zij op het onder deze richtlijn vallende gebied vaststellen.

Artikel 3

Deze richtlijn treedt in werking op de twintigste dag volgende op die van haar bekendmaking
in het Publicatieblad van de Europese Unie.

Artikel 4

Deze richtlijn is gericht tot de lidstaten.

Gedaan te Brussel, 29 april 2004.

Voor de Commissie )
Margot WALLSTROM
Lid van de Commissie
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Nota K:

De stof behoeft niet als kankerverwekkend of mutageen te worden ingedeeld als kan
worden aangetoond dat zij minder dan 0,1 % (g/g) buta-1,3-dieen (Einecs-nr. 203-450-
8) bevat. Als de stof niet als kankerverwekkend of mutageen wordt ingedeeld, gelden
hiervoor minimaal de S-zinnen (2-)9-16. Deze nota is alleen van toepassing op bepaalde
complexe aardoliederivaten in bijlage I.
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A.21. OXIDERENDE EIGENSCHAPPEN (VLOEISTOFFEN)

1. METHODE

1.1 INLEIDING

Deze testmethode is bedoeld om te meten in hoeverre een vloeistof de verbrandingssnelheid of
verbrandingsintensiteit van een brandbare stof kan verhogen of met een brandbare stof een mengsel kan
vormen dat spontaan ontbrandt wanneer beide stoffen grondig worden gemengd. De test is gebaseerd op de
test voor oxiderende vloeistoffen van de VN (1) en is hieraan gelijkwaardig. Aangezien deze methode A.21
echter in de eerste plaats is bedoeld om te voldoen aan de vereisten van Richtlijn 67/548/EEG, is slechts
een vergelijking met één referentiestof vereist. Testen en vergelijken met bijkomende referentiestoffen kan
nodig zijn wanneer het waarschijnlijk is dat de testresultaten voor andere doeleinden worden gebruiktl.

Deze test hoeft niet te worden uitgevoerd wanneer op grond van de structuurformule met afdoende
zekerheid kan worden vastgesteld dat de stof niet exotherm kan reageren met een brandbare stof.

Het is nuttig om, voordat deze test wordt uitgevoerd, te beschikken over gegevens over de mogelijke
explosieve eigenschappen van de te onderzoeken stof.

Deze test is niet toepasbaar op vaste stoffen, gassen, explosieve of licht ontvlambare stoffen of organische
peroxiden.

Deze test hoeft eventueel niet te worden uitgevoerd wanneer voor de te onderzoeken stof al resultaten
beschikbaar zijn van de test voor oxiderende vloeistoffen van de VN (1).

1.2 DEFINITIES EN EENHEDEN

Gemiddelde stijgtijd van de druk: het gemiddelde van de gemeten tijden waarin een mengsel tijdens de
test een drukstijging veroorzaakt van 690 kPa tot 2.070 kPa boven de atmosferische druk.

1.3 REFERENTIESTOF

Als referentiestof wordt een waterige oplossing van 65 gewichtsprocent salpeterzuur (analytisch zuiver)
gebruiktz.

Wanneer de experimentator verwacht dat de testresultaten wellicht voor andere doeleinden worden
gebruiktl, kan het wenselijk zijn de test met bijkomende referentiestoffen uit te voeren®.

1.4 PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De testvloeistof wordt in een massaverhouding van 1:1 met cellulosevezel gemengd en in een drukvat
gebracht. Indien tijdens het mengen of vullen spontane ontbranding optreedt, is verder testen niet nodig.

Indien geen spontane ontbranding optreedt, wordt de volledige test uitgevoerd. Het mengsel wordt in een
drukvat verwarmd en de gemiddelde tijd waarin de druk stijgt van 690 kPa tot 2.070 kPa boven de
atmosferische druk, wordt gemeten. Deze tijd wordt vergeleken met de gemiddelde stijgtijd voor de druk
voor het 1:1-mengsel van de referentiestof(fen) en cellulose.

1.5 KWALITEITSCRITERIA

In een reeks van vijf proeven met dezelfde stof mag geen van de resultaten meer dan 30% afwijken van het
rekenkundig gemiddelde. Resultaten die meer dan 30% van het gemiddelde afwijken, moeten worden
verworpen, de meng- en vulprocedure moet worden verbeterd en de test moet worden herhaald.

Iy . e
Bijvoorbeeld in het kader van de vervoersvoorschriften van de VN.
Het zuur moet v6dr de test worden getitreerd om de concentratie ervan te bevestigen.

? In referentie 1 wordt bijvoorbeeld gebruik gemaakt van 50 gewichtprocent perchloorzuur en 40 gewichtprocent
natriumchloraat.
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1.6 BESCHRIJVING VAN DE METHODE
1.6.1 Voorbereiding
1.6.1.1 Brandbare stof

Als brandbare stof wordt droge cellulose met een vezellengte tussen 50 en 250 um en een gemiddelde
diameter van 25 um gebruikt®. Dit wordt gedurende 4 uur in een laag van ten hoogste 25 mm dik bij 105°C
gedroogd tot constant gewicht en in een exsiccator met droogmiddel bewaard totdat de vezel is afgekoeld
en wordt gebruikt. Het watergehalte van de gedroogde cellulose moet minder zijn dan 0,5% van de droge
massa’. Zo nodig dient de droogtijd te worden verlengd tot deze waarde is bereikt®. Gedurende de hele test
wordt een en dezelfde batch cellulose gebruikt.

1.6.1.2 Apparatuur
1.6.1.2.1 Drukvat

Voor de test wordt gebruik gemaakt van een drukvat. Dit is een cilindrisch stalen drukvat met een lengte
van 89 mm en een uitwendige diameter van 60 mm (zie figuur 1). De cilinder wordt zo bewerkt dat aan de
buitenkant recht tegenover elkaar twee viakke zijden ontstaan (waardoor de doorsnede van het vat wordt
gereduceerd tot 50 mm) zodat de cilinder gemakkelijker kan worden gemanipuleerd wanneer de
ontstekingsplug en ontiuchtingsplug worden aangebracht. Het vat, dat een inwendige diameter van 20 mm
heeft, wordt aan beide uiteinden tot een diepte van 19 mm opgeruimd en voorzien van een schroefdraad
voor 1" British Standard Pipe (BSP) of het metrische equivalent daarvan. Op 35 mm van een van de
uiteinden wordt op 90° van de vlakke oppervlakken in het gebogen oppervlak van het vat een zijbuis
geschroefd om de druk op te nemen. Daarvoor wordt een 12 mm diep gat geboord dat wordt voorzien van
schroefdraad voor de 1/2" BSP (of metrisch equivalent) schroefdraad op het uiteinde van de zijbuis. Zo
nodig wordt een inerte pakking aangebracht om een gasdichte verbinding te bekomen. De zijbuis steekt 55
mm buiten het drukvat uit en heeft een inwendige diameter van 6 mm. Het uiteinde van de zijbuis wordt
opgeruimd en voorzien van een schroefdraad voor een membraanmanometer. Elk type manometer mag
worden gebruikt, op voorwaarde dat de manometer bestand is tegen de hete gassen of ontledingsproducten
en kan reageren op een drukstijging van 690-2.070 kPa in maximaal 5 ms.

Het uiteinde van het drukvat dat het verst verwijderd is van de zijbuis, wordt afgesloten met een
ontstekingsplug met twee elektrodes, de ene geisoleerd van de plug, de andere via de plug met de massa
verbonden. Het andere uiteinde van het drukvat wordt afgesloten met een breekplaat (barstdruk ongeveer
2.200 kPa) die op zijn plaats wordt gehouden met een bevestigingsplug met een inwendige diameter van 20
mm. Zo nodig wordt voor de ontstekingsplug een inerte pakking gebruikt om een gasdichte verbinding te
bekomen. Het drukvat wordt tijdens het gebruik in de juiste positie gehouden met een statief (figuur 2). Dit
bestaat doorgaans uit een zachtstalen grondplaat van 235 mm x 184 mm x 6 mm en een 185 mm lange
vierkante buis van 70 mm x 70 mm x 4 mm.

Van twee tegenover elkaar gelegen zijkanten van de vierkante buis wordt een deel verwijderd zodat een
buis van 86 mm lengte overblijft die uitloopt in twee vlakke benen. De uiteinden van deze vlakke benen
worden onder een hoek van 60° ten opzichte van de as van de buis afgekort en op de grondplaat gelast.
Aan de bovenkant van de vierkante buis wordt in één zijkant een gleuf van 22 mm breed x 46 mm diep
uitgefreesd, zodat de zijbuis in de gleuf valt wanneer het drukvat met de ontstekingsplug naar beneden in
de vierkante buis wordt geplaatst. Op de onderste binnenzijde van de vierkante buis wordt een stuk staal
van 30 mm breed en 6 mm dik gelast als afstandstuk. In de tegenoverliggende zijde worden twee 7 mm
vieugelschroeven gedraaid om het drukvat stevig op zijn plaats te houden. Om het drukvat van onderen te
steunen worden op de zijkanten die doorlopen naar de basis van het statief, twee stroken van 12 mm breed
en 6 mm dik staal gelast.

4 Bijvoorbeeld Whatman Column Chromatographic Cellulose Powder CF 11, catalogue no 4021 050.

> Bevestigd met (bijvoorbeeld) Karl-Fisher titratie.

® Een andere mogelijkheid om dit watergehalte te bereiken is (bijv.) verhitting bij 105°C onder vacuilim gedurende 24
uur.
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1.6.1.2.2 Ontstekingssysteem

Het ontstekingssysteem bestaat uit een 25 cm lange Ni/Cr-draad met een diameter van 0,6 mm en een
weerstand van 3,85 ohm/m. De draad wordt om een staaf met een diamater van 5 mm tot een spoel
gewikkeld en met de elektrodes van de ontstekingsplug verbonden. De spoel moet een van de in figuur 3
afgebeelde configuraties hebben. De afstand tussen de bodem van het vat en de onderzijde van de
ontstekingsspoel moet 20 mm bedragen. Wanneer de elektroden niet instelbaar zijn, moeten de einden van
de ontstekingsdraad tussen de spoel en de bodem van het vat met een keramische mantel worden
getsoleerd. De draad wordt verhit met een voeding die een constante stroom van ten minste 10 A kan
leveren.

1.6.2 Uitvoering van de test’

Het toestel wordt met manometer en verhittingssysteem, maar zonder de breekplaat, met de
ontstekingsplug naar beneden neergezet. In een glazen beker worden met een glazen roerstaaf 2,5 g
testvloeistof en 2,5 g gedroogde cetlulose gemengdx. Om veiligheidsredenen moet tijdens het mengen een
veiligheidsschild tussen de experimentator en het mengsel zijn geplaatst. Indien het mengsel tot
ontbranding komt tijdens het mengen of vullen, zijn geen verdere tests nodig. Het mengsel wordt in kleine
hoeveelheden tegelijk in het drukvat gegoten, terwijl tegen het drukvat wordt geklopt om ervoor te zorgen
dat het mengsel de ruimte rond de ontstekingsspoel vult en daarmee goed contact maakt. Het is belangrijk
dat de spoel tijdens het vullen niet verbuigt, aangezien dit tot foutieve resultaten kan leiden®. De
breekplaat wordt op zijn plaats gebracht en de bevestigingsplug wordt stevig vastgeschroetd. Het gevulde
drukvat wordt met de breekplaat naar boven in het statief geplaatst. De gehele opstelling moet zich in een
geschikte gewapende afzuigkast of ontstekingskast bevinden. De voeding wordt aangesloten op de
uitwendige aansluitingen van de ontstekingsplug. De stroomsterkte bedraagt 10 A. De tijd tussen het begin
van het mengen en het inschakelen van de voeding mag niet langer zijn dan 10 minuten.

Het signaal van de manometer wordt geregistreerd met een systeem waarmee het drukverloop kan worden
geanalyseerd en continu kan worden geregistreerd (bijv. een transiéntrecorder gekoppeld aan een
papierschrijver). Het mengsel wordt verwarmd tot de breekplaat breekt of totdat ten minste 60 seconden
zijn verstreken. Als de breekplaat niet breekt, moet het mengsel afkoelen voordat het toestel voorzichtig
wordt geopend, waarbij de nodige voorzorgen worden getroffen voor het geval een plotselinge drukstijging
optreedt. Er worden vijf proeven uitgevoerd met de teststof en de referentiestof(fen). De tijd waarin de
druk stijgt van 690 kPa tot 2.070 kPa boven de atmosferische druk, wordt genoteerd. Vervolgens wordt de
gemiddelde stijgtijd van de druk berekend.

In sommige gevallen kunnen stoffen een (te hoge of te lage) drukstijging veroorzaken als gevolg van
chemische reacties die niet relevant zijn voor de oxiderende eigenschappen van de stof. In die gevallen kan
het nodig zijn de test te herhalen met een inerte stof, bijvoorbeeld diatomiet (kieselgoehr), in plaats van
cellulose, om het karakter van de reactie te bepalen.

! Mengsels van oxiderende stoffen en cellulose kunnen explosief zijn en moeten met de nodige voorzichtigheid worden
behandeld.
® In de praktijk kan dit worden gedaan door een grotere hoeveelheid testvloeistof en cellulose te mengen in een
verhoudingl:1 en vervolgens 5 £ 0,1 g van het mengsel in het drukvat te brengen. Het mengsel moet voor elke proef vers
worden bereid.

Met name moet contact tussen opeenvolgende wikkelingen van de spoel worden vermeden.
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2 GEGEVENS
Stijgtijd voor de teststof en voor de referentiestof(fen).
Stijgtijd voor de tests met een inerte stof, indien uitgevoerd.
2.1 VERWERKING VAN DE RESULTATEN

De gemiddelde stijgtijden van de druk voor de teststof en de referentiestof(fen) worden berekend.
De gemiddelde stijgtijd voor de tests met een inerte stof (indien uitgevoerd) wordt berekend.

Tabel 1 bevat enkele voorbeelden van resultaten

Tabel 1
Voorbeelden van resultaten @
Gemiddelde stijgtijd voor een
Stof © 1:1 mengsel
met cellulose

(ms)
Ammoniumdichromaat, verzadigde waterige oplossing 20800
Calciumnitraat, verzadigde waterige oplossing 6700
[Jzer(IlD)nitraat, verzadigde waterige oplossing 4133
Lithiumperchloraat, verzadigde waterige oplossing 1686
Magnesiumperchloraat, verzadigde waterige oplossing 777
Nikkelnitraat, verzadigde waterige oplossing 6250
Salpeterzuur, 65% 47679
Perchloorzuur, 50% 1219
Perchloorzuur, 55% 59
Kaliumnitraat, 30% waterige oplossing 26690
Zilvernitraat, verzadigde waterige oplossing -
Natriumchloraat, 40% waterige oplossing 2555
Natriumnitraat, 45% waterige oplossing 4133
Inerte stof
Water:cellulose -

a) Gemiddelde waarde van vergelijkende interlaboratoriumproeven

b) Maximumdruk van 2.070 kPa niet bereikt

¢) Verzadigde oplossingen worden bij 20°C bereid

d) Zie referentie (1) voor indeling volgens de vervoersvoorschriften van de VN.
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3 RAPPORTAGE

3.1 VERSLAG VAN DE PROEFNEMINGEN
In het verslag moeten de volgende gegevens worden opgenomen:

— identiteit, samenstelling, zuiverheid, enz. van de teststof;

— concentratie van de teststof;

— procedure voor het drogen van de cellulose;

— watergehalte van de gebruikte cellulose;

— de meetresultaten;

— eventuele resultaten van tests met een inerte stof;

— berekende gemiddelde stijgtijden van de druk;

—eventuele afwijkingen van deze methoden en redenen daarvoor;

—alle verdere informatie of opmerkingen die van belang zijn voor de interpretatie van de resultaten.

3.2 INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN"
De testresultaten worden beoordeeld op grond van:
a) de vraag of het mengsel van teststof en cellulose spontaan ontbrand; en

b) een vergelijking van de gemiddelde stijgtijd voor de druk van 690 KPa naar 2.070 kPa met die voor de
referentiestof(fen).

Een vloeistof wordt aangemerkt als een oxiderende stof wanneer:

a) een mengsel in een 1:1 massaverhouding van de stof en cellulose spontaan ontbrand, of

b) een mengsel in een massaverhouding van 1:1 van de stof en cellulose een gemiddelde stijgtijd oplevert
kleiner dan of gelijk aan de gemiddelde stijgtijd van de druk van een mengsel in een 1:1

massaverhouding van een waterige oplossing van 65 gewichtsprocent salpeterzuur en cellulose.

Om vals-positieve resultaten te vermijden, moet bij de interpretatie van de resultaten zo nodig ook
rekening worden gehouden met resultaten verkregen bij het testen van de stof gemengd met inert materiaal.

4 REFERENTIES

(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.

10 . . . . . . .
Zie referentie 1 voor de interpretatie van de resultaten onder de vervoersvoorschriften van de VN met verschillende
referentiestoffen.
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Figuur 1
Drukvat
b
Fa
2
& T
2 E
o b ¢
e ,g
17 &
o=
@ gt
/“j/:;ﬁ M K‘E
fal \ ﬂ
A’i;% % ¥ O
#ld ;
i, w"‘ﬁﬁ F:?i
oy - ;.
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(N) Groef voor pakking
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Figuur 2
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Figuur 3

Ontstekingssysteem

B i .

(A) Ontstekingsspoel (B) Isolatie (C) Elektroden (D) Ontstekingsplug

Opmerking: Beide ontstekingssystemen kunnen worden gebruikt.



30.4.2004 Publicatieblad van de Europese Unie L 152/154

BIJLAGE 2B
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1.2
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B.1 bis. ACUTE ORALE TOXICITEIT: PROCEDURE MET VASTE DOSES

METHODE

Deze methode is gelijkwaardig aan TG 420 (2001) van de OESO.

INLEIDING

Bij klassieke methoden voor de bepaling van de acute toxiciteit wordt de dood van dieren als eindpunt gebruikt. In 1984 is
door de British Toxicology Society een nieuwe aanpak voor acute toxiciteitstests voorgesteld op basis van de toediening
van een reeks vaste doses (1). Deze aanpak gebruikt niet meer de dood van dieren als eindpunt, maar berust op de
observatie van duidelijke toxiciteitsverschijnselen bij één van een reeks vaste doses. Na in vivo valideringsonderzoek in het
VK (2) en in internationaal verband (3) is deze procedure in 1992 als testmethode goedgekeurd. Vervolgens zijn de
statistische eigenschappen van de procedure met vaste doses bij een reeks onderzoeken met behulp van mathematische
modellen geévalueerd (4)(5)(6). Met de combinatie van in vivo onderzoek en modellen is aangetoond dat de procedure
reproduceerbaar is, minder dieren gebruikt en minder leed veroorzaakt dan de klassieke methoden en stoffen op een
vergelijkbare wijze kan rangschikken als de andere testmethoden voor acute toxiciteit.

Richtsnoeren voor de keuze van de meest geschikte testmethode voor een bepaald doel worden gegeven in de leidraad voor
tests op acute orale toxiciteit (7). Deze leidraad bevat ook aanvullende informatie over de uitvoering en interpretatie van
testmethode B.1bis.

De methode heeft als beginsel dat bij het hoofdonderzoek slechts beperkt toxische doses worden gebruikt en dat de
toediening van doses waarvan wordt verwacht dat ze dodelijk zijn, moet worden vermeden. Ook doses waarvan bekend is
dat ze door een bijtende of sterk irriterende werking hevige pijn en leed veroorzaken, behoeven niet te worden toegediend.
Stervende dieren of dieren die duidelijk pijn hebben of tekenen van hevig en voortdurend leed vertonen, worden op humane
wijze gedood en worden bij de interpretatie van de testresultaten op dezelfde manier behandeld als dieren die tijdens de test
gestorven zijn. Er is een aparte leidraad met criteria om te bepalen of stervende of hevig lijdende dieren moeten worden
gedood en richtsnoeren om voorspelbare of ophanden zijnde sterfte te herkennen (8).

De methode levert informatie over de gevaarlijke eigenschappen op en maakt het mogelijk de stof te rangschikken en in te
delen aan de hand van het “Globally Harmonised System” (GHS) voor de indeling van chemische stoffen die acute
toxiciteit veroorzaken (9).

Het testlaboratorium moet v6dr de uitvoering van het onderzoek alle beschikbare informatie over de teststof in overweging
nemen. Hierbij gaat het om informatie als de identiteit en de chemische structuur van de stof, de fysisch-chemische
eigenschappen, de resultaten van andere met de stof uitgevoerde toxiciteitstests in vivo of in vitro, toxicologische gegevens
over qua structuur verwante stoffen en de voorgenomen toepassing(en) van de stof. Deze informatie is nodig om alle
betrokkenen ervan te overtuigen dat de test relevant is voor de bescherming van de gezondheid van de mens en helpt tevens
bij de keuze van een geschikte aanvangsdosis.

DEFINITIES

Acute orale toxiciteit: de schadelijke effecten die zich voordoen na orale toediening van één dosis van een stof of
verschillende doses die binnen 24 uur worden toegediend.

Vertraagde sterfte: houdt in dat een dier niet binnen 48 uur sterft of stervende is maar later gedurende de
observatieperiode van 14 dagen sterft.

Dosis: de toegediende hoeveelheid teststof. De dosis wordt uitgedrukt als gewicht van de teststof per gewichtseenheid van
het proefdier (bijvoorbeeld mg/kg).

Manifeste toxiciteit: een algemene term die zodanige duidelijke toxiciteitsverschijnselen na de toediening van de teststof
beschrijft (zie (3) voor voorbeelden), dat bij de eerstvolgende vaste dosis hevige pijn en blijvende verschijnselen van ernstig
leed, stervende dieren (zie de leidraad voor humane eindpunten (8) voor criteria) of waarschijnlijke sterfte bij de meeste
dieren kunnen worden verwacht.
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GHS: het "Globally Harmonised Classification System" voor chemische stoffen en mengsels. Een samenwerkingsproject
van de OESO (gezondheid van de mens en milieu), het Comité van deskundigen voor het vervoer van gevaarlijke goederen
van de VN (fysisch-chemische eigenschappen) en de ILO (communicatie van gevaren) dat wordt gecodrdineerd door het
Gezamenlijk programma voor een verantwoord beheer van chemische stoffen (IOMC).

Ophanden zijnde sterfte: wanneer vo6r het eerstvolgende geplande observatietijdstip een stervende toestand of sterfte
wordt verwacht. Voorbeelden van indicaties voor deze toestand bij knaagdieren zijn convulsies, zijligging, liggende positie
en tremors (zie de leidraad voor humane eindpunten (8) voor meer bijzonderheden).

LDsy (mediaan van de letale dosis): een statistisch afgeleide enkelvoudige dosis van een stof waarvan kan worden
verwacht dat 50% van de dieren waaraan deze dosis oraal wordt toegediend, sterft. De LDsy wordt uitgedrukt als gewicht
van de teststof per gewichtseenheid van het proefdier (mg/kg).

Limietdosis: een dosis die bij tests als bovengrens wordt gehanteerd (2000 of 5000 mg/kg).

Stervende toestand: ecen toestand waarop de dood volgt of waarin overleven onmogelijk is, zelfs wanneer het dier wordt
behandeld (zie de leidraad voor humane eindpunten (8) voor meer bijzonderheden).

Voorspelbare sterfte: een toestand met klinische verschijnselen die wijzen op sterfte op een bekend tijdstip in de toekomst
v6or het geplande einde van het experiment, bijvoorbeeld wanneer het dier geen water of voer kan bereiken (zie de leidraad
voor humane eindpunten (8) voor meer bijzonderheden).

1.3 PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Groepen met dieren van hetzelfde geslacht krijgen stapsgewijs de vaste doses 5, 50, 300 en 2000 mg/kg toegediend (bij
wijze van uitzondering kan een extra vaste dosis van 5000 mg/kg worden overwogen; zie punt 1.6.2). Op basis van een
verkennende test wordt de aanvangsdosis gekozen, waarvan wordt verwacht dat er enige toxiciteitsverschijnselen optreden
zonder dat er sprake is van ernstige toxische effecten of sterfte. Klinische verschijnselen en situaties die gepaard gaan met
pijn, leed en ophanden zijnde sterfte, worden gedetailleerd in een aparte OESO-leidraad beschreven (8). Afhankelijk van het
al dan niet optreden van toxiciteitsverschijnselen of sterfte kan er aan andere groepen dieren een hogere of lagere dosis
worden toegediend. Deze procedure wordt gestaakt zodra de dosis wordt bepaald waarbij manifeste toxiciteit optreedt of ten
hoogste één dier sterft, of wanneer blijkt dat er bij de hoogste dosis geen effecten worden geconstateerd of bij de laagste
dosis dieren sterven.

1.4 BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

1.4.1 Keuze van de diersoort

Bij voorkeur wordt de rat gebruikt, maar ook andere knaagdiersoorten kunnen worden gebruikt. Normaal gesproken worden
vrouwtjes gebruikt (7), omdat uit literatuuronderzoek van klassieke LDso-tests blijkt dat er meestal weinig verschil in
gevoeligheid tussen mannetjes en vrouwtjes is, maar wanneer er een verschil wordt geconstateerd, zijn vrouwtjes meestal
iets gevoeliger (10). Als echter uit kennis omtrent de toxicologische of toxicokinetische eigenschappen van qua structuur
verwante chemische stoffen blijkt dat mannetjes waarschijnlijk gevoeliger zullen zijn, moeten mannetjes worden gebruikt.
Wanneer de test bij mannetjes wordt uitgevoerd, moet hiervoor een afdoende motivering worden gegeven.

Er worden gezonde jonge volwassen dieren van gangbare laboratoriumstammen gebruikt. De vrouwtjes mogen nog geen
jongen hebben gehad en mogen niet drachtig zijn. Elk dier moet bij de eerste toediening 8 tot 12 weken oud zijn en het
lichaamsgewicht mag niet meer dan £ 20% afwijken van het gemiddelde gewicht van dieren waaraan al eerder een dosis is
toegediend.

1.4.2 Huisvesting en voeding

De temperatuur in de proefdierruimte dient 22°C (£ 3°C) te zijn. Hoewel de relatieve vochtigheid minimaal 30% en bij
voorkeur niet hoger dan 70% (behalve bij het reinigen van de ruimte) dient te zijn, moet worden gestreefd naar 50-60%.
Verlichting gebeurt met kunstlicht met een ritme van 12 uur licht en 12 uur donker. Als voeding mag het gewone
laboratoriumvoer worden gebruikt met een onbeperkte hoeveelheid drinkwater. De dieren mogen per dosis in groepen
worden gehuisvest, maar het aantal dieren per kooi mag niet zo groot zijn dat een duidelijke observatie van elk dier wordt
gestoord.
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143 Voorbereiding van de dieren

De dieren worden aselect ingedeeld, gemerkt om elk dier afzonderlijk te kunnen identificeren en vodr het begin van de
toediening gedurende minimaal 5 dagen in hun kooi gehouden om ze aan de omstandigheden in het laboratorium te laten
wennen.

1.44 Bereiding van de dosis

In het algemeen worden alle doses van de teststof in het hele testbereik in een constant volume toegediend door de
concentratie van de toegediende dosis te variéren. Wanneer echter een vloeibaar eindproduct of mengsel wordt getest, kan
het voor de latere risicobeoordeling van die stof zinvoller zijn de teststof onverdund, d.w.z. met een constante concentratie,
te gebruiken en sommige regelgevende instanties hebben dit verplicht gesteld. Het maximaal toe te dienen volume mag
echter in geen geval worden overschreden. Het is athankelijk van de grootte van het proefdier welk volume vloeistof in één
keer kan worden toegediend. Bij knaagdieren mag het volume normaal gesproken niet groter zijn dan 1 ml/100 g
lichaamsgewicht. Bij een waterige oplossing kan echter 2 ml/100 g lichaamsgewicht worden overwogen. Voor de
formulering van de dosis wordt waar mogelijk het gebruik van een waterige oplossing/suspensie/emulsie aanbevolen, in
volgorde van voorkeur gevolgd door een oplossing/suspensie/femulsie in olie (bijvoorbeeld maisolie) en eventueel een
oplossing in een ander medium. Wanneer een ander medium dan water wordt gebruikt, moeten de toxicologische
kenmerken van het medium bekend zijn. De dosis moet kort védr de toediening worden bereid, tenzij de stabiliteit van het
preparaat gedurende de gebruiksperiode bekend is en is aangetoond dat deze aanvaardbaar is.

1.5 PROCEDURE

1.5.1 Toediening van de dosis

De teststof wordt in één dosis toegediend met een maagsonde of een geschikte katheter. In het uitzonderlijke geval dat één
dosis niet mogelijk is, kan de dosis in kleinere porties worden verdeeld die in de loop van maximaal 24 uur worden
toegediend.

De dieren moeten voor de toediening vasten (ratten mogen bijvoorbeeld de nacht voor de toediening geen voer maar wel
water krijgen en muizen gedurende 3-4 uur). Na de vastperiode worden de dieren gewogen en wordt de teststof toegediend.
Na de toediening van de stof kan men ratten nog eens 3-4 uur en muizen nog eens 1-2 uur laten vasten. Wanneer een dosis
in de loop van de tijd in porties wordt toegediend, kan het afhankelijk van de lengte van de periode nodig zijn de dieren
voer en water te geven.

1.5.2 Verkennende test

De verkennende test is bedoeld om de juiste aanvangsdosis voor het hoofdonderzoek te kunnen kiezen. De teststof wordt
overeenkomstig het stroomschema in bijlage 1 achtereenvolgens telkens aan één dier toegediend. De verkennende test is
afgelopen wanneer er een beslissing kan worden genomen over de aanvangsdosis voor het hoofdonderzoek (of als er bij de
laagste vaste dosis een dier sterft).

Als aanvangsdosis voor de verkennende test wordt uit de vaste doses 5, 50, 300 en 2000 mg/kg de dosis gekozen waarvan
wordt verwacht dat er manifeste toxiciteit optreedt, waar mogelijk op basis van gegevens uit in vitro en in vivo onderzoek
met dezelfde chemische stof en andere qua structuur verwante chemische stoffen. Wanneer deze informatie niet beschikbaar
is, wordt 300 mg/kg als aanvangsdosis gebruikt.

Er wordt ten minste 24 uur gewacht voordat een dosis aan het volgende dier wordt toegediend. Alle dieren worden
gedurende ten minste 14 dagen geobserveerd.

Bij wijze van uitzondering kan alleen met een motivering op basis van specifieke regelgevingsvereisten daarnaast het
gebruik van een hogere vaste dosis van 5000 mg/kg worden overwogen (zie bijlage 3). Met het oog op het welzijn van
dieren zijn dierproeven in GHS-categorie 5 tot 2000-5000 mg/kg niet wenselijk en moeten deze alleen worden overwogen
wanneer er een grote kans is dat de resultaten van die test van direct belang zijn voor de bescherming van de gezondheid
van mensen of dieren of het milieu.
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Wanneer een dier waaraan bij de verkennende test de laagste vaste dosis (5 mg/kg) is toegediend, sterft, is de normale
procedure dat de test wordt afgesloten en de stof wordt ingedeeld in GHS-categorie | (zie bijlage 1). Als de indeling echter
moet worden bevestigd, kan de volgende facultatieve aanvullende procedure worden uitgevoerd. De dosis van 5 mg/kg
wordt aan een tweede dier toegediend. Als dit tweede dier sterft. is de indeling in GHS-categorie 1 bevestigd en wordt het
onderzoek onmiddellijk be€indigd. Als het tweede dier blijft leven, wordt de dosis van 5 mg/kg aan ten hoogste nog eens
drie dieren toegediend. Omdat er een hoog risico op sterfte zal zijn, moet de dosis met het oog op het welzijn van dieren
achtereenvolgens aan telkens één dier worden toegediend. V6or de toediening aan het volgende dier moet lang genoeg
worden gewacht om vast te kunnen stellen dat het vorige dier waarschijnlijk zal blijven leven. Als er een tweede dier sterft,
wordt de toediening onmiddellijk gestaakt en worden er geen dieren meer gebruikt. Een tweede dier dat sterft, levert
(ongeacht het aantal dieren dat bij be€indiging is getest) het resuitaat A op (2 of meer dode dieren), zodat de indelingsregel
van bijlage 2 bij de vaste dosis van 5 mg/kg wordt gevolgd (categorie | als er 2 of meer dode dieren zijn en categorie 2 als
er niet meer dan één dood dier is). Daarnaast geeft bijlage 4 een leidraad voor de indeling in het EU-systeem totdat het
nieuwe GHS ingevoerd is.

1.53 Hoofdonderzoek
1.5.3.1 Aantal dieren en dosisniveaus

Het stroomschema in bijlage 2 geeft aan wat er na de test op het aanvangsniveau moet gebeuren. Er zijn drie
mogelijkheden: de test wordt gestaakt en de desbetreffende gevaar-indelingscategorie wordt toegekend, de test wordt bij
een hogere vaste dosis voortgezet of de test wordt bij een lagere vaste dosis voortgezet. Met het oog op de bescherming van
dieren wordt een dosisniveau dat bij de verkennende test een dood dier opleverde, bij het hoofdonderzoek niet opnieuw
getest (zie bijlage 2). De ervaring heeft geleerd dat het meest waarschijnlijke resultaat bij de aanvangsdosis is dat de stof
kan worden ingedeeld en dat er geen verdere tests nodig zijn.

Normaal gesproken worden er voor elk dosisniveau in totaal vijf dieren van hetzelfde geslacht gebruikt, namelijk het dier
dat deze dosis bij de verkennende test toegediend heeft gekregen en nog eens vier dieren (behalve wanneer bij wijze van
uitzondering een dosisniveau van het hoofdonderzoek niet in de verkennende test was opgenomen).

Het tijdsverloop tussen de toediening op elk niveau wordt bepaald door de aanvang, de duur en de ernst van de
toxiciteitsverschijnselen. Met de toediening van een volgende dosis wordt gewacht totdat men er zeker van is dat de eerder
geteste dieren blijven leven. Indien nodig wordt een periode van drie of vier dagen tussen de toediening op elk dosisniveau
aanbevolen om observatie van vertraagde toxiciteit mogelijk te maken. Dit interval kan indien gewenst worden aangepast,
bijvoorbeeld bij een onduidelijke reactie.

Wanneer het gebruik van een hoogste vaste dosis van 5000 mg/kg wordt overwogen, moet de procedure van bijlage 3
worden gevolgd (zie ook punt 1.6.2).

1.53.2 Limiettest

De limiettest wordt voornamelijk uitgevoerd wanneer er informatie is die erop wijst dat het testmateriaal waarschijnlijk niet
toxisch is c.q. alleen toxisch is in hogere doses dan de limieten in de regelgeving. Informatie over de toxiciteit van het
testmateriaal kan afkomstig zijn van kennis omtrent vergelijkbare geteste verbindingen of vergelijkbare geteste mengsels of
producten, waarbij rekening wordt gehouden met de identiteit en het percentage van de bestanddelen waarvan bekend is dat
ze in toxicologisch opzicht relevant zijn. Wanneer er weinig of geen informatie over de toxiciteit van het testmateriaal is of
wordt verwacht dat het toxisch is, moet het hoofdonderzoek worden uitgevoerd.

De limiettest voor deze testmethode wordt volgens de normale procedure uitgevoerd met een verkennende test met een
aanvangsdosis van 2000 mg/kg (of in uitzonderingsgevallen 5000 mg/kg), gevolgd door de toediening van deze dosis aan
nog eens vier dieren,

1.6 OBSERVATIE

De dieren worden gedurende de eerste 30 minuten na de toediening ten minste één maal elk afzonderlijk geobserveerd,
gedurende de eerste 24 uur periodiek met bijzondere aandacht voor de eerste vier uur en vervolgens dagelijks gedurende in
totaal 14 dagen, behalve wanneer ze met het oog op het welzijn van dieren uit het onderzoek moeten worden genomen en
op humane wijze moeten worden gedood of dood aangetroffen worden. De observatieduur is echter geen regel waarvan niet
kan worden afgeweken. Deze moet worden bepaald aan de hand van de toxische reacties, het tijdstip waarop ze beginnen en
de duur van de herstelperiode en kan dus worden verlengd indien dit nodig wordt geacht. Het is belangrijk op welk tijdstip
de toxiciteitsverschijnselen verschijnen en verdwijnen, vooral als er een neiging is tot vertraagde toxiciteitsverschijnselen
(11). Alle observaties worden systematisch geregistreerd en voor elk dier wordt een apart verslag bijgehouden.
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1.6.1

1.6.2

3.1

Als de dieren toxiciteitsverschijnselen blijven vertonen, is aanvullende observatie nodig. Bij de observatie wordt gekeken
naar veranderingen in de huid en de vacht, de ogen en de slijmvliezen, de ademhalingsorganen, de bloedsomloop, het
autonome en centrale zenuwstelsel, de somatomotorische activiteit en het gedragspatroon. Er moet worden gelet op de
observatie van tremors, convulsies, speekselafscheiding, diarree, lethargie, slaap en coma. Er moet rekening worden
gehouden met de beginselen en criteria in de leidraad voor humane eindpunten (8). Dieren die stervend worden
aangetroffen en dieren die hevige pijn hebben of blijvende tekenen van ernstig leed vertonen, worden op humane wijze
gedood. Wanneer dieren op humane wijze worden gedood of dood worden aangetroffen, wordt zo nauwkeurig mogelijk
geregistreerd op welk tijdstip ze zijn gestorven.

Lichaamsgewicht

Kort vé6r de toediening van de teststof en vervolgens ten minste wekelijks wordt het gewicht van elk dier bepaald. De
gewichtsverandering wordt berekend en geregistreerd. Aan het einde van de test worden de dieren die nog leven gewogen
en vervolgens op humane wijze gedood.

Pathologie

Op alle proefdieren (ook degene die tijdens de test sterven of met het oog op het welzijn van dieren uit het onderzoek
worden genomen) wordt macroscopische obductie uitgevoerd. Alle macroscopische pathologische veranderingen worden
voor elk dier geregistreerd. Microscopisch onderzoek van organen die tekenen van macroscopische pathologische
veranderingen vertonen bij dieren die 24 uur of langer na de toediening nog leven, kan ook worden overwogen aangezien
dit nuttige informatie kan opleveren.

GEGEVENS

Er worden voor elk dier apart gegevens verstrekt. Daarnaast worden alle gegevens in tabelvorm samengevat met voor alle
testgroepen vermelding van het gebruikte aantal dieren, het aantal dieren dat toxiciteitsverschijnselen vertoonde, het aantal
dieren dat tijdens de test dood is aangetroffen of op humane wijze is gedood, het tijdstip waarop elk dier is gestorven, een
beschrijving van de toxische effecten met het verloop en de omkeerbaarheid en de obductiebevindingen.

RAPPORTAGE

TESTVERSLAG

In het testverslag wordt indien van toepassing de volgende informatie opgenomen:
Teststof:

— — de fysische aard, de zuiverheid en indien relevant de fysisch-chemische eigenschappen (b.v. de isomeer-
samenstelling),
— — identificatiegegevens, zoals het CAS-nr.

Medium (indien van toepassing):

— — een motivering voor de keuze van het medium als een ander medium dan water wordt gebruikt.

Proefdieren:

— — de gebruikte soort/stam;

— — de microbiologische status van de dieren, indien deze bekend is;het aantal dieren, hun leeftijd en hun geslacht
(indien van toepassing een motivering voor het gebruik van mannetjes in plaats van vrouwtjes);

— — de herkomist, de huisvesting, de voeding enz.

Testomstandigheden:

— — gedetailleerde gegevens over de formulering van de teststof met bijzonderheden over de fysische vorm van het
toegediende materiaal;

— — gedetailleerde gegevens over de toediening van de teststof met vermelding van het toegediende volume en het
toedieningstijdstip;

— — gedetailleerde gegevens over het voer en het water (met vermelding van de aard/herkomst van het voer en de
herkomst van het water);

— — de motivering voor de keuze van de aanvangsdosis.
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Resultaten:

— een tabel met gegevens over de respons en de dosis voor elk dier (b.v. dieren met toxiciteitsverschijnselen of sterfte
en de aard, de hevigheid en de duur van de effecten);

— een tabel met het lichaamsgewicht en de veranderingen in het lichaamsgewicht;

— het gewicht van de dieren op de toedieningsdag, daarna een keer per week en tenslotte wanneer ze sterven of
gedood worden;

— de datum en het tijdstip waarop de dieren sterven, als dit eerder gebeurt dan gepland;

— voor elk dier de aanvang en het verloop van de toxiciteitsverschijnselen en of ze reversibel waren;

— voor elk dier de obductiebevindingen en de histopathologische bevindingen, indien beschikbaar.

Bespreking en interpretatie van de resultaten.

Conclusies
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BIJLAGE 3

CRITERIA VOOR DE INDELING VAN TESTSTOFFEN MET EEN VERWACHTE LDs, DIE HOGER LIGT DAN
2000 MG/KG ZONDER DAT ER TESTS BEHOEVEN TE WORDEN UITGEVOERD

De criteria voor de gevarencategorie 5 zijn bedoeld om teststoffen te kunnen signaleren die een betrekkelijk geringe acute
toxiciteit hebben, maar onder bepaalde omstandigheden een gevaar voor kwetsbare bevolkingsgroepen kunnen opleveren. Van
deze stoffen wordt verwacht dat ze een orale of dermale LDsy tussen 2000 en 5000 mg/kg hebben of een vergelijkbare
toxiciteit voor andere routes. Deze teststoffen kunnen in de volgende gevallen in de gevarencategorie 2000 mg/kg < LDsg <
5000 mg/kg worden ingedeeld (categorie 5 in het GHS):

a) als ze via een van de testschema's van bijlage 2 op basis van de sterftecijfers in deze categorie terechtkomen;

b) als er al betrouwbaar bewijsmateriaal beschikbaar is waaruit blijkt dat de LDsy binnen het interval van categorie 5
valt of als uit ander onderzoek bij dieren of toxische effecten bij de mens blijkt dat er sprake is van een risico voor
de gezondheid van de mens van acute aard;

c) via extrapolatie, raming of meting van gegevens als indeling in een gevaarlijkere categorie niet terecht is en

— er betrouwbare informatie beschikbaar is die wijst op significante toxische effecten bij de mens of

— bij tests tot waarden van categorie 4 langs orale weg sterfte wordt waargenomen of

— wanneer het oordeel van deskundigen bevestigt dat er bij tests tot waarden voor categorie 4 significante klinische
toxiciteitsverschijnselen zijn, met uitzondering van diarree, pilo-erectie of een onverzorgd uiterlijk of

— wanneer het oordeel van deskundigen betrouwbare informatie bevestigt die op grond van andere dierproeven op
mogelijke significante acute effecten wijst.

TESTEN BLJ DOSES VAN MEER DAN 2000 MG/KG

Bij wijze van uitzondering kan alleen met een motivering op basis van specifieke regelgevingsvereisten daarnaast het gebruik
van een hogere vaste dosis van 5000 mg/kg worden overwogen. Met het oog op het welzijn van dieren zijn dierproeven bij
5000 mg/kg niet wenselijk en moeten deze alleen worden overwogen wanneer er een grote kans is dat de resultaten van die
proeven van direct belang zijn voor de bescherming van de gezondheid van dieren of mensen (9).

Verkennende test

De beslissingsregels voor de sequentiéle procedure van bijlage 1 worden uitgebreid met een dosis van 5000 mg/kg. Dit
betekent dat wanneer er bij een verkennende test een aanvangsdosis van 5000 mg/kg wordt gebruikt die resultaat A (sterfte)
oplevert, een tweede dier bij 2000 mg/kg wordt getest; bij resultaat B of C (manifeste toxiciteit of geen toxiciteit) wordt 5000
mg/kg als aanvangsdosis voor het hootdonderzoek gekozen. Als een andere aanvangsdosis dan 5000 mg/kg wordt gebruikt,
wordt de test bij resultaat B of C met 2000 mg/kg voortgezet met 5000 mg/kg; wanneer vervolgens 5000 mg/kg resultaat A
oplevert, wordt 2000 mg/kg als aanvangsdosis voor het hoofdonderzoek gekozen en bij resultaat B of C wordt 5000 mg/kg als
aanvangsdosis gekozen.

Hoofdonderzoek

De beslissingsregels voor de sequentiéle procedure van bijlage 2 worden uitgebreid met een dosis van 5000 mg/kg. Dit
betekent dat wanneer er bij het hoofdonderzoek een aanvangsdosis van 5000 mg/kg wordt gebruikt die resultaat A (= 2 dode
dieren) oplevert, een tweede groep bij 2000 mg/kg wordt getest; bij resultaat B (manifeste toxiciteit en/of < 1 dood dier) of C
(geen toxiciteit) wordt de stof niet volgens het GHS ingedeeld. Als een andere aanvangsdosis dan 5000 mg/kg wordt gebruikt,
wordt de test bij resultaat C met 2000 mg/kg voortgezet met 5000 mg/kg: wanneer vervolgens 5000 mg/kg resultaat A
oplevert, wordt de stof ingedeeld in categorie 5 van het GHS en bij resultaat B of C wordt de stof niet ingedeeld.
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BIJLAGE 2C
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B.1 ter. ACUTE ORALE TOXICITEIT: METHODE TER BEPALING VAN DE ACUTE-
TOXICITEITSKLASSE

METHODE

Deze methode is gelijkwaardig aan TG 423 (2001) van de OESO.
INLEIDING

De in deze test beschreven methode ter bepaling van de acute-toxiciteitsklasse (1) is een stapsgewijze procedure
waarbij voor iedere stap drie dieren van hetzelfde geslacht worden gebruikt. Afhankelijk van het aantal dode
en/of stervende dieren kunnen er gemiddeld twee tot vier stappen nodig zijn om een uitspraak over de acute
toxiciteit van de teststof te kunnen doen. Deze procedure is reproduceerbaar, gebruikt heel weinig dieren en kan
stoffen op een vergelijkbare wijze rangschikken als de andere testmethoden voor acute toxiciteit. De methode
ter bepaling van de acute-toxiciteitsklasse is gebaseerd op biometrische evaluaties (2)(3)(4)(5) met vaste doses,
die ver genoeg uiteenliggen om een stof met het oog op de indeling en de bepaling van de gevaren te kunnen
rangschikken. De in 1996 goedgekeurde methode is zowel op nationaal (6) als op internationaal (7) niveau
uitgebreid in vivo gevalideerd in vergelijking met LDsg-gegevens uit de literatuur.

Richtsnoeren voor de keuze van de meest geschikte testmethode voor een bepaald doel worden gegeven in de
leidraad voor tests op acute orale toxiciteit (8). Deze leidraad bevat ook aanvullende informatie over de
uitvoering en interpretatie van testmethode B.1 ter.

Teststoffen behoeven niet te worden toegediend in doses waarvan bekend is dat ze door een bijtende of sterk
irriterende werking hevige pijn en leed veroorzaken. Stervende dieren of dieren die duidelijk pijn hebben of
tekenen van hevig en voortdurend leed vertonen, worden op humane wijze gedood en worden bij de
interpretatie van de testresultaten op dezelfde manier behandeld als dieren die tijdens de test gestorven zijn. Er
is een aparte leidraad met criteria om te bepalen of stervende of hevig lijdende dieren moeten worden gedood en
richtsnoeren om voorspelbare of ophanden zijnde sterfte te herkennen (9).

Bij de methode worden vooraf bepaalde doses gebruikt en de resultaten maken het mogelijk de stof te
rangschikken en in te delen aan de hand van het “Globally Harmonised System” voor de indeling van
chemische stoffen die acute toxiciteit veroorzaken (10).

De methode is in principe niet bedoeld om de berekening van een exacte LDsg mogelijk te maken, maar er kan
wel een zeker blootstellingsinterval worden bepaald waar sterfte te verwachten valt, aangezien sterfte van een
deel van de dieren het belangrijkste eindpunt van deze test blijft. Een LDsy kan met deze methode alleen worden
bepaald wanneer ten minste twee doses een sterfte tussen 0% en 100% opleveren. Het gebruik van een aantal
vooraf bepaalde doses, ongeacht de teststof, waarbij de indeling expliciet wordt gekoppeld aan het aantal dieren
waarbij uiteenlopende toestanden worden geobserveerd, biedt betere mogelijkheden voor consistentie en
herhaalbaarheid bij rapportage door verschillende laboratoria.

Het testlaboratorium moet vdr de uitvoering van het onderzoek alle beschikbare informatie over de teststof in
overweging nemen. Hierbij gaat het om informatie als de identiteit en de chemische structuur van de stof, de
fysisch-chemische eigenschappen, het resultaat van andere met de stof uitgevoerde toxiciteitstests in vivo of in
vitro, toxicologische gegevens over de qua structuur verwante stoffen en de voorgenomen toepassing(en) van de
stof. Deze informatie is nodig om alle betrokkenen ervan te overtuigen dat de test relevant is voor de
bescherming van de gezondheid van de mens en helpt tevens bij de keuze van de geschiktste aanvangsdosis.
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DEFINITIES

Acute orale toxiciteit: de schadelijke effecten die zich voordoen na orale toediening van één dosis van een stof
of verschillende doses die binnen 24 uur worden toegediend.

Vertraagde sterfte: houdt in dat een dier niet binnen 48 uur sterft of stervende is maar later gedurende de
observatieperiode van 14 dagen stertt.

Dosis: de toegediende hoeveelheid teststof. De dosis wordt uitgedrukt als gewicht van de teststof per
gewichtseenheid van het proefdier (bijvoorbeeld mg/kg).

GHS: het "Globally Harmonised Classification System" voor chemische stoffen en mengsels. Een
samenwerkingsproject van de OESO (gezondheid van de mens en milieu), het Comité van deskundigen voor
het vervoer van gevaarlijke goederen van de VN (fysisch-chemische eigenschappen) en de [LO (communicatie
van gevaren) dat wordt gecodrdineerd door het Gezamenlijk programma voor een verantwoord beheer van
chemische stoffen (IOMC).

Ophanden zijnde sterfte: wanneer voor het eerstvolgende geplande observatietijdstip een stervende toestand
of sterfte wordt verwacht. Voorbeelden van indicaties voor deze toestand bij knaagdieren zijn convulsies,
zijligging, liggende positie en tremors (zie de leidraad voor humane eindpunten (9) voor meer bijzonderheden).

D5y (mediaan van de orale letale dosis): een statistisch afgeleide enkelvoudige dosis van een stof waarvan
kan worden verwacht dat 50% van de dieren waaraan deze dosis oraal wordt toegediend, sterft. De L.Dsy wordt
uitgedrukt als gewicht van de teststof per gewichtseenheid van het proefdier (mg/kg).

Limietdosis: een dosis die bij tests als bovengrens wordt gehanteerd (2000 of 5000 mg/kg).

Stervende toestand: een toestand waarop de dood volgt of waarin overleven onmogelijk is, zelfs wanneer het
dier wordt behandeld (zie de leidraad voor humane eindpunten (9) voor meer bijzonderheden).

Voorspelbare sterfte: een toestand met klinische verschijnselen die wijzen op sterfte op een bekend tijdstip in
de toekomst voor het geplande einde van het experiment, bijvoorbeeld wanneer het dier geen water of voer kan
bereiken (zie de leidraad voor humane eindpunten (9) voor meer bijzonderheden).

PRINCIPE VAN DE TEST

Het principe van de test is dat op basis van een stapsgewijze procedure, waarbij per stap een zo klein mogelijk
aantal dieren wordt gebruikt, voldoende informatie over de acute toxiciteit van de teststof wordt verkregen om
deze in te kunnen delen. Een van de vaste doses van de stof wordt oraal aan een groep proefdieren toegediend.
De stof wordt stapsgewijs getest en bij elke stap worden drie dieren van hetzelfde geslacht (normaal gesproken
vrouwtjes) gebruikt. Het resultaat van de stap (dieren die ten gevolge van de toediening van de stof sterven of
niet) is bepalend voor de volgende stap, namelijk:

—  de test kan worden gestaakt,
—  dezelfde dosis wordt aan nog eens drie dieren toegediend of
—  de eerstvolgende hogere of lagere dosis wordt aan drie andere dieren toegediend.

Bijlage | bevat een gedetailleerde beschrijving van de testprocedure. Met deze methode kan een uitspraak
worden gedaan over de indeling van de teststof in een van de toxiciteitsklassen die elk worden begrensd door
vaste LDsy-waarden.
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1.4.1

1.42

1.4.4

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Keuze van de diersoort

Bij voorkeur wordt de rat gebruikt, maar ook andere knaagdiersoorten kunnen worden gebruikt. Normaal
gesproken worden vrouwtjes gebruikt (9), omdat uit literatuuronderzoek van klassieke LDsq-tests blijkt dat er
weliswaar meestal weinig verschil in gevoeligheid tussen mannetjes en vrouwtjes is, maar dat vrouwtjes
meestal iets gevoeliger zijn wanneer er verschillen worden geconstateerd (11). Als echter uit kennis omtrent de
toxicologische of toxicokinetische eigenschappen van qua structuur verwante chemische stotfen blijkt dat
mannetjes waarschijnlijk gevoeliger zullen zijn, moeten mannetjes worden gebruikt. Wanneer de test bij
mannetjes wordt uitgevoerd, moet hiervoor een afdoende motivering worden gegeven.

Er worden gezonde jonge volwassen dieren van gangbare laboratoriumstammen gebruikt. De vrouwtjes mogen
nog geen jongen hebben gehad en mogen niet drachtig zijn. Elk dier moet bij de eerste toediening 8 tot
12 weken oud zijn en het lichaamsgewicht mag niet meer dan + 20% atwijken van het gemiddelde gewicht van
dieren waaraan al eerder een dosis is toegediend.

Huisvesting en voeding

De temperatuur in de proefdierruimte dient 22°C (x 3°C) te zijn. Hoewel de relatieve vochtigheid minimaal
30% en bij voorkeur niet hoger dan 70% (behalve bij het reinigen van de ruimte) dient te zijn, moet worden
gestreefd naar 50-60%. Verlichting gebeurt met kunstlicht met een ritme van 12 uur licht en 12 uur donker. Als
voeding mag het gewone laboratoriumvoer worden gebruikt met een onbeperkte hoeveelheid drinkwater. De
dieren mogen per dosis in groepen worden gehuisvest, maar het aantal dieren per kooi mag niet zo groot zijn dat
een duidelijke observatie van elk dier wordt gestoord.

Voorbereiding van de dieren

De dieren worden aselect ingedeeld, gemerkt om elk dier atzonderlijk te kunnen identificeren en véor de
toediening gedurende minimaal 5 dagen in hun kooi gehouden om ze aan de omstandigheden in het
laboratorium te laten wennen.

Bereiding van de dosis

In het algemeen worden alle doses van de teststof in het hele testbereik in een constant volume toegediend door
de concentratie van de toegediende dosis te variéren. Wanneer echter een vloeibaar eindproduct of mengsel
wordt getest, kan het voor de latere risicobeoordeling van die stof zinvoller zijn de teststof onverdund, d.w.z.
met een constante concentratie, te gebruiken en sommige regelgevende instanties hebben dit verplicht gesteld.
Het maximaal toe te dienen volume mag echter in geen geval worden overschreden. Het is athankelijk van de
grootte van het proefdier welk volume vloeistof in één keer kan worden toegediend. Bij knaagdieren mag het
volume normaal gesproken niet groter zijn dan 1 ml/100 g lichaamsgewicht. Bij een waterige oplossing kan
echter 2 ml/100 g lichaamsgewicht worden overwogen. Voor de formulering van de dosis wordt waar mogelijk
het gebruik van een waterige oplossing/suspensie/emulsie aanbevolen, in volgorde van voorkeur gevolgd door
een oplossing/suspensie/femulsie in olie (bijvoorbeeld maisolie) en eventueel een oplossing in een ander
medium. Wanneer een ander medium dan water wordt gebruikt, moeten de toxicologische kenmerken van het
medium bekend zijn. De dosis moet kort voor de toediening worden bereid, tenzij de stabiliteit van het
preparaat gedurende de gebruiksperiode bekend is en is aangetoond dat deze aanvaardbaar is.

PROCEDURE

Toediening van de dosis

De teststof wordt in één dosis toegediend met een maagsonde of een geschikte katheter. In het uitzonderlijke
geval dat één dosis niet mogelijk is, kan de dosis in kleinere porties worden verdeeld die in de loop van
maximaal 24 uur worden toegediend.
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1.5.3

De dieren moeten vo6r de toediening vasten (ratten mogen bijvoorbeeld de nacht vooér de toediening geen voer
maar wel water krijgen en muizen gedurende 3-4 uur). Na de vastperiode worden de dieren gewogen en wordt
de teststof toegediend. Na de toediening van de stof kan men ratten nog eens 3-4 uur en muizen nog eens 1-
2 uur laten vasten. Wanneer een dosis in de loop van de tijd in porties wordt toegediend, kan het athankelijk van
de lengte van de periode nodig zijn de dieren voer en water te geven.

Aantal dieren en hoogte van de doses

Voor elke stap worden er drie dieren gebruikt. Een van de vier vaste doses 5, 50, 300 en 2000 mg/kg
lichaamsgewicht wordt als aanvangsdosis gekozen. Als aanvangsdosis wordt de dosis gekozen waarbij naar alle
waarschijnlijkheid enkele dieren zullen sterven. In de stroomschema's van bijlage | wordt de procedure
beschreven die bij elk van de aanvangsdoses moet worden gevolgd. Daarnaast bevat bijlage 4 een leidraad voor
de indeling in het EU-systeem totdat het nieuwe GHS is ingevoerd.

Wanneer de beschikbare informatie erop wijst dat er bij de hoogste aanvangdosis (2000 mg/kg
lichaamsgewicht) waarschijnlijk geen dieren zullen sterven, moet er een limiettest worden uitgevoerd. Wanneer
er geen informatie over een te testen stof is, wordt met het oog op het welzijn van dieren aanbevolen 300 mg/kg
lichaamsgewicht als aanvangsdosis te gebruiken.

Het tijdsverloop tussen de toediening aan de verschillende groepen wordt bepaald door de aanvang, de duur en
de ernst van de toxiciteitsverschijnselen. Met de toediening van een volgende dosis moet worden gewacht totdat
men er zeker van is dat de eerder geteste dieren blijven leven.

Bij wijze van uitzondering kan alleen met een motivering op basis van specifieke regelgevingsvereisten
daarnaast het gebruik van een hogere vaste dosis van 5000 mg/kg lichaamsgewicht worden overwogen (zie
bijlage 2). Met het oog op het welzijn van dieren zijn dierproeven in GHS-categorie 5 (2000-5000 mg/kg) niet
wenselijk en moeten deze alleen worden overwogen wanneer er een grote kans is dat de resultaten van die test
van direct belang zijn voor de bescherming van de gezondheid van mens of dier of het milieu.

Limiettest

De limiettest wordt voornamelijk uitgevoerd wanneer er informatie is die erop wijst dat het testmateriaal
waarschijnlijk niet toxisch is c.q. alleen toxisch is in hogere doses dan de limieten in de regelgeving. Informatie
over de toxiciteit van het testmateriaal kan afkomstig zijn van kennis omtrent vergelijkbare geteste
verbindingen of vergelijkbare geteste mengsels of producten, waarbij rekening wordt gehouden met de identiteit
en het percentage van de bestanddelen waarvan bekend is dat ze in toxicologisch opzicht relevant zijn. Wanneer
er weinig of geen informatie over de toxiciteit van het testmateriaal is of wordt verwacht dat het toxisch is, moet
het hoofdonderzoek worden uitgevoerd.

Er kan een limiettest met één dosisniveau van 2000 mg/kg worden uitgevoerd met zes dieren (drie dieren per
stap). Bij wijze van uitzondering kan er een limiettest met één dosisniveau van 5000 mg/kg worden uitgevoerd
met drie dieren (zie bijlage 2). Als er dieren vanwege de toediening van de stof sterven, kan het nodig zijn de
test bij de eerstvolgende lagere dosis voort te zetten.

OBSERVATIE

De dieren worden gedurende de eerste 30 minuten na de toediening ten minste één maal elk afzonderlijk
geobserveerd, gedurende de eerste 24 uur periodiek met bijzondere aandacht voor de eerste vier uur en
vervolgens dagelijks gedurende in totaal 14 dagen, behalve wanneer ze met het oog op het welzijn van dieren
uit het onderzoek moeten worden genomen en op humane wijze moeten worden gedood of dood aangetroffen
worden. De observatieduur is echter geen regel waarvan niet kan worden atfgeweken. Deze moet worden
bepaald aan de hand van de toxische reacties, het tijdstip waarop ze beginnen en de duur van de herstelperiode
en kan dus worden verlengd indien dit nodig wordt geacht. Het is belangrijk op welk tijdstip de
toxiciteitsverschijnselen verschijnen en verdwijnen, vooral als er een neiging is tot vertraagde
toxiciteitsverschijnselen (12). Alle observaties worden systematisch geregistreerd en voor elk dier wordt een
apart verslag bijgehouden.
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1.62
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Als de dieren toxiciteitsverschijnselen blijven vertonen, is aanvullende observatie nodig. Bij de observatie
wordt gekeken naar veranderingen in de huid en de vacht, de ogen en de slijmvliezen, de ademhalingsorganen,
de bloedsomloop, het autonome en centrale zenuwstelsel, de somatomotorische activiteit en het gedragspatroon.
Er moet worden gelet op de observatie van tremors, convulsies, speekselatscheiding, diarree, lethargie, slaap en
coma. Er moet rekening worden gehouden met de beginselen en criteria in de leidraad voor humane eindpunten
(9). Dieren die stervend worden aangetroffen en dieren die hevige pijn hebben of blijvende tekenen van ernstig
leed vertonen, worden op humane wijze gedood. Wanneer dieren op humane wijze worden gedood of dood
worden aangetrotfen, wordt zo nauwkeurig mogelijk geregistreerd op welk tijdstip ze zijn gestorven.

Lichaamsgewicht

Kort véér de toediening van de teststof en vervolgens ten minste wekelijks wordt het gewicht van elk dier
bepaald. De gewichtsverandering wordt berekend en geregistreerd. Aan het einde van de test worden de dieren
die nog leven gewogen en op humane wijze gedood.

Pathologie

Op alle proefdieren (ook degene die tijdens de test sterven of met het oog op het welzijn van dieren uit het
onderzoek worden genomen) wordt macroscopische obductie uitgevoerd. Alle macroscopische pathologische
veranderingen worden voor elk dier geregistreerd. Microscopisch onderzoek van organen die tekenen van
macroscopische pathologische veranderingen vertonen bij dieren die na 24 uur of langer nog leven, kan ook
worden overwogen aangezien dit nuttige informatie kan opleveren.

GEGEVENS

Er worden voor elk dier apart gegevens verstrekt. Daarnaast worden alle gegevens in tabelvorm samengevat
met voor alle testgroepen vermelding van het gebruikte aantal dieren, het aantal dieren dat
toxiciteitsverschijnselen vertoonde, het aantal dieren dat tijdens de test dood is aangetroffen of op humane wijze
is gedood, het tijdstip waarop elk dier is gestorven, een beschrijving van de toxische effecten met het verloop en
de omkeerbaarheid en de obductiebevindingen.

RAPPORTAGE

TESTVERSLAG

In het testverslag wordt indien van toepassing de volgende informatie opgenomen:
Teststof:

— de fysische aard, de zuiverheid en indien relevant de fysisch-chemische eigenschappen (b.v. de isomeer-
samenstelling);
— identificatiegegevens, zoals het CAS-nr.

Medium (indien van toepassing):

— een motivering voor de keuze van het medium als een ander medium dan water wordt gebruikt.

Proefdieren:

— de gebruikte soort/stam;

— de microbiologische status van de dieren, indien deze bekend is;

—  het aantal dieren, hun leeftijd en hun geslacht (indien van toepassing een motivering voor het gebruik van
mannetjes in plaats van vrouwtjes);

— de herkomst, de huisvesting, de voeding enz.
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Testomstandigheden:

— gedetailleerde gegevens over de formulering van de teststof met bijzonderheden over de fysische vorm van
het toegediende materiaal;

— gedetailleerde gegevens over de toediening van de teststof met vermelding van het toegediende volume en
het toedieningstijdstip;

— gedetailleerde gegevens over het voer en het water (met vermelding van de aard/herkomst van het voer en
de herkomst van het water);

— de motivering voor de keuze van de aanvangsdosis.

Resultaten:

— een tabel met gegevens over de respons en de dosis voor elk dier (b.v. dieren met toxiciteitsverschijnselen
of sterfte en de aard, de hevigheid en de duur van de effecten);

— een tabel met het lichaamsgewicht en de veranderingen in het lichaamsgewicht;

— het gewicht van de dieren op de toedieningsdag, daarna een keer per week en tenslotte wanneer ze sterven
of gedood worden;

— de datum en het tijdstip waarop de dieren sterven, als dit eerder gebeurt dan gepland;

— voor elk dier de aanvang en het verloop van de toxiciteitsverschijnselen en of ze reversibel waren;

— voor elk dier de obductiebevindingen en de histopathologische bevindingen, indien beschikbaar.

Bespreking en interpretatie van de resultaten.

Conclusies
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BIJLAGE 1

PROCEDURE VOOR ELKE AANVANGSDOSIS

ALGEMENE OPMERKINGEN

In de stroomschema's in deze bijlage wordt voor elke aanvangsdosis de te volgen procedure geschetst:

— Bijlage | A: Aanvangsdosis 5 mg/kg lichaamsgewicht

— Bijlage 1 B: Aanvangsdosis 50 mg/kg lichaamsgewicht
— Bijlage 1 C: Aanvangsdosis 300 mg/kg lichaamsgewicht
— Bijlage 1 D: Aanvangsdosis 2000 mg/kg lichaamsgewicht

De pijlen geven, athankelijk van het aantal gestorven of op humane wijze gedode dieren, de te volgen procedure aan.
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BIJLAGE 2

CRITERIA YVOOR DE INDELING VAN TESTSTOFFEN MET EEN VERWACHTE LDs, DIE HOGER LIGT DAN
2000 MG/KG ZONDER DAT ER TESTS BEHOEVEN TE WORDEN UITGEVOERD

De criteria voor de gevarencategorie 5 zijn bedoeld om teststoffen te kunnen signaleren die een betrekkelijk geringe acute
toxiciteit hebben, maar onder bepaalde omstandigheden een gevaar voor kwetsbare bevolkingsgroepen kunnen opleveren. Van
deze stoffen wordt verwacht dat ze een orale of dermale LDsy tussen 2000 en 5000 mg/kg hebben of een vergelijkbare
toxiciteit voor andere routes. Deze teststoffen moeten in de volgende gevallen in de gevarencategorie
2000 mg/kg < LDsy < 5000 mg/kg worden ingedeeld (categorie 5 in het GHS):

a) als ze via een van de testschema's van bijlage 1A - 1D op basis van de sterftecijfers in deze categorie terechtkomen;

b) als er al betrouwbaar bewijsmateriaal beschikbaar is waaruit blijkt dat de LDsy binnen het interval van categorie 5
valt of als uit ander onderzoek bij dieren of toxische effecten bij de mens blijkt dat er sprake is van een risico voor
de gezondheid van de mens van acute aard;

c) via extrapolatie, raming of meting van gegevens als indeling in een gevaarlijkere categorie niet terecht is en

— er betrouwbare informatie beschikbaar is die wijst op significante toxische effecten bij de mens of

— bij tests tot waarden van categorie 4 langs orale weg sterfte wordt waargenomen of

— wanneer het oordeel van deskundigen bevestigt dat er bij tests tot waarden voor categorie 4 significante
klinische toxiciteitsverschijnselen zijn, met uitzondering van diarree, pilo-erectie of een onverzorgd
uiterlijk of

— wanneer het oordeel van deskundigen betrouwbare informatie bevestigt die op grond van andere
dierproeven op mogelijke significante acute effecten wijst.

TESTEN BIJ DOSES VAN MEER DAN 2000 MG/KG

Met het oog op het welzijn van dieren zijn dierproeven in categorie 5 (5000 mg/kg) niet wenselijk en moeten deze alleen
worden overwogen wanneer er een grote kans is dat de resultaten van die test van direct belang zijn voor de bescherming van
de gezondheid van mens of dier (10). Er dienen geen verdere tests bij hogere doses te worden uitgevoerd.

Wanneer testen met een dosis van 5000 mg/kg nodig is, wordt er slechts één stap (d.w.z. drie dieren) uitgevoerd. Als het eerste
dier na toediening stertt, gaat de toediening verder met 2000 mg/kg volgens de stroomschema's van bijlage 1. Als het eerste
dier blijft leven, wordt aan nog eens twee dieren 5000 mg/kg toegediend. Als slechts één van de drie dieren sterft, wordt ervan
uitgegaan dat de LDsg hoger is dan 5000 mg/kg. Als beide dieren sterven, gaat de toediening verder met 2000 mg/kg.
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BIJLAGE 3
TESTMETHODE B.1 ter: Leidraad voor de indeling in het EU-systeem gedurende de overgangsperiode totdat het
"Globally Harmonised Classification System" (GHS) volledig is ingevoerd (overgenomen uit referentie (8))
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 dieren » 3 dieren P 3 dieren » 3 dieren
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 dieren 3 dicren 3 dieren 3 dieren
B Q g
\ 4 A A 4 A
] Categorie 1 Categorie 2 Categorie 3 Categorie 4 Categorie 5 o0
GHS >0-5 > 5. 50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
VJ_\
3 2 1 0
A A A A 4 A 4 A 4 + + A 4 + +
Grens LDs 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 o
mg/kg lg ¢
A A A A 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 A 4
EU/chemicalién 25 200 2000 o
vloeibare pesticiden 1 I I I I I I I I I
EU vaste pesticiden 5 500 o0
11 | | | | | | | | |
VN vaste 5 50 500 o0
stoffen
11 | | | | | | | | |
VN vloeistof- 5 50 200 -
fen 1 I I I I 1 I I I
Zwitserland 5 50 500 2000 5000 o0
11 | | | | | | | | |
VS EPA crk 25 ]
11 | | | | | | | | |
Japan PDSCA 30 300 .
11 | | | | | | | | |
Canada/WHMIS/ 50 500 0
US OSHA
11 | | | | | | | | |
US EPA 50 500 5000 o0
pesticiden
11 | | | | | | | | |
US CPSC 50 5000 o0
11 | | | | | | | | |
Canada 50 500 1000 2000 o0
pesticiden

per stap worden 3 dieren van hetzelfde geslacht (normaal -

vrouwtjes) gebruikt

0, 1, 2, 3: aantal dode of stervende dieren bij elke stap

oo 1 niet ingedeeld

GHS: Globally Harmonised Classification System (mg/kg lg)
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BLJLAGE 3 (vervolg 1)
TESTMETHODE B.1 ter: Leidraad voor de indeling in het EU-systeem gedurende de overgangsperiode totdat het
"Globally Harmonised Classification System" (GHS) volledig is ingevoerd (overgenomen uit referentie (8))
5 mg/kg < 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 dieren P 3 dieren » 3 dieren P 3 dicren
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 dieren 3 dieren 3 dieren 3 dieren
%g@ O c
y A A
4 Categorie | Categorie 2 Categorie 3 Categorie 4 Categorie 5 ey
GHS >0-5 >5-350 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
| | —
3% (bij 50) anders
3 2 1 0
v v U T S e AN A ;
Grens LDsy 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 53]
mg/kg lg ¢
A A A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 A 4
EU/chemicalién 25 200 2000 -
vloeibare pesticiden
1 I I I I I I I I I
EU vaste pesticiden 5 500 oo
I1 | | | | | | | | |
VN vaste 5 50 300 0
stoffen
1 I I I I I I I I I
VN vloeistof- 5 50 200 o0
fen
I1 | | | | | | | | |
Zwitserland 5 50 500 2000 5000 0
1 I I I I I I I I I
VS EPA crk 25 o0
I1 | | | | | | | | |
Japan PDSCA 30 300 0
1 I I I I I I I I I
Canada/WHMIS/ 50 500 o0
US OSHA
I1 | | | | | | | | |
US EPA 50 500 5000 -
pesticiden
1 I I I I I I I I I
US CPSC 50 5000 o0
I1 | | | | | | | | |
Canada 50 500 1000 2000 -
pesticiden

per stap worden 3 dieren van hetzelfde geslacht (normaal -
vrouwtjes) gebruikt -
0, 1, 2, 3: aantal dode of stervende dieren bij elke stap -

o : niet ingedeeld
" : bij eerste stap
GHS: Globally Harmonised Classification System (mg/kg lg)
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BLJLAGE 3 (vervolg 2)
TESTMETHODE B.1 ter: Leidraad voor de indeling in het EU-systeem gedurende de overgangsperiode totdat het
"Globally Harmonised Classification System" (GHS) volledig is ingevoerd (overgenomen uit referentie (8))
5 mg/kg < 50 mg/kg < 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 dieren P 3 dieren 3 dieren P 3 dicren
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 dieren 3 dieren 3 dieren 3 dieren
%g@ B Q 0
y A
4 Categorie | Categorie 2 Categorie 3 Categorie 4 Categorie 5 ey
GHS >0-5 >5-350 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
| e w— L
3% (bij 50) anders 3% (bij 300) anders | |
3 2 1 0
SR ST TR 2 e i S S :
Grens LDsy 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 53]
mg/kg lg ¢
A A A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 A 4
EU/chemicalién 25 200 2000 -
vloeibare pesticiden
1 I I I I I I I I I
EU vaste pesticiden 5 500 oo
I1 | | | | | | | | |
VN vaste 5 50 500 O
stoffen
1 I I I I I I I I I
VN vloeistof- 5 50 200 0
fen
I1 | | | | | | | | |
Zwitserland 5 50 500 2000 5000 0
1 I I I I I I I I I
VS EPA crk 25 o0
I1 | | | | | | | | |
Japan PDSCA 30 300 0
1 I I I I I I I I I
Canada/WHMIS/ 50 500 o0
US OSHA
I1 | | | | | | | | |
US EPA 50 500 5000 -
pesticiden
1 I I I I I I I I I
US CPSC 50 5000 o0
I1 | | | | | | | | |
Canada 50 500 1000 2000 -
pesticiden

- per stap worden 3 dieren van hetzelfde geslacht (normaal -
vrouwtjes) gebruikt -
- 0,1, 2, 3: aantal dode of stervende dieren bij elke stap -

o : niet ingedeeld
" : bij eerste stap
GHS: Globally Harmonised Classification System (mg/kg lg)
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BIJLLAGE 3 (vervolg 3)
TESTMETHODE B.1 ter: Leidraad voor de indeling in het EU-systeem gedurende de overgangsperiode totdat het
"Globally Harmonised Classification System" (GHS) volledig is ingevoerd (overgenomen uit referentie (8))
Smgkg [® S0 mg/kg € 300 mg/kg [ 2000 mg/kg
3 dieren P 3 dieren 3 dieren 3 dicren
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 dieren 3 dieren 3 dieren 3 dieren
%g@ 4& gg o
y
4 Categorie | Categorie 2 Categorie 3 Categorie 4 Categorie 5 ey
GHS >0-5 >5-350 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
[ [ [ I I
I | I | I I |
3% (bij 50) anders| | 3% (bij 300) anders 3% 2% anders 1 0
(bij 2000)|(bij 2000
S ' I
Grens LDsy 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 53]
mg/kg lg ¢
A A A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4
EU/chemicalién 25 200 2000 -
vloeibare pesticiden
1 I I I I I I I I I
EU vaste pesticiden 5 500 oo
I1 | | | | | | | | |
VN vaste 5 50 500 o
stoffen
1 I I I I I I I I I
VN vloeistof- 5 50 200 o0
fen
I1 | | | | | | | | |
Zwitserland 5 50 500 2000 5000 0
1 I I I I I I I I I
VS EPA crk 25 o0
I1 | | | | | | | | |
Japan PDSCA 30 300 0
1 I I I I I I I I I
Canada/WHMIS/ 50 500 o0
US OSHA
I1 | | | | | | | | |
US EPA 50 500 5000 -
pesticiden
1 I I I I I I I I I
US CPSC 50 5000 o0
I1 | | | | | | | | |
Canada 50 500 1000 2000 -
pesticiden

per stap worden 3 dieren van hetzelfde geslacht (normaal
vrouwtjes) gebruikt
0, 1, 2, 3: aantal dode of stervende dieren bij elke stap

o : niet ingedeeld
" : bij eerste stap

GHS: Globally Harmonised Classification System (mg/kg lg)
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BIJLAGE 2D
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B.4. ACUTE TOXICITEIT: HUIDIRRITATIE/CORROSIE

1 METHODE
Deze methode is gelijkwaardig aan TG 404 (2002) van de OESO.
1.1 INLEIDING

Bij de samenstelling van deze bijgewerkte methode is bijzondere aandacht besteed aan mogelijke verbeteringen
met het oog op het welzijn van de dieren en aan de evaluatie van alle bestaande informatie over de teststof om
onnodige tests bij proefdieren te vermijden. In deze methode wordt de aanbeveling opgenomen de bestaande
relevante gegevens op bewijskracht te analyseren, alvorens de beschreven in vivo test op corrosie/irritatie van de
stof wordt uitgevoerd. Wanneer er onvoldoende gegevens beschikbaar zijn, kunnen ze worden aangevuld door
een sequentiéle teststrategie te volgen (1). De aanbevolen teststrategie omvat de uitvoering van gevalideerde en
erkende in vitro tests en is als bijlage bij deze methode opgenomen. Bovendien wordt aanbevolen bij de
voorlopige in vive test de drie testgaasjes waar mogelijk niet tegelijkertijd maar achtereenvolgens aan te
brengen.

In het belang van zowel wetenschappelijke kwaliteit als het dierenwelzijn moeten er geen in vivo tests worden
uitgevoerd voordat alle beschikbare gegevens over de mogelijke huidcorrosie/irritatie door de stof zijn
geévalueerd op bewijskracht. Hierbij gaat het bijvoorbeeld om de resultaten van eerdere studies bij mensen
en/of proefdieren, gegevens over corrosie/irritatie door een of meer qua structuur verwante stoffen of mengsels
van dergelijke stoffen, gegevens waaruit blijkt dat de stof sterk zuur of sterk alkalisch is (2)(3), en resultaten
van gevalideerde en erkende in vifro of ex vivo tests (4)(5)(5a). Door een dergelijke analyse zijn er minder in
vivo tests nodig op huidcorrosie/irritatie door stoffen waarvoor al voldoende bewijsmateriaal bestaat uit andere
onderzoeken met deze twee eindpunten.

Een aanbevolen sequentiéle teststrategie, waarin de uitvoering van gevalideerde en erkende in vitro of ex vivo
tests op corrosie/irritatie is opgenomen, is als bijlage bij deze methode opgenomen. De strategie is ontwikkeld
tijdens een OESO-workshop (6), met algemene stemmen door de deelnemers aanbevolen en als aanbevolen
teststrategie opgenomen in het "Globally Harmonised System for the Classification of Chemical Substances”
(GHS) (7). Hoewel deze sequentiéle teststrategie geen integrerend onderdeel van testmethode B.4 is, wordt
aanbevolen deze teststrategie te volgen alvorens in vive tests uit te voeren. Voor nieuwe stoffen is het de
aanbevolen stapsgewijze testbenadering om wetenschappelijk verantwoorde gegevens over corrosie/irritatie
door de stof te verkrijgen. Wanneer er voor bestaande stoffen onvoldoende gegevens over de
huidcorrosie/irritatie beschikbaar zijn, moet de strategie worden gebruikt om ontbrekende gegevens aan te
vullen. Voor het gebruik van een andere teststrategie of -procedure of de beslissing om geen stapsgewijze
testbenadering te volgen moet een motivering worden gegeven.

Als bij een bewijskrachtanalyse niet kan worden geconcludeerd of er sprake is van corrosie of irritatie, moet
overeenkomstig de sequenti€le teststrategie een in vivo test worden overwogen (zie de bijlage).

1.2 DEFINITIES

Huidirritatie: het ontstaan van een omkeerbare beschadiging van de huid na het aanbrengen van een teststof
gedurende maximaal 4uur.

Huidcorrosie: het ontstaan van een onomkeerbare beschadiging van de huid, namelijk zichtbare necrose door
de epidermis heen in de dermis, na het aanbrengen van een teststof gedurende maximaal 4 uur. Corrosie-reacties
worden gekenmerkt door zweren, bloedingen, bloedkorsten en, tegen het eind van de observatieperiode van
14 dagen, ontkleuring door bleking van de huid, gebieden met volledige haaruitval en littekens. Voor de
beoordeling van twijfelachtig letsel moet histopathologie worden overwogen.
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1.3 PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De teststof wordt in één dosis op de huid van een proefdier aangebracht; de onbehandelde huid van het
proefdier wordt als controle gebruikt. De mate van irritatie/corrosie wordt op bepaalde tijdstippen afgelezen en
ingeschaald en wordt nader beschreven om een volledige evaluatie van de effecten mogelijk te maken. De duur
van de studie moet voldoende zijn om te kunnen beoordelen of de waargenomen effecten reversibel of
irreversibel van aard zijn.

Dieren die gedurende een fase van de test voortdurend tekenen van ernstig ongerief enfof hevige pijn vertonen,
moeten op humane wijze worden gedood en de stof dient dienovereenkomstig te worden beoordeeld. Voor
criteria voor de beslissing om stervende en hevig lijdende dieren op humane wijze te doden wordt verwezen
naar referentie (8).

1.4 BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
1.4.1 Voorbereiding van de in vivo test
1.4.1.1 Keuze van de diersoort

Als proefdier wordt de voorkeur gegeven aan het albino konijn en er worden gezonde jonge volwassen konijnen
gebruikt. Wanneer er een andere soort wordt gebruikt, moet hiervoor een motivering worden gegeven.

1.4.1.2 Voorbereiding van de dieren

Ongeveer 24 uur voor de test wordt het haar op het ruggedeelte van de romp van de dieren door kort afknippen
verwijderd. Er moet op worden gelet dat de huid niet wordt geschaafd. Alleen dieren met een gezonde en gave
huid mogen worden gebruikt.

Sommige konijnenstammen hebben plekken met dichte haargroei, die in bepaalde perioden van het jaar meer op
de voorgrond treden. De test mag niet op deze plekken met dichte haargroei worden uitgevoerd.

1.4.1.3 Huisvesting en voeding

De dieren worden in aparte kooien gehuisvest. De temperatuur in de proefdierruimte dient 20°C (x 3°C) te zijn.
Hoewel de relatieve vochtigheid minimaal 30% en bij voorkeur niet hoger dan 70% (behalve bij het reinigen
van de ruimte) dient te zijn, moet worden gestreefd naar 50-60%. Verlichting gebeurt met kunstlicht met een
ritme van 12 uur licht en 12 uur donker. Als voeding mag het gewone laboratoriumvoer worden gebruikt met
een onbeperkte hoeveelheid drinkwater.

1.4.2 Testprocedure

1.4.2.1 Het aanbrengen van de teststof

De teststof wordt aangebracht op een klein huidoppervlak (ongeveer 6 em?) en de plek wordt bedekt met een
gaasje dat met behulp van niet-irriterend plakband op zijn plaats wordt gehouden. Wanneer de stof niet direct
kan worden aangebracht (bijvoorbeeld bij vloeistotfen of bepaalde pasta's), wordt de teststof eerst op het gaasje
aangebracht en wordt dit daarna op de huid bevestigd. Het gaasje moet gedurende de blootstellingsperiode door
middel van een geschikt semi-occlusief verband in licht contact met de huid blijven. Als de teststof op het
gaasje wordt aangebracht, moet dit zodanig op de huid worden bevestigd dat er een goed contact en een
uniforme verdeling van de stof op de huid is. Er moet tevens voor worden gezorgd dat het gaasje voor het dier
onbereikbaar is en dat inslikken of inademen van de teststof onmogelijk is.

Vloeibare stoffen worden in het algemeen onverdund gebruikt. Bij een proef met vaste stoffen (die indien nodig
eventueel kunnen worden verpoederd) moet de teststof met een zo klein mogelijke hoeveelheid water (of indien
nodig een ander geschikt medium) worden bevochtigd om voor een goed contact met de huid te zorgen.
Wanneer een ander medium dan water wordt gebruikt, moet een eventuele invloed van het medium op de
irritatie van de huid door de teststof minimaal zijn.

Aan het einde van de blootstellingsperiode, die normaal gesproken 4 uur bedraagt, moeten de resten van de
teststof zo mogelijk met water of met een geschikt oplosmiddel worden verwijderd zonder de bestaande respons
of de intacte epidermis te wijzigen.
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1.42.2  Dosisniveau

Een dosis van 0,5 ml vloeistof of 0,5 g vaste stof of pasta wordt op het testgedeelte van de huid aangebracht.

1423 Voorlopige test (in vivo test op huidirritatie/corrosie met één dier)

Het is zeer wenselijk dat de /n vivo test in eerste instantie met één dier wordt uitgevoerd, vooral wanneer wordt
vermoed dat de stof corrosie kan veroorzaken. Dit is in overeenstemming met de sequenti€le teststrategie (zie
bijlage 1).

Wanneer een stof op basis van een bewijskrachtanalyse als corrosief wordt beschouwd, zijn er geen verdere
dierproeven nodig. Bij de meeste stoffen waarvan wordt vermoed dat ze corrosief zijn, zijn verdere in vivo tests
normaal gesproken niet nodig. Wanneer aanvullende gegevens nodig worden geacht omdat het bewijsmateriaal
onvoldoende is, kunnen echter met de volgende aanpak beperkte dierproeven worden uitgevoerd: Bij het dier
worden achtereenvolgens maximaal drie testgaasjes aangebracht. Het eerste gaasje wordt na drie minuten
verwijderd. Als er geen ernstige huidreactie wordt waargenomen, wordt een tweede gaasje aangebracht dat na
een uur wordt verwijderd. Als de waarnemingen in deze fase erop wijzen dat het niet onmenselijk is de
blootstelling tot vier uur te verlengen, wordt een derde gaasje aangebracht, dat na vier uur wordt verwijderd, en
wordt de reactie ingeschaald.

Als er na een van de drie achtereenvolgende blootstellingen een corrosie-reactie wordt waargenomen, wordt de
test onmiddellijk gestaakt. Als er na de verwijdering van het laatste gaasje geen corrosie-reactie wordt
waargenomen, wordt het dier gedurende 14 dagen geobserveerd tenzij er voor die tijd al corrosie ontstaat.

Wanneer er niet wordt verwacht dat de teststof corrosie veroorzaakt maar deze wel irriterend kan zijn, wordt er
&én gaasje gedurende vier uur op één dier aangebracht.

1.42.4 Bevestigende test (in vivo test op huidirritatie/corrosie met meer dieren)

Als er bij de voorlopige test geen corrosie-reactie wordt waargenomen, moet de irritatie of negatieve reactie
worden bevestigd met nog eens twee dieren die elk gedurende vier uur aan één gaasje worden blootgesteld. Als
er bij de voorlopige test irritatie wordt waargenomen, kan de bevestigende test op sequenti€le wijze worden
uitgevoerd of door nog eens twee dieren tegelijkertijd bloot te stellen. Wanneer in een uitzonderlijk geval de
voorlopige test niet wordt uitgevoerd, kunnen twee of drie dieren met één gaasje worden behandeld dat na vier
uur wordt verwijderd. Wanneer er twee dieren worden gebruikt die beide dezelfde reactie vertonen, is verder
testen niet nodig. Als de reactie verschilt, wordt ook het derde dier getest. Er kunnen extra dieren nodig zijn om
duidelijkheid te krijgen omtrent moeilijk te interpreteren reacties.

1.42.5 Observatieperiode

De duur van de observatieperiode moet voldoende zijn om volledig te kunnen beoordelen of de waargenomen
effecten reversibel zijn. Het experiment moet echter worden beg€indigd zodra het dier voortdurend tekenen van
hevige pijn of ernstig ongerief vertoont. Om te bepalen of de effecten reversibel zijn, moeten de dieren
maximaal 14 dagen na de verwijdering van de gaasjes worden geobserveerd. Als al vodr het verstrijken van de
14 dagen wordt geconstateerd dat de effecten reversibel zijn, wordt het experiment op dat moment begindigd.
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1.4.2.6 Klinische observatie en inschaling van de huidreacties

Alle dieren worden op tekenen van erytheem en oedeem onderzocht en de respons wordt 60 minuten en
vervolgens 24, 48 en 72 uur na de verwijdering van het gaasje ingeschaald. Bij de voorlopige test bij één dier
wordt de huid ook onmiddellijk na de verwijdering van het gaasje onderzocht. De huidreactie wordt in een van
de categorieén in de tabel ingeschaald en geregistreerd. Als er sprake is van een beschadiging van de huid die na
72 uur niet als irritatie of corrosie kan worden geidentificeerd, kan het nodig zijn de observatie tot dag 14 voort
te zetten om te bepalen of de effecten reversibel zijn. Naast de observatie van irritatie worden ook alle lokale
toxische effecten, zoals ontvetting van de huid, en alle systemische schadelijke effecten (zoals effecten op
klinische toxiciteitsverschijnselen en het lichaamsgewicht) volledig beschreven en geregistreerd. Om
duidelijkheid te krijgen omtrent moeilijk te interpreteren reacties moet histopathologisch onderzoek worden
overwogen.

De inschaling van huidreacties is per definitie subjectief. Om harmonisatie bij de inschaling van huidreacties te
bevorderen en ter ondersteuning van de testlaboratoria en de personen die bij het uitvoeren en het interpreteren
van de observatie betrokken zijn, moet het personeel dat de observatie uitvoert afdoende zijn opgeleid in het
gebruikte scoresysteem (zie de tabel). Een geillustreerde leidraad voor de inschaling van huidirritatie en ander
letsel kan nuttig zijn (9). De inschaling van de huidreacties moet blind gebeuren.

2 GEGEVENS

2.1 VERMELDING VAN DE RESULTATEN

De resultaten van het onderzoek worden in het eindverslag in tabelvorm vermeld en hierin worden alle onder
punt 3.1 vermelde gegevens opgenomen.

22 EVALUATIE VAN DE RESULTATEN

De scores voor de huidirritatie worden in samenhang met de aard en ernst van het letsel en de vraag of dit al dan
niet reversibel is, beoordeeld. De individuele scores vormen geen absolute norm voor de irriterende
eigenschappen van een materiaal, aangezien ook andere effecten van het testmateriaal worden beoordeeld. De
individuele scores moeten veeleer als referentiewaarden worden beschouwd, die in combinatie met alle andere
observaties tijdens het onderzoek moeten worden geévalueerd.

Bij de beoordeling van de irritatie-reactie moet rekening worden gehouden met de reversibiliteit van het
huidletsel. Wanneer reacties als haaruitval (beperkt gebied), hyperkeratose, hyperplasie en schilfering tot het
einde van de observatieperiode van 14 dagen blijven bestaan, moet de teststof als irriterend worden beschouwd.
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3 RAPPORTAGE

3.1 TESTVERSLAG

In het testverslag wordt de volgende informatie opgenomen:

Motivering voor in vivo test: bewijskrachtanalyse van reeds bestaande testgegevens, zoals de resultaten van een
sequenti€le teststrategie:

— een beschrijving van de relevante gegevens die van eerdere tests beschikbaar zijn;
— de gegevens die bij elke fase van de teststrategie verkregen zijn;

— een beschrijving van de uitgevoerde in vitro tests met een gedetailleerde beschrijving van de procedures
en de resultaten die met test/referentiestotfen verkregen zijn;

— een bewijskrachtanalyse voor de uitvoering van het in vivo onderzoek.
Teststot:

— identificatiegegevens (b.v. het CAS-nr., de herkomst, de zuiverheid, bekende verontreinigingen en het
chargenummer);

— de fysische aard en de fysisch-chemische eigenschappen (b.v. de pH, de vluchtigheid, de oplosbaarheid
en de stabiliteit);

—  bijeen mengsel de samenstelling met voor elk bestanddeel het procentuele gehalte.
Medium:
— identificatiegegevens, de concentratie (indien van toepassing) en het gebruikte volume;
— een motivering voor de keuze van het medium.
Proefdieren:
— de gebruikte soort/stam en een motivering indien andere dieren dan het albino konijn worden gebruikt;
—  het aantal dieren van elk geslacht;
—  het gewicht van elk dier aan het begin en het eind van de test;
— de leeftijd aan het begin van het onderzoek;
— de herkomst van de dieren, de huisvesting, de voeding enz.
Testomstandigheden:
— de techniek voor de voorbereiding van de plaats waarop het gaasje wordt aangebracht;
— een gedetailleerde beschrijving van het gebruikte verbandmateriaal en de verbandtechniek;
— gedetailleerde gegevens over het bereiden, het aanbrengen en het verwijderen van de teststof.
Resultaten:
— een tabel met de score van de irritatie/corrosie-reactie voor elk dier op elk observatietijdstip;
— beschrijvingen van alle waargenomen letsels;

— een beschrijving in woorden van de aard en de emst van de waargenomen irritatie of corrosie met
eventuele histopathologische bevindingen;

— een beschrijving van andere schadelijke lokale (bijvoorbeeld ontvetting van de huid) en systemische
effecten naast de huidirritatie of -corrosie.

Bespreking van de resultaten.
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TABEL I: INSCHALING VAN DE HUIDREACTIES

Vorming van erytheem en korsten

LTSS 4 IS 484 1T o LS 0
Zeer licht erytheem (nauwelijks WAArMEEMDAAT) ..o i it e e et e e e s e e e e e s e e e e e eeeeaneeeneeeeeeaneeanneenee 1
Duidelijk gedefinieerd erytheemm .....coccviiiiiiiiree ettt st s et e s et e s e e 2
Matig tOt EIMSTIZ BIYLNERITI ..eiiiiiiiiiiiiieie ettt ettt se et e s e s e e e e s e e s et e s e e s se e sse e e b e e sreesmn e e st e sreesmnessneereesaneeas 3
Ernstig erytheem (diep rood) tot korstvorming waardoor de inschaling van erytheem onmogelijk is ..o 4

Maximale score: 4

Vorming van oedeem

LTI e T4 T3 o OSSOSO 0
Zeer licht oedeem (nauwelijks WAAIMEEMDBAAT) . .iii i ee e e e e e e e e e e e e et e e s e e e e e e e e easeeeaneeeeeaneeeneeeeeeaneeaneeenes 1
Licht oedeem (de randen van het gebied zijn goed zichtbaar door duidelijke Zwelling) ..ooooeooeeeieiee e 2
Matig oedeem (Ongeveer | MM ZWEITINE)  .ooioiieiiiieiieee e e e e e et e e e e e e e e e e e eeeeseeaaeeeeeeaeeeaneeeeeeaseeaneeaneeeaseeaneeaneeeaneean 3
Ernstig oedeem (meer dan 1 mm zwelling tot buiten het blootstellingsgebied) . oovoiioiroieiee e 4

Maximale score: 4

Om duidelijkheid te krijgen omtrent moeilijk te interpreteren reacties kan histopathologisch onderzoek worden uitgevoerd.
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BLILAGE

Ken sequentiéle teststrategie voor huidirritatie en -corrosie

ALGEMENE OVERWEGINGEN

Hoewel deze sequentiéle teststrategie geen integrerend onderdeel van testmethode B.4 is, vormt zij de aanbevolen aanpak voor
de bepaling van de kenmerken qua huidirritatie/corrosie. Deze aanpak houdt zowel een optimale gedragscode als een ethische
referentie voor in vivo tests op huidirritatie/corrosie in. De testmethode bevat een leidraad voor de uitvoering van de in vivo
test en geeft een overzicht van de factoren die voor het begin van een dergelijke test in aanmerking moeten worden genomen.
De strategie levert een benadering voor de evaluatie van bestaande gegevens over de eigenschappen van teststotfen inzake
huidirritatie/corrosie en een trapsgewijze aanpak voor het vergaren van relevante gegevens over stoffen waarvoor nader
onderzoek nodig is of waarvoor nog geen onderzoek is uitgevoerd. Ook wordt aanbevolen onder bepaalde omstandigheden
gevalideerde en erkende in vitro of ex vivo tests op huidirritatie/corrosie uit te voeren.

In het belang van verantwoorde wetenschap en het welzijn van dieren is het belangrijk dat het onnodig gebruik van dieren
wordt vermeden en dat tests waarvan hevige reacties bij dieren worden verwacht, tot een minimum worden beperkt. Alle
informatie over een stof die relevant is voor de mogelijke huidirritatie/corrosie door die stof moet worden geévalueerd voordat
een in vivo test wordt overwogen. Wellicht bestaat er al voldoende bewijsmateriaal om een teststot qua mogelijke huidirritatie
of -corrosie in te delen zonder dat er tests bij proefdieren behoeven te worden uitgevoerd. Daarom zal het gebruik van een
bewijskrachtanalyse en een sequentiéle teststrategie de noodzaak van in vivo tests tot een minimum beperken, vooral als er van
de stof hevige reacties worden verwacht.

Het gebruik van een bewijskrachtanalyse voor de evaluatie van bestaande informatie over huidirritatie en -corrosie door
stoffen wordt aanbevolen om te bepalen of ander aanvullend onderzoek dan in vivo huidonderzoek moet worden uitgevoerd
om te helpen bij de bepaling van deze mogelijke effecten. Wanneer nader onderzoek nodig is, wordt aanbevolen de
sequenti€le teststrategie te gebruiken om de relevante experimentele gegevens te verkrijgen. Voor stoffen die nog niet zijn
getest, moet de sequenti€le teststrategie worden gebruikt om de gegevens te vergaren die nodig zijn om de mogelijke
huidirritatie/corrosie te bepalen. De in deze bijlage beschreven teststrategie is tijdens een OESO-workshop (1) ontwikkeld en
later bevestigd en opgenomen in het "Harmonised Integrated Hazard Classification System for Human Health and
Environmental Effects of Chemical Substances”, die de steun heeft gekregen van de 28e gezamenlijke vergadering van het
Comité chemische stotfen en de Werkgroep chemische stoffen in november 1998 (2).

BESCHRIJVING VAN DE EVALUATIE EN DE TESTSTRATEGIE

Alvorens te beginnen met tests als onderdeel van de sequenti€le teststrategie (zie figuur), moet alle beschikbare informatie
worden geévalueerd om te bepalen of in vivo huidonderzoek nodig is. Hoewel de evaluatie van individuele parameters
(bijvoorbeeld een extreme pH) significante informatie kan opleveren, moet rekening worden gehouden met alle bestaande
informatie. Alle relevante gegevens over de effecten van de betrokken stotf of analoge verbindingen moeten bij het nemen van
een beslissing over de bewijskracht worden geévalueerd en er moet een motivering voor de beslissing worden gegeven. De
nadruk moet in eerste instantie liggen op bestaande gegevens over de effecten van de stof bij mens en dier en vervolgens op de
resultaten van in vitro of ex vivo tests. Waar mogelijk moet in vivo onderzoek aan corrosieve stoffen worden vermeden. Bij de
teststrategie spelen de volgende factoren een rol:

Evaluatie van bestaande gegevens over de effecten bij mens en dier (stap 1). In de eerste plaats moet worden gekeken naar
bestaande gegevens over de etfecten bij de mens, zoals klinisch of bedrijfsgeneeskundig onderzoek en ziektegevallen, en/of
gegevens van dierproeven, bijvoorbeeld van onderzoek naar huidtoxiciteit bij eenmalige of herhaalde blootstelling, omdat
deze informatie opleveren die rechtstreeks verband houdt met huideffecten. Bij stoffen waarvan bekend is dat ze irritatie of
corrosie veroorzaken en stoffen waarvoor duidelijk is aangetoond dat dit niet het geval is, behoeven geen in vivo tests te
worden uitgevoerd.
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Analyse van structuuriactiviteit-relaties (SAR) (stap 2 ). Er moet worden gekeken naar de resultaten van tests met qua structuur
verwante stoffen, indien deze beschikbaar zijn. Wanneer er voldoende gegevens beschikbaar zijn over de effecten van qua
structuur verwante stoffen of mengsels van dergelijke stoffen bij mens en/of dier om te kunnen concluderen dat deze
huidcorrosie/irritatie kunnen veroorzaken, mag worden aangenomen dat de te evalueren teststof tot dezelfde reacties zal
leiden. In dat geval behoeft de stof wellicht niet te worden getest. Negatieve gegevens van onderzoek met qua structuur
verwante stoffen of mengsels van dergelijke stoffen vormen in het kader van de sequentiéle teststrategie niet een afdoende
bewijs dat de stof geen corrosie of irritatie veroorzaakt. Voor de bepaling van de potentie voor zowel huidcorrosie als -irritatie
moeten gevalideerde en erkende SAR-methoden worden gebruikt.

Fysisch-chemische eigenschappen en chemische reactiviteil (stap 3). Stoffen met een extreme pH van bijvoorbeeld < 2,0 en >
11,5 kunnen hevige lokale effecten hebben. Als een stof op basis van een extreme pH als corrosief voor de huid wordt
aangeduid, kan ook rekening worden gehouden met zijn zuur/alkalireserve (of buffercapaciteit) (3)(4). Als de buffercapaciteit
erop wijst dat een stof wellicht niet corrosiet voor de huid is, moeten er nadere tests worden uitgevoerd om dit te bevestigen,
waarbij bij voorkeur een gevalideerde en erkende in vitro of ex vivo test moet worden gebruikt (zie de stappen 5 en 6).

Huidtoxiciteit (stap 4). Als van een stof is aangetoond dat deze via de huid zeer toxisch is, is een in vivo onderzoek naar
huidirritatie/corrosie wellicht niet uitvoerbaar, omdat de normaal gesproken gebruikte hoeveelheid teststof al groter kan zijn
dan de zeer toxische dosis en derhalve tot gevolg kan hebben dat de dieren sterven of hevig lijden. Wanneer er al onderzoek
naar de huidtoxiciteit bij albino konijnen tot de limietdosis van 2000 mg/kg lichaamsgewicht of meer is uitgevoerd en er geen
huidirritatie of -corrosie is waargenomen, zijn verdere tests op huidirritatie/corrosie bovendien wellicht niet nodig. Bij de
evaluatie van acute huidtoxiciteit bij eerder uitgevoerd onderzoek moet er op een aantal aspecten worden gelet. Zo kan de
gerapporteerde informatie over huidletsel onvolledig zijn. De tests en observaties kunnen bij een andere soort dan het konijn
zijn uitgevoerd en de gevoeligheid kan van soort tot soort sterk verschillen. Het is ook mogelijk dat de stof op de dieren is
aangebracht in een vorm die niet geschikt is voor de beoordeling van huidirritatie/corrosie, bijvoorbeeld omdat de stof voor de
test op huidtoxiciteit is verdund (5). Wanneer er echter goed opgezette en uitgevoerde onderzoeken op huidtoxiciteit bij
konijnen zijn verricht, kunnen negatieve resultaten als voldoende bewijs worden beschouwd dat de stof geen corrosie of
irritatie veroorzaakt.

Resultaten van in vitro of ex vivo tests (stappen 5 en 6). Stoffen waarvan met een gevalideerde en erkende in vitro of ex vivo
test (6)(7), die voor de beoordeling van deze specifieke effecten is opgezet, is aangetoond dat ze corrosieve of ernstig
irriterende eigenschappen hebben, behoeven niet bij dieren te worden getest. Er kan worden aangenomen dat dergelijke stoffen
in vivo vergelijkbare hevige effecten veroorzaken.

In vivo test bij konijnen (stappen 7 en 8). Wanneer op grond van de bewijskracht wordt besloten over te gaan tot in vivo tests,
dient eerst een voorlopige test met één dier te worden gedaan. Als de resultaten van deze test erop wijzen dat de stof corrosief
voor de huid is, dienen er geen verdere tests te worden uitgevoerd. Als er bij de voorlopige test geen corrosiet etfect wordt
waargenomen, moet de irritatie-reactie of de negatieve respons worden bevestigd met ten hoogste nog eens twee dieren
gedurende een blootstellingsperiode van vier uur. Als er bij de voorlopige test een irritatie-reactie wordt waargenomen, kan de
bevestigingstest sequentieel of door gelijktijdige blootstelling van de twee dieren worden uitgevoerd.
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FIGUUR

TEST- EN EVALUATIESTRATEGIE VOOR HUIDIRRITATIE/CORROSIE

Activiteit

1 | Bestaande gegevens bij mens en/of dier
waaruit blijkt dat er effecten op de huid of de
slijmvliezen zijn

Geen informatie beschikbaar of geen
Geen informatie beschikb f geen
conclusie mogelijk

2 SAR-evaluatie voor huidcorrosie/irritatie
uitvoeren

!

Prognose onmogelijk, twijfelachtig of negatief

3 | pH meten (eventueel rekening houden met
butfercapaciteit)

{
2 < pll < 11,5 of eventueel pll <20 0f 211,5
met geringelgeen buffercapaciteit

4 | Gegevens over systemische toxiciteit via de
: 1
huid evalueren”’

Informatie niet beschikbaar of geen conclusie
mogelijk

5 | Gevalideerde en erkende in vitro of ex vivo
test op huidcorrosie uitvoeren

!

Stof is niet corrosief

6 | Gevalideerde en erkende in vitro of ex vivo
test op huidirritatie uitvoeren

)

D Kan eventueel védr de stappen 2 en 3 gebeuren.

Resultaat
Corrosief

Irriterend

Niet corrosief/niet irriterend

Prognose ernstige huidschade

Prognose huidirritatie

pH <2 of > 11,5 (eventueel met
hoge butfercapaciteit)

Zeer toxisch
Niet corrosief of irriterend bij test
met konijnen tot limietdosis van

2000 mg/kg lichaamsgewicht of
hoger

Corrosie-reactie

[rritatie-reactie

Conclusie
Definitief eindpunt; als
corrosief beschouwd. Geen
tests nodig.

Definitief eindpunt; als
irriterend beschouwd. Geen
tests nodig.

Definitief eindpunt; als niet
corrosief of irriterend
beschouwd. Geen tests nodig..

Als corrosief beschouwd. Geen
tests nodig.

Als irriterend beschouwd. Geen
tests nodig.

Als corrosief beschouwd. Geen
tests nodig.

Geen verdere tests nodig.

Als niet corrosief of irriterend
beschouwd. Geen verdere tests
nodig.

Als corrosiet in vivo
beschouwd. Geen verdere tests
nodig.

Als irriterend in vivo
beschouwd. Geen verdere tests
nodig.
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Nog geen gevalideerde in vitro of ex vivo
testmethoden op huidirritatie beschikbaar of
stof is niet irriterend

\
7 | Voorlopige in vivo test bij konijnen met één Ernstige huidbeschadiging
dier uitvoeren
\:

Geen ernstige beschadiging

8 | Bevestigingstest met nog eens één of twee Corrosief of irriterend
dieren uitvoeren

Niet corrosiet of irriterend

Als corrosief beschouwd. Geen
verdere tests nodig.

Als corrosief of irriterend
beschouwd. Geen verdere tests
nodig.

Als niet corrosief of irriterend
beschouwd. Geen verdere tests
nodig.
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BIJLAGE 2E
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B.5. ACUTE TOXICITEIT: OOGIRRITATIE/CORROSIE

1 METHODE
Deze methode is gelijkwaardig aan TG 405 (2002) van de OESO.
1.1 INLEIDING

Bij de samenstelling van deze bijgewerkte methode is bijzondere aandacht besteed aan mogelijke verbeteringen
via de evaluatie van alle bestaande informatie over de teststof om onnodige tests bij proetdieren te vermijden en
zodoende rekening te houden met de bezorgdheid omtrent het welzijn van dieren. In deze methode wordt de
aanbeveling opgenomen de bestaande relevante gegevens op bewijskracht te analyseren (1), alvorens de
beschreven in vivo test op acute oogirritatie/corrosie wordt uitgevoerd. Wanneer er onvoldoende gegevens
beschikbaar zijn, wordt aanbevolen deze aan te vullen door een sequentiéle teststrategie te volgen (2)(3). De
aanbevolen teststrategie omvat de uitvoering van gevalideerde en erkende in vitro tests en is als bijlage bij de
testmethode opgenomen. Bovendien wordt aanbevolen als prognose voor oogcorrosie een in vivo test op
huidirritatie/corrosie uit te voeren alvorens een in vivo oogtest te overwegen.

In het belang van zowel wetenschappelijke kwaliteit als het dierenwelzijn moeten er geen in vivo tests worden
overwogen voordat alle beschikbare gegevens over de mogelijke oogcorrosie/irritatie door de stof zijn
geévalueerd op bewijskracht. Hierbij gaat het bijvoorbeeld om de resultaten van eerdere studies bij mensen
en/of proefdieren, gegevens over corrosie/irritatie door een of meer qua structuur verwante stoffen of mengsels
van dergelijke stoffen, gegevens waaruit blijkt dat de stof sterk zuur of sterk alkalisch is (4)(5), en resultaten
van gevalideerde en erkende in vitro of ex vivo tests op huidcorrosie en -irritatie (6)(6a). De studies kunnen al
véor de bewijskrachtanalyse zijn uitgevoerd, maar dit kan ook naar aanleiding van deze analyse gebeuren.

Voor bepaalde stoffen kan uit een dergelijke analyse blijken dat er een in vivo onderzoek naar een mogelijke
oogceorrosie/irritatie door de stof nodig is. In al deze gevallen verdient het de voorkeur, alvorens het gebruik van
de in vivo oogtest te overwegen, eerst overeenkomstig testmethode B.4 (7) een onderzoek naar de in vivo
huideffecten van de stof uit te voeren en te beoordelen. Door toepassing van een bewijskrachtanalyse en de
sequentiéle teststrategie zal het minder vaak nodig zijn de in vivo test op oogcorrosie/irritatie uit te voeren met
stoffen waarvoor al voldoende bewijsmateriaal uit andere studies bestaat. Als met de sequenti€le teststrategie
niet kan worden bepaald of er sprake is van een mogelijke oogcorrosie of -irritatie, zelfs na de uitvoering van
een in vivo onderzoek naar huidcorrosie en -irritatie, kan een in vivo test op oogcorrosie/irritatie worden
uitgevoerd.

Een aanbevolen sequentiéle teststrategie, waarin de uitvoering van gevalideerde in vitro of ex vivo tests op
corrosie/irritatie is opgenomen, is in de bijlage van deze testmethode opgenomen. De strategie is ontwikkeld
tijdens een OESO-workshop (&), met algemene stemmen door de deelnemers aanbevolen en als aanbevolen
teststrategie opgenomen in het "Globally Harmonised System for the Classification of Chemical Substances”
(GHS) (9). Hoewel deze sequenti€le teststrategie geen integrerend onderdeel van testmethode B.5 is, wordt
aanbevolen deze teststrategie te volgen alvorens in vive tests uit te voeren. Voor nieuwe stoffen is het de
aanbevolen stapsgewijze testbenadering om wetenschappelijk verantwoorde gegevens over corrosie/irritatie
door de stof te verkrijgen. Wanneer er voor bestaande stoffen onvoldoende gegevens over de huid- en
oogcorrosie/irritatie beschikbaar zijn, moet de strategie worden gebruikt om ontbrekende gegevens aan te
vullen. Voor het gebruik van een andere teststrategie of -procedure of de beslissing om geen stapsgewijze
testbenadering te volgen moet een motivering worden gegeven.

1.2 DEFINITIES

Qogirritatie: het ontstaan van veranderingen in het oog na het aanbrengen van een teststof op het oppervlak
aan de voorzijde van het oog, die binnen 21 dagen na het aanbrengen volledig reversibel zijn.



30.4.2004 Publicatieblad van de Europese Unie L 152/201

Qogcorrosie: het ontstaan van weefselbeschadiging in het oog of een ernstige fysieke zichtvermindering na het
aanbrengen van een teststof op het oppervlak aan de voorzijde van het oog, die binnen 21 dagen na het
aanbrengen niet volledig reversibel is.

1.3 PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De teststot wordt in één dosis op een van de ogen van het proefdier aangebracht; het onbehandelde oog wordt
als controle gebruikt. De mate van oogirritatie/corrosie wordt geévalueerd door op bepaalde tijdstippen het
letsel aan de conjunctiva, de cornea en de iris in te schalen. Ook andere effecten in het oog en schadelijke
systemische effecten worden beschreven om een volledige evaluatie van de effecten mogelijk te maken. De
duur van de studie moet voldoende zijn om te kunnen beoordelen of de effecten reversibel of irreversibel van
aard zijn.

Dieren die gedurende een fase van de test voortdurend tekenen van ernstig ongerief en/of hevige pijn vertonen,
moeten op humane wijze worden gedood en de stof dient dienovereenkomstig te worden beoordeeld. Voor
criteria voor de beslissing om stervende en hevig lijdende dieren op humane wijze te doden wordt verwezen
naar referentie (10).

1.4 BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
1.4.1 Voorbereiding van de in vivo test
1.4.1.1 Keuze van de soort

Als proefdier wordt de voorkeur gegeven aan het albino konijn en er worden gezonde jonge volwassen dieren
gebruikt. Wanneer er een andere stam of soort wordt gebruikt, moet hiervoor een motivering worden gegeven.

1.4.1.2 Voorbereiding van de dieren

Beide ogen van ieder voorlopig voor de test geselecteerd proefdier worden binnen 24 uur v66r het begin van de
test onderzocht. Dieren die aan oogirritatie, oogaandoeningen of een reeds bestaand cornealetsel lijden, mogen
niet worden gebruikt.

1.4.1.3 Huisvesting en voeding

De dieren worden in aparte kooien gehuisvest. De temperatuur in de proefdierruimte dient voor konijnen 20°C
(+ 3°C) te zijn. Hoewel de relatieve vochtigheid minimaal 30% en bij voorkeur niet hoger dan 70% (behalve bij
het reinigen van de ruimte) dient te zijn, moet worden gestreefd naar 50-60%. Verlichting gebeurt met
kunstlicht met een ritme van 12 uur licht en 12 uur donker. Als voeding mag het gewone laboratoriumvoer
worden gebruikt met een onbeperkte hoeveelheid drinkwater.

1.4.2 Testprocedure

1.42.1 Het aanbrengen van de teststof

De teststof wordt bij elk dier aangebracht in de conjunctivaalzak van één oog, waarbij het onderste ooglid
voorzichtig van de oogbol wordt weggetrokken. Vervolgens worden de oogleden ongeveer één seconde zachtjes
dichtgehouden om verlies van het materiaal te voorkomen. Het andere oog, dat niet behandeld wordt, fungeert
als controle.

1.42.2 Irrigatie

De ogen van de proefdieren mogen gedurende ten minste 24 uur na het indruppelen van de teststof niet worden
uitgewassen, tenzij het om een vaste stof gaat (zie punt 1.4.2.3.2) of wanneer er sprake is van onmiddellijke
corrosieve of irriterende effecten. Na 24 uur mogen de ogen eventueel worden uitgewassen.

Het gebruik van een satellietgroep om de invloed van het uitwassen te onderzoeken wordt niet aanbevolen,
tenzij dit wetenschappelijk verantwoord is. Als er een satellietgroep nodig is, dienen hiervoor twee konijnen te
worden gebruikt. De wijze van uitwassen, waarbij het bijvoorbeeld gaat om het tijdstip, de samenstelling en
temperatuur van de wasvloeistof, de duur, het volume en de stroomsnelheid, moet zorgvuldig worden
vastgelegd.
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1423 Dosisniveau

1.4.2.3.1 Vloeibare teststoffen

Bij vloeibare teststoffen wordt een dosis van 0,1 ml gebruikt. Er mogen geen sproeipompjes worden gebruikt
om de stof rechtstreeks in het oog te brengen. De vloeistof wordt na het sproeien opgevangen en vervolgens
wordt 0,1 ml in het oog gedruppeld.

14232 Vaste teststotfen

Bij het testen van vaste stoffen, pasta's en vaste deeltjes wordt een hoeveelheid met een volume van 0,1 ml of
een gewicht van ten hoogste 100 mg gebruikt. Het testmateriaal wordt tot een fijn poeder vermalen. Alvorens
het volume te meten wordt het vaste materiaal licht ingeklonken, bijvoorbeeld door tegen de houder te tikken.
Als de vaste stof op het eerste observatietijdstip (1 uur na de behandeling) nog niet door fysiologische
mechanismen uit het oog van het proefdier is verwijderd, kan het oog met fysiologisch zout of gedestilleerd
water worden uitgewassen.

1.42.33 Aérosol-teststoffen

Aanbevolen wordt alle sproeivloeistoffen en aérosolen op te vangen voordat ze in het oog worden gedruppeld.
Er wordt alleen een uitzondering gemaakt voor stoffen in spuitbussen onder druk, die niet kunnen worden
opgevangen omdat ze verdampen. In deze gevallen wordt het oog opengehouden en wordt de teststof aan het
oog toegediend door in één keer gedurende ongeveer één seconde vanaf een afstand van 10 cm recht voor het
oog te spuiten. Deze afstand kan athankelijk van de druk van de nevel en de inhoud worden aangepast. Er moet
voor worden gezorgd dat het oog niet door de druk van de nevel wordt beschadigd. In bepaalde gevallen kan het
nodig zijn na te gaan of een "mechanische” beschadiging van het oog door de druk van de nevel mogelijk is.

De dosis uit een spuitbus kan door een simulatie als volgt worden geraamd: de stof wordt door een opening die
7o groot is als het oog van een konijn en recht voor het papier wordt gehouden, op een weegpapiertje gespoten.
De gewichtstoename van het papier wordt gebruikt voor een benadering van de hoeveelheid die in het oog
wordt gespoten. Bij vluchtige stoffen kan de dosis worden geraamd door een opvangbakje voor en na de
verwijdering van het testmateriaal te wegen.

1.42.4 Voorlopige test (in vivo test op oogirritatie/corrosie met één dier)

Zoals in de sequentiéle teststrategie (zie bijlage 1) wordt gesteld, is het zeer wenselijk dat de in vivo test in
eerste instantie met één dier wordt uitgevoerd.

Als de resultaten van deze test erop wijzen dat de stof bij gebruik van de beschreven procedure corrosiet of
hevig irriterend is, dienen er geen verdere tests op oogirritatie te worden uitgevoerd.

1.4.2.5 Lokale anesthetica

Van geval tot geval kan worden bekeken of er lokale anesthetica moeten worden gebruikt. Als de
bewijskrachtanalyse erop wijst dat de stof pijn kan veroorzaken of als uit de eerste tests blijkt dat er een
pijnlijke reactie optreedt, kan voér het indruppelen van de teststof een lokaal anestheticum worden toegediend.
De aard, de concentratie en de dosis van het lokaal anestheticum moeten met zorg worden gekozen om ervoor te
sorgen dat het gebruik niet leidt tot verschillen in de reactie op de teststof. Het controle-oog moet op dezelfde
wijze worden verdoofd.

1.42.6 Bevestigende test (in vivo test op oogirritatie/corrosie met meer dieren)

Als er bij de voorlopige test geen corrosie-reactie wordt waargenomen, moet de irritatie of negatieve reactie
worden bevestigd met nog eens twee dieren. Als er bij de voorlopige test hevige irritatie wordt waargenomen,
hetgeen wijst op een mogelijk hevig (irreversibel) effect bij de bevestigende test, wordt aanbevolen de
bevestigende test op sequentiéle wijze bij één dier tegelijk uit te voeren en de twee andere dieren niet
tegelijkertijd bloot te stellen. Als er bij het tweede dier corrosieve of hevig irriterende effecten optreden, wordt
de test niet voortgezet. Er kunnen extra dieren nodig zijn om een zwakke of matige irritatie-reactie te
bevestigen.
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1.42.7 Observatieperiode

De duur van de observatieperiode moet voldoende zijn om de omvang en de reversibiliteit van de waargenomen
effecten volledig te kunnen beoordelen. Het experiment moet echter worden beé&indigd zodra het dier
voortdurend tekenen van hevige pijn of ernstig ongeriet vertoont (9). Om te bepalen of de effecten reversibel
zijn, moeten de dieren normaal gesproken gedurende 21 dagen na de toediening van de teststof worden
geobserveerd. Als al voor het verstrijken van de 21 dagen wordt geconstateerd dat de effecten reversibel zijn,
wordt het experiment op dat moment be€indigd.

1.42.7.1 Klinische observatie en inschaling van de oogreacties

De ogen worden 1, 24, 48 en 72 uur na het aanbrengen van de teststot onderzocht. De dieren worden niet langer
dan nodig voor de test ingezet zodra er definitieve informatie is verkregen. Dieren die voortdurend tekenen van
hevige pijn of ernstig ongerief vertonen, moeten op humane wijze worden gedood en de stof dient
dienovereenkomstig te worden beoordeeld. Dieren die na de indruppeling de volgende oogletsels ontwikkelen,
moeten op humane wijze worden gedood: perforatie van de cornea, significante ulceratie van de cornea en
stafyloom; bloed in de voorste oogkamer; klasse 4 troebelheid van de cornea die gedurende 48 uur aanhoudt;
atwezigheid van een lichtreflex (iris-reactie klasse 2) die gedurende 72 uur aanhoudt; ulceratie van de
conjunctivae; necrose van de conjunctivae of het knipvlies; loslatend dood weefsel. De reden hiervoor is dat
dergelijke letsels in het algemeen irreversibel zijn.

Wanneer de dieren geen oogletsel ontwikkelen, mag de test niet eerder dan drie dagen na de indruppeling
worden begindigd. Dieren met licht tot matig letsel moeten worden geobserveerd tot het letsel verdwijnt of
gedurende 21 dagen; op dat tijdstip wordt de test dan afgesloten. Op dag 7, dag 14 en dag 21 worden de dieren
geobserveerd om te bepalen wat de status van het letsel is en of het reversibel of irreversibel is.

Bij elk onderzoek wordt de score van de oogreactie (conjunctivae, cornea en iris) geregistreerd (zie tabel 1).
Ook ander letsel in het oog (zoals pannus of verkleuring) en schadelijke systemische effecten worden
gerapporteerd.

Het onderzoek van de respons kan worden vergemakkelijkt door het gebruik van een binoculaire loep, een
hand-spleetlamp, een biomicroscoop of andere geschikte apparatuur. Na de registratie van de observaties na 24
uur kunnen de ogen nader worden onderzocht met behulp van fluoresceine

De inschaling van oogreacties is per definitie subjectief. Om harmonisatie bij de inschaling van oogreacties te
bevorderen en ter ondersteuning van de testlaboratoria en de personen die bij het uitvoeren en het interpreteren
van de observatie betrokken zijn, moet het personeel dat de observatie uitvoert afdoende zijn opgeleid in het
gebruikte scoresysteem. De inschaling van de oogreacties moet blind gebeuren.

2 GEGEVENS

2.1 EVALUATIE VAN DE RESULTATEN

De scores voor de oogirritatie worden in samenhang met de aard en ernst van het letsel en de vraag of dit al dan
niet reversibel is, beoordeeld. De individuele scores vormen geen absolute norm voor de irriterende
eigenschappen van een materiaal, aangezien ook andere effecten van het testmateriaal worden beoordeeld. De
individuele scores moeten veeleer als referentiewaarden worden beschouwd en zijn alleen zinvol wanneer ze
worden ondersteund door een volledige beschrijving en evaluatie van alle observaties.
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3 RAPPORTAGE

3.1 TESTVERSLAG

In het testverslag wordt de volgende informatie opgenomen:

Motivering voor in vive test: bewijskrachtanalyse van reeds bestaande testgegevens, zoals de resultaten van een

sequentiéle teststrategie:

— een beschrijving van de relevante gegevens die van eerdere tests beschikbaar zijn;

— de gegevens die bij elke stap van de teststrategie verkregen zijn;

— een beschrijving van de uitgevoerde in vitro tests met een gedetailleerde beschrijving van de procedures en
de resultaten die met test/referentiestoffen verkregen zijn;

— een beschrijving van het uitgevoerde in vivo onderzoek op huidirritatie/corrosie met de verkregen
resultaten;

— een bewijskrachtanalyse voor de uitvoering van het in vivo onderzoek.

Teststof:

— identificatiegegevens (b.v. het CAS-nr., de herkomst, de zuiverheid, bekende verontreinigingen en het
chargenummer);

— de fysische aard en de fysisch-chemische eigenschappen (b.v. de pH, de vluchtigheid, de oplosbaarheid, de
stabiliteit en de reactiviteit met water);

— bij een mengsel de samenstelling met voor elk bestanddeel het procentuele gehalte;

— als een lokaal anestheticum is gebruikt: identificatiegegevens, de zuiverheid, het type, de dosis en de
potentiéle interactie met de teststof.

Medium:
— identificatiegegevens, de concentratie (indien van toepassing) en het gebruikte volume;
— een motivering voor de keuze van het medium.

Proefdieren:

— de gebruikte soort/stam en een motivering indien andere dieren dan het albino konijn worden gebruikt;
— de leeftijd van elk dier aan het begin van het onderzoek;

— het aantal dieren van elk geslacht in de test- en controlegroep (indien deze nodig is):

—  het gewicht van elk dier aan het begin en het eind van de test;

— de herkomst, de huisvesting, de voeding enz.

Resultaten:

— een beschrijving van de methode die is gebruikt om de irritatie op elk observatietijdstip in te schalen
(bijvoorbeeld hand-spleetlamp, biomicroscoop of fluoresceine);

— een tabel met de gegevens van de irritatie/corrosie-reactie voor elk dier op elk observatietijdstip tot het
moment waarop elk dier uit de test wordt genomen;

— een beschrijving in woorden van de ernst en de aard van de waargenomen irritatie of corrosie;

— een beschrijving van alle andere in het oog waargenomen letsels (bijvoorbeeld vascularisatie, pannus-
vorming, verkleving en verkleuring);

— een beschrijving van schadelijke lokale effecten buiten het oog en schadelijke systemische effecten en
eventuele histopathologische bevindingen.

Bespreking van de resultaten.

32 INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN
Een extrapolatie van de resultaten van het onderzoek naar oogirritatie bij proefdieren naar de mens heeft slechts
een beperkte geldigheid. In veel gevallen is het albino konijn gevoeliger voor stoffen die oogirritatie of
-corrosie veroorzaken dan de mens.
Bij de interpretatie van de resultaten moet ervoor worden gezorgd dat irritatie ten gevolge van secundaire
infectie wordt uitgesloten.
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TABEL I: INSCHALING VAN HET OOGLETSEL

Cornea
Troebelheid: dichtheidsgraad (wordt atgelezen in het gebied met de grootste dichtheid)*
Geen ulceratie of troeDEINETId. .. ..o et sttt ettt 0

Verspreide of diffuse troebele gebieden (meer dan een lichte vertroebeling van de normale glans); details van de iris

AUIEITK ZICRIDAAT ettt ettt s e et s e s et e e e sre e sme e e r e e sre e smn e e s e e sreesmneenrees 1
Gemakkelijk te onderscheiden doorschijnend gebied; details van de iris enigszins vervaagd ....coooeeeeeeeeeeeeccnncee e 2
Parelmoerachtig gebied; details van de iris niet zichtbaar; omvang van de pupil nauwelijks zichtbaar ... 3
Troebele cornea; iris niet ZIChtbaar dOOr de trOEDEINEIA ... .. e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaann 4

Maximale score: 4

* Er moet worden aangegeven welk gebied van de cornea troebel is

Iris

Maximale score: 2

Conjunctivae

Roodheid (geldt voor palpebrale en bulbaire conjunctivae; niet voor cornea en iris)

INOTIMAAL ot e a e ns 0
Hyperemie in sommige bloedvaten (ZeinJecteerd) .......cooiviiiiiiiiiiiiiii e 1
Diffuse karmovzijnrode kleur; individuele vaten niet gemakkelijk zichtbaar ...........ccoocoviiinninii, 2
L5 L8 R 1S3 o) a1 TN 4 511 3

Maximale score: 3

Chemosis

Zwelling (geldt voor oogleden en/ot knipvliezen)

INOTIMAAL ot e a e ns 0
Tets meer zwelling dan NOTMEAAL..........ooiiiiiiiiii e e s s 1
Duidelijke zwelling met gedeeltelijk uitpuilende oogleden ... 2
Zwelling met ongeveer half gesloten oogleden ..o 3
Zwelling met meer dan half gesloten 00gleden ... 4

Maximale score: 4
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BLILAGE

Een sequentiéle teststrategie voor oogirritatie en -corrosie

ALGEMENE OVERWEGINGEN

In het belang van verantwoorde wetenschap en het welzijn van dieren is het belangrijk dat het onnodig gebruik van dieren
wordt vermeden en dat tests waarvan hevige reacties bij dieren worden verwacht, tot een minimum worden beperkt. Alle
informatie over een stof die relevant is voor de mogelijke oogirritatie/corrosie door die stof moet worden geévalueerd voordat
een in vivo test wordt overwogen. Wellicht bestaat er al voldoende bewijsmateriaal om een teststof qua mogelijke oogirritatie
of -corrosie in te delen zonder dat er tests bij proefdieren behoeven te worden uitgevoerd. Daarom zal het gebruik van een
bewijskrachtanalyse en een sequentiéle teststrategie de noodzaak van in vivo tests tot een minimum beperken, vooral als er van
de stof hevige reacties worden verwacht.

Er wordt aanbevolen dat een bewijskrachtanalyse wordt gebruikt om bestaande informatie over oogirritatie en -corrosie door
stoffen te evalueren en om te bepalen of ander aanvullend onderzoek dan in vive oogonderzoek moet worden uitgevoerd om te
helpen bij de bepaling van deze mogelijke effecten. Wanneer nader onderzoek nodig is, wordt aanbevolen de sequentiéle
teststrategie te gebruiken om de relevante experimentele gegevens te verkrijgen. Voor stoffen die nog niet zijn getest, moet de
sequentiéle teststrategie worden gebruikt om de gegevens te vergaren die nodig zijn om de oogcorrosie/irritatie te bepalen. De
in deze bijlage beschreven teststrategie is tijdens een OESO-workshop (1) ontwikkeld. Later is zij bevestigd en opgenomen in
het "Harmonised Integrated Hazard Classification System for Human Health and Environmental Effects of Chemical
Substances”, die de steun heeft gekregen van de 28e gezamenlijke vergadering van het Comité chemische stoffen en de
Werkgroep chemische stoffen in november 1998 (2).

Hoewel deze teststrategie geen integrerend onderdeel van testmethode B.5 is, vormt zij de aanbevolen aanpak voor de
bepaling van de eigenschappen qua oogirritatie/corrosie. Deze aanpak houdt zowel een optimale gedragscode als een ethische
referentie voor in vivo tests op oogirritatie/corrosie in. De testmethode bevat een leidraad voor de uitvoering van de in vivo test
en geeft een overzicht van de factoren die voor het overwegen van een dergelijke test in aanmerking moeten worden genomen.
De sequentiéle teststrategie levert een bewijskracht-benadering voor de evaluatie van bestaande gegevens over de
eigenschappen van stoffen inzake oogirritatie/corrosie en een trapsgewijze aanpak voor het vergaren van relevante gegevens
over stoffen waarvoor nader onderzoek nodig is of waarvoor nog geen onderzoek is uitgevoerd. De strategie houdt in dat
onder bepaalde omstandigheden eerst gevalideerde en erkende in vitro of ex vivo tests en vervolgens testmethode B.4 op
huidirritatie/corrosie worden uitgevoerd (3)(4).

BESCHRIJVING VAN DE STAPSGEWIJZE TESTSTRATEGIE

Alvorens te beginnen met tests als onderdeel van de sequenti€le teststrategie (zie figuur), moet alle beschikbare informatie
worden geévalueerd om te bepalen of in vive oogonderzoek nodig is. Hoewel de evaluatie van individuele parameters
(bijvoorbeeld een extreme pH) significante informatie kan opleveren, moet alle bestaande informatie worden geévalueerd.
Alle relevante gegevens over de effecten van de betrokken stof en de qua structuur analoge verbindingen moeten bij het
nemen van een beslissing over de bewijskracht worden geévalueerd en er moet een motivering voor de beslissing worden
gegeven. De nadruk moet in eerste instantie liggen op bestaande gegevens over de effecten van de stof bij mens en dier en
vervolgens op de resultaten van in vitro of ex vivo tests, Waar mogelijk moet in vivo onderzoek aan corrosieve stotfen worden
vermeden. Bij de teststrategie spelen de volgende factoren een rol:

Evaluatie van bestaande gegevens over de effecten bij mens en dier (stap 1). In de eerste plaats moet worden gekeken naar
bestaande gegevens over de effecten bij de mens, zoals klinisch en bedrijfsgeneeskundig onderzoek en ziektegevallen, en/of
gegevens van oogonderzoek bij proefdieren, omdat deze informatie opleveren die rechtstreeks verband houdt met oogeffecten.
Vervolgens moeten de beschikbare gegevens van onderzoek bij mens en/of dier naar huidcorrosie/irritatie worden
geévalueerd. Stotfen waarvan bekend is dat ze corrosief of hevig irriterend voor het oog zijn, mogen niet in de ogen van dieren
worden gedruppeld en dit geldt ook voor stoffen met corrosieve of irriterende effecten op de huid; deze stoften moeten ook als
corrosief en/ot irriterend voor het oog worden beschouwd. Ook stotfen waarvoor bij eerder uitgevoerd oogonderzoek afdoende
is aangetoond dat ze niet corrosief en niet irriterend zijn, dienen niet meer bij in vivo oogonderzoek te worden getest.
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Analyse van structuuriactiviteit-relaties (SAR) (stap 2 ). Er moet worden gekeken naar de resultaten van tests met qua structuur
verwante chemische stoffen, indien deze beschikbaar zijn. Wanneer er voldoende gegevens beschikbaar zijn over de effecten
van qua structuur verwante stoffen of mengsels van dergelijke stoffen bij mens en/of dier om te kunnen concluderen dat deze
oogcorrosie/irritatie kunnen veroorzaken, mag worden aangenomen dat de teststof tot dezelfde reacties zal leiden. In dat geval
behoeft de stof wellicht niet te worden getest. Negatieve gegevens van onderzoek met qua structuur verwante stoffen of
mengsels van dergelijke stoffen vormen in het kader van de sequenti€le teststrategie niet een afdoende bewijs dat de stof geen
corrosie of irritatie veroorzaakt. Voor de bepaling van de potentie voor zowel huidcorrosie en -irritatie als oogcorrosie en
-irritatie moeten gevalideerde en erkende SAR-methoden worden gebruikt.

Fysisch-chemische eigenschappen en chemische reactiviteit (stap 3). Stoffen met een extreme pH van bijvoorbeeld < 2,0 of >
11,5 kunnen hevige lokale effecten hebben. Als een stof op basis van een extreme pH als corrosief of irriterend voor het oog
wordt aangeduid, kan ook rekening worden gehouden met zijn zuurfalkalireserve (buffercapaciteit) (5)(6). Als de
buffercapaciteit erop wijst dat een stof wellicht niet corrosief voor het oog is, moeten er nadere tests worden uitgevoerd om dit
te bevestigen, waarbij bij voorkeur een gevalideerde en erkende in vitro of ex vivo test moet worden gebruikt (zie het gedeelte
over de stappen 5 en 6).

Overweging van andere bestaande informatie (stap 4). In deze fase moet alle beschikbare informatie over systemische
toxiciteit via de huid worden geévalueerd. Ook de acute huidtoxiciteit van de teststof moet in de overwegingen worden
betrokken. Als er is aangetoond dat de teststof via de huid zeer toxisch is, behoeft deze wellicht niet in het oog te worden
getest. Hoewel er niet noodzakelijkerwijs een verband is tussen acute huidtoxiciteit en oogirritatie/corrosie, kan worden
aangenomen dat een stof die via de huid zeer toxisch is, ook bij indruppelen in het oog hoge toxiciteit zal vertonen. Deze
gegevens kunnen ook tussen de stappen 2 en 3 worden bezien.

Resultaten van in vitro of ex vivo tests (stappen 5 en 0). Stoffen waarvan met een /n vitro of ex vivo test (7)(8), die specitiek
voor de beoordeling van oog- of huidcorrosie/irritatie is gevalideerd en erkend, is aangetoond dat ze corrosieve of hevig
irriterende eigenschappen hebben, behoeven niet bij dieren te worden getest. Er kan worden aangenomen dat dergelijke stoffen
in vivo vergelijkbare hevige effecten veroorzaken. Als er geen gevalideerde en erkende in vitro/ex vivo tests beschikbaar zijn,
worden de stappen 5 en 6 overgeslagen en wordt direct doorgegaan naar stap 7.

FEvaluatie van in vivo huidirritatie of -corrosie door de stof (stap 7). Wanneer er onvoldoende bewijsmateriaal bestaat voor de
uitvoering van een doorslaggevende bewijskrachtanalyse van de mogelijke oogirritatie/corrosie door een stof op basis van
gegevens uit bovengenoemde onderzoeken, moet eerst de mogelijke in vivo huidirritatie/corrosie worden geévalueerd met
behulp van testmethode B.4 (4) en de bijbehorende bijlage (9). Als blijkt dat de stof huidcorrosie of hevige huidirritatie
veroorzaakt, moet deze worden beschouwd als een stot die oogcorrosie veroorzaakt, tenzij er andere informatie is die tot een
andere conclusie leidt. Dit betekent dat er dan geen in vivo test op oogirritatie behoeft te worden uitgevoerd. Als de stof voor
de huid niet corrosief of hevig irriterend is, moet er een in vivo test op oogirritatie worden uitgevoerd.

In vivo test bij konijnen (stappen 8 en 9). Een in vivo oogonderzoek dient te beginnen met een voorlopige test met één dier.
Als de resultaten van deze test erop wijzen dat de stof hevig irriterend of corrosief voor de ogen is, dienen er geen verdere tests
te worden uitgevoerd. Als er bij deze test geen corrosief of hevig irriterend effect wordt waargenomen, wordt er een
bevestigende test met nog eens twee dieren uitgevoerd.
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FIGUUR

TEST- EN EVALUATIESTRATEGIE VOOR OOGIRRITATIE/CORROSIE

Activiteit

Bestaande gegevens bij mens en/of dier
waaruit blijkt dat er effecten op de ogen zijn

Bestaande gegevens bij mens en/of dier
waaruit blijkt dat er corrosieve effecten op de
huid zijn

Bestaande gegevens bij mens en/of dier
waaruit blijkt dat er hevig irriterende effecten

op de huid zijn
A

Geen informatie beschikbaar of geen
conclusie mogelijk

SAR voor oogcorrosie/irritatie uitvoeren

SAR voor huidcorrosie uitvoeren

!

Prognose onmogelijk, twijfelachtig of negatief

pH meten (eventueel rekening houden met
buffercapaciteit)

\:
2 <pH <115 of eventueel pH <20 of 211,5
met geringelgeen buffercapaciteit

Gegevens over systemische toxiciteit via de
huid evalueren

Informatie niet beschikbaar of stof niet zeer
toxisch

3

Gevalideerde en erkende in vitro of ex vivo
test op oogcorrosie uitvoeren

)

Resultaat
Ernstige oogbeschadiging

Oogirritatie

Niet corrosief/niet irriterend
voor de ogen

Huidcorrosie

Hevige huidirritatie

Prognose ernstige
oogbeschadiging

Prognose oogirritatie

Prognose huidcorrosie

pH <2 of 2 11,5 (eventueel
met hoge buffercapaciteit)

Zeer toxisch bij
concentraties die in het oog
zouden worden getest

Corrosie-reactie

Conclusie
Definitief eindpunt; als corrosief
voor de ogen beschouwd. Geen tests
nodig.

Definitief eindpunt; als irriterend
voor de ogen beschouwd. Geen tests
nodig.

Definitief eindpunt; als niet
corrosief en niet irriterend voor de
ogen beschouwd. Geen tests nodig.

Als corrosief voor de ogen
beschouwd. Geen tests nodig.

Als irriterend voor de ogen
beschouwd. Geen tests nodig.

Als corrosief voor de ogen
beschouwd. Geen tests nodig.

Als irriterend voor de ogen
beschouwd. Geen tests nodig.

Als corrosief voor de ogen
beschouwd. Geen tests nodig.

Als corrosief voor de ogen
beschouwd. Geen tests nodig.

Stof zou te toxisch zijn om te testen.
Geen tests nodig.

Als corrosief voor de ogen
beschouwd. Geen verdere tests
nodig.
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Stof is niet corrosief of nog geen gevalideerde
in vitro of ex vivo testmethoden voor
ovogcorrosie beschikbaar

6 | Gevalideerde en erkende in viiro of ex vivo [rritatie-reactie Als irriterend voor de ogen

test op oogirritatie uitvoeren beschouwd. Geen verdere tests

nodig.
Stof is niet irriterend of nog geen gevalideerde
in vitro of ex vivo lestmethoden voor
oogirritatie beschikbaar

7 | Experimentele evaluatie van mogelijke in vivo | Corrosie of hevige irritatie Als corrosief voor de ogen

huidirritatie/corrosie (zie testmethode B.4 met beschouwd. Geen verdere tests

bijlage) nodig.

Stof is niet corrosief of hevig irriterend voor
de huid

8 | Voorlopige in vivo oogtest bij konijnen met Ernstige oogbeschadiging Als corrosief voor de ogen

€én dier uitvoeren beschouwd. Geen verdere tests

nodig.
Geen ernstige beschadiging of geen reactie

9 | Bevestigingstest met nog eens één of twee Corrosiet of irriterend Als corrosief of irriterend voor de

dieren uitvoeren

Niet corrosiet of irriterend

ogen beschouwd. Geen verdere
tests nodig.

Als niet irriterend en niet corrosief
voor de ogen beschouwd. Geen
verdere tests nodig.
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BIJLAGE 2F
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B.31. ONDERZOEK NAAR DE PRENATALE ONTWIKKELINGSTOXICITEIT

1 METHODE

Deze methode is overgenomen van TG 414 (2001) van de OESO.

1.1 INLEIDING

Deze testmethode voor ontwikkelingstoxiciteit is bedoeld om algemene informatie te verschaffen over de
effecten van prenatale blootstelling op het drachtige proefdier en het zich ontwikkelende organisme in utero;
daarbij kunnen de effecten op het moederdier en het afsterven, structurele abnormaliteiten of afwijkende groei
bij de foetus worden bepaald. Functionele gebreken zijn weliswaar een belangrijk aspect van ontwikkeling, maar
zijn niet in deze testmethode opgenomen. Hierop kan worden getest door een apart onderzoek uit te voeren of
door als uitbreiding van dit onderzoek de testmethode voor ontwikkelingsneurotoxiciteit uit te voeren. Voor
informatie over het testen op functionele gebreken en andere postnatale effecten kan waar nodig de testmethode
voor het reproductietoxiciteitsonderzoek over twee generaties en het onderzoek naar ontwikkelings-
neurotoxiciteit worden geraadpleegd.

Specifieke aanpassingen van deze testmethode op basis van specifieke kennis omtrent bijvoorbeeld de fysisch-
chemische of toxicologische eigenschappen van de teststot kunnen in bepaalde gevallen nodig zijn. Dergelijke
aanpassingen zijn aanvaardbaar wanneer overtuigend wetenschappelijk bewijsmateriaal erop wijst dat de test
door de aanpassing meer informatie oplevert. In zo'n geval dient het wetenschappelijk bewijsmateriaal
vorgvuldig in het verslag te worden vermeld.

1.2 DEFINITIES

Ontwikkelingstoxicologie: de bestudering van schadelijke effecten op het zich ontwikkelende organisme die
kunnen voortvloeien uit blootstelling voér de bevruchting, tijdens de prenatale ontwikkeling of postnataal tot het
tijdstip van geslachtelijke rijping. De belangrijkste uitingen van ontwikkelingstoxiciteit zijn: 1) dood van het
organisme, 2) structurele abnormaliteiten, 3) atwijkende groei en 4) functionele gebreken.
Ontwikkelingstoxicologie werd vroeger vaak teratologie genoemd.

Schadelijk effect: een aan de behandeling gerelateerde afwijking van de normale toestand die het vermogen van
een organisme om te overleven, zich te reproduceren of zich aan de omgeving aan te passen vermindert. [n het
kader van de ontwikkelingstoxicologie in de ruimste zin vallen hier alle effecten onder die de normale
ontwikkeling van de vrucht zowel voor als na de geboorte storen.

Afwijkende groei: een afwijking in het gewicht of de grootte van een of meer organen of het lichaam van een
jong.
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Afwijkingen (anomalieén): structurele afwijkingen in de ontwikkeling; hieronder vallen zowel misvormingen
als variaties (28).

Misvorming/ ernstige abnormaliteit: een structurele verandering die als schadelijk voor het dier wordt
beschouwd (en ook dodelijk kan zijn) en meestal zelden voorkomt.

Variatie/ lichte abnormaliteit: een structurele verandering die wordt geacht weinig of geen nadelige
gevolgen voor het dier te hebben: deze kan van voorbijgaande aard zijn en betrekkelijk vaak in de
controlepopulatie voorkomen.

Vrucht: alles wat in enige fase van de ontwikkeling vanaf de bevruchting tot de geboorte uit een bevruchte eicel
ontstaat, met inbegrip van de extra-embryonale vliezen alsmede het embryo of de foetus.

Implantatie (innesteling): de hechting van de blastocyst aan de epitheelbekleding van de uterus, met inbegrip
van de penetratie door het epitheel van de uterus en de inbedding in het endometrium.

Embryo: de vroege of ontwikkelingstase van een organisme, meer in het bijzonder het ontwikkelingsproduct
van de bevruchting van een eicel nadat de lange as verschenen is en totdat alle belangrijke structuren aanwezig
zijn.

Embryotoxiciteit: schadelijke effecten op de normale structuur, ontwikkeling, groei en/ot levensvatbaarheid
van een embryo.

Foetus: het ongeboren jong in de post-embryonale periode.

Foetotoxiciteit: schadelijke effecten op de normale structuur, ontwikkeling, groei en/of levensvatbaarheid van
een foetus.

Abortus: de voortijdige uitstoting uit de uterus van de producten van de conceptie: het embryo of een niet-
levensvatbare foetus.

Resorptie: een vrucht die na de implantatie in de uterus sterft en wordt of is geresorbeerd.
Vroege resorptie: aanwijzingen voor implantatie zonder als zodanig te herkennen embryo/foetus.
Late resorptie: een dood embryo of een dode foetus met uiterlijke degeneratieve veranderingen.

NOAEL: afkorting voor "no-observed-adverse-effect level” (dosis zonder waargenomen schadelijke effecten):
de hoogste dosis of het hoogste blootstellingsniveau waarbij geen aan de behandeling verbonden schadelijke
effecten worden waargenomen.
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1.3 REFERENTIESTOF
Geen.
1.4 PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De teststof wordt aan drachtige dieren toegediend, normaal gesproken ten minste vanaf de implantatie tot één
dag voor de dag waarop ze zullen worden gedood en deze dag dient zo dicht mogelijk bij de normale
werpdatum te liggen zonder het risico te lopen dat er gegevens verloren gaan door een voortijdige worp. De
testmethode is niet bedoeld om uitsluitend de organogenese-periode te onderzoeken (d.w.z. dag 5-15 bij
knaagdieren en dag 6-18 bij het konijn), maar ook de effecten vanat een eventuele pre-implantatie gedurende de
gehele dracht tot de dag voor de keizersnede. Kort voor de keizersnede worden de vrouwtjes gedood, wordt de
inhoud van de uterus onderzocht en worden de foetussen onderzocht op van buitenaf zichtbare anomalieén en
veranderingen in zachte weefsels en het skelet.

1.5 BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

1.5.1 Keuze van de diersoort

Er wordt aanbevolen de test bij de meest relevante soort uit te voeren en laboratoriumsoorten en -stammen te
gebruiken die meestal bij tests op prenatale ontwikkelingstoxiciteit worden gebruikt. Van de knaagdiersoorten
verdient de rat de voorkeur en van de niet-knaagdieren het konijn. Als een andere soort wordt gebruikt, dient
hiervoor een motivering te worden gegeven.

1.5.2 Huisvesting en voeding

De temperatuur in de proefdierruimte dient voor knaagdieren 22°C (£ 3°C) en voor konijnen 18°C (+ 3°C) te
zijn. Hoewel de relatieve vochtigheid minimaal 30% en bij voorkeur niet hoger dan 70% (behalve bij het
reinigen van de ruimte) dient te zijn, moet worden gestreefd naar 50-60%. Verlichting gebeurt met kunstlicht
met een ritme van 12 uur licht en 12 uur donker. Als voeding mag het gewone laboratoriumvoer worden
gebruikt met een onbeperkte hoeveelheid drinkwater.

De dekking gebeurt in daarvoor geschikte kooien. Dieren die gedekt zijn worden bij voorkeur apart gehuisvest,
maar ook groepjes met kleine aantallen dieren zijn aanvaardbaar.
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1.5.3 Voorbereiding van de dieren

Er worden gerzonde dieren gebruikt die gedurende ten minste 5 dagen aan de omstandigheden in het
laboratorium hebben kunnen wennen en waarop geen eerdere proeven zijn uitgevoerd. De kenmerken van de
proefdieren qua soort, stam, herkomst, geslacht, gewicht en/ot leeftijd worden vastgelegd. De dieren van alle
testgroepen dienen zo veel mogelijk hetzelfde gewicht en dezelfde leeftijd te hebben. Op elk dosisniveau worden
jonge volwassen vrouwtjes gebruikt die nog geen jongen hebben gehad. De vrouwtjes worden door mannetjes
van dezelfde soort en stam gedekt en dekking door mannetjes met dezelfde ouders wordt vermeden. Voor
knaagdieren is dag 0 van de dracht de dag waarop een vaginale prop enfof sperma wordt waargenomen. Voor
konijnen is dag O meestal de dag van de coitus of kunstmatige inseminatie als deze techniek wordt gebruikt. De
kooien worden zodanig geplaatst dat mogelijke effecten door de plaatsing van de kooi tot een minimum worden
beperkt. Elk dier krijgt een uniek identificatienummer. Vrouwtjes die gedekt zijn worden aselect ingedeeld in de
controle- en behandelingsgroepen en als de vrouwtjes in groepjes gedekt zijn, worden de dieren in elk groepje
gelijkelijk over de groepen verdeeld. Ook vrouwtjes die door hetzelfde mannetje bevrucht zijn, worden
gelijkelijk over de groepen verdeeld.

1.6 UITVOERING

1.6.1 Aantal en geslacht van de dieren

Elke test- en controlegroep bevat een zodanig aantal vrouwtjes dat er bij obductie ongeveer 20 vrouwtjesdieren
met implantatieplaatsen zijn. Groepen met minder dan 16 dieren met implantatieplaatsen zullen wellicht niet aan
de eisen voldoen. Sterfte bij moederdieren maakt het onderzoek niet noodzakelijkerwijs onbruikbaar, mits deze
niet hoger ligt dan ongeveer 10%.

1.6.2 Bereiding van de doses

Als een medium of een ander additief wordt gebruikt om de toediening te vergemakkelijken, moet op de
volgende kenmerken worden gelet: de effecten op de resorptie, de distributie, het metabolisme en de retentie of
uitscheiding van de teststof, de effecten op de chemische eigenschappen van de teststof die de toxische
kenmerken kunnen wijzigen en de effecten op het verbruik van voer of water of de voedingstoestand van de
dieren. Het medium mag geen toxische effecten op de ontwikkeling of de voortplanting hebben.



30.4.2004 Publicatieblad van de Europese Unie L 152/217

1.6.3 Dosering

Normaal gesproken wordt de teststof dagelijks toegediend vanaf de implantatie (b.v. dag 5 na de dekking) tot de
dag voor de geplande keizersnede. Als er voorbereidende onderzoeken beschikbaar zijn waaruit blijkt dat er
geen grote kans is op verlies vodr implantatie, kan de behandeling worden uitgebreid tot de volledige
drachtperiode vanaf de dekking tot één dag voor de dag waarop de dieren zullen worden gedood. Het is bekend
dat een onjuiste behandeling of stress tijdens de dracht tot prenataal verlies kan leiden. Om prenataal verlies door
niet aan de behandeling gerelateerde factoren te voorkomen worden onnodige manipulaties van drachtige dieren
en stress door externe factoren zoals geluiden vermeden.

Er worden ten minste drie dosisniveaus en een gelijktijdige controlegroep gebruikt. Gezonde dieren worden
aselect in de behandelde en controlegroepen ingedeeld. De dosisniveaus worden zodanig gekozen dat er sprake
is van geleidelijk oplopende toxische effecten. Tenzij dit vanwege de tysisch/chemische aard of biologische
kenmerken van de teststof onmogelijk is, wordt de hoogste dosis zodanig gekozen dat er enige
ontwikkelingstoxiciteit en/of toxiciteit bij het moederdier wordt veroorzaakt (klinische verschijnselen of een
afname van het lichaamsgewicht), maar geen sterfte of ernstig leed. Ten minste één lagere dosis moet minimale
waarneembare toxische effecten veroorzaken. De laagste dosis mag geen verschijnselen van
ontwikkelingstoxiciteit of toxiciteit bij het moederdier veroorzaken. Er wordt een dalende reeks dosisniveaus
gekozen teneinde een dosis-athankelijke respons en de dosis zonder waargenomen schadelijke effecten
(NOAEL) te bepalen. Intervallen van een factor twee of vier zijn vaak optimaal om de dalende dosisniveaus vast
te stellen en het is vaak beter een vierde testgroep toe te voegen dan zeer grote intervallen (b.v. meer dan een
factor tien) tussen de doseringen te gebruiken. Hoewel het de bedoeling is een NOAEL bij het moederdier vast
te stellen, kunnen ook onderzoeken waarbij een dergelijke dosis niet wordt bepaald aanvaardbaar zijn (1).

Bij de keuze van de dosisniveaus wordt rekening gehouden met eventueel bestaande gegevens over de toxiciteit
en aanvullende informatie over het metabolisme en de toxicokinetiek van de teststof of verwante materialen.
Deze informatie zal ook helpen aan te tonen dat het doseringsschema adequaat is.

Er wordt een gelijktijdige controlegroep gebruikt. Deze controlegroep krijgt een schijnbehandeling of; als bij de
toediening van de teststof een medium wordt gebruikt, een behandeling met medium. Aan alle groepen wordt
hetzeltde volume teststof of medium toegediend. De aanpak van de dieren in de controlegroep(en) is identiek
aan die van de dieren in de testgroepen. Aan de medium-controlegroepen wordt de hoogste gebruikte medium-
dosis toegediend (zoals in de laagste dosisgroep).

1.6.3 Limiettest

Als een test met één dosis van ten minste 1000 mg/kg lichaamsgewicht/dag bij orale toediening volgens de voor
dit onderzoek beschreven procedure geen waarneembare toxiciteit bij drachtige dieren of hun jongen
veroorzaakt en op grond van bestaande gegevens (b.v. over verwante verbindingen qua structuur en/of
metabolisme) geen effect te verwachten valt, zal een volledig onderzoek met drie dosisniveaus wellicht niet
nodig zijn. Het kan nodig zijn bij de limiettest op grond van de verwachte blootstelling van de mens een hogere
orale dosis te gebruiken. Voor andere toedieningsvormen, zoals inhalatie of toediening op de huid, zal het
maximaal haalbare blootstellingsniveau vaak worden bepaald en beperkt door de fysisch-chemische
eigenschappen van de teststot (bij toediening op de huid mag bijvoorbeeld geen ernstige lokale toxiciteit
optreden).

1.6.4 Toediening van de doses

De teststof of het medium wordt meestal oraal met een sonde toegediend. Als er een andere toedieningsweg
wordt gebruikt, moet worden uitgelegd en gemotiveerd waarom deze gekozen is en kunnen er aanpassingen
nodig zijn (2)(3)(4). De teststof wordt elke dag op ongeveer hetzelfde tijdstip toegediend.

De dosis voor een bepaald dier wordt normaal gesproken gebaseerd op de meest recente bepaling van het
lichaamsgewicht. Bij de aanpassing van de dosis gedurende het laatste derde deel van de dracht moet echter
zorgvuldigheid worden betracht. Voor de keuze van de dosis wordt gebruik gemaakt van bestaande gegevens
om overmatige toxiciteit bij het moederdier te voorkomen. Als echter bij de behandelde moederdieren
overmatige toxiciteit wordt geconstateerd, worden deze op humane wijze gedood. Als verschillende drachtige
dieren tekenen van overmatige toxiciteit vertonen, moet worden overwogen de test bij deze dosisgroep te
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beéindigen. Als de stof met een sonde wordt toegediend, wordt deze bij voorkeur met behulp van een
maagsonde of een geschikte catheter in één dosis aan de dieren gegeven. Het maximale volume dat in één keer
kan worden toegediend, is athankelijk van de grootte van het dier. Het volume mag niet groter zijn dan
1 ml/100 g lichaamsgewicht, behalve wanneer het om een waterige oplossing gaat; in dat geval mag 2 ml/100 g
lichaamsgewicht worden gebruikt. Wanneer maisolie als medium wordt gebruikt, mag het volume niet groter
zijn dan 0,4 ml/100 g lichaamsgewicht. Variaties in het toegediende volume worden tot een minimum beperkt
door de concentratie aan te passen, zodat er voor alle dosisniveaus een constant volume wordt toegediend.

1.6.5 Observatie van de moederdieren

Ten minste eens per dag wordt er een klinische observatie uitgevoerd en vastgelegd, bij voorkeur elke dag op
develfde tijd(en), waarbij rekening wordt gehouden met de periode na de toediening waarin de verwachte
effecten maximaal zijn. De toestand van de dieren wordt geregistreerd, met inbegrip van dieren die gestorven of
stervende zijn, relevante gedragsveranderingen en alle zichtbare tekenen van toxiciteit.

1.6.6 Lichaamsgewicht en voerconsumptie

De dieren worden op dag 0 van de dracht of uiterlijk op dag 3 van de dracht als door een externe fokker op een
bekend tijdstip gedekte dieren worden geleverd, op de dag waarop de eerste dosis wordt toegediend, ten minste
om de drie dagen gedurende de toedieningsperiode en op de dag waarop ze zullen worden gedood, gewogen.

De voerconsumptie wordt om de drie dagen geregistreerd en dit gebeurt op dezelfde dagen als waarop het
lichaamsgewicht wordt bepaald.

1.6.7 Obductie

De vrouwtjes worden één dag voor de verwachte worp gedood. Vrouwtjes die voér de dag waarop ze zullen
worden gedood tekenen van abortus of voortijdige worp vertonen, worden gedood en aan een grondig
macroscopisch onderzoek onderworpen.

Op het tijdstip waarop het moederdier wordt gedood of tijdens het onderzoek sterft, wordt het macroscopisch
onderzocht op structurele abnormaliteiten of pathologische veranderingen. Om beinvloeding tot een minimum te
beperken worden de beoordeling van het moederdier tijdens de keizersnede en de latere analyse van de foetussen
bij voorkeur uitgevoerd zonder de testgroep te kennen.

1.6.8 Onderzoek van de inhoud van de uterus

Onmiddellijk nadat het dier gedood is of 7o spoedig mogelijk na sterfte wordt de uterus verwijderd en wordt
nagegaan of de dieren drachtig zijn. Wanneer een dier niet drachtig lijkt, wordt de uterus nader onderzocht
(bijvoorbeeld door kleuring met ammoniumsulfide voor knaagdieren en Salewski-kleuring of een andere
geschikte methode voor konijnen) om dit te bevestigen (5).

De uterus van drachtige dieren wordt met de cervix gewogen. Bij drachtige dieren die tijdens het onderzoek
dood zijn aangetrotfen wordt het gewicht van de uterus niet bepaald.

Bij drachtige dieren wordt het aantal corpora lutea bepaald.

De inhoud van de uterus wordt onderzocht op het aantal dode embryo's of foetussen en levensvatbare foetussen.
Om het relatieve tijdstip te bepalen waarop de vrucht gestorven is, wordt de mate van resorptie beschreven (zie
punt 1.2).

1.6.9 Onderzoek van de foetussen
Van elke foetus worden het geslacht en het lichaamsgewicht bepaald.

Elke foetus wordt onderzocht op uitwendige afwijkingen (6).
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De foetussen worden onderzocht op afwijkingen in het skelet en de zachte weefsels (zoals variaties en
misvormingen of anomalieén) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22)
(23)(24). Indeling van afwijkingen in de foetus in categorieén verdient de voorkeur, maar is niet noodzakelijk.
Wanneer indeling wel plaatsvindt, worden de criteria voor elke categorie duidelijk vermeld. Er wordt met name
gelet op de voortplantingsorganen, die op tekenen van een afwijkende ontwikkeling worden onderzocht.

Bij knaagdieren wordt ongeveer de helft van elk nest behandeld en onderzocht met het oog op skeletatwijkingen.
De andere helft wordt behandeld en onderzocht met het oog op afwijkingen in zachte weefsels, waarbij erkende
ot geschikte methoden voor serie-sneden of zorgvuldige macroscopische ontleedtechnieken worden gebruikt.

Bij niet-knaagdieren zoals konijnen worden alle foetussen onderzocht op afwijkingen van zowel de zachte
weetsels als het skelet. De lichamen van deze foetussen worden met behulp van zorgvuldige ontleedtechnieken
beoordeeld op afwijkingen van de zachte weefsels, waarbij ook procedures kunnen worden gebruikt om de
interne hartstructuur nader te beoordelen (25). Van de helft van de op deze wijze onderzochte foetussen wordt
het hoofd verwijderd en behandeld met het oog op de beoordeling van de zachte weefsels (zoals de ogen, de
hersenen, de neusgangen en de tong) met gangbare methoden voor serie-sneden (26) of een even gevoelige
methode. De lichamen van deze foetussen en de overige intacte foetussen worden met behulp van dezelfde
methoden als voor knaagdieren zijn beschreven, behandeld en onderzocht met het oog op skeletafwijkingen.
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2 GEGEVENS

2.1 BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

De gegevens worden voor de moederdieren en hun jongen individueel gerapporteerd met een overzicht in
tabelvorm, waarbij voor elke testgroep worden vermeld: het aantal dieren aan het begin van de test, het aantal
dieren dat tijdens de test dood is aangetroffen of met het oog op een humane behandeling is gedood, het tijdstip
van sterfte of humane doding, het aantal drachtige vrouwtjes, het aantal dieren met toxiciteitsverschijnselen, een
beschrijving van de waargenomen toxiciteitsverschijnselen met vermelding van de aanvang, de duur en de ernst
van de toxische effecten, de aard van de waarnemingen bij de embryo's/foetussen en alle relevante gegevens
over de nesten.

De getalsmatige resultaten worden met een geschikte statistische methode geévalueerd, waarbij het nest als de
eenheid voor gegevensanalyse wordt gebruikt. Er wordt een algemeen aanvaarde statistische methode gebruikt;
de statistische methoden worden bij de opzet van het onderzoek gekozen en gemotiveerd. Ook de gegevens over
de dieren die niet overleven tot het tijdstip waarop ze zouden worden gedood, worden gerapporteerd. Deze
gegevens kunnen in de groepsgemiddelden worden opgenomen als dit relevant is. De relevantie van de over
deze dieren verkregen gegevens, en derhalve de opname in of uitsluiting van groepsgemiddelden, moet van
geval tot geval worden beoordeeld en gemotiveerd.

2.2 EVALUATIE VAN DE RESULTATEN

De resultaten van het onderzoek naar de prenatale ontwikkelingstoxiciteit worden aan de hand van de
waargenomen effecten beoordeeld. In deze evaluatie wordt de volgende informatie opgenomen:

— de testresultaten bij de moederdieren en de embryo's/foetussen, met inbegrip van een evaluatie van het
verband of het ontbreken daarvan tussen de blootstelling van de dieren aan de teststof en het optreden en de
ernst van alle bevindingen;

— de criteria die zijn gehanteerd voor de indeling van externe afwijkingen en afwijkingen in de zachte weefsels
en het skelet bij foetussen in categorieé€n, als deze indeling heeft plaatsgevonden;

— eventueel controlegegevens uit het verleden om de interpretatie van de resultaten van het onderzoek te
bevorderen;

— de getallen die bij de berekening van alle percentages of indices zijn gebruikt;

— een adequate statistische analyse van de resultaten van het onderzoek, indien van toepassing, waarbij
voldoende informatie over de analysemethode wordt vermeld, zodat een onafthankelijke evaluator/statisticus
de analyse kan beoordelen en reconstrueren.

Wanneer bij een onderzoek wordt aangetoond dat er geen sprake is van toxische effecten, moet nader onderzoek
worden overwogen om de resorptie en de biologische beschikbaarheid van de teststof vast te stellen.

23 INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

Een onderzoek naar de prenatale ontwikkelingstoxiciteit levert informatie op over de effecten van herhaalde
blootstelling aan een stot tijdens de dracht op de moederdieren en de ontwikkeling van hun jongen in de uterus.
De resultaten van het onderzoek moeten in samenhang met de resultaten van het onderzoek naar subchronische
en reproductietoxiciteit alsmede toxicokinetisch en ander onderzoek worden geinterpreteerd. Aangezien de
nadruk ligt op zowel de algemene toxiciteit voor de moederdieren als de ontwikkelingstoxiciteit, zal met de
resultaten van het onderzoek tot op zekere hoogte onderscheid kunnen worden gemaakt tussen effecten op de
ontwikkeling zonder algemene toxiciteit en effecten die zich alleen voordoen bij niveaus die ook voor het
moederdier toxisch zijn (27).
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3 RAPPORTAGE
TESTVERSLAG
In het testverslag wordt de volgende specifieke informatie opgenomen:

Teststof:

— de fysische aard en indien relevant de fysisch-chemische eigenschappen;
— de identiteit met vermelding van het CAS-nummer indien dit bekend/toegekend is;
— de zuiverheid.

Medium (indien van toepassing):
— motivering voor de keuze van het medium, indien geen water wordt gebruikt.
Proefdieren:

— gebruikte soort en stam;

— aantal en leeftijd van de dieren;

— herkomst, huisvesting, voeding enz.;

— het gewicht van elk dier aan het begin van de test.

Testomstandigheden:

— beweegredenen voor de keuze van de dosisniveaus;

— gedetailleerde gegevens over de formulering van de teststof c.q. de samenstelling van het voer, de
concentratie en de stabiliteit en homogeniteit van het preparaat;

— gedetailleerde gegevens over de toediening van de teststof;

— omrekening van de concentratie van de teststof in het voer/drinkwater (in ppm) naar de feitelijke dosis (in
mg/kg lichaamsgewicht/dag), indien van toepassing;

— de leefomstandigheden;

— gedetailleerde gegevens over de kwaliteit van het voer en het water.
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Resultaten:

Gegevens over de toxische reacties bij de moederdieren per dosis, waaronder in elk geval maar niet uitsluitend:

— het aantal dieren aan het begin van de test, het aantal dieren dat aan het eind nog in leven is, het aantal
drachtige dieren en het aantal dieren waarbij abortus of een voortijdige worp optreedt;

— de sterfdag van dieren die aan het eind van de test niet meer in leven zijn;

— de gegevens van dieren die niet meer in leven zijn op het tijdstip waarop ze zouden worden gedood, worden
wel gerapporteerd maar niet in de statistische vergelijking tussen de groepen opgenomen;

— de dag waarop elk afwijkend klinisch verschijnsel wordt waargenomen en het verdere verloop daarvan;

— het lichaamsgewicht, de veranderingen in het lichaamsgewicht en het gewicht van de drachtige uterus,
waarbij facultatief de veranderingen in het lichaamsgewicht voor het gewicht van de drachtige uterus kunnen
worden gecorrigeerd;

— de voerconsumptie en, indien dit gemeten is, het watergebruik;

— de obductiebevindingen, met inbegrip van het gewicht van de uterus;

— de NOAEL-waarden voor de effecten op de moederdieren en op de ontwikkeling dienen te worden
gerapporteerd.

Eindpunten voor ontwikkelingstoxiciteit per dosis voor nesten met implantaties, met inbegrip van:

— het aantal corpora lutea;
— het aantal implantaties en het aantal en percentage levende en dode foetussen en resorpties;
— het aantal en percentage verloren vruchten védér en na implantatie.

Eindpunten voor ontwikkelingstoxiciteit per dosis voor nesten met levende foetussen, met inbegrip van:

— het aantal en percentage levende jongen;

— de verhouding mannetjes/vrouwtjes;

— het lichaamsgewicht van de foetussen, bij voorkeur per geslacht en voor mannetjes en vrouwtjes samen;

— externe misvormingen, misvormingen in de zachte weefsels en het skelet en andere relevante afwijkingen;

— de criteria voor indeling in categorieén, indien van toepassing;

— het totale aantal en het percentage foetussen en nesten met externe atwijkingen en afwijkingen in de zachte
weefsels en het skelet, alsmede de aard en de frequentie van de verschillende anomalieén en andere relevante
afwijkingen.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies.
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BIJLAGE 2G
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B.35. REPRODUCTIETOXICITEITSONDERZOEK OVER TWEE GENERATIES

1 METHODE

Deze methode is overgenomen van TG 416 (2001) van de OESO.

1.1 INLEIDING

Deze testmethode voor de reproductietoxiciteit over twee generaties is bedoeld om algemene informatie te
verschaffen over de effecten van een teststof op de toestand en het functioneren van het mannelijke en vrouwelijke
reproductiesysteem, met inbegrip van de functie van de geslachtsorganen, de oestrus-cyclus, het paargedrag, de
bevruchting, de zwangerschap, de geboorte, de lactatie en het spenen, en de groei en ontwikkeling van de
nakomelingen. De studie kan ook informatie verschaffen over de effecten van de teststof op de neonatale morbiditeit
en mortaliteit en voorlopige gegevens over de prenatale en postnatale ontwikkelingstoxiciteit en kan als leidraad voor
verdere tests fungeren. Deze testmethode is niet alleen bedoeld om de groei en ontwikkeling van de Fl-generatie te
bestuderen, maar ook om de toestand en het functioneren van het mannelijke en vrouwelijke reproductiesysteem
daarvan en de groei en ontwikkeling van de F2-generatie te beoordelen. Om meer informatie te verkrijgen over de
ontwikkelingstoxiciteit en functionele gebreken kunnen aanvullende tests in dit protocol worden opgenomen, waarbij
eventueel de methoden voor ontwikkelingstoxiciteit enfof ontwikkelingsneurotoxiciteit kunnen worden
geraadpleegd, of kunnen deze eindpunten bij aparte onderzoeken met de daartoe geschikte testmethoden worden
bestudeerd.

1.2 PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De teststof wordt in geleidelijk oplopende doseringen aan verschillende groepen mannetjes en vrouwtjes toegediend.
De mannetjes van de P-generatie krijgen de teststof gedurende de groei en ten minste één volledige spermatogenese-
cyclus toegediend (ongeveer 56 dagen bij de muis en 70 dagen bij de rat) om eventuele schadelijke etffecten op de
spermatogenese aan het licht te brengen. De effecten op het sperma worden aan de hand van een aantal sperma-
parameters (zoals de morfologie en beweeglijkheid van het sperma) en door weefselpreparatie en gedetailleerde
histopathologie bepaald. Als er gegevens over de spermatogenese beschikbaar zijn uit een eerder uitgevoerd
onderzoek met herhaalde toediening dat lang genoeg geduurd heeft, b.v. een onderzoek van 90 dagen, behoeven de
mannetjes van de P-generatie niet in de evaluatie te worden opgenomen. Wel wordt echter aanbevolen monsters of
opgenomen digitale beelden van sperma van de P-generatie te bewaren om een latere evaluatie mogelijk te maken.
De vrouwtjes van de P-generatie krijgen de teststof gedurende de groei en enkele volledige oestrus-cycli toegediend
om eventuele schadelijke effecten van de teststof op de normale oestrus-cyclus te detecteren. De teststof wordt
gedurende de dekperiode, gedurende de daaruit voortvloeiende dracht en tot en met het spenen van hun F1-jongen
aan de ouderdieren (P-generatie) toegediend. Bij het spenen van de Fl-generatie wordt de toediening van de stof
voortgezet bij de Fl-jongen, en wel gedurende hun groei tot volwassenheid, de dekking en de productie van een F2-
generatie tot de F2-generatie wordt gespeend.

Alle dieren worden klinisch geobserveerd en pathologisch onderzocht op toxiciteitsverschijnselen, waarbij vooral
wordt gelet op effecten op de toestand en het functioneren van het mannelijke en vrouwelijke reproductiesysteem en
de groei en ontwikkeling van de jongen.
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1.3 BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

1.3.1 Keuze van de diersoort

Voor de test worden bij voorkeur ratten gebruikt. Als er een andere soort wordt gebruikt, moet hiervoor een
motivering worden gegeven en zullen er de nodige wijzigingen moeten worden aangebracht. Stammen met een lage
vruchtbaarheid of waarvan bekend is dat er vaak ontwikkelingsstoornissen optreden, mogen niet worden gebruikt.
Aan het begin van het onderzoek moeten de gewichtsverschillen tussen de dieren minimaal zijn en niet groter dan
20% van het gemiddelde gewicht van elke sekse.

1.3.2 Huisvesting en voeding

De temperatuur in de proefdierruimte dient 22°C (£ 3°C) te zijn. Hoewel de relatieve vochtigheid minimaal 30% en
bij voorkeur niet hoger dan 70% (behalve bij het reinigen van de ruimte) dient te zijn, moet worden gestreefd naar
50-60%. De verlichting dient met kunstlicht te gebeuren met een ritme van 12 uur licht en 12 uur donker. Als
voeding mag het gewone laboratoriumvoer worden gebruikt met een onbeperkte hoeveelheid drinkwater. De keuze
van het voer kan worden beinvloed door de noodzaak om voor een afdoende vermenging van de teststof te zorgen
wanneer die langs deze weg wordt toegediend.

De dieren kunnen elk apart of in kleine groepjes met hetzelfde geslacht worden ondergebracht. De dekking gebeurt
in daarvoor geschikte kooien. Wanneer de dekking blijkt te hebben plaatsgevonden, worden de vrouwtjes apart gezet
in werp- of drachthokken. Dieren die gedekt zijn kunnen ook in groepjes worden gehuisvest en één of twee dagen
voor het werpen apart worden gezet. Dieren die gedekt zijn krijgen geschikt en gespecificeerd nestmateriaal wanneer
/€ gaan werpen.

1.3.3 Voorbereiding van de dieren

Er worden gezonde jonge dieren gebruikt die gedurende ten minste 5 dagen aan de omstandigheden in het
laboratorium hebben kunnen wennen en waarop geen eerdere proeven zijn uitgevoerd. De kenmerken van de
proefdieren qua soort, stam, herkomst, geslacht, gewicht en/of leeftijJd worden vastgelegd. Alle broer/zus-
verhoudingen tussen de dieren moeten bekend zijn, zodat dekking van zus door broer wordt vermeden. De dieren
worden aselect ingedeeld in controlegroepen en behandelde groepen (waarbij geleding aan de hand van het
lichaamsgewicht wordt aanbevolen). De kooien worden zodanig geplaatst dat mogelijke effecten door de plaatsing
van de kooi tot een minimum worden beperkt. Elk dier krijgt een uniek identificatienummer. Bij de P-generatie
gebeurt dit voordat de toediening begint. Bij de Fl-generatie gebeurt dit bij het spenen voor de dieren die voor
dekking worden geselecteerd. Voor alle geselecteerde Fl1-dieren wordt bijgehouden uit welk nest ze atkomstig zijn.
Daarnaast wordt aanbevolen de jongen zo spoedig mogelijk na de geboorte een eigen identificatie te geven, wanneer
wordt overwogen de jongen apart te wegen of functieproeven uit te voeren.

Wanneer met de toediening aan de ouderdieren (P-generatie) wordt gestart, dienen deze ongeveer 5-9 weken oud te
zijn. De dieren van alle testgroepen dienen zo veel mogelijk hetzelfde gewicht en dezelfde leeftijd te hebben.
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1.4 UITVOERING

1.4.1 Aantal en geslacht van de dieren

Elke test- en controlegroep dient een zodanig aantal dieren te bevatten dat er bij voorkeur ten minste 20 drachtige
vrouwtjes op of vlak voor de werpdatum zijn. Bij stoffen die ongewenste aan de behandeling gerelateerde effecten
veroorzaken (b.v. steriliteit of te grote toxiciteit bij hoge doses), is dit soms onmogelijk. Het is de bedoeling dat er
genoeg drachtige vrouwtjes zijn om een zinnige beoordeling mogelijk te maken van het vermogen van de stot om
invloed te hebben op de vruchtbaarheid, de dracht en het gedrag van de moeder, het zogen, de groei en ontwikkeling
van de Fl-generatie vanaf de bevruchting tot aan de geslachtsrijpheid en de ontwikkeling van hun jongen (de F2-
generatie) tot ze gespeend worden. Als het gewenste aantal drachtige dieren (d.w.z. 20) niet kan worden gehaald,
betekent dit niet automatisch dat het onderzoek onbruikbaar is; dit moet van geval tot geval worden beoordeeld.

1.4.2 Bereiding van de doses

De teststot wordt bij voorkeur oraal (in het voer, in het drinkwater of met een sonde) toegediend, tenzij een andere
toedieningsweg (b.v. dermaal of door inhalatie) geschikter wordt geacht.

Waar nodig wordt de teststof in een geschikt medium opgelost of gesuspendeerd. Aanbevolen wordt eerst te bezien
of het mogelijk is een waterige oplossing/suspensie te gebruiken, als dit niet kan een oplossing/emulsie in olie (b.v.
maisolie) te overwegen en daarna eventueel een ander medium. Wanneer een ander medium dan water wordt
gebruikt, moeten de toxische kenmerken daarvan bekend zijn. De stabiliteit van de teststof in het medium moet
worden bepaald.

1.4.3 Dosering

Er worden ten minste drie dosisniveaus en een gelijktijdige controlegroep gebruikt. Tenzij dit vanwege de
fysisch/chemische aard of biologische kenmerken van de teststof onmogelijk is, moet de hoogste dosis zodanig
worden gekozen dat er enige toxiciteit wordt veroorzaakt, maar geen sterfte of ernstig leed. Bij onverwachte sterfte
zijn onderzoeken met een sterfte van minder dan ongeveer 10% bij de ouderdieren (de P-generatie) normaal
gesproken nog aanvaardbaar. Er wordt een dalende reeks dosisniveaus gekozen teneinde een dosis-afhankelijk effect
en de dosis zonder waargenomen schadelijke effecten (NOAEL) te bepalen. Intervallen van een factor twee of vier
zijn vaak optimaal om de dalende dosisniveaus vast te stellen en het is vaak beter een vierde testgroep toe te voegen
dan zeer grote intervallen (b.v. meer dan een factor tien) tussen de doseringen te gebruiken. Bij toediening in het
voer mag het dosis-interval niet meer dan een factor drie zijn. Bij de keuze van de dosisniveaus wordt rekening
gehouden met bekende toxiciteitsgegevens, met name resultaten van onderzoek met herhaalde toediening. Ook met
beschikbare gegevens over het metabolisme en de kinetiek van de teststof of verwante verbindingen dient rekening te
worden gehouden. Bovendien zal met deze informatie ook makkelijker kunnen worden aangetoond dat het
doseringsschema adequaat is.

De controlegroep wordt niet of, als bij de toediening van de teststof een medium wordt gebruikt, met medium
behandeld. Afgezien van de toediening van de teststof is de behandeling van de dieren in de controlegroep identiek
aan die van de dieren in de testgroepen. Als er een medium wordt gebruikt, wordt aan de controlegroep de hoogste
gebruikte medium-dosis toegediend. Als een teststof in het voer wordt toegediend en leidt tot een lagere voeropname
of voerbenutting, kan het gebruik van een paarsgewijs gevoerde controlegroep nodig worden geacht. In plaats van
een gelijktijdige paarsgewijs gevoerde controlegroep kunnen ook gegevens worden gebruikt uit gecontroleerd
onderzoek dat is opgezet om de etfecten van een lagere voerconsumptie op reproductie-parameters te bepalen.
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Er moet aandacht worden geschonken aan de volgende kenmerken van het medium en andere additieven: effecten
op de resorptie, de distributie, het metabolisme of de retentie van de teststof, effecten op de chemische
eigenschappen van de teststof die de toxische kenmerken daarvan kunnen wijzigen en effecten op het voer- of
watergebruik of de voedingstoestand van de dieren.

144 Limiettest

Als een onderzoek met orale toediening van één dosis van ten minste 1000 mg/kg lichaamsgewicht/dag of, bij
toediening in het voer of het drinkwater, een equivalent percentage in het voer of drinkwater volgens de voor dit
onderzoek beschreven procedure geen waarneembare toxiciteit bij de ouderdieren of hun jongen veroorzaakt en op
grond van gegevens over verwante verbindingen qua structuur en/of metabolisme geen toxiciteit te verwachten valt,
zal een volledig onderzoek met verschillende dosisniveaus wellicht niet nodig zijn. De limiettest is bruikbaar,
behalve wanneer vanwege de verwachte blootstelling van de mens een hogere orale dosis nodig wordt geacht. Voor
andere toedieningsvormen, zoals inhalatie of toediening op de huid, zal het maximaal haalbare blootstellingsniveau
vaak worden bepaald en beperkt door de fysisch-chemische eigenschappen van de teststof zoals de oplosbaarheid.

1.4.5 Toediening van de doses

De teststot wordt 7 dagen per week aan de dieren toegediend. Bij voorkeur wordt voor de orale toedieningsweg (in
het voer, in het drinkwater of met een sonde) gekozen. Als er een andere toedieningsweg wordt gebruikt, moet er
een motivering worden gegeven en kunnen er aanpassingen nodig zijn. De stof wordt aan alle dieren gedurende de
vereiste proefperiode met dezelfde methode toegediend. Als de stof met een sonde wordt toegediend, moet dit met
een maagsonde gebeuren. Het volume vloeistof dat in één keer wordt toegediend, mag niet groter zijn dan
1 ml/100 g lichaamsgewicht (voor maisolie is het maximum 0,4 ml/100 g lichaamsgewicht), behalve wanneer het om
een waterige oplossing gaat; in dat geval mag 2 ml/100 g lichaamsgewicht worden gebruikt. Behalve wanneer het
om irriterende of bijtende stotfen gaat, waarbij meestal bij hogere concentraties heviger effecten optreden, worden
variaties in het toegediende volume tot een minimum beperkt door de concentratie aan te passen, zodat er voor alle
dosisniveaus een constant volume wordt toegediend. Bij sondetoediening krijgen de jongen de teststof meestal alleen
indirect via de melk, totdat ze worden gespeend en directe toediening begint. Bij toediening in het voer of het
drinkwater krijgen de jongen de teststof ook direct binnen wanneer ze in de laatste week van de lactatieperiode zelf
beginnen te eten.

Wanneer stoffen via het voer of het drinkwater worden toegediend, is het belangrijk ervoor te zorgen dat de
hoeveelheid teststof de normale voedings- of waterbalans niet stoort. Wanneer de teststof in het voer wordt
toegediend, kan een constante voerconcentratie (in ppm) of een constante dosis in verhouding tot het
lichaamsgewicht van het dier worden gebruikt. De gekozen methode dient te worden vermeld. Wanneer de stof met
een sonde wordt toegediend, gebeurt dit elke dag op ongeveer hetzelfde tijdstip en wordt de dosis ten minste een
keer per week aangepast om een constante dosis in verhouding tot het lichaamsgewicht te houden. Wanneer de met
een sonde toegediende dosis op basis van het gewicht wordt aangepast, moet rekening worden gehouden met
informatie over de placenta-verdeling.
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1.4.6 Testschema's

De dagelijkse toediening aan de ouderdieren (de mannetjes en vrouwtjes van de P-generatie) begint wanneer ze 5 tot
9 weken oud zijn. De dagelijkse toediening aan de mannetjes en vrouwtjes van de F1-generatie begint wanneer ze
worden gespeend; er moet aan worden gedacht dat de directe blootstelling van de Fl-jongen bij toediening van de
teststot via het voer of het drinkwater al tijdens de lactatieperiode kan beginnen. Voor beide geslachten (P en F1)
vindt de toediening ten minste 10 weken voor de dekperiode plaats. Voor beide geslachten wordt de toediening
gedurende de dekperiode van twee weken voortgezet. De mannetjes worden op humane wijze gedood en onderzocht
wanneer ze niet meer nodig zijn voor de bepaling van de effecten op de reproductie. Bij de moederdieren (P-
generatie) wordt de toediening gedurende de dracht en tot het spenen van de Fl-jongen voortgezet. Op basis van de
beschikbare informatie over de teststof, bijvoorbeeld over de toxiciteit, de metabolisme-inductie of de
bioaccumulatie, moet worden overwogen of er wijzigingen in het toedieningsschema nodig zijn. De dosis voor een
bepaald dier wordt normaal gesproken gebaseerd op de meest recente bepaling van het lichaamsgewicht. Bij de
aanpassing van de dosis gedurende het laatste derde deel van de dracht moet echter zorgvuldigheid worden betracht.

De mannetjes en vrouwtjes van de P- en de Fl-generatie worden behandeld tot ze worden gedood. Alle volwassen
mannetjes en vrouwtjes van de P- en de Fl-generatie worden op humane wijze gedood wanneer ze niet meer nodig
zijn voor de bepaling van de effecten op de reproductie. De F1-jongen die niet voor dekking worden geselecteerd en
alle F2-jongen worden na het spenen op humane wijze gedood.

1.4.7 De dekprocedure
1.4.7.1  Dekking bij de ouderdieren (P-generatie)

Voor elke dekking wordt één vrouwtje bij één mannetje van dezelfde dosisgroep gezet (1:1-dekking) totdat ze
copuleren of er twee weken zijn verstreken. Elke dag worden de vrouwtjes onderzocht op de aanwezigheid van
sperma of een vaginale prop. Als dag 0 van de dracht geldt de dag waarop een vaginale prop of sperma wordt
gevonden. Wanneer de dekking geen succes heeft, kan worden overwogen de vrouwtjes opnieuw te laten dekken
door mannetjes van dezelfde groep waarvan de vruchtbaarheid is aangetoond. In de gegevens wordt duidelijk
vermeld welke dieren gepaard hebben. Dekking door een mannetje met dezelfde ouders wordt vermeden.

1.47.2  Dekking bij de F1-generatie

Voor de dekking van de Fl-jongen worden uit elk nest bij het spenen ten minste één mannetje en één vrouwtje
gekozen om te paren met andere jongen van hetzelfde dosisniveau maar een ander nest, hetgeen de F2-generatie
oplevert. Wanneer er tussen de jongen uit één nest geen significante verschillen in lichaamsgewicht of uiterlijk
worden waargenomen, worden de jongen aselect gekozen. Wanneer deze verschillen wel worden waargenomen,
worden de beste vertegenwoordigers van elk nest gekozen. In de praktijk gebeurt dit het gemakkelijkst op basis van
het lichaamsgewicht, maar het kan beter zijn om het op basis van het uiterlijk te doen. De dekking bij de FI1-
generatie gebeurt niet voordat ze volledig tot geslachtsrijpheid zijn gekomen.

Paren zonder jongen worden beoordeeld om te bepalen wat de oorzaak van de onvruchtbaarheid lijkt te zijn. Daartoe
kan de gelegenheid worden gegeven voor paringen met andere mannetjes of vrouwtjes waarvan de vruchtbaarheid is
aangetoond, kunnen de voortplantingsorganen microscopisch worden onderzocht en kan de oestrus-cyclus of de
spermatogenese nader worden onderzocht.
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1.4.7.3  Tweede dekking

In bepaalde gevallen, bijvoorbeeld bij aan de behandeling gerelateerde veranderingen in de nestgrootte of bij de
waarneming van een twijfelachtig effect bij de eerste dekking, wordt aanbevolen de volwassen P- en Fl-dieren
opnieuw te laten paren om een tweede nest te krijgen. Daarbij wordt aanbevolen vrouwtjes of mannetjes die geen
nest hebben gekregen te laten paren met dieren van het andere geslacht waarvan de vruchtbaarheid is aangetoond.
Als in een van beide generaties een tweede nest nodig wordt geacht, laat men de dieren ongeveer een week na het
spenen van het laatste nest opnieuw paren.

1.4.7.4  Nestgrootte

De dieren krijgen de gelegenheid hun jongen normaal te werpen en groot te brengen tot ze worden gespeend.
Standaardisatie van de nestgrootte is facultatief. Wanneer standaardisatie gebeurt, moet de gebruikte methode
gedetailleerd worden beschreven.

1.5 WAARNEMINGEN

1.5.1 Klinische observaties

Elke dag wordt een algemene klinische observatie uitgevoerd en bij sondetoediening wordt voor het tijdstip rekening
gehouden met de periode na de toediening waarin maximale effecten worden verwacht. Gedragsveranderingen,
tekenen dat het werpen moeilijk verloopt of langer duurt en alle toxiciteitsverschijnselen worden geregistreerd. Ten
minste één maal per week wordt daarnaast een gedetailleerder onderzoek van elk dier uitgevoerd; dit kan
gemakkelijk gebeuren wanneer het dier wordt gewogen. Twee maal per dag en in het weekend eventueel één maal
per dag wordt bij alle dieren naar ziekte of sterfte gekeken.

1.5.2 Lichaamsgewicht en voer/waterconsumptie van de ouderdieren

De ouderdieren (P- en Fl-generatie) worden op de eerste dag van toediening en vervolgens ten minste één maal per
week gewogen. De moederdieren (P- en Fl-generatie) worden ten minste op de dagen 0, 7, 14 en 20 of 21 van de
dracht gewogen en tijdens de lactatieperiode op de dagen waarop de nesten worden gewogen en op de dag waarop
de dieren worden gedood. Deze observaties worden voor elk volwassen dier apart gerapporteerd. In de periode voor
de dekking en tijdens de dracht wordt de voerconsumptie ten minste wekelijks gemeten. Het watergebruik wordt ten
minste wekelijks gemeten als de teststot in het water wordt toegediend.

1.5.3 De oestrus-cyclus

Bij de vrouwtjes van de P- en de F1-generatie worden de lengte en de normaliteit van de oestrus-cyclus geévalueerd
door vaginale uitstrijkjes v6dr de dekking en facultatief tijdens de dekking totdat kan worden aangetoond dat de
dekking heeft plaatsgevonden. Bij het verwijderen van cellen van de vagina/cervix moet ervoor worden gezorgd dat
verstoring van de mucosa en daardoor schijnzwangerschap worden voorkomen (1).
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1.5.4 Sperma-parameters

Van alle mannetjes van de P- en de Fl-generatie wordt, wanneer ze worden gedood, het gewicht van de testis en de
epididymis geregistreerd en wordt één exemplaar van elk orgaan bewaard voor histopathologisch onderzoek (zie de
punten 1.5.7. en 1.5.8.1). Van een subgroep van ten minste tien mannetjes van elke groep P- en Fl-mannetjes
worden de andere testis en epididymis gebruikt voor de telling van respectievelijk de homogenisatie-resistente
spermatiden en de spermareserve in de staart van de epididymis. Bij deze zelfde subgroep wordt sperma uit de staart
van de epididymis of het vas deferens verzameld om de beweeglijkheid en de morfologie van het sperma te
beoordelen. Als er aan de behandeling gerelateerde effecten worden waargenomen of uit andere onderzoeken is
gebleken dat effecten op de spermatogenese mogelijk zijn, wordt de beoordeling van het sperma bij alle mannetjes
van elke dosisgroep uitgevoerd; in andere gevallen kan de telling worden beperkt tot de P- en F1-mannetjes uit de
controlegroep en de groep met de hoogste dosis.

Het totale aantal homogenisatie-resistente spermatiden uit de testis en het sperma in de staart van de epididymis
worden geteld (2)(3). De spermareserve in de staart kan worden afgeleid uit de concentratie en het volume van het
sperma in de suspensie die voor de kwalitatieve beoordeling wordt gebruikt en het aantal spermatozoén dat later
door het resterende staartweefsel fijn te malen en/of te homogeniseren wordt gevonden. De telling gebeurt direct na
het doden van de dieren bij de gekozen subgroep van de mannetjes van alle dosisgroepen, tenzij er video- of digitale
beelden worden gemaakt of tenzij de exemplaren worden ingevroren en later worden geanalyseerd. In deze gevallen
kunnen de controlegroep en de groep met de hoogste dosis als eerste worden geanalyseerd. Als er geen aan de
behandeling gerelateerde effecten (b.v. effecten op het aantal spermatozoén, op de beweeglijkheid of op de
morfologie) worden waargenomen, behoeven de andere dosisgroepen niet te worden geanalyseerd. Wanneer bij de
groep met de hoogste dosis wel aan de behandeling gerelateerde effecten worden waargenomen, moeten de groepen
met een lagere dosis ook worden beoordeeld.

De beweeglijkheid van sperma uit de epididymis (of het ductus deferens) wordt onmiddellijk na het doden
beoordeeld of op video opgenomen. Het sperma wordt verwijderd, waarbij de beschadiging tot het minimum wordt
beperkt, en met aanvaardbare methoden verdund voor de beweeglijkheidsanalyse (4). Het percentage spermatozoén
in oplopende beweeglijkheidscategorieén wordt subjectiet of objectief bepaald. Wanneer computer-gesteunde
bewegingsanalyse wordt gebruikt (5)(6)(7)(8)(9)(10), worden de oplopende beweeglijkheidscategorieén bepaald
door drempelwaarden voor de gemiddelde snelheid en rechtheid van het pad of een lineaire index die door de
gebruiker worden bepaald. Als bij obductie de monsters op video worden opgenomen (11) of de beelden op een
andere wijze worden vastgelegd, kan later een analyse van alleen de P- en Fl-mannetjes van de controlegroep en de
groep met de hoogste dosis worden uitgevoerd, tenzij er aan de behandeling gerelateerde effecten worden
waargenomen; in dat geval moeten de groepen met een lagere dosis ook worden beoordeeld. Wanneer er geen
video- of digitale beelden worden opgenomen, worden alle monsters in alle behandelingsgroepen bij de obductie
geanalyseerd.

Er wordt een morfologische evaluatie van een spermamonster uit de epididymis (of het vas deferens) uitgevoerd. De
spermatozoén (ten minste 200 per monster) worden als gefixeerde natte preparaten onderzocht (12) en als normaal
of abnormaal ingedeeld. Morfologische abnormaliteiten van sperma zijn bijvoorbeeld versmelting, geisoleerde
koppen of misvormde koppen en/of staarten. De evaluatie wordt bij de geselecteerde subgroep mannetjes van alle
dosisgroepen direct na het doden van de dieren of, wanneer er video- of digitale beelden worden opgenomen, op een
later tijdstip uitgevoerd. Ook uitstrijkjes kunnen, wanneer ze gefixeerd zijn, later worden afgelezen. In deze gevallen
kunnen de controlegroep en de groep met de hoogste dosis als eerste worden geanalyseerd. Als er geen aan de
behandeling gerelateerde effecten (b.v. effecten op de morfologie van het sperma ) worden waargenomen, behoeven
de andere dosisgroepen niet te worden geanalyseerd. Wanneer bij de groep met de hoogste dosis wel aan de
behandeling gerelateerde effecten worden waargenomen, moeten de groepen met een lagere dosis ook worden
beoordeeld.

Als een van de bovengenoemde parameters voor de sperma-evaluatie al eerder als onderdeel van een onderzoek naar
systemische toxiciteit van ten minste 90 dagen is onderzocht, behoeft deze bij het onderzoek over twee generaties
niet noodzakelijkerwijs opnieuw te worden onderzocht. Wel wordt echter aanbevolen monsters of digitale beelden
van het sperma van de P-generatie te bewaren om eventueel een latere evaluatie mogelijk te maken.
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1.5.5 Jongen

Elk nest wordt zo spoedig mogelijk na het werpen (lactatiedag ) onderzocht om het aantal en het geslacht van de
jongen, de doodgeboren jongen en de levend geboren jongen en de aanwerigheid van macroscopische afwijkingen
vast te stellen. Jongen die op dag 0 dood worden aangetrotfen worden, als ze niet verweekt zijn, bij voorkeur
onderzocht op mogelijke gebreken en de doodsoorzaak en geconserveerd. Levende jongen worden bij de geboorte
(lactatiedag ) of op dag 1 en vervolgens periodiek op weegdagen, zoals bijvoorbeeld de dagen 4,7, 14 en 21 van de
lactatie, geteld en apart gewogen. Bij de moederdieren of de jongen waargenomen lichamelijke of
gedragsatwijkingen worden geregistreerd.

De lichamelijke ontwikkeling van de jongen wordt voornamelijk door de toename van het lichaamsgewicht
geregistreerd. Andere lichamelijke parameters (zoals de oor- en oogopening, het doorkomen van tanden en de
haargroei) kunnen aanvullende informatie opleveren, maar deze gegevens dienen bij voorkeur te worden beoordeeld
in de context van gegevens over de geslachtelijke rijping (zoals leeftijd en lichaamsgewicht bij de opening van de
vagina of de scheiding tussen eikel en voorhuid) (13). Functioneel onderzoek (b.v. motorische activiteit, sensorische
functie of reflex-ontogenie) bij de jongen van de Fl-generatie voor en/of na het spenen, met name in verband met
geslachtelijke rijping, wordt aanbevolen als dergelijk onderzoek niet in afzonderlijke studies is opgenomen. Bij
gespeende jongen van de Fl-generatie die voor dekking worden geselecteerd, wordt de leeftijd bij de opening van de
vagina of de scheiding van de voorhuid bepaald. De anaal-genitale afstand wordt bij jongen van de F2-generatie op
dag 0 na het werpen gemeten als dit in verband met wijzigingen in de verhouding mannetjes/vrouwtjes of het tijdstip
van geslachtelijke rijping bij de F1-generatie wenselijk wordt geacht.

Functioneel onderzoek kan achterwege worden gelaten bij groepen met andere duidelijke tekenen van schadelijke
effecten (zoals een significante daling van de gewichtstoename). Als functioneel onderzoek wordt uitgevoerd, moet
dit niet gebeuren bij de jongen die voor dekking worden geselecteerd.

1.5.6 Macroscopische obductie

Alle ouderdieren (P- en Fl-generatie), alle jongen met uiterlijke afwijkingen of klinische verschijnselen en één
aselect gekozen jong/geslacht/nest van zowel de Fl- als de F2-generatie worden, wanneer ze worden gedood of
tijdens het onderzoek sterven, macroscopisch onderzocht op structurele afwijkingen of pathologische veranderingen.
Daarbij wordt speciale aandacht besteed aan de organen van het reproductiesysteem. Jongen die op humane wijze
zijn gedood omdat ze stervend waren en dode jongen (wanneer ze niet verweekt zijn) worden onderzocht op
mogelijke gebreken en/of de doodsoorzaak en geconserveerd.

Bij alle vrouwtjes die voor het eerst een nest werpen wordt de uterus op een zodanige wijze onderzocht op de
aanwerigheid van en het aantal implantatieplaatsen dat geen afbreuk wordt gedaan aan het histopathologische
onderzoek.
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1.5.7 Gewicht van de organen
Van alle ouderdieren van de P- en Fl-generatie worden, wanneer ze worden gedood, het lichaamsgewicht en het
gewicht van de volgende organen bepaald (organen die paarsgewijs voorkomen worden apart gewogen):
— de uterus en de eierstokken;
— de testes en de epididymes (totaal en staart);
— de prostaat;
— de zaadblaasjes met de coagulatieklieren en hun vloeistof en de prostaat (als één geheel);
— de hersenen, de lever, de nieren, de milt, de hypofyse, de schildklier, de bijnieren en bekende doelorganen.
Bij de jongen van de Fl- en de F2-generatie die voor obductie zijn geselecteerd, wordt het uiteindelijke
lichaamsgewicht bepaald en van één aselect gekozen jong/geslacht/nest (zie punt 1.5.6) worden de volgende organen
gewogen: hersenen, milt en thymus.
De resultaten van de macroscopische obductie en het wegen van de organen worden indien mogelijk beoordeeld in
de context van waarnemingen bij andere onderzoeken met herhaalde toediening.

1.5.8 Histopathologie

1.5.8.1  Quderdieren

De volgende organen en weefsels van de ouderdieren (P- en Fl-generatie) of representatieve monsters daarvan
worden in een geschikt medium gefixeerd en bewaard voor histopathologisch onderzoek:

— de vagina, de uterus met de cervix en de eierstokken (geconserveerd in een geschikt fixatiet);

— é&¢én testis (geconserveerd in Bouin's of een vergelijkbaar fixatief), één epididymis, de zaadblaasjes, de prostaat en
de coagulatieklier;

— eerder gespecificeerde doelorganen uit alle dieren van de P- en de Fl-generatie die voor dekking zijn
geselecteerd.

Bij alle bovengenoemde geconserveerde organen en weefsels wordt voor alle P- en Fl-dieren van de controlegroep

en de groep met de hoogste dosis die voor dekking zijn geselecteerd, een volledig histopathologisch onderzoek

uitgevoerd. Een onderzoek van de eierstokken van de P-dieren is facultatief. Organen waarin aan de behandeling

gerelateerde wijzigingen worden aangetoond, worden ook in de groepen met een lagere dosis onderzocht om bij te

dragen tot de bepaling van de NOAEL. Daarnaast worden de voortplantingsorganen van de dieren uit de groepen

met een lagere dosis waarbij een verminderde vruchtbaarheid wordt vermoed, bijvoorbeeld degene die in gebreke

zijn gebleven bij de dekking, de bevruchting of het werpen van gezonde jongen of waarvoor de periodiciteit van de

oestrus of het aantal, de beweeglijkheid of de morfologie van de spermatozoén is aangetast, histopathologisch

onderzocht. Alle macroscopische letsels zoals atrofie of tumoren worden onderzocht.
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Er wordt uitgebreid histopathologisch onderzoek van de testis uitgevoerd (b.v. met Bouin's fixatief, inbedding met
paraftine en dwarscoupes met een dikte van 4-5 pm) om aan de behandeling gerelateerde effecten te signaleren,
zoals achtergebleven spermatiden, ontbrekende kiemcellagen of -soorten, meerkernige reuzencellen of spermatogene
cellen die in het lumen terechtkomen (14). Het onderzoek van de intacte epididymis omvat de kop, het lichaam en de
staart en dit kan gebeuren door een lengtecoupe te onderzoeken. De epididymis wordt onderzocht op infiltratie van
leukocyten, wijzigingen in het voorkomen van celtypen, afwijkende celtypen en fagocytose van spermatozoén. Voor
het onderzoek van de mannelijke voortplantingsorganen kan kleuring met PAS en hematoxyline worden gebruikt.

De eierstok na de lactatieperiode moet primaire en groeiende follikels en de grote corpora lutea van de lactatie
bevatten. Bij histopathologisch onderzoek moet een kwalitatieve depletie van de primaire follikelpopulatie worden
waargenomen. Voor de Fl-vrouwtjes wordt een kwantitatieve evaluatie van de primaire follikels uitgevoerd; het
aantal dieren, de keuze van de coupe van de eierstok en de monstergrootte van de coupe moeten in statistisch
opzicht adequaat zijn voor de gebruikte evaluatieprocedure. Bij het onderzoek wordt het aantal primaire follikels
geteld en dit kan worden gecombineerd met het aantal kleine groeiende follikels om de behandelde en de controle-
eierstokken te vergelijken (15)(16)(17)(18)(19).

1.5.8.2  Gespeende dieren

Macroscopisch abnormale weefsels en doelorganen van alle jongen met uitwendige afwijkingen of klinische
verschijnselen en van het ene aselect gekozen jong/geslacht/nest uit zowel de F1- als de F2-generatie die niet voor
dekking zijn geselecteerd, worden in een geschikt medium gefixeerd en bewaard voor histopathologisch onderzoek.
Van de geconserveerde weefsels wordt een volledige histopathologische karakterisering uitgevoerd, waarbij de
nadruk vooral ligt op de organen van het reproductiesysteem.

2 GEGEVENS

2.1 BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

De gegevens worden individueel gerapporteerd met een overzicht in tabelvorm, waarbij voor elke testgroep en elke
generatie worden vermeld: het aantal dieren aan het begin van de test, het aantal dieren dat tijdens de test dood is
aangetroffen of met het oog op een humane behandeling is gedood, het tijdstip van sterfte of humane doding, het
aantal vruchtbare dieren, het aantal drachtige vrouwtjes, het aantal dieren met toxiciteitsverschijnselen, een
beschrijving van de waargenomen toxiciteitsverschijnselen met vermelding van de aanvang, de duur en de ernst van
de toxische effecten, de aard van de waarnemingen bij de ouderdieren en de jongen, de aard van de
histopathologische veranderingen en alle relevante gegevens over de nesten.
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De getalsmatige resultaten worden met een geschikte algemeen aanvaarde statistische methode geévalueerd; de
statistische methoden worden bij de opzet van het onderzoek gekozen en gemotiveerd. Statistische dosis/respons-
modellen kunnen nuttig zijn voor de analyse van de gegevens. In het verslag wordt voldoende informatie over de
analysemethode en het gebruikte computerprogramma vermeld, zodat een onathankelijke evaluator/statisticus de
analyse kan beoordelen en reconstrueren.

2.2 EVALUATIE VAN DE RESULTATEN

De resultaten van dit reproductietoxiciteitsonderzoek over twee generaties worden aan de hand van de waargenomen
effecten, zoals de resultaten van de obductie en microscopisch onderzoek, beoordeeld. De beoordeling omvat het
verband, of het ontbreken daarvan, tussen de dosis van de teststof en de aanwezigheid of afwezigheid, de frequentie
en de ernst van abnormaliteiten zoals macroscopisch letsel, gespecificeerde doelorganen, verminderde
vruchtbaarheid, klinische abnormaliteiten, aantasting van de reproductie- en nestresultaten, veranderingen in het
lichaamsgewicht, effecten op de mortaliteit en andere toxische effecten. Bij de beoordeling van de testresultaten
wordt rekening gehouden met de fysisch-chemische eigenschappen van de teststof en, wanneer deze beschikbaar
zijn, gegevens over de toxicokinetiek.

Een adequaat uitgevoerd reproductietoxiciteitsonderzoek levert een bevredigende raming van een dosis zonder
effect op en een inzicht in schadelijke effecten op de reproductie, de geboorte, de lactatie en de postnatale
ontwikkeling met inbegrip van de groei en de geslachtelijke ontwikkeling.

23 INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

Een reproductietoxiciteitsonderzoek over twee generaties levert informatie op over de effecten van herhaalde
blootstelling aan een stof gedurende alle fasen van de reproductiecyclus. Het onderzoek levert met name informatie
op over de reproductieparameters en over de ontwikkeling, de groei, de rijping en het overleven van de jongen. De
resultaten van het onderzoek moeten in samenhang met de resultaten van het onderzoek naar subchronische en
prenatale ontwikkelingstoxiciteit alsmede toxicokinetisch en ander beschikbaar onderzoek worden geinterpreteerd.
De resultaten van dit onderzoek kunnen worden gebruikt bij de evaluatie van de noodzaak om een chemische stof
nader te onderzoeken. De resultaten van het onderzoek kunnen in beperkte mate naar de mens worden
geéxtrapoleerd. Ze kunnen het best worden gebruikt voor informatie over de doses zonder effect en de toelaatbare
blootstelling van de mens (20)(21)(22)(23).
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3 RAPPORTAGE

TESTVERSLAG
In het testverslag wordt de volgende informatie opgenomen:
Teststof:

— de fysische aard en indien relevant de tysisch-chemische eigenschappen;
— identificatiegegevens;
— de zuiverheid.

Medium (indien van toepassing):

— motivering voor de keuze van het medium, indien geen water wordt gebruikt.

Proefdieren:

— gebruikte soort en stam;

— aantal, leeftijd en geslacht van de dieren;

— herkomst, huisvesting, voeding, nestmateriaal enz.;
— het gewicht van elk dier aan het begin van de test.

Testomstandigheden:

— beweegredenen voor de keuze van de dosisniveaus;

— gedetailleerde gegevens over de formulering van de teststof c.q. de samenstelling van het voer en de
concentratie;

— de stabiliteit en homogeniteit van het preparaat;

— gedetailleerde gegevens over de toediening van de teststof;

— omrekening van de concentratie van de teststot in het voer/drinkwater (in ppm) naar de feitelijke dosis (in mg/kg
lichaamsgewicht/dag), indien van toepassing;

— gedetailleerde gegevens over de kwaliteit van het voer en het water.
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Resultaten:

— de voerconsumptie en indien beschikbaar de waterconsumptie, het voerrendement (de toename van het
lichaamsgewicht per gram geconsumeerd voer) en de consumptie van testmateriaal voor de P- en Fl-dieren,
behalve gedurende de periode dat ze samen in één hok zitten en gedurende ten minste het laatste derde deel van
de lactatie;

— resorptiegegevens (indien beschikbaar);

— gegevens over het lichaamsgewicht voor de P- en Fl-dieren die voor dekking zijn geselecteerd;

— gegevens over het gewicht van het nest en de jongen;

— het lichaamsgewicht bij het doden van de dieren en gegevens over het absolute en relatieve gewicht van organen
voor de ouderdieren;

— de aard, de ernst en de duur van (al dan niet reversibele) klinische waarnemingen;

— de sterftijd van dieren die tijdens het onderzoek gestorven zijn;

— gegevens over de toxische reacties per geslacht en dosis, met inbegrip van indexen voor de dekking, de
vruchtbaarheid, de dracht, de geboorte, de levensvatbaarheid en de lactatie; in het verslag worden ook de
getallen vermeld die bij de berekening van deve indexen zijn gebruikt;

— toxische of andere effecten op de reproductie, de jongen, de postnatale groei enz.;

— de obductiebevindingen;

— een gedetailleerde beschrijving van alle histopathologische bevindingen;

— het aantal P- en F1-vrouwtjes met een normale cyclus en de lengte van de cyclus;

— het totale aantal spermatozoén in de staart van de epididymis, het percentage spermatozoén in oplopende
beweeglijkheidscategorieén, het percentage morfologisch normale spermatozoén en het percentage
spermatozoén met elke gespecificeerde abnormaliteit;

— de tijd tot dekking, met inbegrip van het aantal dagen tot de dekking;

— de duur van de dracht;

— het aantal implantaties, het aantal corpora lutea en de nestgrootte;

— het aantal levend geboren jongen en verliezen na implantatie;

— het aantal jongen met macroscopisch zichtbare abnormaliteiten; indien dit is bepaald, wordt het aantal
ondermaatse jongen gerapporteerd;

— gegevens over ijkpunten in de lichamelijke ontwikkeling van de jongen en andere gegevens over de postnatale
ontwikkeling; voor de geévalueerde ijkpunten dient een motivering te worden gegeven;

— gegevens over functionele observaties bij jongen en volwassen dieren, indien van toepassing:

— een statistische behandeling van de resultaten, indien van toepassing.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies, met inbegrip van de NOAEL-waarden voor de effecten op de moederdieren en de jongen.
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BIJLAGE 2H
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B.42, HUIDSENSIBILISATIE: LOKALE LYMFKLIERTEST

1 METHODE
Deze methode is overgenomen van TG 429 (2002) van de OESO.
1.1 INLEIDING

De lokale lymtkliertest (LLKT) is atdoende gevalideerd en geaccepteerd om als nieuwe methode te kunnen
worden ingevoerd (1)(2)(3). Dit is de tweede methode om de potenti€éle huidsensibilisatie door chemische
stoffen bij dieren te bepalen. Bij de andere methode (B.6) worden cavia's gebruikt: de maximalisatietest en de
Buehlertest (4).

De LLKT is een alternatief dat kan worden gebruikt om huidsensibilisatie door chemische stoffen te signaleren
en om te bevestigen dat een chemische stof geen significant vermogen bezit om huidsensibilisatie te
veroorzaken. Dit houdt niet noodzakelijkerwijs in dat de LLKT in alle gevallen in plaats van de proef met
cavia's moet worden gebruikt, maar veeleer dat de test gelijkwaardig is en als alternatief kan worden gebruikt,
waarbij positieve en negatieve resultaten niet langer behoeven te worden bevestigd.

De LLKT biedt ten aanzien van zowel de wetenschappelijke vooruitgang als het dierenwelzijn bepaalde
voordelen. Hij bestudeert de inductiefase van huidsensibilisatie en levert kwantitatieve gegevens op die voor
een dosis/responsbepaling kunnen worden gebruikt. Er zijn publicaties verschenen met de gegevens over de
validatie van de LLKT en een overzicht van gerelateerd onderzoek (5)(6)(7)(8). Daarnaast moet worden
opgemerkt dat de milde/gematigde sensibilisatoren, die worden aanbevolen als geschikte stoffen voor positieve
controle bij tests met cavia's, ook geschikt zijn om bij de LLKT te worden gebruikt (6)(8)(9).

De LLKT is een in vivo methode en leidt er derhalve niet toe dat er bij de bepaling van contactsensibilisatie
geen dieren meer worden gebruikt. Het is echter wel mogelijk dat het aantal daarvoor gebruikte dieren wordt
beperkt. Bovendien zorgt de LLKT voor een aanzienlijke verfijning van de manier waarop dieren voor het
testen op contactsensibilisatie worden gebruikt, De LLKT is gebaseerd op het onderzoek van immunologische
gebeurtenissen die tijdens de inductiefase van sensibilisatie door chemische stoffen worden gestimuleerd. In
tegenstelling tot de proeven met cavia's behoeven bij de LLKT geen door provocatie geinduceerde
overgevoeligheidsreacties van de huid te worden opgewekt. Bovendien behoeft bij de LLKT geen adjuvans te
worden gebruikt, hetgeen bij de maximalisatietest bij cavia's wel nodig is. Dit betekent dat het ongerief voor
dieren bij de LLKT geringer is. Ondanks de voordelen van de LLKT ten opzichte van klassieke proeven met
cavia's moet worden gesteld dat er bepaalde beperkingen zijn waardoor het gebruik van klassieke proeven met
cavia's nodig kan zijn (zoals vals-negatieve resultaten bij de LLKT met bepaalde metalen of vals-positieve
resultaten met bepaalde stotfen die de huid irriteren) (10).

Zie ook de algemene inleiding van deel B.
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1.2 PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Het beginsel dat aan de LLKT ten grondslag ligt, is dat sensibilisatoren induceren tot een primaire proliferatie
van lymfocyten in de lymtklier die de afvoer verzorgt van de plaats waar de stof wordt aangebracht. Deze
proliferatie is evenredig met de aangebrachte dosis (en de potentie van het allergeen) en biedt een eenvoudige
mogelijkheid om een objectieve kwantitatieve meting van de sensibilisatie uit te voeren. De LLKT bepaalt deze
proliferatie als een dosis/responsrelatiec waarbij de proliferatie in de testgroepen wordt vergeleken met de
proliferatie in met medium behandelde controlegroepen. De verhouding tussen de proliferatie bij behandelde
groepen en bij de medium-controlegroepen wordt bepaald en deze z.g. stimuleringsindex moet minimaal drie
zijn voordat een teststof nader kan worden beoordeeld als potenti€le huidsensibilisator. De hier beschreven
methoden zijn gebaseerd op het gebruik van radioactieve labeling voor de meting van celproliferatie. Er kunnen
echter ook andere eindpunten voor de bepaling van de proliferatie worden gebruikt, mits daar een motivering en
afdoende wetenschappelijke onderbouwing voor wordt gegeven met volledige referenties en een beschrijving
van de methodologie.

1.3 BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
1.3.1 Voorbereiding
1.3.1.1 Huisvesting en voeding

De dieren worden in aparte kooien gehuisvest. De temperatuur in de proefdierruimte dient 22°C (& 3°C) te zijn.
Hoewel de relatieve vochtigheid minimaal 30% en bij voorkeur niet hoger dan 70% (behalve bij het reinigen
van de ruimte) dient te zijn, moet worden gestreefd naar 50-60%. Verlichting gebeurt met kunstlicht met een
ritme van 12 uur licht en 12 uur donker. Als voeding mag het gewone laboratoriumvoer worden gebruikt met
een onbeperkte hoeveelheid drinkwater.

1.3.1.2 Voorbereiding van de dieren

De dieren worden aselect ingedeeld, gemerkt om elk dier afzonderlijk te kunnen identificeren (maar niet door
enigerlei vorm van oormerking) en v6ér het begin van de toediening gedurende minimaal 5 dagen in hun kooi
gehouden om ze aan de omstandigheden in het laboratorium te laten wennen. V6or het begin van de
behandeling worden alle dieren onderzocht om vast te stellen dat ze geen waarneembaar huidletsel hebben.

1.3.2 Testomstandigheden

1.3.2.1 Proefdieren

Voor deze test worden bij voorkeur muizen gebruikt. Er worden jonge volwassen vrouwtjesmuizen van de
CBA/Ca- of CBA/J-stam gebruikt, die nog geen jongen hebben gehad en niet drachtig zijn. Bij het begin van
het onderzoek moeten de dieren 8-12 weken oud zijn; het gewichtsverschil tussen de dieren moet minimaal zijn
en de afwijking mag niet groter zijn dan 20% van het gemiddelde gewicht. Er mogen ook andere stammen of
mannetjes worden gebruikt, wanneer er voldoende gegevens beschikbaar zijn om aan te tonen dat er geen
significante stam- en/of geslachtsspecifieke verschillen in de LLKT-respons zijn.

1.32.2 Betrouwbaarheidscontrole

Er worden positieve controles gebruikt om aan te tonen dat de test goed is uitgevoerd en dat het laboratorium in
staat is de test tot een goed einde te brengen. De positieve controle moet een positieve LLKT-respons opleveren
bij een blootstellingsniveau waarbij in vergelijking met de negatieve controlegroep een stijging van de
stimuleringsindex (SI) met > 3 wordt verwacht. De dosis van de positieve controle moet zodanig worden
gekozen dat de inductie duidelijk maar niet buitensporig is. De stoffen hexylcinnamaldehyd (CAS-nr. 101-86-0,
EINECS-nr. 202-983-3) en mercaptobenzothiazool (CAS-nr. 149-30-4, EINECS-nr. 205-736-8) verdienen de
voorkeur. Onder bepaalde omstandigheden kunnen andere controlestoffen worden gebruikt die aan
bovengenoemde criteria voldoen, mits een afdoende motivering wordt gegeven. Normaal gesproken zal er voor
elke bepaling een positieve controlegroep nodig zijn, maar in bepaalde situaties kunnen testlaboratoria
beschikken over historische gegevens van positieve controles waaruit blijkt dat er gedurende een periode van
zes maanden of langer consequent sprake is van een bevredigende respons. In dergelijke gevallen kan worden
volstaan met minder frequente tests met een positieve controle met een interval van ten hoogste zes maanden.
Hoewel de stof voor de positieve controle moet worden getest in een medium waarvan bekend is dat het een
consequente respons oplevert (zoals aceton of olijfolie), kan de regelgeving in bepaalde gevallen vereisen dat de
tests ook in een ongebruikelijk medium (een klinisch/chemisch relevante formulering) worden uitgevoerd. In
dat geval moet worden onderzocht of er mogelijkerwijs sprake is van een interactie tussen de positieve controle
en dit ongebruikelijke medium.
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1.3.2.3 Aantal dieren, dosisniveaus en keuze van het medium

Er worden minimaal vier dieren per dosisgroep gebruikt en ten minste drie concentraties van de teststof plus een
negatieve controlegroep, die alleen met het medium voor de teststof wordt behandeld, en eventueel een
positieve controlegroep. Wanneer de gegevens van elk dier afzonderlijk moeten worden verzameld, worden ten
minste vijf dieren per dosisgroep gebruikt. Behalve dat de dieren in de controlegroepen niet met de teststof
worden behandeld, worden ze verder op identieke wijze behandeld als de dieren in de behandelde groepen.

De keuze van de doses en het medium wordt gebaseerd op de aanbevelingen in referentie (1). De doses worden
gekozen uit de concentratiereeks 100%, 50%, 25%, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% enz. Bij de keuze van de drie
opeenvolgende concentraties moet er rekening worden gehouden met bestaande gegevens over de acute
toxiciteit en huidirritatie, wanneer die beschikbaar zijn, zodat bij de hoogste concentratie de blootstelling
maximaal is zonder dat dit tot systemische toxiciteit en overmatige lokale huidirritatie leidt (2)(11).

Het medium wordt zodanig gekozen dat de testconcentraties en de oplosbaarheid maximaal zijn terwijl de
oplossing/suspensie geschikt moet zijn om de teststof op te brengen. In volgorde van voorkeur worden
aanbevolen: aceton/olijfolie (4:1 v/v), dimethylformamide, methylethylketon, propyleenglycol en
dimethylsulfoxide (2)(10), maar ook een ander medium mag worden gebruikt als daarvoor een afdoende
wetenschappelijke motivering wordt gegeven. In bepaalde gevallen kan het nodig zijn als extra controle een
klinisch relevant oplosmiddel te gebruiken of de commerciéle formulering waarin de teststof in de handel wordt
gebracht. Er moet vooral voor worden gezorgd dat er hydrofiele bestanddelen worden opgenomen in een
medium dat de huid vochtig maakt en niet onmiddellijk wegloopt. Een volledig waterig medium moet derhalve
worden vermeden.

1.33 Testprocedure

1.3.3.1 Proefopzet
De proefopzet van de bepaling is als volgt:
e  Dagl:

Van elk dier apart wordt het gewicht bepaald en vastgelegd. Vervolgens wordt 25 nl van de verdunning
van de teststof, het medium zonder teststof of de positieve controle open aangebracht op het dorsum van
elk oor.

e Dagen2en3:

Herhaal de aanbrengprocedure van dag 1.
e  Dagendend:

Geen behandeling.
. Dag 6:

Van elk dier wordt het gewicht vastgelegd. Injecteer bij de muizen van alle test- en controlegroepen 250 ul
PBS (phosphate-buffered saline) die 20 uCi (7,4e + 8 Bq) 3H—methylthymidine bevat, in de staartader. Een
andere mogelijkheid is injectie van 250 ul PBS die 2 uCi (7,4e + 7 Bq) IZSI—jooddeoxyuridine en 10° M
fluordeoxyuridine bevat, bij alle muizen in de staartader.

Vijt uur later worden de dieren gedood. De afvoerende auriculaire lymfklieren van elk oor worden
uitgeprepareerd en voor elke groep gepoold in PBS (groepsgewijze aanpak); het is ook mogelijk voor elk
dier apart de twee lymfklieren in PBS te poolen (individuele aanpak). Bijlage I van referentie 10 bevat
gedetailleerde informatie en diagrammen voor de identificatie en het uitprepareren van de lymtklieren.
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1.33.2 Bereiding van de celsuspensies

Er wordt één celsuspensie gemaakt met lymfkliercellen van gepoolde groepen of van aparte dieren door het
weefsel voorzichtig door een roestvrij stalen gaas met een maaswijdte van 200 um te persen. De lymfkliercellen
worden twee maal gewassen met een overmaat PBS en gedurende 18 uur met 5% trichloorazijnzuur (TCA)
neergeslagen bij 4 C (1). Het neerslag wordt geresuspendeerd in 1 ml TCA en voor 3H—telling overgebracht in
?gﬁintillittie—telﬂesjes die 10 ml scintillatievloeistof bevatten, of direct overgebracht in gamma-telbuizen voor
“I-telling.

1.33.3 Bepaling van celproliferatie (opgenomen radioactiviteit)

De opname van 3H—methylthymidine wordt gemeten door B-scintillatietelling als desintegraties per minuut
(DPM). De opname van 125l—jooddeoxyuridine wordt gemeten door IZSl—telling en ook als DPM uitgedrukt.
Athankelijk van de gevolgde werkwijze wordt de opname uitgedrukt als DPM/behandelingsgroep

(groepsgewijze aanpak) of DPM/dier (individuele aanpak).
1.334 Observatie

1.3.3.4.1 Klinische observatie

De dieren worden één keer per dag zorgvuldig geobserveerd op klinische verschijnselen van lokale toxiciteit op
de plaats van aanbrengen of systemische toxiciteit. Alle observaties worden systematisch geregistreerd en van
elk dier wordt een apart overzicht bijgehouden.

1.33.42 Lichaamsgewicht

Zoals onder punt 1.3.3.1 is vermeld, wordt aan het begin van de test en wanneer de dieren volgens schema
worden gedood, van elk dier het lichaamsgewicht bepaald.

1.34 Berekening van de resultaten

De resultaten worden uitgedrukt als de stimuleringsindex (SI). Bij de groepsgewijze aanpak wordt de SI
berekend door de totale opname van radioactiviteit voor elke behandelde groep te delen door de totale opname
van radioactiviteit voor de medium-controlegroep; dit levert een gemiddelde SI op. Bij de individuele aanpak
wordt de SI berekend door de gemiddelde DPM/dier van elke groep behandeld met teststof en de positieve
controle groep, te delen door de gemiddelde DPM/dier voor de medium controle groep. De gemiddelde SI voor
de met medium behandelde controles is dan 1.

Wanneer voor de berekening van de SI de individuele aanpak wordt gevolgd, kan er een statistische analyse van
de gegevens worden uitgevoerd. Bij het kiezen van een geschikte statistische analysemethode moet de
onderzoeker zich bewust blijven van mogelijke verschillen in de variantie en andere soortgelijke problemen, die
een gegevenstransformatie of een niet-parametrische statistische analyse noodzakelijk kunnen maken. Een
geschikte aanpak voor de interpretatie van de gegevens is dat alle individuele gegevens van behandelde dieren
en medium-controles worden geévalueerd en dat daaruit, rekening houdend met de betrouwbaarheidsgrenzen,
de best passende dosis/responscurve wordt afgeleid (8)(12)(13). De onderzoeker moet echter alert zijn op
mogelijke "uitbijters” bij bepaalde dieren in een groep, waardoor het nodig kan zijn een andere maat voor de
respons te gebruiken (bijvoorbeeld de mediaan in plaats van het gemiddelde) of de uitbijter te elimineren.

Wanneer er tot een positieve respons wordt besloten, moet de stimuleringsindex >3 zijn en moet er rekening
worden gehouden met de dosis/responsverhouding en eventueel de statistische significantie (3)(6)(8)(12)(14).

Als de verkregen resultaten onduidelijk zijn, moet er worden gekeken naar verschillende eigenschappen van de
teststof, bijvoorbeeld of deze qua structuur verwant is met bekende huidsensibilisatoren, of de stof overmatige
huidirritatie veroorzaakt en wat de aard van de waargenomen respons is. Deze en andere overwegingen worden
elders gedetailleerd besproken (7).
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2 GEGEVENS

De gegevens worden vermeld in een tabel met het gemiddelde en de afzonderlijke DPM-waarden en
stimuleringindices voor elke dosisgroep (en tevens de medium-controlegroep).

3 RAPPORTAGE

TESTVERSLAG
In het testverslag wordt de volgende informatie opgenomen:
Teststof:

— identificatiegegevens (b.v. het CAS-nr., indien beschikbaar, de herkomst, de zuiverheid, bekende
verontreinigingen en het chargenummer);

— de fysische aard en de fysisch-chemische eigenschappen (b.v. de vluchtigheid, de stabiliteit en de
oplosbaarheid);

— bij een mengsel de samenstelling met voor elk bestanddeel het procentuele gehalte.
Medium:

— identificatiegegevens (de zuiverheid, de concentratie (indien van toepassing) en het gebruikte volume);
— een motivering voor de keuze van het medium.

Proefdieren:

— de gebruikte muizenstam;

— de microbiologische status van de dieren, wanneer dit bekend is;

—  het aantal dieren, de leeftijd en het geslacht;

— de herkomst van de dieren, de huisvesting, de voeding enz.

Testomstandigheden:

— gedetailleerde gegevens over de formulering en het aanbrengen van de teststof;

— beweegredenen voor de keuze van de dosisniveaus, zoals de resultaten van een studie om het interval te
bepalen indien deze is uitgevoerd, het gebruikte medium en de concentratie van de teststof en de in totaal
aangebrachte hoeveelheid stof;

— gedetailleerde gegevens over de kwaliteit van het voer en het water (waaronder de aard en de herkomst van
het voer en de herkomst van het water).

Betrouwbaarheidscontrole:

— een overzicht van de resultaten van de meest recente betrouwbaarheidscontrole met informatie over de stof,
de concentratie en het gebruikte medium;

— tegelijkertijd en/of in het verleden bepaalde positieve en negatieve controlegegevens voor het
testlaboratorium.

Resultaten:
—  het gewicht van elk dier aan het begin van de test en wanneer het volgens schema wordt gedood;

— een tabel met het gemiddelde (groepsgewijze aanpak) en de afzonderlijke (individuele aanpak) DPM-
waarden plus de spreiding van waarden voor beide mogelijkheden, en stimuleringindices voor elke
dosisgroep (en tevens de medium-controlegroep);

— de statistische analyse, indien van toepassing;

— voor elk dier het tijdstip waarop de eventuele toxiciteitsverschijnselen zich voordoen, met inbegrip van
huidirritatie op de toedieningsplaats, en het verloop daarvan.

Bespreking van de resultaten:

— Een korte bespreking van de resultaten, de dosis/respons-analyse en de statistische analyses, indien van
toepassing, met een conclusie ten aanzien van de vraag of de teststof als huidsensibilisator moet worden
beschouwd.
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B.43. NEUROTOXICITEITSONDERZOEK BlJ KNAAGDIEREN

1 METHODE

Deze methode is gelijkwaardig aan TG 424 (1997) van de OESO.

Deze testmethode is bedoeld om de nodige informatie te krijgen om de mogelijke neurotoxiciteit van chemische stoffen bij
volwassen dieren te bevestigen of nader te karakteriseren. Hij kan in combinatie met bestaande testmethoden voor
onderzoek naar toxiciteit bij herhaalde toediening worden gebruikt of als zelfstandig onderzoek worden uitgevoerd.
Raadpleging van de OESO-leidraad voor strategieén en methoden voor neurotoxiciteitsonderzoek (1) als ondersteuning bij
de opzet van onderzoek op basis van deze testmethode wordt aanbevolen. Dit is vooral belangrijk wanneer wordt
overwogen de voor het standaardgebruik van deze methode aanbevolen observaties en testprocedures te wijzigen. De
leidraad is opgesteld om de keuze van andere testprocedures voor specifieke omstandigheden te vergemakkelijken.

Deze methode is niet geschikt voor de beoordeling van ontwikkelingsneurotoxiciteit.

1.1 INLEIDING

Bij de beoordeling en evaluatie van de toxische karakteristieken van chemische stoffen is het belangrijk de mogelijkheid
van neurotoxische effecten te bezien. In de testmethode voor systemische toxiciteit bij herhaalde toediening zijn al
observaties opgenomen om op mogelijke neurotoxiciteit te screenen. Deze testmethode kan worden gebruikt voor de opzet
van een onderzoek om nadere informatie te verkrijgen over de neurotoxische effecten die bij het onderzoek naar
systemische toxiciteit bij herhaalde toediening zijn gesignaleerd of om deze effecten te bevestigen. Ook zonder dat
onderzoek naar systemische toxiciteit bij herhaalde toediening aanwijzingen voor een mogelijke neurotoxiciteit heeft
opgeleverd, kunnen er voor sommige categorieén chemische stoffen echter aanwijzingen zijn dat ze beter met behulp van
deze methode kunnen worden beoordeeld. Voorbeelden van dergelijke aanwijzingen zijn:

. waarneming van neurologische verschijnselen of neuropathologisch letsel bij ander toxiciteitsonderzoek dan
onderzoek naar systemische toxiciteit bij herhaalde toediening of

. een structurele verwantschap met stoffen waarvan bekend is dat ze neurotoxisch zijn of andere informatie die een
verband met dergelijke stoffen legt.

Daarnaast kan het gebruik van deze testmethode ook in andere gevallen nuttig zijn; zie voor nadere bijzonderheden (1).

Deze methode is zodanig opgezet dat hij op maat kan worden aangepast aan bepaalde behoeften om de specifieke
histopathologische en gedragsmatige neurotoxiciteit van een chemische stof te bevestigen en voor een karakterisering en
kwantificering van de neurotoxische reacties te zorgen.

In het verleden werd neurotoxiciteit gelijkgesteld met neuropathie met neuropathologisch letsel of neurologische
stoornissen zoals een epileptische aanval, verlamming of tremor. Hoewel neuropathie een belangrijke uiting van
neurotoxiciteit is, is het nu duidelijk dat er vele andere verschijnselen van toxiciteit voor het zenuwstelsel zijn (b.v. het
verlies van motorische codrdinatie, sensorische afwijkingen en leer- en geheugenstoornissen) die bij een onderzoek naar
neuropathie of ander onderzoek niet altijd naar voren komen.

Deze testmethode voor neurotoxiciteit is bedoeld om ernstige neuropathologische en neurogedragseffecten bij volwassen
knaagdieren te detecteren. Gedragseffecten kunnen weliswaar ook zonder morfologische veranderingen nadelige gevolgen
voor het organisme inhouden, maar niet alle gedragsveranderingen zijn specifiek voor het zenuwstelsel. Daarom moeten
waargenomen veranderingen worden geévalueerd in samenhang met gerelateerde histopathologische, hematologische of
biochemische gegevens en gegevens over andere vormen van systemische toxiciteit. De in deze methode opgenomen tests
met het oog op een karakterisering en kwantificering van de neurotoxische reacties omvatten specifieke histopathologische
en gedragsprocedures die nader kunnen worden ondersteund met elektrofysiologisch enfof biochemisch onderzoek

(DG,
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1.2

1.3

Neurotoxica kunnen optreden via een aantal aangrijpingspunten binnen het zenuwstelsel en een scala van mechanismen.
Aangezien er niet één pakket tests is waarmee de neurotoxische potentie van alle stoffen volledig kan worden beoordeeld,
kan het nodig zijn andere in vivo of in vitro tests te gebruiken die specifiek zijn voor de waargenomen of verwachte soorten
neurotoxiciteit.

Deze testmethode kan ook in combinatie met de richtsnoeren van de OESO-leidraad voor strategieén en methoden voor
neurotoxiciteitsonderzoek (1) worden gebruikt om onderzoek op te zetten waarmee de dosis/respons-kwantificering nader
kan worden gekarakteriseerd of de gevoeligheid kan worden verhoogd teneinde een betere bepaling van de dosis zonder
waargenomen schadelijke effecten mogelijk te maken of bekende of vermoede gevaren van de chemische stof te staven. Er
kan bijvoorbeeld onderzoek worden opgezet om de neurotoxische mechanismen te bepalen en te evalueren of om de
gegevens aan te vullen die al beschikbaar zijn door het gebruik van basisprocedures voor neuropathologische en
neurogedragsobservatie. Als gegevens die door het gebruik van de in deze methode aanbevolen standaardprocedures
worden verkregen, al beschikbaar zijn en niet nodig worden geacht voor de interpretatie van de resultaten van het
onderzoek, behoeven ze niet met dit onderzoek opnieuw te worden vergaard.

Dit onderzoek naar neurotoxiciteit levert, zelfstandig of in combinatie gebruikt, informatie op die:
. kan aangeven of het zenuwstelsel door de geteste chemische stof permanent of reversibel wordt aangetast;

. kan bijdragen tot de karakterisering van de wijzigingen in het zenuwstelsel ten gevolge van de blootstelling aan de
chemische stof en tot inzicht in het mechanisme daarvan;

. het verband tussen dosis en respons en tussen tijd en respons kan bepalen teneinde een dosis zonder waargenomen
schadelijke effecten te kunnen bepalen (die kan worden gebruikt om veiligheidscriteria voor de chemische stof vast te
stellen).

Bij deze testmethode wordt de teststof oraal toegediend. Andere toedieningswegen (b.v. dermaal of inhalatie) kunnen
geschikter zijn en hiervoor kan het nodig zijn de aanbevolen procedures te wijzigen. De keuze van de toedieningsweg wordt
bepaald door het blootstellingsprofiel bij de mens en de beschikbare toxicologische of kinetische informatie.

DEFINITIES

Schadelijk effect: een met de behandeling samenhangende afwijking van de normale situatie waardoor het organisme
minder goed in staat is tot overleven, reproductie of aanpassing aan de omgeving.

Dosis: de toegediende hoeveelheid teststof. De dosis wordt uitgedrukt als gewicht (g, mg), als gewicht van de teststof per
gewichtseenheid van het proefdier (bijvoorbeeld mg/kg) of als constante concentratie in het voer (ppm).

Dosering: een algemene term die de dosis en de frequentie en de duur van de toediening omvat.

Neurotoxiciteit: een schadelijke verandering in de structuur of de functie van het zenuwstelsel die een gevolg is van
blootstelling aan een chemisch, biologisch of fysisch agens.

Neurotoxicum: een chemisch, biologisch of fysisch agens dat in staat is neurotoxiciteit te veroorzaken.

NOAEL: de afkorting van "no-observed-adverse effect level” (dosis zonder waargenomen schadelijke effecten), d.w.z. de
hoogste dosis waarbij er geen met de behandeling samenhangende schadelijke gevolgen worden waargenomen.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De teststof wordt in een aantal doses oraal toegediend aan verschillende groepen knaagdieren. Meestal is herhaalde
toediening nodig gedurende 28 dagen of in de vorm van subchronisch (90 dagen) of chronisch (een jaar of langer)
onderzoek. De in deze testmethode beschreven procedures kunnen ook worden gebruikt voor een onderzoek naar acute
neurotoxiciteit. De dieren worden getest om afwijkend gedrag en/of neurologische afwijkingen te kunnen detecteren of
karakteriseren. Gedurende elke observatieperiode wordt een scala van gedragsuitingen beoordeeld dat door neurotoxica kan
worden beinvloed. Aan het eind van de test wordt een deel van de dieren van elk geslacht van elke groep in situ
geperfundeerd en worden er secties van de hersenen, het ruggenmerg en de perifere zenuwen geprepareerd en onderzocht.
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1.4.1

1.42

1.4.3

1.4.4

Wanneer het onderzoek zelfstandig als screening voor neurotoxiciteit of voor de karakterisering van neurotoxische effecten
wordt uitgevoerd, kunnen de dieren van elke groep die niet voor perfusie en vervolgens histopathologie worden gebruikt
(zie tabel 1), voor specifieke neuropathologische, neurochemische, elektrofysiologische of neurogedragsprocedures worden
gebruikt waarmee de gegevens kunnen worden aangevuld die worden verkregen uit het verplichte standaardonderzoek van
deze methode (1). Deze aanvullende procedures kunnen bijzonder nuttig zijn wanneer empirische observaties of verwachte
effecten wijzen op een specifiek type of aangrijpingspunt voor de neurotoxiciteit van een chemische stof. Anderzijds is het
ook mogelijk de resterende dieren te gebruiken voor evaluaties zoals die zijn opgenomen in testmethoden voor onderzoek
nadr toxiciteit bij herhaalde toediening bij knaagdieren.

Wanneer de procedures van deze testmethode in combinatie met die van andere testmethoden worden gebruikt, is er een
voldoende aantal dieren nodig om aan de observatievereisten voor beide onderzoeken te voldoen.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

Keuze van de diersoort

Bij voorkeur wordt de rat gebruikt, maar ook andere knaagdiersoorten kunnen worden gebruikt wanneer hiervoor een
motivering wordt gegeven. Er worden gezonde jonge volwassen dieren van gangbare laboratoriumstammen gebruikt. De
vrouwtjes mogen nog geen jongen hebben gehad en mogen niet drachtig zijn. De toediening begint zo spoedig mogelijk na
het spenen, bij voorkeur uiterlijk wanneer de dieren zes weken oud zijn en in elk geval voordat de dieren negen weken oud
zijn. Wanneer dit onderzoek met andere onderzoeken wordt gecombineerd, kan het echter nodig zijn deze leeftijdseis aan te
passen. Aan het begin van het onderzoek mag het lichaamsgewicht van de dieren niet meer dan + 20% afwijken van het
gemiddelde gewicht voor elk geslacht. Wanneer een onderzoek met herhaalde toediening van korte duur als voorbereiding
op een langdurig onderzoek wordt uitgevoerd, moeten bij beide onderzoeken dieren van dezelfde stam en dezelfde herkomst
worden gebruikt.

Huisvesting en voeding

De temperatuur in de proefdierruimte dient 22°C (£ 3°C) te zijn. Hoewel de relatieve vochtigheid minimaal 30% en bij
voorkeur niet hoger dan 70% (behalve bij het reinigen van de ruimte) dient te zijn, moet worden gestreefd naar 50-60%.
Verlichting gebeurt met kunstlicht met een ritme van 12 uur licht en 12 uur donker. Harde onregelmatige geluiden moeten
tot een minimum worden beperkt. Als voeding mag het gewone laboratoriumvoer worden gebruikt met een onbeperkte
hoeveelheid drinkwater. De keuze van het voer kan worden beinvloed door de noodzaak om voor een afdoende
mengbaarheid met de teststof te zorgen, wanneer de stof in het voer wordt toegediend. De dieren mogen apart of in kleine
groepen met hetzelfde geslacht worden gehuisvest.

Voorbereiding van de dieren

De gezonde jonge dieren worden aselect ingedeeld in de behandelings- en controlegroepen. De kooien worden zodanig
opgesteld dat mogelijke effecten door de plaatsing van de kooien tot een minimum worden beperkt. De dieren worden op
unieke wijze gemerkt en voor het begin van het onderzoek gedurende minimaal 5 dagen in hun kooi gehouden om ze aan de
omstandigheden in het laboratorium te laten wennen.

Toedieningsweg en bereiding van de dosis

Deze testmethode behandelt specifiek de orale toediening van de teststof. De orale toediening kan met een maagsonde, in
het voer, in het drinkwater of met capsules gebeuren. Ook andere toedieningswegen (b.v. dermaal of inhalatie) kunnen
worden gebruikt, maar hiervoor moeten de aanbevolen procedures wellicht worden gewijzigd. De keuze van de
toedieningsweg wordt bepaald door het blootstellingsprofiel bij de mens en de beschikbare toxicologische of kinetische
informatie. De motivering voor de keuze van de toedieningsweg en hieruit voortvloeiende wijzigingen in de procedures van
deze testmethode moeten worden vermeld.

Waar nodig kan de teststof in een geschikt medium worden opgelost of gesuspendeerd. In eerste instantie wordt het gebruik
van een waterige oplossing/suspensie aanbevolen, als tweede keuze een oplossing/suspensie in olie (bijvoorbeeld matsolie)
en uiteindelijk eventueel een oplossing/suspensie in een ander medium. De toxicologische kenmerken van het medium
moeten bekend zijn. Daarnaast moet aandacht worden besteed aan de volgende kenmerken van het medium: effecten van
het medium op de resorptie, de distributie, het metabolisme of de retentie van de teststof die wellicht gevolgen kunnen
hebben voor de toxicologische kenmerken, en effecten op de consumptie van voer of water of de voedingsstatus van de
dieren.
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1.5.5

PROCEDURE

Aantal en geslacht van de dieren

Wanneer het onderzoek zelfstandig wordt uitgevoerd, moeten er in elke dosis- en controlegroep ten minste 20 dieren (10
vrouwtjes en 10 mannetjes) worden gebruikt voor de evaluatie van gedetailleerde klinische en functionele observaties. Van
deze 10 vrouwtjes en 10 mannetjes moeten ten minste 5 vrouwtjes en 5 mannetjes aan het eind van het onderzoek in situ
worden geperfundeerd en voor gedetailleerde neurohistopathologie worden gebruikt. Wanneer in een bepaalde dosisgroep
slechts bij een beperkt aantal dieren verschijnselen van neurotoxische effecten worden geobserveerd, moet worden
overwogen onder andere deze dieren voor perfusie te selecteren. Wanneer het onderzoek in combinatie met een onderzoek
naar toxiciteit bij herhaalde toediening wordt uitgevoerd, moeten er voldoende dieren worden gebruikt om aan de
doelstellingen van beide onderzoeken te voldoen. Tabel 1 bevat een overzicht van de minimale aantallen dieren per groep
voor verschillende onderzoekcombinaties. Als het de bedoeling is tussentijds dieren te doden of bij bepaalde groepen na de
behandeling te observeren of de toxische effecten reversibel zijn, blijven bestaan of vertraagd optreden of wanneer
aanvullende observaties worden overwogen, moet het aantal dieren worden opgevoerd om ervoor te zorgen dat er
voldoende dieren beschikbaar zijn voor observatie en histopathologie.

Behandelings- en controlegroepen

In het algemeen moeten er ten minste drie dosisgroepen en één controlegroep worden gebruikt, maar als er op grond van de
beoordeling van andere gegevens bij herhaalde toediening van 1000 mg/kg lichaamsgewicht/dag geen effecten worden
verwacht, kan er een limiettest worden uitgevoerd. Als er geen geschikte gegevens beschikbaar zijn, kan er een verkennend
onderzoek worden uitgevoerd om de te gebruiken doses te helpen bepalen. Afgezien van de toediening van de teststof
worden de dieren in de controlegroep op identieke wijze behandeld als de dieren in de dosisgroepen. Als er bij de
toediening van de teststof een medium wordt gebruikt, moet het hoogste gebruikte volume van het medium aan de
controlegroep worden toegediend.

Betrouwbaarheidscontrole

Het laboratorium dat het onderzoek uitvoert, moet gegevens verstrekken waaruit blijkt dat het in staat is het onderzoek uit te
voeren en wat de gevoeligheid van de gebruikte procedures is. Uit deze gegevens moet blijken dat het veranderingen in de
verschillende voor observatie aanbevolen eindpunten, zoals autonome verschijnselen, sensorische reactiviteit, grijpkracht
van de ledematen en motorische activiteit, kan detecteren en eventueel kwantificeren. Voor informatie over chemische
stoffen die verschillende soorten neurotoxische reacties veroorzaken en als positieve controle kunnen worden gebruikt,
wordt verwezen naar de referenties (2) tot en met (9). Als de procedures in grote lijnen gelijk blijven, kunnen gegevens uit
het verleden worden gebruikt. Periodieke bijwerking van gegevens uit het verleden wordt aanbevolen. Wanneer de
uitvoering van de test of de procedures door het laboratorium op een essentieel punt wordt gewijzigd, moet met nieuwe
gegevens worden aangetoond dat de gevoeligheid van de procedures op peil blijft.

Keuze van de doses

Bij de keuze van de dosisniveaus wordt rekening gehouden met eerder waargenomen toxiciteit en kinetische gegevens die
voor de teststof of verwante materialen beschikbaar zijn. De hoogste dosis wordt zodanig gekozen dat er neurotoxische
effecten of duidelijke systemische toxische effecten optreden. Vervolgens wordt er een zodanige dalende reeks dosisniveaus
gekozen dat er een verband tussen dosis en respons kan worden gelegd en er bij de laagste dosis geen schadelijke effecten
worden waargenomen (NOAEL). In beginsel worden de dosisniveaus zodanig gekozen dat primaire toxische effecten op het
zenuwstelsel kunnen worden onderscheiden van effecten die samenhangen met systemische toxiciteit. Twee of drie
intervals is vaak optimaal en in plaats van een zeer groot interval tussen de doses (b.v. meer dan een factor 10) verdient
toevoeging van een vierde testgroep vaak de voorkeur. Wanneer er een redelijke raming van de blootstelling van de mens i,
moet hier ook rekening mee worden gehouden.

Limiettest

Als een onderzoek met één dosis van ten minste 1000 mg/kg lichaamsgewicht/dag volgens de beschreven procedures geen
waarneembare neurotoxische effecten oplevert en als toxiciteit op grond van gegevens van qua structuur verwante
verbindingen niet te verwachten valt, zal een volledig onderzoek met drie dosisniveaus wellicht niet nodig worden geacht.
Op grond van de verwachte blootstelling van de mens kan het gebruik van een hogere orale dosis bij de limiettest nodig
worden geacht. Bij andere toedieningswegen, bijvoorbeeld dermaal of inhalatie, wordt het maximaal haalbare
blootstellingsniveau vaak bepaald door de fysisch-chemische eigenschappen van de teststof. Bij de uitvoering van een oraal
acuut onderzoek moet de dosis voor een limiettest ten minste 2000 mg/kg zijn.
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Toediening van de dosis

De teststof wordt dagelijks, zeven dagen per week, gedurende ten minste 28 dagen aan de dieren toegediend:; voor een
toedieningsschema van vijf dagen per week of een kortere blootstellingsperiode moet een motivering worden gegeven.
Wanneer de teststof met een sonde wordt toegediend, moet dit in één keer met een maagsonde of een geschikte katheter
gebeuren. Het maximale volume van een vloeistof dat in één keer kan worden toegediend, is afthankelijk van de grootte van
de proefdieren. Het volume mag niet groter zijn dan 1 ml/100 g lichaamsgewicht. Bij waterige oplossingen kan echter het
gebruik van maximaal 2 ml/100 mg lichaamsgewicht worden overwogen. Behalve bij irriterende of bijtende stoffen, die
normaal gesproken bij hogere concentraties hevigere effecten hebben, moeten volumeverschillen tot een minimum worden
beperkt door de concentratie aan te passen, zodat er op alle dosisniveaus hetzelfde volume wordt toegediend.

Het is belangrijk dat er bij stoffen die via het voer of het drinkwater worden toegediend, voor wordt gezorgd dat de
hoeveelheden teststof de normale voer- of waterbalans niet verstoren. Wanneer de teststof in het voer wordt toegediend, kan
een constante concentratie in het voer (in ppm) of een constante dosis in verhouding tot het lichaamsgewicht van de dieren
worden gebruikt; de gekozen methode moet worden gespecificeerd. Wanneer een stof met een sonde wordt toegediend,
moet de dosis elke dag op een vergelijkbaar tijdstip worden toegediend en indien nodig worden aangepast om een constante
dosis in verhouding tot het lichaamsgewicht van het dier te houden. Wanneer een onderzoek met herhaalde toediening als
voorbereiding op een langdurig onderzoek wordt gebruikt, moet bij beide onderzoeken een vergelijkbare voeding worden
gebruikt. Bij acuut onderzoek kan de dosis, als toediening in één keer niet mogelijk is, in kleinere porties worden verdeeld
die in de loop van maximaal 24 uur worden toegediend.

OBSERVATIE

Frequentie van de observaties en tests

Bij onderzoek met herhaalde toediening bestrijkt de observatieperiode de toedieningsperiode. Bij acuut onderzoek vindt de
observatie gedurende 14 dagen na de toediening plaats. Bij dieren in satellietgroepen die gedurende een periode na de
behandeling zonder blootstelling worden gehouden, moeten de observaties ook deze periode bestrijken.

De frequentie van de observaties moet voldoende zijn voor een maximale kans op detectie van eventuele neurologische
en/of gedragsafwijkingen. De observatie moet bij voorkeur elke dag op hetzelfde tijdstip plaatsvinden en hierbij moet
rekening worden gehouden met de piekperiode voor de verwachte effecten na de toediening. Tabel 2 bevat een overzicht
van de frequentie van de klinische observaties en functionele tests. Als kinetische of andere gegevens uit eerder onderzoek
erop wijzen dat verschillende tijdstippen voor observaties, tests of periodes na observaties nodig zijn, moet er een ander
schema worden opgesteld om zo veel mogelijk informatie te verkrijgen. Voor veranderingen in het schema moet een
motivering worden gegevern.

Observatie van de algemene gezondheidstoestand en de mortaliteit/morbiditeit

Alle dieren worden ten minste één keer per dag zorgvuldig geobserveerd om hun gezondheidstoestand te beoordelen en ten
minste twee keer per dag op morbiditeit en mortaliteit.

Gedetailleerde klinische observatie

Bij alle hiervoor geselecteerde dieren (zie tabel 1) wordt één keer v6or de eerste blootstelling (om vergelijking per dier
mogelijk te maken) en daarna met verschillende tussenpozen afhankelijk van de duur van het onderzoek (zie tabel 2) een
gedetailleerde klinische observatie uitgevoerd. Bij satelliet-herstelgroepen dienen aan het eind van de herstelperiode
gedetailleerde klinische observaties te worden uitgevoerd. Gedetailleerde klinische observaties dienen buiten het eigen hok
in een standaard-loopruimte te gebeuren. Ze moeten zorgvuldig worden geregistreerd met behulp van scoresystemen met
criteria of schalen voor elke meting bij de observatie. De gebruikte criteria of schalen moeten expliciet door het
laboratorium worden gedefinieerd. Er moet worden getracht ervoor te zorgen dat de variaties in de testomstandigheden
minimaal zijn (niet systematisch gerelateerd aan de behandeling) en dat de observaties worden uitgevoerd door geschoolde
waarnemers die niet op de hoogte zijn van de gegeven behandeling.
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1.6.1.3

1.6.2

1.6.3

Het verdient aanbeveling de observaties gestructureerd uit te voeren, waarbij voor elk dier op elk observatietijdstip
systematisch goed gedefinieerde criteria worden gehanteerd (met inbegrip van een definitie van het "normale bereik"). Het
"normale bereik” moet afdoende worden gedocumenteerd. Alle waargenomen verschijnselen moeten worden geregistreerd.
Waar mogelijk moet ook de omvang van de waargenomen verschijnselen worden geregistreerd. Klinische observatie moet
ten minste maar niet uitsluitend omvatten: veranderingen in huid, vacht, ogen en slijmvliezen, secretie en excretie van
stoffen en autonome activiteit (b.v. tranen, pilo-erectie, verandering in pupilgrootte, een ongebruikelijk ademhalingspatroon
en/of ademen door de mond, ongebruikelijke urineer- of ontlastingsverschijnselen en verkleuring van de urine).

Ook ongebruikelijke reacties ten aanzien van de lichaamshouding, de mate van activiteit (b.v. meer of minder exploratie van
de standaard-loopruimte) en de codrdinatie van de bewegingen dienen te worden geregistreerd. Verandering in gang (b.v.
waggelen of ataxie), houding (b.v. gebocheld) en reactiviteit op vastpakken, neerzetten of andere omgevingsprikkels,
alsmede de aanwezigheid van klonische of tonische bewegingen, convulsies of tremors, stereotiep gedrag (b.v. overmatige
lichaamsverzorging, ongebruikelijke hoofdbewegingen, herhaaldelijk ronddraaien) of bizar gedrag (b.v. bijten of overmatig
likken, zelfverminking, achteruitlopen, stemgeluiden) of agressie moeten worden geregistreerd.

Functionele tests

Net als bij de gedetailleerde klinische observatie moeten ook de functionele tests bij alle hiervoor geselecteerde dieren (zie
tabel 1) één keer vo6r de eerste blootstelling en daarna geregeld worden uitgevoerd. Ook de frequentie van de functionele
tests is afhankelijk van de duur van het onderzoek (zie tabel 2). Afgezien van de in tabel 2 vermelde observatieperioden
moeten ook zo kort mogelijk voordat de dieren worden gedood, functionele observaties bij satelliet-herstelgroepen worden
uitgevoerd. Bij de functionele tests moet worden gekeken naar de sensorische reactiviteit op verschillende soorten prikkels
|b.v. auditieve, visuele en proprioceptieve prikkels (5)(6)(7)], een beoordeling van de grijpkracht van ledematen (8) en een
beoordeling van de motorische activiteit (9). De motorische activiteit moet worden gemeten met een geautomatiseerd
apparaat dat zowel een afname als een toename van de activiteit kan detecteren. Als er een ander gedefinieerd systeem
wordt gebruikt, moet dit kwantitatief zijn en moeten de gevoeligheid en de betrouwbaarheid worden aangetoond. Elk
apparaat moet worden getest om de betrouwbaarheid in de loop der tijd en de consistentie van apparaat tot apparaat te
waarborgen. Voor een gedetailleerdere beschrijving van de te volgen procedures wordt verwezen naar de respectieve
referenties. Als er geen gegevens zijn (b.v. structuur/activiteit-relaties, epidemiologische gegevens of ander toxicologisch
onderzoek) die aanwijzingen geven omtrent de mogelijke neurotoxische effecten, moet worden overwogen
gespecialiseerdere tests op de sensorische en motorische functie of leren en geheugen uit te voeren om deze mogelijke
effecten meer in detail te onderzoeken. Voor meer informatie over gespecialiseerdere tests en het gebruik daarvan wordt
verwezen naar (1).

Bij wijze van uitzondering kunnen dieren die zodanige toxiciteitsverschijnselen vertonen dat deze de functionele test
significant zouden storen, van deze test worden uitgesloten, Voor het uitsluiten van dieren van een functionele test moet een
motivering worden gegevern.

Lichaamsgewicht en consumptie van voer en water

Bij onderzoek met een duur tot 90 dagen moeten alle dieren ten minste één keer per week worden gewogen en moet de
voerconsumptie (de waterconsumptie als de teststof in het water wordt toegediend) ten minste wekelijks worden gemeten.
Bij langdurig onderzoek moeten alle dieren de eerste 13 weken ten minste één keer per week worden gewogen en daarna ten
minste één keer per vier weken. De eerste 13 weken wordt de voerconsumptie (de waterconsumptie als de teststof in het
water wordt toegediend) ten minste wekelijks gemeten en daarna ongeveer één keer per drie maanden, tenzij met het oog op
de gezondheidstoestand of de veranderingen in het lichaamsgewicht een ander ritme nodig is.

Oogheelkundig onderzoek

Bij een onderzoek dat langer dan 28 dagen duurt, moet vé6r de toediening van de teststof en aan het einde van het
onderzoek bij voorkeur bij alle dieren maar ten minste bij de dieren in de hoge dosis- en controlegroepen een oogheetkundig
onderzoek worden uitgevoerd met een oftalmoscoop of een gelijkwaardig geschikt instrument. Als er veranderingen in de
ogen worden waargenomen of als dit met het oog op klinische verschijnselen nodig is, moeten alle dieren worden
onderzocht. Bij een langdurig onderzoek moet er ook na 13 weken een oogheelkundig onderzoek worden uitgevoerd. Het
oogheelkundig onderzoek behoeft niet te worden uitgevoerd als deze gegevens al beschikbaar zijn uit ander onderzoek met
een vergelijkbare duur en vergelijkbare dosisniveaus.
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1.6.4 Hematologisch en klinisch-biochemisch onderzoek
Wanneer het onderzoek naar neurotoxiciteit in combinatie met een onderzoek naar systemische toxiciteit bij herhaalde
toediening wordt uitgevoerd, moeten er hematologisch onderzoek en klinisch-biochemische bepalingen worden uitgevoerd
zoals dit in de desbetreffende methode voor het onderzoek naar systemische toxiciteit is beschreven. De monsterneming
moet zodanig gebeuren dat mogelijke neurogedragseffecten tot een minimum worden beperkt.
1.6.5 Histopathologie

Het neuropathologisch onderzoek moet worden opgezet als aanvulling op en uitbreiding van de observaties tijdens de in
vivo fase van het onderzoek. Weefsels van ten minste 5 dieren/geslacht/groep (zie tabel 1 en volgende pragraaf) worden in
situ gefixeerd met behulp van algemeen erkende perfusie- en fixatietechnieken (zie referentie 3, hoofdstuk 5, en referentie
4, hoofdstuk 50). Waarneembare macroscopische veranderingen worden geregistreerd. Wanneer het onderzoek zelfstandig
als screening voor neurotoxiciteit of voor de karakterisering van neurotoxische effecten wordt uitgevoerd, kunnen de
overige dieren worden gebruikt voor specifiecke neurogedragsprocedures (10)(11), neuropathologische procedures
(10)(11)(12)(13), neurochemische procedures (10)(11)(14)(15) of elektrofysiologische procedures (10)(11)(16)(17)
waarmee de hier beschreven procedures en onderzoeken kunnen worden aangevuld, of om meer dieren beschikbaar te
hebben voor histopathologisch onderzoek. Deze aanvullende procedures zijn vooral nuttig wanneer empirische observaties
of verwachte effecten wijzen op een specifiek type of aangrijpingspunt van de neurotoxiciteit (2)(3). Anderzijds is het ook
mogelijk de resterende dieren te gebruiken voor standaard-pathologisch onderzoek zoals dat in de testmethode voor
onderzoek naar toxiciteit bij herhaalde toediening wordt beschreven.

Bij elk weefselspecimen in paraffine wordt een algemene kleurprocedure uitgevoerd, zoals hematoxyline en eosine (H&E),
en wordt een microscopisch onderzoek uitgevoerd. Als er verschijnselen van perifere neuropathie worden waargenomen of
vermoed, worden er monsters van perifeer zenuwweefsel in kunststof onderzocht. Klinische verschijnselen kunnen ook
aanwijzingen opleveren voor andere onderzoekplaatsen of het gebruik van speciale kleurprocedures. Richtsnoeren voor
andere plaatsen die kunnen worden onderzocht, zijn te vinden in (3)(4). Ook geschikte speciale kleurstoffen om specifieke
soorten pathologische veranderingen aan te tonen, kunnen nuttig zijn (18).

Representatieve secties van het centrale en perifere zenuwstelsel worden histologisch onderzocht (zie referentie 3,
hoofdstuk 5, en referentie 4, hoofdstuk 50). Normaal gesproken moeten onder andere de volgende gebieden worden
onderzocht: de voorhersenen, het centrum van het cerebrum met een sectie door de hippocampus, de middenhersenen, het
cerebellum, de pons, de medulla oblongata, het oog met oogzenuw en netvlies, het ruggenmerg bij de cervicale en lumbale
verdikkingen, de ganglia van de dorsale wortel, de vezels van de dorsale en ventrale wortel, de proximale nervus
ischiadicus, de proximale nervus tibialis (bij de knie) en de kuitspiervertakkingen van de nervus tibialis. Van het
ruggenmerg en de perifere zenuwen moeten zowel dwarse of transversale als longitudinale secties worden gemaakt. Er moet
worden gelet op het vaatstelsel van het zenuwstelsel. Tevens moet er een monster van een skeletspier, met name de
kuitspier, worden onderzocht. Er moet bijzondere aandacht worden besteed aan plaatsen met een cellulaire en vezelstructuur
en -patroon in het CZS en het PZS waarvan bekend is dat ze bijzonder gevoelig zijn voor neurotoxica.

Voor een leidraad voor neuropathologische veranderingen die vaak een gevolg zijn van blootstelling aan een toxische stof,
wordt verwezen naar de referenties (3) en (4). Een stapsgewijs onderzoek van de weefselmonsters wordt aanbevolen,
waarbij secties van de hoogste dosisgroep eerst worden vergeleken met die van de controlegroep. Als er in de monsters van
deze groepen geen neuropathologische veranderingen worden waargenomen, is een verdere analyse niet nodig. Als er in de
hoogste dosisgroep neuropathologische veranderingen worden waargenomen, worden er van elk van de mogelijk aangetaste
weefsels van de tussengroepen en de laagste groep monsters genomen en sequentieel onderzocht.

Als er bij het kwalitatieve onderzoek bewijzen van neuropathologische veranderingen worden gevonden, moet er een
tweede onderzoek worden uitgevoerd bij alle gebieden van het zenuwstelsel die deze veranderingen vertonen. Bij alle
dosisgroepen worden er van elk van de mogelijkerwijs aangetaste gebieden secties gecodeerd en aselect zonder de code te
kennen onderzocht. De frequentie en de ernst van elk letsel worden geregistreerd. Nadat van alle gebieden van alle
dosisgroepen de score is bepaald, kan de code worden verbroken en kan er een statistische analyse worden uitgevoerd om
het verband tussen dosis en respons te bepalen. Van elk letsel moeten er voorbeelden van uiteenlopende ernst worden
beschreven.

De neuropathologische bevindingen moeten in de context van de gedragsobservaties en metingen alsmede andere gegevens
uit eerder en tegelijkertijd uitgevoerd onderzoek naar de systemische toxiciteit van de teststof worden gegvalueerd.
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2 GEGEVENS

2.1 BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

Er worden voor elk dier apart gegevens verstrekt. Daarnaast worden alle gegevens in tabelvorm samengevat met voor alle
test- en controlegroepen vermelding van het aantal dieren aan het begin van het onderzoek, het aantal dieren dat tijdens het
onderzoek dood is aangetroffen of op humane wijze is gedood met het tijdstip waarop ze zijn gestorven of gedood, het
aantal dieren dat toxiciteitsverschijnselen vertoonde, een beschrijving van de waargenomen toxiciteitsverschijnselen, met
inbegrip van de aanvang, de duur, de aard en de ernst van eventuele toxische effecten, en het aantal dieren met letsel, met
vermelding van de aard en de ernst van het letsel of de letsels.

2.2 EVALUATIE EN INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

De resultaten van het onderzoek moeten worden geévalueerd, waarbij wordt gekeken naar de incidentie, de ernst en de
correlatie van neurogedragseffecten en neuropathologische effecten (en ook neurochemische en elektrofysiologische
effecten als dit aanvullende onderzoek is uitgevoerd) en andere waargenomen schadelijke effecten. Waar mogelijk moeten
getalsmatige resultaten met behulp van een geschikte en algemeen erkende statistische methode worden geévalueerd. De
statistische methoden moeten gedurende de opzet van het onderzoek worden gekozen.

3 RAPPORTAGE

TESTVERSLAG
In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:
Teststof:

— de fysische aard (met inbegrip van isomerie, de zuiverheid en de fysisch-chemische eigenschappen);
— identificatiegegevens,

Medium (indien van toepassing):
— een motivering voor de keuze van het medium.
Proefdieren:

— de gebruikte soort/stam;

— het aantal dieren, hun leeftijd en hun geslacht;

— de herkomst, de huisvesting, de acclimatisering, de voeding enz;
— het gewicht van elk dier aan het begin van het onderzoek.

Testomstandigheden:

— gedetailleerde gegevens over de formulering van de teststof, de bereiding van het voer en de concentratie, de stabiliteit
en de homogeniteit van het preparaat;

— een specificatie van de toegediende doses met gedetailleerde gegevens over het medium, het volume en de fysische
vorm van het toegediende materiaal;

— gedetailleerde gegevens over de toediening van de teststof;

— een motivering voor de gekozen dosisniveaus;

— een motivering voor de blootstellingsroute en -duur;

— een omrekening van de concentratie van de teststof in het voer/drinkwater (in ppm) in de feitelijke dosis (in mg/kg
lichaamsgewicht/dag), indien van toepassing;

— gedetailleerde gegevens over het voer en het water.
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Observatie en testprocedures:

— gedetailleerde gegevens over de keuze van dieren uit elke groep voor de perfusie-subgroepen;

— gedetailleerde gegevens over de scoresystemen met vermelding van de criteria en schaalindeling voor elke meting bij
de gedetailleerde klinische observaties;

— gedetailleerde gegevens over de functionele tests voor de sensorische reactiviteit op verschillende soorten prikkels
(b.v. auditieve, visuele en proprioceptieve prikkels), voor de beoordeling van de grijpkracht van ledematen, voor de
beoordeling van de motorische activiteit (met een beschrijving van geautomatiseerde apparaten voor de detectie van de
activiteit) en andere gebruikte procedures;

— gedetailleerde gegevens over het oogheelkundig onderzoek en eventueel het hematologisch onderzoek en de klinisch-
biochemische tests met de desbetreffende referentiewaarden;

— gedetailleerde  gegevens over specifieke neuropathologische, neurochemische, elektrofysiologische of
neurogedragsprocedures.

Resultaten:

— het lichaamsgewicht/veranderingen in het lichaamsgewicht en het lichaamsgewicht bij de dood van het dier;

— de consumptie van voer en de consumptie van water, indien van toepassing;

— gegevens over de toxische respons per geslacht en dosisgroep, met vermelding van toxiciteitsverschijnselen of
mortaliteit;

— de aard, de ernst en de duur (aanvangstijdstip en verloop) van de gedetailleerde klinische observaties (al dan niet
reversibel);

— een gedetailleerde beschrijving van alle resultaten van de functionele tests;

— de obductiebevindingen;

— een gedetailleerde beschrijving van alle resultaten van neuropathologische, neurochemische, elektrotysiologische of
neurogedragsprocedures, indien beschikbaar;

— gegevens over de resorptie en het metabolisme, indien beschikbaar;

— een statistische behandeling van de resultaten, indien van toepassing.

Bespreking van de resultaten:
— informatie over de dosis/respons-relatie;
— het verband tussen eventuele andere toxische effecten en een conclusie over het neurotoxisch vermogen van de

teststof;
— de dosis zonder waargenomen schadelijke effecten.

Conclusies:
— een specifieke vermelding van de algehele neurotoxiciteit van de teststof is wenselijk.
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C.21: MICRO-ORGANISMEN IN DE BODEM: BEPALING VAN DE OMZETTING VAN STIKSTOF

1 METHODE
Deze methode is overgenomen van TG 216 (2000) van de OESO.

1.1 INLEIDING

In deze testmethode wordt een laboratoriumtest beschreven om te onderzoeken welke effecten chemische
stoffen na één blootstelling op lange termijn hebben op de omrzetting van stikstof door micro-organismen in de
bodem. De test is in eerste instantie gebaseerd op aanbevelingen van de Organisatie voor de bescherming van
planten in Europa en het Middellandse-Zeegebied (1). Er is echter ook rekening gehouden met andere
richtsnoeren, bijvoorbeeld van de Biologische Bundesanstalt in Duitsland (2), het Environmental Protection
Agency in de VS (3) de SETAC (4) en de Internationale Organisatie voor Normalisatie (5). Tijdens een
workshop van de OESO over de selectie van bodem/sediment in Belgirate in Italié in 1995 (6) is
overeenstemming bereikt over het aantal en de aard van de in deze test te gebruiken bodemmonsters. De
aanbevelingen voor het verzamelen, behandelen en bewaren van de bodemmonsters zijn gebaseerd op ISO-
richtsnoeren (7) en aanbevelingen van de workshop in Belgirate. Bij de beoordeling en evaluatie van toxische
kenmerken van teststoffen kan het nodig zijn de effecten op de microbiéle activiteit van de bodem te bepalen,
bijvoorbeeld wanneer er gegevens over de potentiéle neveneffecten van gewasbeschermingsmiddelen op de
microflora van de bodem nodig zijn of wanneer wordt verwacht dat de micro-organismen in de bodem aan
andere chemische stoffen dan gewasbeschermingsmiddelen worden blootgesteld. De bepaling van de omzetting
van stikstof wordt uitgevoerd om de effecten van deze chemische stoffen op de microflora van de bodem te
bepalen. Als er landbouwchemicalién (b.v. gewasbeschermingsmiddelen, kunstmest of bosbouwchemicalién)
worden getest, worden zowel de bepaling van de omzetting van stikstof als de bepaling van de omzetting van
koolstof uitgevoerd. Als er andere stoffen dan landbouwchemicalién worden getest, volstaat de bepaling van de
omyzetting van stikstof. Als de ECsg bij de bepaling van de omzetting van stikstof voor dergelijke stoffen echter
binnen het bereik valt van de waarde die voor in de handel verkrijgbare nitrificatieremmers (zoals nitrapyrin)
wordt gevonden, kan een bepaling van de omzetting van koolstof worden uitgevoerd om nadere informatie te
verkrijgen.

De bodem bestaat uit levende en niet-levende componenten die complexe en heterogene mengsels kunnen
vormen. Micro-organismen spelen een belangrijke rol bij de afbraak en omzetting van organisch materiaal in
vruchtbare bodem en veel soorten dragen bij tot verschillende aspecten van de vruchtbaarheid van de bodem.
Een verstoring van deze biochemische processen op lange termijn kan mogelijkerwijs de cycli van nutriénten
verstoren en verandering brengen in de vruchtbaarheid van de bodem. Omrzetting van koolstof en stikstof vindt
in elke vruchtbare bodem plaats. Hoewel de voor deze processen verantwoordelijke microbigle
levensgemeenschappen van bodem tot bodem verschillen, zijn de omzettingsroutes in grote lijnen gelijk.

De hier beschreven testmethode is bedoeld om te detecteren welke schadelijke effecten een stof op lange
termijn op het omzettingsproces van stikstof in ag€robe bodem aan het oppervlak kan hebben. Met de
testmethode kunnen ook de effecten van stoffen op de omzetting van koolstof door de microflora in de bodem
worden bepaald. De vorming van nitraat vindt plaats na het verbreken van de koolstof/stikstof-binding. Als er in
de behandelde en de controlebodem een even hoge nitraatproductie wordt gemeten, is het daarom zeer
waarschijnlijk dat de belangrijkste afbraakroutes voor koolstof intact zijn en functioneren. Het voor de test
gekozen substraat (verpoederd luzernemeel) heeft een gunstige koolstof/stikstof-verhouding (meestal tussen
12/1 en 16/1). Daardoor is er tijdens de test een geringer koolstoftekort en kunnen microbiéle
levensgemeenschappen, als ze door een chemische stof worden aangetast, zich binnen 100 dagen weer
herstellen.

Deze testmethode is ontwikkeld uit tests die in eerste instantie bedoeld waren voor stotfen waarvoor kan
worden geraamd welke hoeveelheid de bodem bereikt. Dit geldt bijvoorbeeld voor gewasbeschermingsmiddelen
die in bekende hoeveelheden op het veld worden gebracht. Voor landbouwchemicalién is het voldoende twee
doses te testen die relevant zijn voor de opgebrachte hoeveelheid die wordt verwacht of geraamd.
Landbouwchemicalién kunnen als werkzame stof of als geformuleerd product worden getest. De test kan echter
ook voor andere stotfen worden gebruikt. Door zowel de op de bodem gebrachte hoeveelheid teststof als de
manier waarop de gegevens worden geévalueerd, te veranderen, kan de test ook worden gebruikt voor
chemische stoffen waarvoor niet bekend is hoeveel er naar verwachting in de bodem terecht zal komen. Daarom
worden voor andere stoffen dan landbouwchemicalién de effecten van een reeks concentraties op de omzetting
van stikstof bepaald. De gegevens uit deze tests worden gebruikt om een dosis/respons-curve samen te stellen
en EC,-waarden te berekenen, waarbij x het procentuele effect aangeeft.
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1.2 DEFINITIES
Omzetting van stikstof: de uiteindelijke afbraak van stikstothoudend organisch materiaal door micro-
organismen via ammonificatie en nitrificatie tot het anorganische eindproduct nitraat.

EC, (effectieve concentratie): de concentratie van de teststof in de bodem die leidt tot een remming van de
omzetting van stikstof in nitraat met X procent.

ECsy (mediaan van de effectieve concentratie): de concentratie van de teststof in de bodem die leidt tot een
remming van de omzetting van stikstof in nitraat met 50 procent (50%).

1.3 REFERENTIESTOFFEN
Geen.
1.4 PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Gezeefde bodem wordt verbeterd met verpoederd plantenmeel en hetrij behandeld met de teststof, hetzij niet
behandeld (controle). Als er landbouwchemicalién worden getest, wordt aanbevolen minimaal twee
concentraties te testen die moeten worden gekozen op grond van de hoogste concentratie die op het veld wordt
verwacht. Na 0, 7, 14 en 28 dagen incubatie worden monsters van de behandelde en de controlebodem
geéxtraheerd met een geschikt oplosmiddel en wordt de hoeveelheid nitraat in de extracten bepaald. De
nitraatvorming in de behandelde monsters wordt vergeleken met de controlemonsters en de procentuele
afwijking van de behandelde ten opzichte van de controlemonsters wordt berekend. Alle tests duren ten minste
28 dagen. Als op dag 28 het verschil tussen de behandelde en de controlebodem 25% of groter is, worden de
metingen voortgezet tot maximaal 100 dagen. Als er andere stoffen dan landbouwchemicalién worden getest,
wordt de teststof in een reeks concentraties aan de bodemmonsters toegevoegd en wordt na 28 dagen incubatie
de hoeveelheid nitraat in de behandelde en de controlemonsters bepaald. De resultaten van tests met
verschillende concentraties worden aan regressieanalyse onderworpen en de ECy-waarden (d.w.z. de ECs, de
EC,s enjof de EC,y) worden berekend. Zie ook de definities,

1.5 GELDIGHEID VAN DE TEST

Bij landbouwchemicalién wordt de evaluatie van de testresultaten gebaseerd op betrekkelijk kleine verschillen
(gemiddeld + 25%) tussen de nitraatconcentratie in de behandelde en de controlemonsters en grote verschillen
in de controles kunnen dan ook tot onjuiste resultaten leiden. Het verschil tussen replicaat-controlemonsters
moet derhalve kleiner zijn dan + 15%.

1.6 BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

1.6.1 Apparatuur

Er worden testbakken van chemisch inert materiaal gebruikt. Het volume moet geschikt zijn voor de procedure
die voor de incubatie van de bodem wordt gebruikt, d.w.z. incubatie in één keer of als een reeks afzonderlijke
bodemmonsters (zie punt 1.7.1.2). Het waterverlies moet tot een minimum worden beperkt maar
gasuitwisseling moet tijdens de test mogelijk zijn (de testbakken kunnen bijvoorbeeld met geperforeerde
polyetheentfolie worden afgedekt). Wanneer vluchtige stoffen worden getest, moeten er afsluitbare gasdichte
bakken worden gebruikt. Deze moeten 7o groot zijn dat het bodemmonster ongeveer een kwart van hun volume
beslaat.

Er wordt standaard-laboratoriumapparatuur gebruikt, waaronder:
— een schudapparaat: een mechanische schudmachine of gelijkwaardige apparatuur;
— een centrifuge (3000 g) of tiltreerapparaat (met nitraatvrij filtreerpapier);

— een instrument voor nitraatanalyse met een afdoende gevoeligheid en reproduceerbaarheid.
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1.6.2 Selectie en aantal bodemsoorten

Er wordt één bodemsoort gebruikt. De aanbevolen kenmerken van de bodem zijn:
— zandgehalte: minimaal 50% en maximaal 75%:

— pH:5,5-7.5;

— organisch koolstofgehalte: 0,5 — 1,5%;

— de microbiéle biomassa moet worden gemeten (8)(9) en het koolstofgehalte daarvan moet minimaal
1% van het totale organische koolstofgehalte van de bodem zijn.

In de meeste gevallen levert een bodem met deze kenmerken de ongunstigste situatie op, aangezien de adsorptie
van de teststof minimaal is en de beschikbaarheid voor de flora maximaal. Een test met andere bodemsoorten is
dan ook meestal niet nodig. In bepaalde gevallen, bijvoorbeeld wanneer de teststof naar verwachting vooral bij
bepaalde bodemsoorten zoals zure bosgrond zal worden gebruikt of bij elektrostatisch geladen chemische
stoffen, kan het echter nodig zijn nog een andere bodemsoort te gebruiken.

1.6.3 Verzameling en opslag van de bodemmonsters

1.63.1 Verzameling

Er moet gedetailleerde informatie beschikbaar zijn over de geschiedenis van de locatie waar de testbodem wordt
verzameld, zoals de exacte ligging, de vegetatie, de data van behandelingen met gewasbeschermingsmiddelen,
behandelingen met organische en anorganische mest, toevoegingen van biologisch materiaal en onopzettelijke
verontreinigingen. De voor de verzameling van de bodem gekozen locatie moet op lange termijn kunnen
worden gebruikt. Permanente weidegrond en velden met eenjarige graangewassen (behalve mais) of dicht
ingezaaide groenbemestingsgewassen zijn geschikt. De gekozen monsternemingsplaats mag gedurende ten
minste €én jaar voor de monsterneming niet met gewasbeschermingsmiddelen zijn behandeld. Ook mag er
gedurende ten minste zes maanden geen organische mest zijn opgebracht. Het gebruik van anorganische mest is
alleen aanvaardbaar wanneer dit in overeenstemming met de eisen van het gewas is en er mogen gedurende ten
minste drie maanden na de opbrenging van de mest geen monsters worden genomen. Het gebruik van grond die
is behandeld met meststoffen waarvan bekend is dat ze biocide-effecten hebben (b.v. calciumcyaanamide) moet
worden vermeden.

Gedurende of vlak na lange perioden (meer dan 30 dagen) van droogte of doordrenking van de bodem mogen er
geen monsters worden genomen. Bij een omgeploegde bodem moeten de monsters van een diepte van 0 tot 20
cm worden genomen. Bij grasland (weidegrond) of andere bodemsoorten waar gedurende lange perioden (ten
minste één teeltseizoen) niet geploegd wordt, kan de maximale monsterdiepte iets groter dan 20 c¢cm (b.v.
maximaal 25 cm) zijn.

De bakken waarin en de temperatuur waarbij de bodemmonsters worden vervoerd, moeten zodanig zijn dat de
oorspronkelijke eigenschappen van de bodem niet significant veranderen.

1.63.2 Opslag

Het gebruik van grond die net van het veld komt, verdient de voorkeur. Als opslag in het laboratorium niet kan
worden vermeden, kan de grond gedurende maximaal drie maanden in het donker bij 4 £ 2°C worden bewaard.
Tijdens de opslag van grond moet er voor aérobe omstandigheden worden gezorgd. Als de grond wordt
verzameld in gebieden waar deze gedurende ten minste drie maanden per jaar bevriest, is opslag gedurende zes
maanden bij -18°C tot -22°C mogelijk. Voor elk experiment wordt de microbiéle biomassa van opgeslagen
grond gemeten; het koolstofgehalte van de biomassa moet minimaal 1% van het totale organische
koolstofgehalte van de bodem zijn (zie punt 1.6.2).
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1.6.4 Behandeling en voorbereiding van de grond voor de test

1.04.1 Pre-incubatie

Als de grond opgeslagen was (zie punt 1.6.3.2), wordt pre-incubatie gedurende 2 tot 28 dagen aanbevolen. De
temperatuur en het vochtgehalte van de bodem tijdens de pre-incubatie moeten vergelijkbaar zijn met die tijdens
de test (zie de punten 1.6.4.2 en 1.7.1.3).

1.64.2 Fysisch-chemische kenmerken

De grond wordt met de hand ontdaan van grote voorwerpen (stenen, delen van planten enz.) en zonder
overmatig drogen vochtig gezeetd tot een deeltjesgrootte van maximaal 2 mm. Het vochtgehalte van het
bodemmonster moet met gedestilleerd of gedeioniseerd water worden aangepast tot 40-60% van het maximale
watergehalte.

1.64.3 Verbetering met organisch substraat

De bodem wordt verbeterd met een geschikt organisch substraat, zoals verpoederd luzerne/grasmeel
(hootdbestanddeel Medicago sativa) met een C/N-verhouding tussen 12/1 en 16/1. De aanbevolen
luzerne/bodem-verhouding is 5 gram luzerne per kg bodem (drooggewicht).

1.6.5 Voorbehandeling van de teststof voordat deze op de bodem wordt gebracht

De teststof wordt normaal gesproken met behulp van een draagstof opgebracht. Dit kan water zijn (voor in
water oplosbare stoffen) of een inerte vaste stof zoals fijn kwartszand (deeltjesgrootte 0,1-0,5 mm). Andere
vloeibare draagstoffen dan water (b.v. organische oplosmiddelen zoals aceton of chloroform) moeten worden
vermeden omdat deze de microtlora kunnen aantasten. Als zand als draagstof wordt gebruikt, kan deze worden
gecoat met de in een geschikt oplosmiddel opgeloste of gesuspendeerde teststof. In dat geval moet het
oplosmiddel voor het mengen met de bodem door verdamping worden verwijderd. Voor een optimale verdeling
van de teststof in de bodem wordt een verhouding van 10 g zand per kg grond (drooggewicht) aanbevolen. De
controlemonsters worden behandeld met uitsluitend een even grote hoeveelheid water en/of kwartszand.

Bij het testen van vluchtige stoffen moeten verliezen tijdens de behandeling zo veel mogelijk worden
voorkomen en moet er naar een homogene verdeling in de bodem worden gestreefd (de teststof kan
bijvoorbeeld op verschillende plaatsen in de bodem worden geinjecteerd).

1.6.6 Testconcentraties

Als er landbouwchemicalién worden getest, moeten er ten minste twee concentraties worden gebruikt. De
laagste concentratie moet ten minste overeenkomen met de maximale hoeveelheid die naar verwachting in de
praktijk in de bodem terecht zal komen, terwijl de hoogste concentratic een veelvoud van de laagste
concentratie moet zijn. Bij de berekening van de concentratie van de aan de bodem toegevoegde teststof wordt
uitgegaan van een uniforme vermenging in de bodem tot een diepte van 5 cm en een dichtheid van de droge
grond van 1,5. Voor landbouwchemicalién die rechtstreeks op de bodem worden gebracht en voor chemische
stoffen waarvoor de hoeveelheid die op de bodem terechtkomt voorspelbaar is, worden als testconcentratie de
maximale PEC (predicted environmental concentration) en het vijfvoud van deze concentratie aanbevolen.
Stoffen die naar verwachting meer dan een keer per seizoen op de bodem worden gebracht, moeten worden
getest bij concentraties die worden berekend door de PEC te vermenigvuldigen met het aantal keren dat dit naar
verwachting maximaal gebeurt. De hoogste geteste concentratie mag echter niet hoger zijn dan tien keer de
maximale per keer opgebrachte hoeveelheid. Als andere stoffen dan landbouwchemicalién worden getest, wordt
een meetkundige reeks van ten minste vijt concentraties gebruikt. De geteste concentraties moeten het interval
bestrijken dat voor de bepaling van de ECy-waarden nodig is.
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1.7 UITVOERING VAN DE TEST
1.7.1 Blootstellingsomstandigheden
1.7.1.1 Behandeling en controle

Als er landbouwchemicalién worden getest, wordt de grond in drie even zware porties verdeeld. Twee porties
worden gemengd met de draagstof die de teststof bevat en de andere portie met de draagstof zonder teststof
(controle). Voor zowel de behandelde als de controlegrond wordt minimaal een bepaling in triplo aanbevolen.
Als er andere stoffen dan landbouwchemicalién worden getest, wordt de grond in zes even zware porties
verdeeld. Vijf' porties worden gemengd met de draagstof die de teststof bevat en de andere portie met de
draagstof zonder teststof. Voor zowel de behandelde als de controlegrond wordt een bepaling in triplo
aanbevolen. Er moet worden gezorgd voor een homogene verdeling van de teststof in de behandelde
bodemmonsters. Bij het mengen moeten comprimering en kluitvorming van de grond worden voorkomen.

1.7.1.2 Incubatie van de bodemmonsters

Incubatie van de bodemmonsters kan op twee manieren gebeuren: als één monster voor elke behandelde en
onbehandelde bodem of als een reeks aparte even grote submonsters voor elke behandelde en onbehandelde
bodem. Wanneer vluchtige stoffen worden getest, mag de test echter uitsluitend met een reeks aparte
submonsters worden uitgevoerd. Wanneer de grond als één monster wordt geincubeerd, worden grote
hoeveelheden van elke behandelde en onbehandelde bodem geincubeerd en worden tijdens de test waar nodig
submonsters voor analyse genomen. De hoeveelheid die aanvankelijk voor elke behandelde en onbehandelde
bodem wordt geincubeerd, is athankelijk van de grootte van de submonsters, het aantal replicaatbepalingen dat
voor de analyse wordt gebruikt en het verwachte maximale aantal monsternemingstijdstippen. Grond die als één
monster wordt geincubeerd, moet vé6r het nemen van submonsters grondig worden gemengd. Wanneer de
bodem als een reeks aparte bodemmonsters wordt geincubeerd, wordt elke portie behandelde en onbehandelde
grond in het vereiste aantal submonsters verdeeld, die worden gebruikt wanneer ze nodig zijn. Wanneer bij een
experiment meer dan twee monsternemingstijdstippen kunnen worden verwacht, moeten er voldoende
submonsters voor alle replicaatbepalingen en alle monsternemingstijdstippen worden gemaakt. Ten minste drie
replicaatmonsters van de testbodem worden onder aérobe omstandigheden geincubeerd (zie punt 1.7.1.1).
Tijdens alle tests moeten er geschikte bakken worden gebruikt met voldoende ruimte boven de grond om te
voorkomen dat er anaérobe omstandigheden ontstaan. Wanneer er vluchtige stoffen worden getest, mag de test
uitsluitend met een reeks aparte submonsters worden uitgevoerd.

1.7.1.3 Testomstandigheden en duur van de test

De test wordt in het donker bij kamertemperatuur (20 = 2°C) uitgevoerd. Het vochtgehalte van de
bodemmonsters moet gedurende de test op 40-60% van het maximale watergehalte van de bodem worden
gehouden (zie punt 1.6.4.2) met een bereik van + 5%. Indien nodig kan gedestilleerd of gedeioniseerd water
worden toegevoegd.

De minimale duur van een test is 28 dagen. Als er landbouwchemicalién worden getest, wordt de
nitraatvorming in behandelde en controlemonsters vergeleken. Als op dag 28 het verschil groter dan 25% is,
wordt de test voortgezet tot het verschil 25% of minder is maar maximaal gedurende 100 dagen. Voor andere
stoffen dan landbouwchemicalién wordt de test na 28 dagen begindigd. Op dag 28 wordt de hoeveelheid nitraat
in de behandelde en de controlemonsters bepaald en worden de ECy-waarden berekend.

1.7.2 Monsterneming en analyse van de grond

1.72.1 Schema voor de monsterneming

Als er landbouwchemicalién worden getest, worden de bodemmonsters op de dagen 0, 7, 14 en 28 op nitraat
geanalyseerd. Als er een langere test nodig is, wordt na dag 28 om de 14 dagen een analyse uitgevoerd.
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Als er andere stoffen dan landbouwchemicali€én worden getest, worden er ten minste vijf testconcentraties
gebruikt en worden de bodemmonsters aan het begin (dag () en aan het eind van de blootstellingsperiode (dag
28) op nitraat geanalyseerd. Als dit nodig wordt geacht, kan er bijvoorbeeld op dag 7 een tussentijdse meting
worden gedaan. De op dag 28 verkregen gegevens worden gebruikt om de ECy-waarde voor de chemische stof
te bepalen. Als dat gewenst is, kunnen de gegevens van de controlemonsters op dag 0 worden gebruikt om de
oorspronkelijke hoeveelheid nitraat in de bodem te bepalen.

1.72.2 Analyse van de bodemmonsters

Op elk monsternemingstijdstip wordt in elk replicaatmonster (behandeld en controle) de gevormde hoeveelheid
nitraat bepaald. Het nitraat wordt uit de bodem geéxtraheerd door de monsters met een geschikte
extractievloeistof, bijvoorbeeld een 0,1 M kaliumchloride-oplossing, te schudden. Een hoeveelheid van 5 ml
KCl-oplossing per gram grond (drooggewicht) wordt aanbevolen. Om de extractie te optimaliseren mogen de
bakken met grond en extractievloeistof ten hoogste halfvol zijn. De mengsels worden gedurende 60 minuten bij
150 rpm geschud. De mengsels worden gecentrifugeerd of gefiltreerd en de vloeistoffase wordt op nitraat
geanalyseerd. Deeltjesvrije vloeibare extracten kunnen voor analyse maximaal zes maanden bij —20 £5°C
worden bewaard.

2 GEGEVENS

2.1 BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

Als de test met landbouwchemicalien wordt uitgevoerd, wordt de gevormde hoeveelheid nitraat in elk replicaat-
bodemmonster geregistreerd en worden de gemiddelde waarden van alle replicaatbepalingen in tabelvorm
vermeld. De omzetting van stikstof wordt met adequate en algemeen erkende statistische methoden (b.v. een F-
test, niveau met 5% significantie) bepaald. De gevormde hoeveelheid nitraat wordt uitgedrukt in
mg nitraat/kg drooggewicht bodem/dag. De nitraatvorming bij elke behandelde bodem wordt vergeleken met de
controle en de procentuele afwijking van de controle wordt berekend.

Als de test met andere stoffen dan landbouwchemicalién wordt uitgevoerd, wordt de gevormde hoeveelheid
nitraat in elk replicaat-bodemmonster bepaald en wordt er een dosis/respons-curve samengesteld om de EC,-
waarden te bepalen. De hoeveelheid nitraat (in mg nitraat/kg drooggewicht bodem) die na 28 dagen in de
behandelde monsters wordt gevonden, wordt vergeleken met de controle. Uit deze gegevens wordt de
procentuele remming voor elke testconcentratie berekend. Deze percentages worden uitgerzet tegen de
concentratie en met behulp van statistische procedures worden de EC,-waarden berekend. Met behulp van
standaardprocedures worden ook de betrouwbaarheidsgrenzen (p = 0,95) voor de berekende EC; bepaald

M 1)(12).

Teststoffen die grote hoeveelheden stikstof bevatten, kunnen bijdragen tot de tijdens de test gevormde
hoeveelheid nitraat. Als deze stoffen bij een hoge concentratie worden getest (b.v. stoffen waarvan wordt
aangenomen dat ze herhaaldelijk worden opgebracht), moeten er afdoende controles in de test worden
opgenomen (d.w.z. bodem met teststof maar zonder plantenmeel). Bij de berekening van de EC; moet dan
rekening worden gehouden met de gegevens van deze controles.

22 INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

Wanneer de resultaten van tests met landbouwchemicalién worden geévalueerd en het verschil in de
nitraatvorming tussen de laagste concentratie (d.w.z. de maximale verwachte concentratie) en de controle op
enig monsternemingstijdstip na dag 28 niet groter dan 25% is, kan worden geconcludeerd dat het product op
lange termijn geen invloed op de omzetting van stikstot in de bodem heeft. Wanneer de resultaten van tests met
andere stoffen dan landbouwchemicalién worden geévalueerd, worden de ECsy, de ECss en/of de ECy gebruikt.



30.4.2004 Publicatieblad van de Europese Unie L 152/267

3 RAPPORTAGE

In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:
Een volledige specificatie van de gebruikte bodem met vermelding van o.a.:
— de geografische kenmerken van de locatie (lengte en breedte);

— informatie over het verleden van de locatie (d.w.z. vegetatie, behandelingen met
gewasbeschermingsmiddelen, behandelingen met meststotfen, onopzettelijke verontreinigingen enz.);

— het gebruikspatroon (d.w.z. landbouwgrond, bos enz.):

— de monsternemingsdiepte (in cm);

— het gehalte aan zand/slib/klei (in % drooggewicht);

— de pH (in water);

— het gehalte aan organische koolstof (in % drooggewicht);

— het stikstofgehalte (in % drooggewicht);

— de aanvankelijke nitraatconcentratie (in mg nitraat/kg drooggewicht);

— de kation-uitwisselingscapaciteit (in mmol/kg);

— de microbiéle biomassa in percentage totale organische koolstot;

— de referentie van de voor de bepaling van elke parameter gebruikte methode;
— alle informatie over de verzameling en opslag van de bodemmonsters;

— een gedetailleerde beschrijving van de eventuele pre-incubatie van de grond.
De teststof:

— de fysische aard en indien relevant de fysisch-chemische eigenschappen;

— de chemische identificatiegegevens, indien relevant, met inbegrip van de structuurformule, de
zuiverheid (d.w.z. het percentage werkzaam bestanddeel voor gewasbeschermingsmiddelen) en het
stikstofgehalte.

Het substraat:

— de herkomst van het substraat;

— de samenstelling (d.w.z. luzernemeel, luzerne/grasmeel);

— koolstof- en stikstofgehalte (in % drooggewicht);

— maaswijdte van de zeef (in mm).

De testomstandigheden:

— gedetailleerde gegevens over de verbetering van de bodem met organisch substraat;

— het aantal concentraties van de teststof en, indien van toepassing, een motivering voor de keuze van
de concentraties;

— gedetailleerde gegevens over de manier waarop de teststof op de bodem wordt gebracht;
— de incubatietemperatuur;

— het vochtgehalte van de bodem aan het begin van en tijdens de test;

— de gebruikte incubatiemethode (d.w.z. in één portie of als een reeks aparte submonsters);
— het aantal replicaatbepalingen;

— de monsternemingstijdstippen;

— de voor de extractie van nitraat uit de bodem gebruikte methode.
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De resultaten:
— de voor de nitraatanalyse gebruikte analyseprocedure en -apparatuur;

— de resultaten van de nitraatanalyse, met vermelding van de atzonderlijke en gemiddelde waarden, in
tabelvorm;

— de verschillen tussen de replicaatbepalingen bij de behandelde en de controlemonsters;
— een verklaring voor correcties in de berekeningen, indien van toepassing;

— het procentuele verschil in de nitraatvorming op elk monsternemingstijdstip of, indien van
toepassing, de ECso-waarde met het 95%-betrouwbaarheidsinterval, andere ECy-waarden (d.w.z.
ECss of ECp) met betrouwbaarheidsintervallen en een grafische voorstelling van de dosis/respons-
curve;

— de statistische behandeling van de resultaten;

— alle informatie en opmerkingen die nuttig kunnen zijn voor de interpretatie van de resultaten.
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C.22: MICRO-ORGANISMEN IN DE BODEM: BEPALING VAN DE OMZETTING VAN KOOLSTOF

1 METHODE
Deze methode is overgenomen van TG 217 (2000) van de OESO.

1.1 INLEIDING

In deze testmethode wordt een laboratoriumtest beschreven om te onderzoeken welke effecten
gewasbeschermingsmiddelen en wellicht andere chemische stoffen na één blootstelling op lange termijn kunnen
hebben op de omzetting van koolstof door micro-organismen in de bodem. De test is in eerste instantie
gebaseerd op aanbevelingen van de Organisatie voor de bescherming van planten in Europa en het
Middellandse-Zeegebied (1). Er is echter ook rekening gehouden met andere richtsnoeren, bijvoorbeeld van de
Biologische Bundesanstalt in Duitsland (2), het Environmental Protection Agency in de VS (3) en de SETAC
(4). Tijdens een workshop van de OESO over de selectie van bodem/sediment in Belgirate in Itali¢ in 1995 (5)
is overeenstemming bereikt over het aantal en de aard van de in deze test te gebruiken bodemmonsters. De
aanbevelingen voor het verzamelen, behandelen en bewaren van de bodemmonsters zijn gebaseerd op ISO-
richtsnoeren (6) en aanbevelingen van de workshop in Belgirate.

Bij de beoordeling en evaluatie van toxische kenmerken van teststoffen kan het nodig zijn de effecten op de
microbiéle activiteit van de bodem te bepalen, bijvoorbeeld wanneer er gegevens over de potentiéle
neveneffecten van gewasbeschermingsmiddelen op de microtlora van de bodem nodig zijn of wanneer wordt
verwacht dat de micro-organismen in de bodem aan andere chemische stoffen dan gewasbeschermingsmiddelen
worden blootgesteld. De bepaling van de omzetting van koolstof wordt uitgevoerd om de effecten van deze
chemische stoffen op de microflora van de bodem te bepalen. Als er landbouwchemicalién (b.v.
gewasbeschermingsmiddelen, kunstmest of bosbouwchemicalién) worden getest, worden zowel de bepaling van
de omzetting van koolstof als de bepaling van de omzetting van stikstot uitgevoerd. Als er andere stoffen dan
landbouwchemicalién worden getest, volstaat de bepaling van de omzetting van stikstof, Als de ECsq bij de
bepaling van de omzetting van stikstot voor dergelijke stoffen echter binnen het bereik valt van de waarde die
voor in de handel verkrijgbare nitrificatieremmers (zoals nitrapyrin) wordt gevonden, kan een bepaling van de
omyzetting van koolstof worden uitgevoerd om nadere informatie te verkrijgen.

De bodem bestaat uit levende en niet-levende componenten die complexe en heterogene mengsels kunnen
vormen. Micro-organismen spelen een belangrijke rol bij de atbraak en omzetting van organisch materiaal in
vruchtbare bodem en veel soorten dragen bij tot verschillende aspecten van de vruchtbaarheid van de bodem.
Een verstoring van deze biochemische processen op lange termijn kan mogelijkerwijs de cycli van nutriénten
verstoren en verandering brengen in de vruchtbaarheid van de bodem. Omrzetting van koolstof en stikstof vindt
in elke vruchtbare bodem plaats. Hoewel de voor deze processen verantwoordelijke microbigle
levensgemeenschappen van bodem tot bodem verschillen, zijn de omzettingsroutes in grote lijnen gelijk.

Deze testmethode is bedoeld om te detecteren welke schadelijke effecten een stof op lange termijn op het
omyzettingsproces van koolstof in aérobe bodem aan het oppervlak kan hebben. De test is gevoelig voor
veranderingen in de grootte en activiteit van de microbiéle levensgemeenschappen die verantwoordelijk zijn
voor de omzetting van koolstof, aangezien deze gemeenschappen daarbij zowel chemische stress als een
koolstoftekort ondervinden. Er wordt een zandige bodem met weinig organisch materiaal gebruikt. Deze bodem
wordt met de teststof behandeld en geincubeerd onder omstandigheden die een snel microbieel metabolisme
mogelijk maken. Onder deze omstandigheden raken de bronnen van gemakkelijk beschikbare koolstof in de
bodem snel uitgeput. Dit leidt tot een koolstoftekort waardoor microbiéle cellen enerzijds afsterven en
anderzijds aangezet worden tot latentie en/ot sporenvorming. Als de test meer dan 28 dagen duurt, kan de som
van deze reacties in controles (onbehandelde bodem) worden gemeten als een geleidelijk verlies van metabool
actieve microbiéle biomassa (7). Als de biomassa in bodem met koolstot-stress onder de testomstandigheden
door de aanwezigheid van een chemische stof wordt aangetast, komt deze wellicht niet op hetzelfde niveau
terug als in de controles. Dit betekent dat een verstoring door de teststof, ongeacht op welk moment tijdens de
test dit gebeurt, vaak tot het einde van de test aanhoudt.
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Deze testmethode is ontwikkeld uit tests die in eerste instantie bedoeld waren voor stoffen waarvoor kan
worden geraamd welke hoeveelheid de bodem bereikt. Dit geldt bijvoorbeeld voor gewasbeschermingsmiddelen
die in bekende hoeveelheden op het veld worden gebracht. Voor landbouwchemicalién is het voldoende twee
doses te testen die relevant zijn voor de opgebrachte hoeveelheid die wordt verwacht of geraamd.
Landbouwchemicalién kunnen als werkzame stof of als geformuleerd product worden getest. Het gebruik van
de test blijft echter niet beperkt tot stoffen met een voorspelbare milieuconcentratie. Door zowel de op de
bodem gebrachte hoeveelheid teststof als de manier waarop de gegevens worden geévalueerd, te veranderen,
kan de test ook worden gebruikt voor chemische stoffen waarvoor niet bekend is hoeveel er naar verwachting in
de bodem terecht zal komen. Daarom worden voor andere stoffen dan landbouwchemicalién de effecten van een
reeks concentraties op de omrzetting van koolstot bepaald. De gegevens uit deze tests worden gebruikt om een
dosis/respons-curve samen te stellen en ECy-waarden te berekenen, waarbij x het procentuele effect aangeeft.

1.2 DEFINITIES
Omzetting van koolstof: de afbraak van organisch materiaal door micro-organismen tot het anorganische
eindproduct kooldioxide.

EC, (effectieve concentratie): de concentratie van de teststof in de bodem die leidt tot een remming van de
omyzetting van koolstof in kooldioxide met x procent.

ECsy (mediaan van de effectieve concentratie): de concentratie van de teststof in de bodem die leidt tot een
remming van de omzetting van koolstof in kooldioxide met 50 procent.

1.3 REFERENTIESTOFFEN
Geen,
1.4 PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Gezeefde bodem wordt hetzij behandeld met de teststof, hetzij niet behandeld (controle). Als er
landbouwchemicalién worden getest, wordt aanbevolen minimaal twee concentraties te testen die moeten
worden gekozen op grond van de hoogste concentratie die op het veld wordt verwacht. Na 0, 7, 14 en 28 dagen
incubatie worden monsters van de behandelde en de controlebodem met glucose gemengd en wordt de door
glucose geinduceerde ademhaling gedurende twaalf uur gemeten. De ademhaling wordt uitgedrukt in
vrijgekomen kooldioxide (in mg kooldioxide/kg droge bodem/uur) of verbruikte zuurstof (in mg zuurstot/kg
bodem/uur). De gemiddelde ademhaling in de behandelde bodemmonsters wordt vergeleken met de
controlemonsters en de procentuele afwijking van de behandelde ten opzichte van de controlemonsters wordt
berekend. Alle tests duren ten minste 28 dagen. Als op dag 28 het verschil tussen de behandelde en de
controlebodem 25% of groter is, worden de metingen om de veertien dagen voortgezet tot maximaal 100 dagen.
Als er andere stoffen dan landbouwchemicalién worden getest, wordt de teststof in een reeks concentraties aan
de bodemmonsters toegevoegd en wordt na 28 dagen de door glucose geinduceerde ademhaling (d.w.z. de
gemiddelde hoeveelheid gevormd kooldioxide of verbruikte zuurstof). De resultaten van tests met een reeks
concentraties worden aan regressieanalyse onderworpen en de ECy-waarden (d.w.z. de ECsy, de ECss en/ot de
EC,p) worden berekend. Zie ook de definities.

1.5 GELDIGHEID VAN DE TEST

Bij landbouwchemicalién wordt de evaluatie van de testresultaten gebaseerd op betrekkelijk kleine verschillen
(gemiddeld + 25%) tussen het vrijgekomen kooldioxide of de verbruikte zuurstof in (of door) de behandelde en
de controlemonsters en grote verschillen in de controles kunnen dan ook tot onjuiste resultaten leiden. Het
verschil tussen replicaat-controlemonsters moet derhalve kleiner zijn dan £ 15%.
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1.6 BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

1.6.1 Apparatuur

Er worden testbakken van chemisch inert materiaal gebruikt. Het volume moet geschikt zijn voor de procedure
die voor de incubatie van de bodem wordt gebruikt, d.w.z. incubatie in één keer of als een reeks atzonderlijke
bodemmonsters (zie punt 1.7.1.2). Het waterverlies moet tot een minimum worden beperkt maar
gasuitwisseling moet tijdens de test mogelijk zijn (de testbakken kunnen bijvoorbeeld met geperforeerde
polyetheenfolie worden afgedekt). Wanneer vluchtige stoffen worden getest, moeten er afsluitbare gasdichte
bakken worden gebruikt. Deze moeten 7o groot zijn dat het bodemmonster ongeveer een kwart van hun volume
beslaat.

Voor de bepaling van de door glucose geinduceerde ademhaling zijn incubatiesystemen en instrumenten voor
de meting van het gevormde kooldioxide of de verbruikte zuurstot nodig. Voor voorbeelden van dergelijke
systemen en instrumenten wordt naar de literatuur verwezen (8) (9) (10) (11).

1.6.2 Selectie en aantal bodemsoorten

Er wordt één bodemsoort gebruikt. De aanbevolen kenmerken van de bodem zijn:
— zandgehalte: minimaal 50% en maximaal 75%:

— pH:5,5-7.5;

— organisch koolstofgehalte: 0,5 — 1,5%;

— de microbiéle biomassa moet worden gemeten (12)(13) en het koolstofgehalte daarvan moet
minimaal 1% van het totale organische koolstofgehalte van de bodem zijn.

In de meeste gevallen levert een bodem met deze kenmerken de ongunstigste situatie op, aangezien de adsorptie
van de teststof tot een minimum wordt beperkt en de beschikbaarheid van de stof voor de flora maximaal is.
Een test met andere bodemsoorten is dan ook meestal niet nodig. In bepaalde gevallen, bijvoorbeeld wanneer de
teststof’ naar verwachting vooral bij bepaalde bodemsoorten zoals zure bosgrond zal worden gebruikt of bij
elektrostatisch geladen chemische stoffen, kan het echter nodig zijn een andere bodemsoort te gebruiken.

1.6.3 Verzameling en opslag van de bodemmonsters

1.63.1 Verzameling

Er moet gedetailleerde informatie beschikbaar zijn over de geschiedenis van de locatie waar de testbodem wordt
verzameld, zoals de exacte ligging, de vegetatie, de data van behandelingen met gewasbeschermingsmiddelen,
behandelingen met organische en anorganische mest, toevoegingen van biologisch materiaal en onopzettelijke
verontreinigingen. De voor de verzameling van de bodem gekozen locatie moet op lange termijn kunnen
worden gebruikt. Permanente weidegrond en velden met eenjarige graangewassen (behalve mais) of dicht
ingezaaide groenbemestingsgewassen zijn geschikt. De gekozen monsternemingsplaats mag gedurende ten
minste €én jaar voor de monsterneming niet met gewasbeschermingsmiddelen zijn behandeld. Ook mag er
gedurende ten minste zes maanden geen organische mest zijn opgebracht. Het gebruik van anorganische mest is
alleen aanvaardbaar wanneer dit in overeenstemming met de eisen van het gewas is en er mogen gedurende ten
minste drie maanden na de opbrenging van de mest geen monsters worden genomen. Het gebruik van grond die
is behandeld met meststoffen waarvan bekend is dat ze biocide-effecten hebben (b.v. calciumcyaanamide) moet
worden vermeden.

Gedurende of vlak na lange perioden (meer dan 30 dagen) van droogte of doordrenking van de bodem mogen er
geen monsters worden genomen. Bij een omgeploegde bodem moeten de monsters van een diepte van 0 tot 20
cm worden genomen. Bij grasland (weidegrond) of andere bodemsoorten waar gedurende lange perioden (ten
minste één teeltseizoen) niet geploegd wordt, kan de maximale monsterdiepte iets groter dan 20 c¢cm (b.v.
maximaal 25 cm) zijn. De bakken waarin en de temperatuur waarbij de bodemmonsters worden vervoerd,
moeten zodanig zijn dat de oorspronkelijke eigenschappen van de bodem niet significant veranderen.
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1.63.2 Opslag

Het gebruik van grond die net van het veld komt, verdient de voorkeur. Als opslag in het laboratorium niet kan
worden vermeden, kan de grond gedurende maximaal drie maanden in het donker bij 4 £ 2°C worden bewaard.
Tijdens de opslag van grond moet er voor aérobe omstandigheden worden gezorgd. Als de grond wordt
verzameld in gebieden waar deze gedurende ten minste drie maanden per jaar bevriest, is opslag gedurende zes
maanden bij -18°C mogelijk. Voor elk experiment wordt de microbiéle biomassa van opgeslagen grond
gemeten; het koolstofgehalte van de biomassa moet minimaal 1% van het totale organische koolstofgehalte van
de bodem zijn (zie punt 1.6.2).

1.6.4 Behandeling en voorbereiding van de grond voor de test

1.64.1 Pre-incubatie

Als de grond opgeslagen was (zie de punten 1.6.4.2 en 1.7.1.3), wordt pre-incubatie gedurende 2 tot 28 dagen
aanbevolen. De temperatuur en het vochtgehalte van de bodem tijdens de pre-incubatie moeten vergelijkbaar
zijn met die tijdens de test (zie de punten 1.6.4.2 en 1.7.1.3).

1.64.2 Fysisch-chemische kenmerken

De grond wordt met de hand ontdaan van grote voorwerpen (stenen, delen van planten enz.) en zonder
overmatig drogen vochtig gezeefd tot een deeltjesgrootte van maximaal 2 mm. Het vochtgehalte van het
bodemmonster moet met gedestilleerd of gedeioniseerd water worden aangepast tot 40-60% van het maximale
watergehalte.

1.6.5 Voorbehandeling van de teststof voordat deze op de bodem wordt gebracht

De teststof wordt normaal gesproken met behulp van een draagstof opgebracht. Dit kan water zijn (voor in
water oplosbare stoffen) of een inerte vaste stof zoals fijn kwartszand (deeltjesgrootte 0,1-0,5 mm). Andere
vloeibare draagstoffen dan water (b.v. organische oplosmiddelen zoals aceton of chloroform) moeten worden
vermeden omdat deze de microflora kunnen aantasten. Als zand als draagstof wordt gebruikt, kan deze worden
gecoat met de in een geschikt oplosmiddel opgeloste of gesuspendeerde teststof. In dat geval moet het
oplosmiddel vodr het mengen met de bodem door verdamping worden verwijderd. Voor een optimale verdeling
van de teststof in de bodem wordt een verhouding van 10 g zand per kg grond (drooggewicht) aanbevolen. De
controlemonsters worden behandeld met uitsluitend dezelfde hoeveelheid water enfof kwartszand.

Bij het testen van vluchtige stoffen moeten verliezen tijdens de behandeling worden voorkomen en moet er naar
een homogene verdeling in de bodem worden gestreefd (de teststof kan bijvoorbeeld op verschillende plaatsen
in de bodem worden geinjecteerd).

1.6.6 Testconcentraties

Als er gewasbeschermingsmiddelen of andere chemische stoffen met een voorspelbare milieuconcentratie
worden getest, moeten er ten minste twee concentraties worden gebruikt. De laagste concentratie moet ten
minste overeenkomen met de maximale hoeveelheid die naar verwachting in de praktijk in de bodem terecht zal
komen, terwijl de hoogste concentratie een veelvoud van de laagste concentratie moet zijn. Bij de berekening
van de concentratie van de aan de bodem toegevoegde teststof wordt uitgegaan van een uniforme vermenging in
de bodem tot een diepte van 5 cm en een dichtheid van de droge grond van 1,5. Voor landbouwchemicalién die
rechtstreeks op de bodem worden gebracht en voor chemische stoffen waarvoor de hoeveelheid die in de bodem
terechtkomt voorspelbaar is, worden als testconcentratie de voorspelbare milieuconcentratie (PEC — predictable
environmental concentration) en het vijfvoud van deze concentratie aanbevolen, Stoffen die naar verwachting
meer dan een keer per seizoen op de bodem worden gebracht, moeten worden getest bij concentraties die
worden berekend door de PEC te vermenigvuldigen met het aantal keren dat dit naar verwachting maximaal
gebeurt. De hoogste geteste concentratie mag echter niet hoger zijn dan tien keer de maximale per keer
opgebrachte hoeveelheid.

Als andere stoffen dan landbouwchemicalién worden getest, wordt een meetkundige reeks van ten minste vijf
concentraties gebruikt. De geteste concentraties moeten het interval bestrijken dat voor de bepaling van de EC,-
waarden nodig is.
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1.7 UITVOERING VAN DE TEST
1.7.1 Blootstellingsomstandigheden
1.7.1.1 Behandeling en controle

Als er landbouwchemicalién worden getest, wordt de grond in drie even zware porties verdeeld. Twee porties
worden gemengd met de draagstof die de teststof bevat en de andere portie met de draagstof zonder teststof
(controle). Voor zowel de behandelde als de controlegrond wordt minimaal een bepaling in triplo aanbevolen.
Als er andere stoffen dan landbouwchemicalién worden getest, wordt de grond in zes even zware porties
verdeeld. Vijf' porties worden gemengd met de draagstof die de teststof bevat en de andere portie met de
draagstof zonder teststof. Voor zowel de behandelde als de controlegrond wordt een bepaling in triplo
aanbevolen. Er moet worden gezorgd voor een homogene verdeling van de teststof in de behandelde
bodemmonsters. Bij het mengen moeten comprimering en kluitvorming van de grond worden voorkomen.

1.7.1.2 Incubatie van de bodemmonsters

Incubatie van de bodemmonsters kan op twee manieren gebeuren: als één monster voor elke behandelde en
onbehandelde bodem of als een reeks aparte even grote submonsters voor elke behandelde en onbehandelde
bodem. Wanneer vluchtige stoffen worden getest, mag de test echter uitsluitend met een reeks aparte
submonsters worden uitgevoerd. Wanneer de grond als één monster wordt geincubeerd, worden grote
hoeveelheden van elke behandelde en onbehandelde bodem geincubeerd en worden tijdens de test waar nodig
submonsters voor analyse genomen. De hoeveelheid die aanvankelijk voor elke behandelde en onbehandelde
bodem wordt geincubeerd, is athankelijk van de grootte van de submonsters, het aantal replicaatbepalingen dat
voor de analyse wordt gebruikt en het verwachte maximale aantal monsternemingstijdstippen. Grond die als één
monster wordt geincubeerd, moet vé6r het nemen van submonsters grondig worden gemengd. Wanneer de
bodem als een reeks aparte bodemmonsters wordt geincubeerd, wordt elke portie behandelde en onbehandelde
grond in het vereiste aantal submonsters verdeeld, die worden gebruikt wanneer ze nodig zijn. Wanneer bij een
experiment meer dan twee monsternemingstijdstippen kunnen worden verwacht, moeten er voldoende
submonsters voor alle replicaatbepalingen en alle monsternemingstijdstippen worden gemaakt. Ten minste drie
replicaatmonsters van de testbodem worden onder aérobe omstandigheden geincubeerd (zie punt 1.7.1.1).
Tijdens alle tests moeten er geschikte bakken worden gebruikt met voldoende ruimte boven de grond om te
voorkomen dat er anaérobe omstandigheden ontstaan. Wanneer er vluchtige stoffen worden getest, mag de test
uitsluitend met een reeks aparte submonsters worden uitgevoerd.

1.7.1.3 Testomstandigheden en duur van de test

De test wordt in het donker bij kamertemperatuur (20 = 2°C) uitgevoerd. Het vochtgehalte van de
bodemmonsters moet gedurende de test op 40-60% van het maximale watergehalte van de bodem worden
gehouden (zie punt 1.6.4.2) met een bereik van + 5%. Indien nodig kan gedestilleerd of gedeioniseerd water
worden toegevoegd.

De minimale duur van een test is 28 dagen. Als er landbouwchemicalien worden getest, worden de
hoeveelheden vrijgekomen kooldioxide of verbruikte zuurstof in de behandelde en de controlemonsters
vergeleken. Als op dag 28 het verschil groter dan 25% is, wordt de test voortgezet tot het verschil 25% of
minder is maar maximaal gedurende 100 dagen. Als er andere stoffen dan landbouwchemicalién worden getest,
wordt de test na 28 dagen beéindigd. Op dag 28 worden de hoeveelheden vrijgekomen kooldioxide of
verbruikte zuurstof in de behandelde en de controlemonsters bepaald en worden de EC,-waarden berekend.

1.7.2 Monsterneming en analyse van de grond

1.7.2.1 Schema voor de monsterneming

Als er landbouwchemicalién worden getest, wordt de door glucose geinduceerde ademhaling van de
bodemmonsters op de dagen 0, 7, 14 en 28 bepaald. Als er een langere test nodig is, wordt na dag 28 om de
14 dagen een analyse uitgevoerd.

Als er andere stoffen dan landbouwchemicali€én worden getest, worden er ten minste vijf testconcentraties
gebruikt en wordt de door glucose geinduceerde ademhaling van de bodemmonsters aan het begin (dag 0) en
aan het eind van de blootstellingsperiode (dag 28) bepaald. Als dit nodig wordt geacht, kan er bijvoorbeeld op
dag 7 een tussentijdse meting worden gedaan. De op dag 28 verkregen gegevens worden gebruikt om de EC,-
waarde voor de chemische stof te bepalen. Als dat gewenst is, kunnen de gegevens van de controlemonsters op
dag 0 worden gebruikt om de oorspronkelijke hoeveelheid metabool actieve microbiéle biomassa in de bodem
te bepalen (12).
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1.72.2 Meting van de door glucose geinduceerde ademhaling

Op elk monsternemingstijdstip wordt in elk replicaatmonster (behandeld en controle) de door glucose
geinduceerde ademhaling bepaald. De bodemmonsters worden gemengd met een zodanige hoeveelheid glucose
dat er onmiddellijk een maximale ademhalingsreactie optreedt. De hoeveelheid glucose die bij een bepaalde
bodem nodig is om een maximale ademhalingsreactie te veroorzaken, kan bij een vooronderzoek met een reeks
glucoseconcentraties worden bepaald (14). Voor een zandige bodem met 0,5-1,5% organische koolstot is 2000
tot 4000 mg glucose per kg drooggewicht bodem echter meestal voldoende. De glucose kan met schoon
kwartszand (10 g zand/kg drooggewicht bodem) tot poeder worden vermalen en homogeen met de bodem
worden vermengd.

De met glucose verrijkte bodemmonsters worden geincubeerd in geschikte apparatuur om de adembhaling
continu, om het uur of om de twee uur bij 20 + 2°C te meten (zie punt 1.6.1). Het vrijgekomen kooldioxide of
de verbruikte zuurstof wordt gedurende twaalf uur gemeten en de metingen dienen zo spoedig mogelijk te
beginnen, d.w.z. binnen | tot 2 uur na de toevoeging van de glucose. De totale hoeveelheid gedurende de twaalf
uur vrijgekomen kooldioxide of verbruikte zuurstof wordt gemeten en de gemiddelde ademhaling wordt

bepaald.
2 GEGEVENS
2.1 BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

Als er landbouwchemicalién worden getest, wordt de hoeveelheid vrijgekomen kooldioxide of verbruikte
zuurstof in elk replicaat-bodemmonster geregistreerd en worden de gemiddelde waarden van alle
replicaatbepalingen in tabelvorm vermeld. De resultaten worden met adequate en algemeen erkende statistische
methoden (b.v. een F-test, niveau met 5% significantie) ge€valueerd. De door glucose geinduceerde ademhaling
wordt uitgedrukt in mg kooldioxide/kg drooggewicht bodem/uur of mg zuurstof/kg drooggewicht bodem/uur.
De gemiddelde vorming van kooldioxide of het gemiddelde verbruik van zuurstof bij elke behandelde bodem
wordt vergeleken met de controle en de procentuele atwijking van de controle wordt berekend.

Als de test met andere stoffen dan landbouwchemicalién wordt uitgevoerd, wordt de hoeveelheid vrijgekomen
kooldioxide of verbruikte zuurstof in elk replicaat-bodemmonster bepaald en wordt er een dosis/respons-curve
samengesteld om de EC,-waarden te bepalen. De door glucose geinduceerde ademhaling (d.w.z. mg
kooldioxide/kg drooggewicht bodem/uur of mg zuurstof/kg drooggewicht bodem/uur) die na 28 dagen in de
behandelde monsters wordt bepaald, wordt vergeleken met de controle. Uit deze gegevens wordt de procentuele
remming voor elke testconcentratie berekend. Deze percentages worden uitgezet tegen de concentratie en met
behulp van statistische procedures worden de EC,-waarden berekend. Met behulp van standaardprocedures
worden ook de betrouwbaarheidsgrenzen (p = 0,95) voor de berekende ECy bepaald (15)(16)(17).

2.2 INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

Wanneer de resultaten van tests met landbouwchemicalién worden geévalueerd en het verschil in de ademhaling
tussen de laagste concentratie (d.w.z. de maximale verwachte concentratie) en de controle op enig
monsternemingstijdstip na dag 28 niet groter dan 25% is, kan worden geconcludeerd dat het product op lange
termijn geen invloed op de omretting van koolstof in de bodem heeft. Wanneer de resultaten van tests met
andere stoffen dan landbouwchemicalién worden geévalueerd, worden de ECs, de ECss en/of de EC gebruikt.
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3 RAPPORTAGE

TESTVERSLAG

In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:

Een volledige specificatie van de gebruikte bodem met vermelding van o.a.:
— de geografische kenmerken van de locatie (lengte en breedte);

— informatie over het verleden van de locatie (d.w.z. vegetatie, behandelingen met
gewasbeschermingsmiddelen, behandelingen met meststoffen, onopzettelijke verontreinigingen enz.);

— het gebruikspatroon (d.w.z. landbouwgrond, bos enz.):

— de monsternemingsdiepte (in cm);

— het gehalte aan zand/slib/klei (in % drooggewicht);

— de pH (in water);

— het gehalte aan organische koolstof (in % drooggewicht);

— het stikstofgehalte (in % drooggewicht);

— de kation-uitwisselingscapaciteit (in mmol/kg);

— de oorspronkelijke microbiéle biomassa in percentage totale organische koolstot;
— de referentie van de voor de bepaling van elke parameter gebruikte methode;
— alle informatie over de verzameling en opslag van de bodemmonsters;

— een gedetailleerde beschrijving van de eventuele pre-incubatie van de grond.
De teststof:

— de fysische aard en indien relevant de fysisch-chemische eigenschappen;

— de chemische identificatiegegevens, indien relevant, met inbegrip van de structuurformule, de
zuiverheid (d.w.z. het percentage werkzaam bestanddeel voor gewasbeschermingsmiddelen) en het
stikstofgehalte.

De testomstandigheden:
— gedetailleerde gegevens over de verbetering van de bodem met organisch substraat;

— het aantal concentraties van de teststof en, indien van toepassing, een motivering voor de keuze van
de concentraties;

— gedetailleerde gegevens over de manier waarop de teststof op de bodem wordt gebracht;
— de incubatietemperatuur;

— het vochtgehalte van de bodem aan het begin van en tijdens de test;

— de gebruikte incubatiemethode (d.w.z. in één portie of als een reeks aparte submonsters):
— het aantal replicaatbepalingen;

— de monsternemingstijdstippen.
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De resultaten:
— de voor de meting van de ademhaling gebruikte methode en apparatuur;

— de hoeveelheden kooldioxide of zuurstof, met vermelding van de atzonderlijke en gemiddelde
waarden, in tabelvorm;

— de verschillen tussen de replicaatbepalingen bij de behandelde en de controlemonsters;
— een verklaring voor correcties in de berekeningen, indien van toepassing;

— het procentuele verschil in de door glucose geinduceerde ademhaling op elk monsternemingstijdstip
of, indien van toepassing, de ECsy met het 95%-betrouwbaarheidsinterval, andere EC;-waarden
(d.w.z. ECss of ECjy) met betrouwbaarheidsintervallen en een grafische voorstelling van de
dosis/respons-curve;

— de statistische behandeling van de resultaten, indien van toepassing;

— alle informatie en opmerkingen die nuttig kunnen zijn voor de interpretatie van de resultaten.
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C.23. AKROBE EN ANAEROBE OMZETTING IN DE BODEM

1 METHODE
Deze methode is overgenomen van TG 307 (2002) van de OESO.

1.1 INLEIDING

Deze testmethode is gebaseerd op bestaande richtsnoeren (1) 2)(3)4)(S)(6)TXN8)Y). De hier beschreven
methode is bedoeld om de agrobe en anaérobe omzetting van chemische stoffen in de bodem te evalueren. De
experimenten zijn bedoeld om te bepalen (i) wat de omzettingssnelheid van de teststof is en (ii) wat de aard en
de vormings- en afbraaksnelheid is van omrzettingsproducten waaraan planten en bodemorganismen kunnen
worden blootgesteld. Dergelijke onderzoeken zijn nodig voor chemische stoffen die rechtstreeks op de bodem
worden gebracht of waarvan het aannemelijk is dat ze in het bodemmilieu terecht zullen komen. De resultaten
van dit laboratoriumonderzoek kunnen ook worden gebruikt voor de ontwikkeling van monsternemings- en
analyseprotocollen voor verwant veldonderzoek.

A€roob en anaéroob onderzoek met één bodemtype is meestal voldoende voor de evaluatie van

omvzettingsroutes (8)(10)(11). De omzettingssnelheid moet daarnaast in ten minste drie bodemtypes worden
bepaald (8)(10).

In Belgirate (Itali€) is in 1995 een OESO-workshop over bodem- en sedimentselectie gehouden (10), waar met
name overeenstemming is bereikt over het aantal bodemtypes dat voor deze test moet worden gebruikt. De
geteste bodemtypes moeten representatief zijn voor de milieusituatie op de plaats waar de stoffen worden
gebruikt of vrijkomen. Zo moeten chemische stoffen die in een subtropisch of tropisch klimaat vrijkomen, met
Ferrasols of Nitosols (FAO-systeem) worden getest. De workshop heeft op basis van de ISO-richtsnoeren (15)
ook aanbevelingen gedaan voor het verzamelen, behandelen en bewaren van bodemmonsters. Het gebruik van
paddy(rijst)-bodem komt in deze methode ook aan de orde.

1.2 DEFINITIES

Teststof: een stof, hetzij de oorspronkelijke verbinding, hetzij relevante omzettingsproducten.

Omzettingsproducten: alle stoffen die ontstaan bij biotische of abiotische omzettingsreacties van de teststof,
met inbegrip van CO- en producten in gebonden residuen.

Gebonden residuen: verbindingen in de bodem, in planten of in dieren die na extractie in de vorm van de
oorspronkelijke verbinding of de metabolieten/omzettingsproducten daarvan in de matrix achterblijven. De
extractiemethode mag de verbindingen zelf of de structuur van de matrix niet significant wijzigen. De aard van
de binding kan gedeeltelijk worden opgehelderd door extractiemethoden die de matrix wijzigen of door
verfijnde analysetechnieken. Tot op heden zijn op deze manier bijvoorbeeld covalente, ionische en
sorptiebindingen en insluitingen gesignaleerd. In het algemeen heeft de vorming van gebonden residuen tot
gevolg dat de biologische toegankelijkheid en de biologische beschikbaarheid significant atnemen (12)
[gewijzigd overgenomen uit [UPAC 1984 (13)].

Aérobe omzetting: reacties die in aanwezigheid van moleculaire zuurstof verlopen (14).
Anaérobe omzetting: reacties die bij uitsluiting van moleculaire zuurstof verlopen (14).

Bodem: een mengsel van anorganische en organische chemische bestanddelen, in het laatste geval bestaande uit
verbindingen met een hoog koolstof- en stikstofgehalte en een hoog molecuulgewicht, dat kleine (meestal
micro-)organismen bevat. Bodem kan in twee toestanden worden verwerkt:

(a)  onverstoord, zoals in de loop der tijd ontwikkeld, met kenmerkende lagen van verschillende bodemtypes;

(b)  verstoord, zoals meestal aangetroffen in bouwland of wanneer bij deze test gebruikte monsters door
graven worden genomen (14).
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Mineralisatie: de volledige afbraak van een organische verbinding tot CO, en H,O onder aérobe
omstandigheden en CH4, CO; en H>O onder anaérobe omstandigheden. In de context van deze testmethode
betekent mineralisatie, wanneer met '*C gelabelde verbindingen worden gebruikt, een volledige afbraak waarbij
een gelabeld koolstotatoom wordt geoxideerd en een equivalente hoeveelheid “Co, vrijkomt (14).

Halveringstijd (tos): de tijd die nodig is om 50% van een hoeveelheid teststof om te zetten, wanneer de
omyzetting kan worden beschreven door kinetiek van de eerste orde; deze is onathankelijk van de concentratie.

DTs (Disappearance Time 50): de tijd waarin de concentratie van de teststot met 50% daalt; deze verschilt
van de halveringstijd t,s wanneer de omzetting niet volgens kinetiek van de eerste orde plaatsvindt.

D'T75 (Disappearance Time 75): de tijd waarin de concentratie van de teststof met 75% daalt.

DTy (Disappearance Time 90): de tijd waarin de concentratie van de teststof met 90% daalt.
REFERENTIESTOFFEN

Voor de karakterisering en/of identificatie van omzettingsproducten met behulp van spectroscopische en
chromatografische methoden moeten referentiestoffen worden gebruikt.

TOEPASBAARHEID VAN DE TEST

De methode kan worden gebruikt voor alle chemische stoffen (al dan niet radioactief gelabeld) waarvoor een
analysemethode met een afdoende nauwkeurigheid en gevoeligheid beschikbaar is. Enigszins vluchtige, niet-
vluchtige, in water oplosbare en niet in water oplosbare stoffen kunnen worden getest. De test mag niet worden
gebruikt voor chemische stoffen met een grote vluchtigheid vanuit de bodem (b.v. fumigatiemiddelen of
organische oplosmiddelen) die onder de experimentele omstandigheden tijdens deze test uit de bodem
verdwijnen.

INFORMATIE OVER DE TESTSTOF

Voor de meting van de omvzettingssnelheid kan een al dan niet gelabelde teststof worden gebruikt. Voor de
bestudering van de omzettingsroute en voor de bepaling van een massabalans is gelabeld materiaal nodig.
Labeling met "C wordt aanbevolen, maar ook het gebruik van andere isotopen zoals e, PN, *H of P kan
nuttig zijn. Het label moet 7o veel mogelijk in het meest stabiele gedeelte van het molecuul worden
aangebracht'. De zuiverheid van de teststof moet ten minste 95% zijn.

Vé6r de uitvoering van een test om de aérobe en anaérobe omzetting in de bodem te bepalen moet de volgende
informatie over de teststof beschikbaar zijn:

(a) de oplosbaarheid in water (methode A.6);

(b) de oplosbaarheid in organische oplosmiddelen;

(c) de dampspanning (methode A.4) en de constante van de wet van Henry;

(d) de verdelingscoéfficiént n-octanol/water (methode A.8);

(e) de chemische stabiliteit in het donker (hydrolyse) (methode C.7);

(f) de pK, als een molecuul protonering of deprotonering kan ondergaan |[OESO-richtsnoer 112 | (16).

Ook informatie over de toxiciteit van de teststof voor micro-organismen in de bodem kan nuttig zijn
[testmethoden C.21 en C.22] (16).

Er moeten analysemethoden (met inbegrip van methoden voor extractie en clean-up) beschikbaar zijn voor de
kwalitatieve en kwantitatieve bepaling van de teststof en de omzettingsproducten daarvan.

Als de teststof bijvoorbeeld één ring bevat, moet deze ring worden gelabeld; als de teststof twee of meer ringen
bevat, kan er apart onderzoek nodig zijn om te bekijken wat er met elke gelabelde ring gebeurt en om bruikbare
informatie over de vorming van omzettingsproducten te verkrijgen.
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1.6 PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De bodemmonsters worden met de teststof behandeld en worden onder gecontroleerde
laboratoriumomstandigheden (bij constante temperatuur en met een constant vochtgehalte van de bodem) in het
donker geincubeerd in kolven van het biometer-type of in doorstroomsystemen. Nadat voldoende tijd is
verstreken, worden de bodemmonsters geéxtraheerd en op de oorspronkelijke stof en de omzettingsproducten
daarvan geanalyseerd. Ook vluchtige producten worden met geschikte absorptie-apparatuur opgevangen om te
worden geanalyseerd. Door met e gelabeld materiaal te gebruiken kunnen de verschillende
mineralisatiesnelheden worden gemeten door het ontstane Co, weg te vangen en kan de massabalans, met
inbegrip van de vorming van aan de bodem gebonden residuen, worden bepaald.

1.7 KWALITEITSCRITERIA

1.7.1 Recovery

Door onmiddellijk na de toevoeging van de teststof bodemmonsters ten minste in duplo te extraheren en te
analyseren wordt een eerste indicatie verkregen van de herhaalbaarheid van de analysemethode en de
uniformiteit van de procedure voor het opbrengen van de teststof. In latere fasen van de experimenten wordt de
recovery bepaald aan de hand van de respectieve massabalansen. Voor gelabelde stoffen moet de recovery
tussen 90% en 110% liggen (8) en voor ongelabelde stoften tussen 70% en 110% (3).

1.7.2 Herhaalbaarheid en gevoeligheid van de analysemethode

De herhaalbaarheid van de analysemethode (exclusief de efficiéntie van de extractie in het begin) voor de
kwantitatieve bepaling van de teststof en de omzettingsproducten kan worden gecontroleerd door één extract
van een bodemmonster, dat lang genoeg is geincubeerd voor de vorming van omzettingsproducten, in duplo te
analyseren.

De aantoonbaarheidsgrens van de analysemethode voor de teststof en voor de omzettingsproducten mag niet
hoger zijn dan 0,01 mg-kgl bodem (als teststof) of, indien dit lager is, 1% van de opgebrachte dosis. De
bepaalbaarheidsgrens moet ook worden gespecificeerd.

1.7.3 Nauwkeurigheid van de omzettingsgegevens

Een regressieanalyse van de concentratie van de teststof als functie van de tijd levert de vereiste informatie op
over de betrouwbaarheid van de omzettingscurve en maakt het mogelijk de betrouwbaarheidsgrenzen te
berekenen voor de halveringstijd (bij kinetiek van de pseudo-eerste orde) of de DTs en, indien van toepassing,
de DT75 en de DTL)(].

1.8 BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

1.8.1 Apparatuur en chemicalién

Incubatiesystemen bestaan in de vorm van statische gesloten systemen of geschikte doorstroomsystemen
(7)(17). In de figuren | en 2 worden voorbeelden gegeven van respectievelijk een geschikt doorstroomapparaat
voor bodemincubatie en een kolf van het biometer-type. Beiden soorten incubatiesystemen hebben hun
voordelen en beperkingen (7)(17).

Er is standaard-laboratoriumapparatuur nodig, met name:

—  analyse-instrumenten voor bijvoorbeeld GLC, HPLC en TLC, met inbegrip van de nodige
detectiesystemen voor de analyse van al dan niet radioactief gelabelde stoffen, of voor de inverse
isotoopverdunningsmethode;

— instrumenten voor identificatie (b.v. MS, GC-MS, HPLC-MS of NMR);

—  een viceistofscintillatieteller;

— een oxidator voor de verbranding van radioactiet materiaal;

—  een centrifuge;:

—  extractieapparatuur (b.v. centrifugebuizen voor koude extractie en een Soxhlet-apparaat voor continue
extractie met reflux);
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— instrumenten voor de concentratie van oplossingen en extracten (b.v. een rotatieverdamper);
—  een waterbad;
— een mechanisch mengapparaat (b.v. een kneedmachine of een roermotor).

De volgende chemicalién worden onder andere gebruikt:

— NaOHp.a,?2 mol-dm”, of een andere geschikte base (b.v. KOH of ethanolamine);
—  H.SO, p.a., 0,05 mol-dm™;

—  ethyleenglycol p.a.;

—  vast absorptiemateriaal zoals natronkalk en polyurethaanproppen;:

— organische oplosmiddelen p.a., zoals aceton of methanol;

—  scintillatievloeistof.

1.8.2 Het opbrengen van de teststof

Om de teststof aan de bodem toe te voegen en daarin te verdelen kan deze worden opgelost in water
(gedeioniseerd of gedestilleerd) of indien nodig in minimale hoeveelheden aceton of andere organische
oplosmiddelen (6) waarin de teststof voldoende oplosbaar en stabiel is. Het gekozen oplosmiddel mag in de
gebruikte hoeveelheid echter geen significante invloed op de microbiéle activiteit van de bodem hebben (zie de
punten 1.5 en 1.9.2-1.9.3). Het gebruik van oplosmiddelen die de microbi€le activiteit remmen, zoals
chloroform, dichloormethaan en andere gehalogeneerde oplosmiddelen, moet worden vermeden.

De teststof kan ook als vaste stof worden toegevoegd, bijvoorbeeld gemengd met kwartszand (6) of een klein
submonster van de testbodem dat aan de lucht gedroogd en gesteriliseerd is. Als de teststof met behulp van een
oplosmiddel wordt toegevoegd, moet het oplosmiddel eerst verdampen voordat het submonster met de teststof
aan het oorspronkelijke niet-steriele bodemmonster wordt toegevoegd.

Bij algemene chemische stoffen, die voornamelijk via zuiveringsslib/gebruik in de landbouw in de bodem
terechtkomen, moet de teststof eerst aan het slib worden toegevoegd, dat dan vervolgens in het bodemmonster
wordt gebracht (zie de punten 1.9.2 en 1.9.3).

Het gebruik van geformuleerde producten wordt in de regel niet aanbevolen. Bijvoorbeeld bij slecht oplosbare
teststoffen kan het gebruik van geformuleerd materiaal echter een geschikt alternatief zijn.

1.8.3 Bodem

1.83.1 Selectie van de bodem

Om de omzettingsroute te bepalen kan een representatief bodemtype worden gebruikt: zandig leem, siltig leem,
leem of lemig zand [volgens de FAO- en USDA-indeling (18)] met een pH van 5,5-8,0, een organisch
koolstofgehalte van 0,5-2,5% en een microbiéle biomassa van ten minste 1% van het totale organische
koolstofgehalte wordt aanbevolen (10).

Voor het onderzoek naar de omzettingssnelheid moeten ten minste drie aanvullende bodemtypes worden
gebruikt die een scala van relevante bodemtypes vormen. Het organisch koolstofgehalte, de pH, het kleigehalte
en de microbiéle biomassa van de bodemtypes moeten uiteenlopen (10).

Van alle bodemtypes moeten in elk geval de textuur (% zand, % silt en % klei) [volgens de FAO- en USDA-
indeling (18)], de pH, de kation-uitwisselingscapaciteit, het organisch koolstofgehalte, de dichtheid van de
droge grond, de waterretentie-kenmerken” en de microbigle biomassa (uitsluitend voor agroob onderzoek)
worden bepaald. Aanvullende informatie over de eigenschappen van de bodem kan nuttig zijn bij de
interpretatie van de resultaten. Voor de bepaling van de bodemkenmerken kunnen de in de referenties
(19)20)(21)(22)(23) aanbevolen methoden worden gebruikt. De microbiéle biomassa dient met de SIR-
methode (substraat-geinduceerde ademhaling) (25)(26) of met andere methoden (20) te worden bepaald.

12

De waterretentie-kenmerken van een bodemtype kunnen worden gemeten als de veldcapaciteit, het waterhoudend
vermogen of de waterspanning (pF). Zie bijlage [ voor een uitleg. In het testverslag moet worden vermeld of de
waterretentie-kenmerken en de dichtheid van de droge grond in onverstoorde of verstoorde (bewerkte) veldmonsters
zijn bepaald.
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1.83.2 Verzameling, behandeling en opslag van de bodemmonsters

Er moet gedetailleerde informatie beschikbaar zijn over de geschiedenis van de locatie waar de testbodem wordt
verzameld, zoals de exacte ligging, de vegetatie, behandelingen met chemische stoffen, behandelingen met
organische en anorganische mest, toevoegingen van biologisch materiaal of andere verontreinigingen. Als de
bodem in de loop van de voorgaande vier jaar met de teststof of structureel analoge verbindingen daarvan is
behandeld, mag deze niet voor het omzettingsonderzoek worden gebruikt (10)(15).

De grond moet vers van het veld (van de A-horizont of de toplaag van 20 cm) worden verzameld met een
bodemwatergehalte dat zeven gemakkelijker maakt. Voor andere bodem dan paddy-velden moet
monsterneming niet gedurende of vlak na lange perioden (>30 dagen) van droogte, vorst of overstroming
gebeuren (14). De monsters moeten zodanig worden vervoerd dat veranderingen in het bodemwatergehalte tot
een minimum worden beperkt, en 7o veel mogelijk in het donker worden bewaard op een plaats waar er lucht
bij kan komen. Een losjes dichtgeknoopte polyetheen zak is hier in het algemeen geschikt voor.

De grond moet zo spoedig mogelijk na monsterneming worden verwerkt. Vegetatie, groot formaat bodemfauna
en stenen moeten worden verwijderd voordat de grond door een zeef van 2 mm wordt gezeefd om kleine stenen
en resten van planten en dieren te verwijderen. Voordat de grond wordt gezeefd, mag deze niet te veel worden
gedroogd en platgedrukt (15).

Wanneer het in de winter moeilijk is om in het veld monsters te nemen (bevroren bodem of een laag sneeuw),
kunnen deze worden genomen van een partij grond die in een kas, bedekt door vegetatie (bijvoorbeeld gras of
een gras/klaver-mengsel), wordt bewaard. Er is een duidelijke voorkeur voor onderzoek met vers van het veld
gehaalde grond, maar als de verzamelde en bewerkte grond v66r het begin van het onderzoek moet worden
opgeslagen, moeten de omstandigheden adequaat zijn en mag dit slechts een beperkte tijd gebeuren (4 £ 2°C
gedurende maximaal drie maanden) om de microbiéle activiteit op peil te houden®. Voor gedetailleerde
instructies voor de verzameling, behandeling en opslag van grond die voor biotransformatie-experimenten moet
worden gebruikt, wordt verwezen naar (8)(10)(15)(26)(27).

Voordat de bewerkte grond voor de test wordt gebruikt, wordt deze gepre-incubeerd om ontkieming en de
verwijdering van zaden mogelijk te maken en om het evenwicht van het microbiéle metabolisme na de
overgang van de monsternemings- en opslagomstandigheden naar de incubatie-omstandigheden te herstellen.
Een pre-incubatieperiode van 2 tot 28 dagen met bij benadering de temperatuur en de vochtomstandigheden van
de echte test volstaat in het algemeen (15). De opslag en de pre-incubatie mogen samen niet langer dan drie
maanden duren.

1.9 UITVOERING VAN DE TEST
1.9.1 Testomstandigheden
1.9.1.1 Testtemperatuur

Gedurende de hele testperiode moet de grond in het donker worden geincubeerd bij een constante temperatuur
die representatief is voor de klimaatomstandigheden waar de teststof zal worden gebruikt of zal vrijkomen.
Voor alle teststoffen die in een gematigd klimaat in de bodem terecht kunnen komen, wordt een temperatuur
van 20 £ 2°C aanbevolen. De temperatuur moet worden gemonitord.

Voor chemische stoffen die in een kouder klimaat worden gebruikt of vrijkomen (bijvoorbeeld in noordelijke
landen of in de herfst of de winter), moeten daarnaast ook bodemmonsters bij een lagere temperatuur
(bijvoorbeeld 10 + 2°C) worden geincubeerd.

Recente onderzoekresultaten wijzen erop dat ook grond uit gematigde zones zonder een significant verlies van
microbiéle activiteit gedurende meer dan drie maanden bij -20°C kan worden bewaard (28)(29).
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1.9.1.2 Vochtgehalte

Voor omzettingsproeven onder aérobe omstandigheden moet het vochtgehalte van de bodem* op een pF tussen
2,0 en 2,5 worden gebracht en gehouden (3). Het vochtgehalte van de bodem wordt uitgedrukt als massa water
per massa droge grond en moet periodiek worden gecontroleerd (bijvoorbeeld om de twee weken) door de
incubatiekolven te wegen en waterverliezen moeten worden gecompenseerd door water toe te voegen (bij
voorkeur steriel gefilterd kraanwater). Er moet op worden gelet dat bij het toevoegen van vocht (eventuele)
verliezen van de teststof en/of omzettingsproducten door vervluchtiging en/of afbraak onder invloed van licht
worden voorkomen of tot een minimum worden beperkt.

Voor omzettingsproeven onder anaérobe of paddy-omstandigheden wordt de grond onder water gezet om deze
met water te verzadigen.

1.9.1.3 Aérobe incubatie-omstandigheden

In de doorstroomsystemen worden de omstandigheden agéroob gehouden door periodiek met bevochtigde lucht
te spoelen of daar continu mee te ventileren. In de biometerkolven vindt de uitwisseling van lucht door ditfusie
plaats.

1.9.14 Steriele aérobe omstandigheden

Om informatie te krijgen over de relevantie van de abiotische omzetting van een teststof kunnen
bodemmonsters worden gesteriliseerd (zie de referenties 16 en 29 voor sterilisatiemethoden), behandeld met
steriele teststof (bijvoorbeeld door de oplossing via een steriel filter toe te voegen) en belucht met bevochtigde
steriele lucht zoals beschreven onder punt 1.9.1.3. Voor paddy-bodem moeten grond en water worden
gesteriliseerd en moet de incubatie volgens punt 1.9.1.6 worden uitgevoerd.

1.9.1.5 Anaérobe incubatie-omstandigheden

Om anaérobe omstandigheden te krijgen en te houden wordt de met de teststof behandelde grond gedurende 30
dagen of, indien dit korter is, één halveringstijd of DTsy, onder aérobe omstandigheden geincubeerd en
vervolgens met water doordrenkt (waterlaag van 1-3 cm) en wordt het incubatiesysteem met een inert gas
(bijvoorbeeld stikstof of argon) d()orgespoelds. Het testsysteem moet mogelijkheden bieden voor de meting van
bijvoorbeeld de pH, de zuurstofconcentratie en de redoxpotentiaal en apparatuur bevatten voor het wegvangen
van vluchtige producten. Het systeem van het biometer-type moet gesloten zijn om te voorkomen dat door
diffusie lucht binnendringt.

1.9.1.6 Paddy-incubatieomstandigheden

Om de omzetting in paddy-rijstbodem te onderzoeken wordt de bodem onder water gezet met een waterlaag van
ongeveer 1-5 cm en wordt de teststof aan de waterfase toegevoegd (9). Een bodemdiepte van ten minste 5 cm
wordt aanbevolen. Het systeem wordt net als onder aérobe omstandigheden met lucht geventileerd. De pH, de
zuurstofconcentratie en de redoxpotentiaal van de waterlaag worden gemonitord en gerapporteerd. Voordat de
omyzettingsproef wordt begonnen, is een pre-incubatieperiode van minimaal twee weken nodig (zie punt
1.8.3.2).

De grond mag niet te nat en niet te droog zijn om een atdoende beluchting en voeding van de microflora in de
bodem te waarborgen. Als vochtgehalte voor een optimale microbiéle groei wordt een waterhoudend vermogen
(WHYV) van 40-60% en een waterspanning van 0,1-0,33 bar aanbevolen (6). Dit laatste interval komt overeen met
een pF van 2,0-2,5. In bijlage 2 wordt voor verschillende bodemtypes het karakteristieke vochtgehalte vermeld.

Aan het bodemoppervlak en zelfs daaronder heersen meestal aérobe omstandigheden, zoals is gebleken uit een
onderzoekproject in opdracht van de EU [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 augustus 1992, Sigtuna, Zweden|. Anaérobe
omstandigheden komen slechts sporadisch voor wanneer de bodem na zware regenval doordrenkt is of wanneer in
rijstvelden paddy-omstandigheden heersen.
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1.9.1.7 Duur van de test

Het onderzoek naar snelheid en route mag normaal gesproken niet langer duren dan 120 dagen(’ (3)(6)(8), omdat
daarna in een kunstmatig laboratoriumsysteem, dat van natuurlijke aanvulling afgesloten is, in de loop der tijd
een daling van de microbi€le activiteit van de bodem kan worden verwacht. Wanneer dit nodig is om de afbraak
van de teststof en de vorming en afbraak van belangrijke omzettingsproducten te karakteriseren, kan het
onderzoek gedurende langere tijd (bijvoorbeeld 6 of 12 maanden) worden voortgezet (8). Voor langere
incubatieperioden moet in het testverslag een motivering worden gegeven en in dat geval moet gedurende en
aan het eind van deze perioden de biomassa worden gemeten.

1.9.2 Uitvoering van de test

In elke incubatiekolf (zie de figuren | en 2 in bijlage 3) wordt ongeveer 50 tot 200 g grond (drooggewicht)
gebracht, die volgens een van de onder punt 1.8.2 beschreven methoden met de teststof wordt behandeld.
Wanneer er voor de toevoeging van de teststot organische oplosmiddelen worden gebruikt, moeten deze door
verdamping uit de grond worden verwijderd. Vervolgens wordt de grond met een spatel en/of door de kolf te
schudden grondig gemengd. Als het onderzoek onder paddy-omstandigheden wordt uitgevoerd, worden de
grond en het water na de toevoeging van de teststof grondig gemengd. Kleine porties (bijvoorbeeld 1 g) van de
behandelde grond worden op de teststof geanalyseerd om te controleren of deze uniform verdeeld is.
Alternatieve methoden komen later aan de orde.

De toegevoegde hoeveelheid moet overeenkomen met de grootste hoeveelheid van een
gewasbeschermingsmiddel die in de gebruiksaanwijzing voor opbrenging wordt aanbevolen en een uniforme
vermenging tot een adequate diepte op het veld (bijvoorbeeld de bovenste laag van 10 cm van de bodem’). Voor
chemische stoffen die bijvoorbeeld op het blad of zonder vermenging op de bodem worden opgebracht, moet bij
de berekening van de hoeveelheid die aan elke kolf moet worden toegevoegd, worden uitgegaan van een diepte
van 2,5 cm. Voor chemische stoffen die met de grond worden vermengd, is de adequate diepte de in de
gebruiksaanwijzing vermelde vermengingsdiepte. Voor algemene chemische stoffen wordt de opgebrachte
hoeveelheid bepaald op basis van de meest relevante aanvoerroute; als bijvoorbeeld zuiveringsslib de
belangrijkste route voor de toevoer naar de bodem is, moet de chemische stof aan het slib worden toegevoegd in
een concentratie die overeenkomt met de verwachte concentratie in het slib en moet de hoeveelheid aan de
grond toegevoegd slib overeenkomen met de normale hoeveelheid op landbouwgrond gebruikt slib. Als deze
concentratie niet hoog genoeg is om belangrijke omzettingsproducten te bepalen, kan incubatie van aparte
bodemmonsters met grotere hoeveelheden nuttig zijn, maar te grote hoeveelheden die de microbiéle functies
van de bodem beinvloeden, moeten worden vermeden (zie de punten 1.5 en 1.8.2).

Ook kan een grotere hoeveelheid (d.w.z. | tot 2 kg) grond met de teststof worden behandeld, zorgvuldig in een
geschikt mengapparaat worden gemengd en vervolgens in kleine porties van 50 tot 200 g in de incubatiekolven
worden overgebracht (bijvoorbeeld met behulp van monsterverdelers). Kleine porties (bijvoorbeeld 1 g) van de
behandelde grond worden op de teststof geanalyseerd om te controleren of deze uniform verdeeld is. Een
dergelijk procedure verdient de voorkeur aangezien daarmee een uniformere verdeling van de teststof in de
bodem mogelijk is.

Ook onbehandelde bodemmonsters worden onder dezelfde (ag€robe) omstandigheden als de met de teststof
behandelde monsters geincubeerd. Deze monsters worden gebruikt voor de meting van de biomassa gedurende
en aan het eind van het onderzoek.

é Aéroob onderzoek kan al lang véér de 120 dagen worden beéindigd, mits de uiteindelijke omzettingsroute en de

uiteindelijke mineralisatie op dat moment duidelijk bereikt zijn. Be€indiging van de test is mogelijk na 120 dagen of
wanneer ten minste 90% van de teststof is omgezet, maar alleen als ten minste 5% CO, is gevormd.
De aanvankelijke concentratie op basis van het oppervlak wordt als volgt berekend:

Alkg/hat10° mg/kg|
m]- 10* m*/ha |- dlkgy . /m’|

Cbodem[ mg/kg)odem] =

Choiem = aanvankelijke concentratie in de bodem [mg-kg'l].

A = opgebrachte hoeveelheid [kg-ha'llg 1 = dikte van de bodemlaag [m|; d = dichtheid van de droge bodem
[kg-m”].

Als vuistregel geldt dat een opgebrachte hoeveelheid van 1 kg-hzfl tot een bodemconcentratie van ongeveer 1
mg-kg'1 in een laag van 10 cm leidt (uitgaande van een dichtheid van de droge bodem van 1 g-cmg).
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Wanneer de teststof voor de toevoeging aan de bodem in een of meer organische oplosmiddelen wordt opgelost,
worden met dezelfde hoeveelheid oplosmiddel(en) behandelde bodemmonsters worden onder dezelfde (agrobe)
omstandigheden als de met de teststof behandelde monsters geincubeerd. Deze monsters worden gebruikt voor
de meting van de biomassa aan het begin, gedurende en aan het eind van het onderzoek om na te gaan welke
etfecten de organische oplosmiddelen op de microbiéle biomassa hebben.

De kolven met de behandelde bodemmonsters worden aan het in figuur | beschreven doorstroomsysteem
bevestigd of met de in figuur 2 afgebeelde absorptiekolom afgesloten (zie bijlage 3).

1.9.3 Monsterneming en meting

Op geschikte tijdstippen worden incubatiekolven in duplo verwijderd en worden de bodemmonsters met
geschikte oplosmiddelen met een verschillende polariteit geéxtraheerd en op de teststof en/of
omyzettingsproducten geanalyseerd. In een goed opgezet onderzoek zijn er voldoende kolven om op elk
monsternemingstijdstip twee kolven te kunnen gebruiken. Ook de absorpticoplossingen of het vaste
absorptiemateriaal worden op verschillende tijdstippen (gedurende de eerste maand om de 7 dagen en daarna
om de 17 dagen) gedurende en aan het eind van de incubatie van elk bodemmonster verwijderd en op vluchtige
producten geanalyseerd. Naast een bodemmonster dat direct na de toevoeging wordt genomen (dag 0), worden
nog ten minste 5 andere monsternemingspunten gekozen. De tijdstippen worden zodanig gekozen dat het
verloop van de atbraak van de teststof en van de vorming en afbraak van de omzettingsproducten kan worden
bepaald (bijvoorbeeld na 0, 1, 3 en 7 dagen, na 2 en 3 weken, na 1, 2 en 3 maanden enz.).

Wanneer een met "*C gelabelde teststof wordt gebruikt, wordt de niet-extraheerbare radioactiviteit door
verbranding kwantitatief bepaald en wordt er voor elk monsternemingstijdstip een massabalans bepaald.

Bij anaérobe en paddy-incubatie worden de bodem- en de waterfase gezamenlijk op de teststof en de
omyzettingsproducten geanalyseerd of voor extractie en analyse door filtratie of centrifugeren gescheiden.

1.94 Facultatieve tests

Agérobe niet-steriele proeven bij andere temperaturen en vochtgehaltes van de bodem kunnen nuttig zijn om de
invloed van de temperatuur en het vochtgehalte van de bodem op de omzettingssnelheid van een teststot en/of
de omzettingsproducten daarvan in de bodem te bepalen.

Met behulp van bijvoorbeeld superkritische vloeistofextractie kan worden getracht de niet-extraheerbare
radioactiviteit nader te karakteriseren.

2 GEGEVENS

2.1 BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

Voor elk monsternemingstijdstip wordt de hoeveelheid teststof, omzettingsproducten, vluchtige stoffen
(uitsluitend in %) en niet-extraheerbaar materiaal als percentage van de oorspronkelijk toegevoegde
concentratie en eventueel als mg-kgl bodem (op basis van het drooggewicht) vermeld. Voor elk
monsternemingstijdstip dient er een massabalans te worden gegeven als percentage van de oorspronkelijk
toegevoegde concentratie. Door in een grafiek de concentratie van de teststof uit te zetten tegen de tijd kan de
halveringstijd of de DTsy worden bepaald. Belangrijke omzettingsproducten moeten worden geidentificeerd en
ook hun concentratie moet tegen de tijd worden uitgezet om hun vormings- en atbraaksnelheid aan te geven.
Een belangrijk omzettingsproduct is een product dat op enig moment tijdens het onderzoek in een grotere
hoeveelheid dan 10% van de toegevoegde dosis aanwezig is.

De weggevangen vluchtige producten geven een indicatie van het vervluchtigingsvermogen van een teststof en
de omzettingsproducten daarvan vanuit de bodem.
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Er moet een nauwkeuriger bepaling van de halveringstijd of de DTsg en eventueel de DTys en de DTy worden
verkregen door de nodige kinetische modelberekeningen uit te voeren. Naast de halveringstijd en de DTsy wordt
er ook een beschrijving van het gebruikte model gegeven met vermelding van de orde van de kinetiek en de
determinatiecoéfficient (r). Kinetiek van de eerste orde krijgt de voorkeur, tenzij r* < 0,7. Eventueel moeten de
berekeningen ook worden toegepast op de belangrijke omzettingsproducten. Voorbeelden van geschikte
modellen worden beschreven in de referenties 31 tot en met 35.

Wanneer onderzoek bij verschillende temperaturen wordt uitgevoerd, wordt de omzettingssnelheid binnen het
experimentele temperatuurtraject als functie van de temperatuur beschreven met behulp van de vergelijking van
Arrhenius:

k=A-c™ of lnk:lnA—I—i .

waarbij In A en B regressiecontanten zijn van respectievelijk het intercept en de helling van een best passende
rechte die voortkomt uit een lineaire regressie van In k tegen 1/T, k de snelheidsconstantie bij temperatuur T is
en T de temperatuur in Kelvin is. Er moet goed worden gelet op het beperkte temperatuurtraject waarop de
vergelijking van Arrhenius geldig is wanneer de omzetting door de microbiéle activiteit wordt bepaald.

2.2 EVALUATIE EN INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

Hoewel het onderzoek in een kunstmatig laboratoriumsysteem wordt uitgevoerd, kan aan de hand van de
resultaten een raming worden gemaakt van de omrettingssnelheid van de teststof en de vormings- en
afbraaksnelheid van de omzettingsproducten onder veldomstandigheden (36)(37).

Een onderzoek naar de omzettingsroute van een teststot levert informatie op over de manier waarop de structuur
van de gebruikte stof in de bodem onder invloed van chemische en microbiéle reacties verandert.

3 RAPPORTAGE

TESTVERSLAG
In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:

De teststof:

— de triviale naam, de chemische naam, het CAS-nummer, de structuurformule (waarin de plaats van het
label wordt aangegeven als radioactief gelabeld materiaal wordt gebruikt) en relevante fysisch-chemische
eigenschappen (zie punt 1.5);

—  de zuiverheid (verontreinigingen) van de teststof;

— de radiochemische zuiverheid van een radioactief gelabelde stof en de specifieke activiteit (indien van
toepassing).

Referentiestoffen:
— de chemische naam en de structuur van referentiestoffen die voor de karakterisering en/of de identificatie
van omzettingsproducten worden gebruikt.

De gebruikte bodem:

—  gegevens over de plaats waar de monsters zijn verzameld;

— de datum van monsterneming en de gevolgde procedure;

—  eigenschappen van de bodem zoals de pH, het organisch koolstofgehalte, de textuur (% zand, % silt, %
klei), de kation-uitwisselingscapaciteit, de dichtheid van de droge bodem, de waterretentie-kenmerken en
de microbiéle biomassa;

— de periode gedurende welke en de omstandigheden waaronder de monsters zijn opgeslagen (als ze zijn
opgeslagen).
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De testomstandigheden:

—  de data waarop het onderzoek is uitgevoerd;

—  de gebruikte hoeveelheid teststof;

—  de gebruikte oplosmiddelen en de manier waarop de teststof is opgebracht;

—  het gewicht van de oorspronkelijk behandelde bodem waaruit op elk analysetijdstip een monster is
genomen;

—  een beschrijving van het gebruikte incubatiesysteem;

—  de stroomsnelheid van de lucht (alleen voor doorstroomsystemen);

—  de temperatuur van de proefopstelling;

—  het vochtgehalte van de bodem tijdens de incubatie;

— de microbiéle biomassa aan het begin, gedurende en aan het eind van het aérobe onderzoek;

— de pH, de zuurstofconcentratie en de redoxpotentiaal aan het begin, gedurende en aan het eind van het
anaérobe en paddy-onderzoek;

—  de extractiemethode(n);

— de methoden voor de kwalitatieve en kwantitatieve analyse van de teststof en de belangrijke
omyzettingsproducten in de bodem en het absorptiemateriaal;

—  het aantal replicaat-bepalingen en het aantal controlebepalingen.

De resultaten:

—  de resultaten van de bepaling van de microbigle activiteit;

—  de herhaalbaarheid en gevoeligheid van de gebruikte analysemethoden;

— de recovery (onder punt 1.7.1 wordt vermeld welke percentages voor een geldig onderzoek gehaald
moeten worden);

— tabellen met de resultaten, uitgedrukt als percentage van de gebruikte aanvankelijke dosis en eventueel in
mg-kgl bodem (drooggewicht);

—  de massabalans gedurende en aan het eind van het onderzoek;

—  de karakterisering van de niet-extraheerbare (gebonden) radioactiviteit of residuen in de bodem;

—  een kwantificering van het vrijgekomen CO- en andere vluchtige verbindingen;

—  curves waarin voor de teststof en eventueel de belangrijke omzettingsproducten de bodemconcentratie
tegen de tijd wordt uitgezet;

— de halveringstijd of de DTsg, DTys en DT voor de teststof en eventueel de belangrijke
omyzettingsproducten, met vermelding van de betrouwbaarheidsgrenzen;

—  een raming van de abiotische afbraaksnelheid onder steriele omstandigheden;

— een evaluatie van de omvettingskinetieck voor de teststof en eventueel de belangrijke
omzettingsproducten;

—  de voorgestelde omzettingsroutes, indien van toepassing;

—  een bespreking en interpretatie van de resultaten;

—  de onbewerkte gegevens (d.w.z. voorbeelden van chromatogrammen en van berekeningen van de
omyzettingssnelheid en de middelen die voor de identificatie van de omzettingsproducten zijn gebruikt).
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BILJILAGE 1

WATERDRUK, VELDCAPACITEIT (VC) EN WATERHOUDEND VERMOGEN (WHV)(1)

Hoogte van de waterkolom [cm| pF(“) bar™ Opmerkingen

10 7 107 Droge bodem

1,6:10* 4,2 16 Verwelkingspunt

10* 4 10

10’ 3 1

6107 2,8 0,6

3,3:10° 2,5 0,33¢

107 2 0,1 Bereik van de

60 1,8 0,06 veldcupuciteit(d)

33 1,5 0,033

10 1 0,01 WHYV (bij benadering)
1 0 0,001 Met water verzadigde bodem

© pF = log hoogte waterkolom in cm.

®1 bar = 10° Pa.

) Komt overeen met een watergehalte van ongeveer 10% in zand, 35% in leem en 45% in klei.

@ pe veldcapaciteit is niet constant maar varieert van bodemtype tot bodemtype tussen pF 1,5 en 2,5.

De waterdruk wordt als hoogte van de waterkolom in cm of in bar gemeten. Vanwege het grote bereik van de zuigspanning
wordt eenvoudigheidshalve de pF-waarde gebruikt, de logaritme van de hoogte van de waterkolom in cm.

De veldcapaciteit wordt gedefinieerd als de hoeveelheid water die door een natuurlijke bodem twee dagen na een langdurige
regenperiode of afdoende irrigatie tegen de zwaartekracht in kan worden vastgehouden. Deze grootheid wordt in situ op het
veld in onverstoorde grond bepaald. De meting is dus niet van toepassing op laboratorium-bodemmonsters die wel verstoord
zijn. De in verstoorde grond bepaalde VC-waarde kan een sterke systematische variatie vertonen.

Het waterhoudend vermogen (WHV) wordt in het laboratorium met verstoorde en onverstoorde grond bepaald door een
bodemkolom via capillair transport met water te verzadigen. Het WHYV is vooral voor verstoorde grond nuttig en kan wel 30%
hoger liggen dan de veldcapaciteit (1). Het WHYV is experimenteel ook gemakkelijker te bepalen dan een betrouwbare VC-
waarde.

(1) Miickenhausen, E. (1975). Die Bodenkunde und ihre geologischen, geomorphologischen, mineralogischen und
petrologischen Grundlagen. DLG-Verlag, Frankturt, Main.
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VOCHTGEHALTE VAN DE BODEM (in g water per 100 g droge grond) VAN VERSCHILLENDE

BILJLAGE 2

BODEMSOORTEN UIT VERSCHILLENDE LANDEN

Bodemtype Land Vochtgehalte van de bodem bij
WHYV' pF=18 pF=23

Zand Duitsland 28,7 8,8 39
Lemig zand Duitsland 50,4 17,9 12,1
Lemig zand Zwitserland 44,0 35,3 9,2
Siltig leem Zwitserland 72,8 56,6 28,4
Kleileem Brazilié 69,7 38,4 27,3
Kleileem Japan 74,4 57,8 314
Zandig leem Japan 82,4 59,2 36,0
Siltig leem \A 47,2 33,2 18,8
Zandig leem VS 40,4 252 13,3

" Waterhoudend vermogen
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BLILAGE 3
Figuur 1
Voorbeeld van een doorstroomapparaat voor de bestudering van de omzetting van chemische stoffen in de bodem
(D(2)

1: naaldventiel 4:  bodemmetabolisme-kolf (alleen 7, 8: natriumhydroxide-val voor CO,
voor anaérobe en paddy- en andere zure viuchtige
omstandigheden met waterlaag) stoffen

2: gaswasfles met water 5: ethyleenglycol-val voor 9: stromingsmeter
organische vluchtige stoffen

3. ultramembraan (alleen voor 6: zwavelzuur-val voor alkalische

steriele omstandigheden), vluchtige stoffen
poriegrootte 0,2 um
QP | 1 =

Figuur 2

Voorbeeld van een kolf van het biometer-type voor de bestudering van de omzetting van chemische stoffen in de
bodem (3)

] Natronkalk voor de absorptie
k30 van CO2

RERY: R —

L#oge

] o Met olie behandeld glaswol of

polyurethaanschuim voor de
absorptie van organische
vluchtige stoffen

Bodem + teststof

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

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

(3)  Anderson, J.P.E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte aut Verdampfung, Abbau und Festlegung von Diallat im
Boden. Z. PflKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141-146.
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C.24. AEROBE EN ANAEROBE OMZETTING IN AQUATISCHE SEDIMENTSYSTEMEN

1 METHODE
Deze methode is overgenomen van TG 308 (2002) van de OESO.

1.1 INLEIDING

Chemische stotfen kunnen bijvoorbeeld rechtstreeks, door overwaaien bij het spuiten, door afspoeling, door
drainage, door afvalverwijdering, in industrieel, huishoudelijk of agrarisch afvalwater of door depositie uit de
lucht in ondiepe of diepe oppervlaktewateren terechtkomen. In deze testmethode wordt een
laboratoriumprocedure beschreven voor de bepaling van de aérobe en anaérobe omretting van organische
stoffen in aquatische sedimentsystemen. De methode is gebaseerd op bestaande richtsnoeren (1)(2)(3)(4)(5)(6).
In Belgirate (Itali€) is in 1995 een OESO-workshop over bodem- en sedimentselectie gehouden (7), waar met
name overeenstemming is bereikt over het aantal sedimenttypes dat voor deze test moet worden gebruikt. De
workshop heeft op basis van de ISO-richtsnoeren (8) ook aanbevelingen gedaan voor het verzamelen,
behandelen en bewaren van sedimentmonsters. Dergelijke onderzoeken zijn nodig voor chemische stotfen die
direct aan water worden toegevoegd of waarvan het aannemelijk is dat ze via bovengenoemde routes in het
aquatisch milieu terecht zullen komen.

De omstandigheden in natuurlijke aquatische sedimentsystemen zijn in de bovenstaande waterfase vaak aéroob.
De bovenste laag van het sediment kan aéroob of anagroob zijn, terwijl het diepere sediment meestal anagroob
is. Om al deze mogelijkheden te omvatten worden in dit document zowel agrobe als anaérobe tests beschreven.
Bij de aérobe test wordt een aérobe waterkolom boven een aérobe sedimentlaag met daaronder een anaérobe
gradiént gesimuleerd. Bij de anaérobe test wordt een volledig anaéroob water/sedimentsysteem gesimuleerd.
Als de omstandigheden erop wijzen dat er significant van deze aanbevelingen moet worden afgeweken,
bijvoorbeeld door een intacte sedimentkern te gebruiken of sediment dat aan de teststof blootgesteld kan zijn,
zijn daarvoor andere methoden beschikbaar (9).

1.2 DEFINITIES

In alle gevallen moeten eenheden van het Internationale Eenhedenstelsel (S1) worden gebruikt.
Teststof: een stof, hetzij de oorspronkelijke verbinding, hetzij relevante omzettingsproducten.

Omzettingsproducten: alle stoffen die ontstaan bij biotische en abiotische omzettingsreacties van de teststof,
met inbegrip van CO- en gebonden residuen.

Gebonden residuen: verbindingen in de bodem, in planten of in dieren die na extractie in de vorm van de
oorspronkelijke verbinding of de metabolieten daarvan in de matrix achterblijven. De extractiemethode mag de
verbindingen zelf of de structuur van de matrix niet significant wijzigen. De aard van de binding kan
gedeeltelijk  worden opgehelderd door extractiemethoden die de matrix wijzigen of door verfijnde
analysetechnieken. Tot op heden zijn op deze manier bijvoorbeeld covalente, ionische en sorptiebindingen en
insluitingen gesignaleerd. In het algemeen heeft de vorming van gebonden residuen tot gevolg dat de
biologische toegankelijkheid en de biologische beschikbaarheid significant afnemen (10) [gewijzigd
overgenomen uit [UPAC 1984 (11)].

Aérobe omzetting (oxiderend): reacties die in aanwevigheid van moleculaire zuurstof verlopen (12).
Anaérobe omzetting (reducerend): reacties die bij uitsluiting van moleculaire zuurstof verlopen (12).
Natuwrlijk water: oppervlaktewater dat uit bijvoorbeeld een meer of een rivier wordt verkregen.

Sediment: een mengsel van anorganische en organische chemische bestanddelen, in het laatste geval bestaande
uit verbindingen met een hoog koolstof- en stikstofgehalte en een hoog molecuulgewicht. Het wordt afgezet
door natuurlijk water en vormt een grensvlak met dat water.
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Mineralisatie: de volledige afbraak van een organische verbinding tot CO, en H,O onder aérobe
omstandigheden en CH4, CO; en H>O onder anaérobe omstandigheden. In de context van deze testmethode
betekent mineralisatie, wanneer radioactief gelabelde verbindingen worden gebruikt, een volledige afbraak van
een molecuul waarbij een gelabeld koolstofatoom volledig wordt geoxideerd of gereduceerd en een equivalente
hoeveelheid respectievelijk "o, of 'CH, vrijkomt.

Halveringstijd (tys): de tijd die nodig is om 50% van een hoeveelheid teststof om te zetten, wanneer de
omzetting kan worden beschreven door kinetiek van de eerste orde; deze is onafhankelijk van de aanvankelijke
concentratie.
DTs (Disappearance Time 50): de tijd waarin de aanvankelijke concentratie van de teststof met 50% daalt.
DT75s (Disappearance Time 75): de tijd waarin de aanvankelijke concentratie van de teststof met 75% daalt.
DTy (Disappearance Time 90): de tijd waarin de aanvankelijke concentratie van de teststof met 90% daalt.

1.3 REFERENTIESTOFFEN
Voor de kwalitatieve en kwantitatieve bepaling van omzettingsproducten met behulp van spectroscopische en
chromatografische methoden moeten referentiestoffen worden gebruikt.

1.4 INFORMATIE OVER DE TESTSTOF

Voor de meting van de omzettingssnelheid kan een al dan niet met een isotoop gelabelde teststof worden
gebruikt, hoewel de voorkeur wordt gegeven aan gelabeld materiaal. Voor de bestudering van de
omzettingsroute en voor de bepaling van een massabalans is gelabeld materiaal nodig. Labeling met "*C wordt
aanbevolen, maar ook het gebruik van andere isotopen zoals B¢, BN, *H of **P kan nuttig zijn. Het label moet
zo veel mogelijk in het meest stabiele gedeelte van het molecuul worden aangebrachtl. De chemische en/of
radiochemische zuiverheid van de teststof moet ten minste 95% zijn.

V6or de uitvoering van een test moet de volgende informatie over de teststof beschikbaar zijn:
(a)  de oplosbaarheid in water (methode A.6);

(b)  de oplosbaarheid in organische oplosmiddelen;

(¢)  de dampspanning (methode A.4) en de constante van de wet van Henry;

(d)  de verdelingscoéfficiént n-octanol/water (methode A.8);

(e)  de adsorptiecoéfficiént (Kq, K¢ of Ko) (Methode C.18);

(f)  de hydrolyse (methode C.7);

(g) de dissociatieconstante (pK,) [OESO-richtsnoer 112 | (13);

(h)  de chemische structuur van de teststof en eventueel de plaats van het (de) isotopenlabel(s).
NB: De temperatuur waarbij deze metingen zijn uitgevoerd, moet worden gerapporteerd.

Ook informatie over de toxiciteit van de teststof voor micro-organismen, over de gemakkelijke en/of intrinsieke
biologische atbreekbaarheid en over de aérobe en anaérobe omzetting in de bodem kan nuttig zijn.

Als de teststof bijvoorbeeld één ring bevat, moet deze ring worden gelabeld; als de teststof twee of meer ringen
bevat, kan er apart onderzoek nodig zijn om te bekijken wat er met elke gelabelde ring gebeurt en om bruikbare
informatie over de vorming van omzettingsproducten te verkrijgen.
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Er moeten analysemethoden (met inbegrip van methoden voor extractie en clean-up) beschikbaar zijn voor de
kwalitatieve en kwantitatieve bepaling van de teststof en de omrettingsproducten daarvan in water en in
sediment (zie punt 1.7.2).

1.5 PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Bij deze testmethode worden een aéroob en een anaéroob aquatisch sedimentsysteem gebruikt (zie bijlage 1) dat
het mogelijk maakt:

(i) de omzettingssnelheid van de teststof in een water/sedimentsysteem te meten;
(ii)  de omzettingssnelheid van de teststof in het sediment te meten;

(iii) de mineralisatiesnelheid van de teststof en/of de omzettingsproducten daarvan te meten (wanneer een met
He gelabelde teststof wordt gebruikt);

(iv) de omzettingsproducten in de water- en de sedimentfase kwalitatief en kwantitatief te bepalen en een
massabalans op te stellen (wanneer een gelabelde teststof wordt gebruikt);

(v) de verdeling van de teststof en de omzettingsproducten daarvan over de twee fasen gedurende een
incubatieperiode in het donker (om bijvoorbeeld algenbloei te voorkomen) bij constante temperatuur te
meten. Wanneer dit met het oog op de gegevens verantwoord is, worden de halveringstijd, de DTsg, de
DTys en de DTy, bepaald, maar deze mogen niet veel verder dan de duur van het experiment worden
geéxtrapoleerd (zie punt 1.2)

Voor zowel de aérobe als de anaérobe test moeten ten minste twee sedimenten met het bijbehorende water
worden gebruikt (7). Er kunnen echter gevallen zijn waarin er meer dan twee aquatische sedimenten moeten
worden gebruikt, bijvoorbeeld wanneer het gaat om een chemische stof die zowel in zoet water als in het
mariene milieu kan voorkomen.

1.6 TOEPASBAARHEID VAN DE TEST

De methode kan in het algemeen worden gebruikt voor alle chemische stoffen (al dan niet gelabeld) waarvoor
een analysemethode met een afdoende nauwkeurigheid en gevoeligheid beschikbaar is. Enigszins vluchtige,
niet-vluchtige, in water oplosbare en slecht in water oplosbare stoffen kunnen worden getest. De test mag niet
worden gebruikt voor chemische stoffen met een grote vluchtigheid vanuit water (b.v. fumigatiemiddelen of
organische oplosmiddelen) die daardoor onder de experimentele omstandigheden tijdens deze test uit het water
en/ot het sediment verdwijnen.

De methode is tot op heden toegepast op het onderzoek van de omzetting van chemische stoffen in zoet water
en sedimenten daarvan, maar kan in beginsel ook voor estuariene/mariene systemen worden gebruikt. Zij is niet
geschikt voor een simulatie van de omstandigheden in stromend water (zoals rivieren) of in open zee.

1.7 KWALITEITSCRITERIA

1.7.1 Recovery

Door onmiddellijk na de toevoeging van de teststof water- en sedimentmonsters ten minste in duplo te
extraheren en te analyseren wordt een eerste indicatie verkregen van de herhaalbaarheid van de analysemethode
en de uniformiteit van de procedure voor het toevoegen van de teststof. In latere fasen van de experimenten
wordt de recovery bepaald aan de hand van de respectieve massabalansen (wanneer gelabeld materiaal wordt
gebruikt). Voor gelabelde stoffen moet de recovery tussen 90% en 110% liggen (6) en voor ongelabelde stotfen
tussen 70% en 110%.

1.7.2 Herhaalbaarheid en gevoeligheid van de analysemethode

De herhaalbaarheid van de analysemethode (exclusief de efficiéntie van de extractie in het begin) voor de
kwantitatieve bepaling van de teststof en de omzettingsproducten kan worden gecontroleerd door één extract
van een water- of sedimentmonster, dat lang genoeg is geincubeerd voor de vorming van omzettingsproducten,
in duplo te analyseren.
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De aantoonbaarheidsgrens van de analysemethode voor de teststof en voor de omzettingsproducten mag niet
hoger zijn dan 0,01 mg-kg'I water of sediment (als teststot) of, indien dit lager is, 1% van de aanvankelijk aan
een testsysteem toegevoegde hoeveelheid. De bepaalbaarheidsgrens moet ook worden gespecificeerd.

1.7.3 Nauwkeurigheid van de omzettingsgegevens

Een regressieanalyse van de concentratie van de teststof als functie van de tijd levert de vereiste informatie op
over de nauwkeurigheid van de omzettingscurve en maakt het mogelijk de betrouwbaarheidsgrenzen te
berekenen voor de halveringstijd (bij kinetiek van de pseudo-eerste orde) of de DTy, en eventueel de DT;s en de

DTy
1.8 BESCHRIJVING VAN DE METHODE
1.8.1 Testsysteem en apparatuur

Het onderzoek moet in glazen houders (bijvoorbeeld flessen of centrifugebuizen) worden uitgevoerd, tenzij
informatie vooraf (zoals de verdelingscoéfficiént n-octanol/water of sorptiegegevens) erop wijst dat de teststof
zich aan glas kan hechten; in dat geval moet wellicht worden overwogen een ander materiaal (zoals Teflon) te
gebruiken. Wanneer bekend is dat de teststof zich aan glas hecht, kan dit probleem met behulp van een of meer
van de volgende methoden worden beperkt:

—  de massa van de aan het glas gesorbeerde teststof en omzettingsproducten bepalen;
—  al het glaswerk aan het eind van de test met oplosmiddel spoelen;
—  geformuleerde producten gebruiken (zie ook punt 1.9.2);

— een grotere hoeveelheid co-oplosmiddel gebruiken om de teststof aan het systeem toe te voegen; als een
co-oplosmiddel wordt gebruikt, mag dit geen solvolyse van de teststot veroorzaken..

In de bijlagen 2 en 3 worden voorbeelden gegeven van karakteristieke testapparaten, namelijk respectievelijk
een doorstroomsysteem en een systeem van het biometer-type (14). In referentie (15) worden andere geschikte
incubatiesystemen beschreven. De experimentele apparatuur moet de uitwisseling van lucht of stikstof en het
wegvangen van vluchtige producten mogelijk maken. De afmetingen van de apparatuur moeten zodanig zijn dat
aan de eisen van de test wordt voldaan (zie punt 1.9.1). Ventilatie kan gebeuren door zachtjes doorborrelen of
door lucht of stikstof over het wateroppervlak te leiden. In het laatste geval kan het nuttig zijn het water van
boven zachtjes te roeren om de zuurstot of stikstof beter in het water te verdelen. Er mag geen CO»-vrije lucht
worden gebruikt omdat daardoor de pH van het water kan stijgen. Verstoring van het sediment is in elk geval
onwenselijk en moet 7o veel mogelijk worden voorkomen. Enigszins vluchtige chemische stoffen moeten in een
systeem van het biometer-type bij licht roeren van het wateroppervlak worden getest. Er kunnen ook gesloten
systemen met lucht of stikstof boven de vloeistof en interne flacons voor het wegvangen van vluchtige
producten worden gebruikt (16). Bij de agrobe test is een periodieke verversing van het gas boven de vloeistof
nodig om het zuurstofverbruik door de biomassa te compenseren.

Voor het wegvangen van vluchtige omrzettingsproducten kunnen bijvoorbeeld worden gebruikt:
kaliumhydroxide- of natriumhydroxide-oplossingen van 1 mol-dm™ voor kooldioxide™ en ethyleenglycol,
ethanolamine of 2% paraffine in xyleen voor organische verbindingen. Vluchtige stoffen die onder anaérobe
omstandigheden ontstaan, zoals methaan, kunnen bijvoorbeeld met een moleculaire zeef worden opgevangen.
Deze vluchtige stoffen kunnen bijvoorbeeld tot CO, worden verbrand door het gas bij een temperatuur van
900°C door een met CuO gevulde kwartsbuis te leiden en het gevormde CO, in een alkalische
absorptieoplossing weg te vangen (17).

Aangezien deze alkalische absorptie-oplossingen ook kooldioxide uit de ventilatielucht absorberen en kooldioxide
die bij aérobe experimenten door ademhaling ontstaat, moeten ze geregeld worden ververst om verzadiging en
rodoende verlies van hun absorptievermogen te voorkomen.
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Er is laboratoriumapparatuur voor de chemische analyse van de teststof en de omzettingsproducten nodig
(gaschromatogratie (GLC), hogedrukvloeistofchromatografie (HPLC), dunnelaagchromatografie (TLC),
massaspectroscopie  (MS),  gaschromatografie-massaspectrometrie  (GC/MS),  vloeistofchromatografie-
massaspectrometrie (LC/MS), kernspinresonantie (NMR) enz.) met inbegrip van detectiesystemen voor al dan
niet radioactief gelabelde chemische stoffen. Wanneer radioactief gelabeld materiaal wordt gebruikt, zijn ook
een vloeistofscintillatieteller en een verbrandingsoxidator (voor de verbranding van sedimentmonsters véér de
analyse van de radioactiviteit) nodig.

Daarnaast zijn eventueel ook andere standaard-laboratoriumapparatuur voor fysisch-chemische en biologische
bepalingen (zie tabel 1 onder punt 1.8.2.2), glaswerk, chemicalién en reagentia nodig.

1.8.2 Selectie van aquatische sedimenten en aantal sedimenten

De monsternemingsplaatsen moeten aan de hand van het doel van de test in een bepaalde situatie worden
gekozen. Bij de keuze van de monsternemingsplaatsen moet rekening worden gehouden met stoffen die wellicht
in het verleden door landbouw, industrie of huishoudens in het stroomgebied en het water stroomopwaarts
terecht zijn gekomen. Als het sediment in de loop van de voorgaande vier jaar met de teststof of structureel
analoge verbindingen is verontreinigd, mag het niet worden gebruikt.

1.82.1 Selectie van het sediment

Voor het aérobe onderzoek worden normaal gesproken twee sedimenten gebruikt (7). Het organisch
koolstofgehalte en de textuur van de gekozen sedimenten moeten verschillen. Eén sediment moet een hoog
organisch koolstofgehalte (2,5-7,5%) en een fijne textuur hebben en het andere sediment een laag organisch
koolstofgehalte (0,5-2,5%) en een grove textuur. Het verschil in organisch koolstofgehalte moet normaal
gesproken ten minste 2% zijn. Een "fijne textuur” wordt gedefinieerd als een gehalte aan [klei + silt]? van >50%
en een "grove textuur” wordt gedefinieerd als een gehalte aan [klei + silt] van <50%. Het verschil in gehalte aan
|[klei + silt] voor de twee sedimenten moet normaal gesproken ten minste 20% zijn. Wanneer een chemische
stof ook in het zeewater terecht kan komen, moet ten minste een van de water/sedimentsystemen van mariene
herkomst zijn.

Voor het strikt anaérobe onderzoek moeten monsters van twee sedimenten (met het bijbehorende water) uit de
anaérobe zones van oppervlaktewateren worden genomen (7). Zowel het sediment als de waterfase moeten
voorzichtig worden behandeld en vervoerd zodat er geen zuurstof bij kan komen.

Ook andere parameters kunnen belangrijk zijn bij de keuze van sedimenten en moeten van geval tot geval
worden bezien. Zo zal het pH-bereik van sedimenten belangrijk zijn wanneer chemische stoffen worden getest
waarvan de omvzetting en/of sorptie pH-athankelijk kunnen zijn. Een pH-afhankelijkheid van sorptie kan
gevolgen hebben voor de pK, van de teststof.

1.82.2 Karakterisering van de water/sedimentmonsters

In onderstaande tabel wordt een overzicht gegeven van de sleutelparameters die voor zowel water als sediment
moeten worden gemeten en gerapporteerd (met vermelding van de gebruikte methode) en de fase van de test
waarin deze parameters moeten worden bepaald. Ter informatie: methoden voor de bepaling van deze
parameters worden vermeld in de referenties (18)(19)(20)(21).

Daarnaast kan het van geval tot geval nodig zijn andere parameters te meten en te rapporteren (bijvoorbeeld
voor zoet water: deeltjes, alkaliniteit, hardheid, geleidingsvermogen en NO3/POy4 (verhouding en elk apart);
voor sedimenten: kation-uitwisselingscapaciteit, waterhoudend vermogen, carbonaat en stikstof en fosfor totaal;
voor mariene systemen: zoutgehalte). Een analyse van sedimenten en water op nitraat, sulfaat, biologisch
beschikbaar ijzer en wellicht andere elektronenacceptoren kan ook nuttig zijn bij de beoordeling van redox-
omstandigheden, vooral wanneer het gaat om anagrobe omzetting.

[Klei + silt] is de minerale fractie van het sediment met een deeltjesgrootte <50 pm.
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Meting van parameters voor de karakterisering van water/sedimentmonsters (7)(22)(23)
Parameter Fase van de testprocedure
Monster- Nabewer- Begin accli- Begin Gedurende | Einde test
neming king matisering test test
Herkomst/bron
Temperatuur X
pH X X X X
TOC X X X
O,-concentratie™ X X X X X
Redoxpotentiaal® X X X
Sediment
Herkomst/bron
Laagdiepte
pH X X X X X
Deeltjesgrootte-verdeling X
TOC X X X X
Microbiéle biomassa** X
Redoxpotentiaal*® Observatie X X X X
(kleur/geur)

* Uit recent onderzoek is gebleken dat metingen van de zuurstofconcentratie van water en van redoxpotentialen
geen mechanistische of voorspellende waarde hebben voor de groei en ontwikkeling van microbi€le populaties
in oppervlaktewateren (24)(25). De bepaling van het biochemisch zuurstofverbruik (BZV, bij de
monsterneming en aan het begin en aan het einde van de test) en van de concentratie van de
micro/macronutriénten Ca, Mg en Mn (aan het begin en aan het einde van de test) in water en de meting van de
totale hoeveelheid N en P in sedimenten (bij de monsterneming en aan het einde van de test) zijn wellicht betere
instrumenten voor de interpretatie en evaluatie van de aérobe biotranstormatiesnelheid en -route.

o De methode met de microbiéle ademhalingssnelheid (26), de fumigatiemethode (27) of de telplaatmethode
(bijvoorbeeld bacterién, actinomyceten, fungi en totaal aantal kolonies) voor a€roob onderzoek en de
vormingssnelheid van methaan voor anaéroob onderzoek.

1.8.3 Verzameling, behandeling en opslag
1.83.1 Verzameling

Voor de monsterneming van sediment moeten de ontwerp-richtsnoeren van de [SO voor de monsterneming van
bodemsediment (8) worden gevolgd. Sedimentmonsters worden genomen van de hele bovenste sedimentlaag
van 5 tot 10 cm. Het bijbehorende water moet op dezelfde plaats en op hetzelfde tijdstip als het sediment
worden verzameld. Voor het anagérobe onderzoek moet het monster van het sediment en het bijbehorende water
worden genomen en vervoerd zonder dat er zuurstof bij kan komen (28) (zie punt 1.8.2.1). In de literatuur
worden enkele monsternemingsapparaten beschreven (8)(23).
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1.83.2 Behandeling

Het sediment wordt door filtratie van het water gescheiden en het sediment wordt met behulp van extra water
van de locatie, dat vervolgens wordt weggegooid, nat gezeefd over een zeef van 2 mm. Vervolgens worden
bekende hoeveelheden sediment en water in de gewenste verhouding (zie punt 1.9.1) in incubatiekolven
gemengd en voorbehandeld voor de acclimatiseringsperiode (zie punt 1.8.4). Voor het anaérobe onderzoek
moeten alle bewerkingen worden uitgevoerd zonder dat er zuurstof bij kan komen (29)(30)(31)(32)(33).

1.83.3 Opslag

Het gebruik van verse monsters sediment en water wordt ten zeerste aanbevolen, maar als opslag nodig is,
moeten sediment en water volgens bovenstaande beschrijving worden gezeefd en samen in een laag water (6-10
cm) in het donker bij 4 + 20C* gedurende maximaal 4 weken worden opgeslagen (7)(8)(23). Monsters die voor
aéroob onderzoek worden gebruikt, moeten zodanig worden bewaard dat er gemakkelijk lucht bij kan komen
(bijvoorbeeld in open bakken), terwijl monsters voor anaéroob onderzoek zodanig moeten worden bewaard dat
er geen zuurstof bij kan komen. Bevriezing van sediment en water en uitdroging van het sediment tijdens het
vervoer en de opslag moeten worden voorkomen.

1.84 Voorbehandeling van de sediment/watermonsters voor de test

Voordat de teststof wordt toegevoegd, wordt elk sediment/watermonster geacclimatiseerd. Daartoe worden de
monsters onder precies dezelfde omstandigheden als die van de incubatie tijdens de test in het incubatieapparaat
gebracht dat bij de test zal worden gebruikt (zie punt 1.9.1). De acclimatiseringsperiode is de tijd die het
systeem nodig heett om redelijk stabiel te worden, zoals dit tot uiting komt in de pH, de zuurstofconcentratie in
het water, de redoxpotentiaal van het sediment en het water en de macroscopische scheiding van de fasen. De
acclimatiseringsperiode duurt normaal gesproken een tot twee weken en mag niet meer dan vier weken duren.
De resultaten van de tijdens deze periode uitgevoerde bepalingen moeten worden gerapporteerd.

1.9 UITVOERING VAN DE TEST

1.9.1 Testomstandigheden

De test wordt in het incubatieapparaat (zie punt 1.8.1) uitgevoerd met een volumeverhouding water/sediment
tussen 3:1 en 4:1 en een sedimentlaag van 2,5 cm (£ 0,5 cm). Een minimum hoeveelheid van 50 g sediment
(droog gewicht) per incubatie tijdens wordt.

De test wordt in het donker bij een constante temperatuur tussen 10°C en 30°C uitgevoerd. Een temperatuur van
20 £ 2°C is geschikt. Daarnaast kan waar nodig, athankelijk van de informatie die de test moet opleveren, van
geval tot geval ook een lagere temperatuur (bijvoorbeeld 10°C) worden overwogen. De incubatietemperatuur
worden gemonitord en gerapporteerd.

Uit recent onderzoek is gebleken dat opslag bij 4°C tot een afname van het organisch koolstofgehalte van het
sediment kan leiden, hetgeen mogelijkerwijs tot gevolg kan hebben dat de microbiéle activiteit atneemt (34).
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1.9.2 Behandeling en toevoeging van de teststof

Er wordt één concentratie van de teststof gebruikts. Voor gewasbeschermingsmiddelen die rechtstreeks in
wateren worden gebracht, moet de op de etikettering vermelde maximale dosering als de maximaal toe te
dienen hoeveelheid worden gebruikt, berekend op basis van het oppervlak van het water in de houder. In alle
andere gevallen wordt de te gebruiken concentratie afgeleid van de geraamde emissie in het milieu. Er moet
voor worden gezorgd dat de concentratie van de teststof voldoende is om de omzettingsroute en de vorming en
atbraak van de omrzettingsproducten te kunnen karakteriseren. Het kan nodig zijn hogere doses te gebruiken
(bijvoorbeeld een factor 10 hoger), wanneer de concentraties van de teststof aan het begin van de test dicht bij
de aantoonbaarheidsgrens liggen en/of wanneer belangrijke omzettingsproducten niet gemakkelijk kunnen
worden aangetoond wanneer hun concentratie 10% van de oorspronkelijk gebruikte hoeveelheid teststof
bedraagt. Als er echter hogere testconcentraties worden gebruikt, mogen deze geen significante schadelijke
effecten hebben op de microbiéle activiteit van het water/sedimentsysteem. Om voor een constante concentratie
van de teststof in houders met verschillende afmetingen te zorgen, kan het nodig zijn de hoeveelheid toe te
voegen materiaal aan te passen op basis van de verhouding tussen de diepte van de waterkolom in de houder en
de waterdiepte in het veld (er wordt uitgegaan van een diepte van 100 cm, maar ook een andere diepte kan
worden gebruikt). Voor een voorbeeld van een dergelijke berekening wordt verwezen naar bijlage 4.

In het ideale geval wordt de teststotf als waterige oplossing aan de waterfase van het testsysteem toegevoegd.
Als dit onvermijdelijk is, mogen kleine hoeveelheden met water mengbare oplosmiddelen (zoals aceton of
ethanol) voor de toevoeging en verdeling van de teststof worden gebruikt, maar deze hoeveelheden mogen niet
groter zijn dan 1% (v/v) en geen schadelijke effecten op de microbigle activiteit van het testsysteem hebben. De
bereiding van de waterige oplossing van de teststof moet voorzichtig gebeuren — het gebruik van een
generatorkolom of menging vooraf kan nodig zijn om voor een volledige homogeniteit te zorgen. Na de
toevoeging van de waterige oplossing aan het testsysteem wordt aanbevolen de waterfase voorzichtig te
mengen, waarbij het sediment zo min mogelijk wordt verstoord.

Het gebruik van geformuleerde producten wordt normaal gesproken afgeraden, aangezien de bestanddelen van
de formulering de verdeling van de teststot en/of de omrzettingsproducten over de water- en sedimentfase
kunnen beinvloeden. Voor slecht in water oplosbare stoffen kan het gebruik van geformuleerd materiaal echter
een geschikt alternatief zijn.

Het aantal incubatiehouders is athankelijk van het aantal monsternemingstijdstippen (zie punt 1.9.3). Er moeten
7o veel testsystemen beschikbaar zijn dat er op elk monsternemingstijdstip twee systemen uit de proef kunnen
worden genomen. Wanneer er controle-opstellingen voor elk aquatisch sedimentsysteem worden gebruikt,
mogen deze niet met de teststof worden behandeld. De controle-opstellingen kunnen worden gebruikt om aan
het eind van het onderzoek de microbiéle biomassa van het sediment en de totale hoeveelheid organische
koolstof in het water en het sediment te bepalen. Twee controle-opstellingen (d.w.z. één voor elk aquatisch
sediment) kunnen worden gebruikt voor de monitoring van de vereiste parameters in het sediment en het water
gedurende de acclimatiseringsperiode (zie de tabel onder punt 1.8.2.2). Wanneer de teststof met behulp van een
oplosmiddel wordt toegevoegd, zijn twee extra controle-opstellingen nodig om de schadelijke effecten daarvan
op de microbiéle activiteit van het testsysteem te meten.

1.93 Duur van de test en monsterneming

Het experiment mag normaal gesproken niet langer duren dan 100 dagen (6) en moet worden voortgezet totdat
de afbraakroute en het verdelingspatroon sediment/water vaststaan of 90% van de teststof door omzetting en/of
vervluchtiging is verdwenen. Er moeten ten minste zes monsternemingstijdstippen zijn (inclusief het beginpunt)
en een facultatiet vooronderzoek (zie punt 1.9.4) kan worden gebruikt om een adequaat monsternemingsschema
vast te stellen en de duur van de test te bepalen, tenzij er uit eerder onderzoek voldoende gegevens over de
teststof beschikbaar zijn. Voor hydrofobe teststoffen kunnen extra monsternemingspunten tijdens de beginfase
van het onderzoek nodig zijn om de snelheid van de verdeling over de sediment- en de waterfase te bepalen.

Een test met een tweede concentratie kan nuttig zijn voor chemische stotfen die langs verschillende routes in het
oppervlaktewater terechtkomen en waarbij dit tot significant verschillende concentraties leidt, zolang de laagste
concentratie met een afdoende nauwkeurigheid kan worden geanalyseerd.
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Op geschikte monsternemingstijdstippen worden hele incubatichouders (in duplo) voor analyse uit de test
genomen. Het sediment en het bovenstaande water worden apart geunulyseerdf’. Hert bovenstaande water wordt
voorzichtig verwijderd, waarbij het sediment zo min mogelijk wordt verstoord. Bij de extractie en
karakterisering van de teststof en de omzettingsproducten worden adequate analyseprocedures gevolgd. Er moet
op worden gelet dat ook materiaal dat aan de incubatiehouder of aan de verbindingsbuizen voor het wegvangen
van vluchtige stoffen is geadsorbeerd, wordt verwijderd.

1.94 Facultatief vooronderzoek

Als de duur en het monsternemingsschema niet aan de hand van ander relevant onderzoek aan de teststof
kunnen worden bepaald, kan een facultatief vooronderzoek nuttig zijn, dat onder dezelfde testomstandigheden
wordt uitgevoerd als het definitieve onderzoek. Als er een vooronderzoek wordt uitgevoerd, moeten de
relevante experimentele omstandigheden en resultaten daarvan kort worden gerapporteerd.

1.9.5 Metingen en analyse

Voor elk monsternemingstijdstip wordt de concentratie van de teststof en de omzettingsproducten in het water
en het sediment gemeten en gerapporteerd (als concentratie en als percentage van de toegevoegde hoeveelheid).
In het algemeen moeten omzettingsproducten die op enig monsternemingstijdstip in grotere hoeveelheden dan
10% van de toegevoegde radioactiviteit in het hele water/sedimentsysteem worden bepaald, worden
geldentificeerd tenzij er een redelijke motivering is om dit niet te doen. Ook voor omzettingsproducten waarvan
de concentratie gedurende het onderzoek voortdurend stijgt, moet identificatie worden overwogen, zelfs als hun
concentratie niet hoger wordt dan bovengenoemde grenswaarde, aangezien dit op persistentie kan wijzen. Deze
aspecten moeten van geval tot geval worden bekeken en in het verslag moet een motivering van de conclusies
worden opgenomen.

Voor elk monsternemingstijdstip worden ook de resultaten van systemen voor het wegvangen van gassen en
vluchtige stoffen (CO, en bijvoorbeeld vluchtige organische verbindingen) gerapporteerd. Ook de
mineralisatiesnelheden worden gerapporteerd. Voor elk monsternemingstijdstip worden de niet-extraheerbare
(gebonden) residuen in sediment gerapporteerd.

2 GEGEVENS

2.1 BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

Voor elk monsternemingstijdstip wordt de totale massabalans of de recovery (zie punt 1.7.1) van de
toegevoegde radioactiviteit berekend. De resultaten worden als percentage van de toegevoegde radioactiviteit
gerapporteerd. De verdeling van de radioactiviteit tussen water en sediment wordt voor elk
monsternemingstijdstip als concentratie en als percentage gerapporteerd.

De halveringstijd, de DTsy en eventueel de DT;s en de DTy van de teststof worden samen met hun
betrouwbaarheidsgrenzen (zie punt 1.7.3) berekend. Informatie over de snelheid waarmee de teststof uit het
water en het sediment verdwijnt, kan met behulp van geschikte evaluatiechulpmiddelen worden verkregen. Deze
kunnen vari€ren van het gebruik van kinetiek van de pseudo-eerste orde en empirische technieken voor de
bepaling van de optimale curve waarbij grafische of numerieke oplossingen worden toegepast, tot complexere
evaluaties met behulp van bijvoorbeeld modellen met een of meer compartimenten. Voor nadere
bijzonderheden wordt verwezen naar de desbetreffende gepubliceerde literatuur (35)(36)(37).

0 Wanneer een snelle heroxidatie van ana€robe omzettingsproducten aannemelijk is, moeten ook bij de

monsterneming en analyse anaérobe omstandigheden worden gehandhaafd.
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Alle benaderingen hebben hun sterke en zwakke punten en lopen qua complexiteit sterk uiteen. Wanneer wordt
uitgegaan van kinetiek van de eerste orde, worden de atbraak- en distributieprocessen wellicht te zeer
vereenvoudigd, maar wanneer dit mogelijk is levert dit een parameter op (de snelheidsconstante of
halveringstijd) die gemakkelijk te begrijpen is en bruikbaar is voor simulatiemodellen en de berekening van
geraamde milieuconcentraties. Empirische benaderingen of lineaire transformaties kunnen leiden tot curves die
beter bij de gegevens aansluiten en maken derhalve een betere bepaling van de halveringstijd, de DTsq en
eventueel de DTss en de DTy mogelijk. Het nut van de afgeleide constanten is echter beperkt.
Compartimentmodellen kunnen een aantal nuttige constanten voor een risicobeoordeling opleveren, die de
atbraaksnelheid in verschillende compartimenten en de verdeling van de chemische stof beschrijven. Ze moeten
ook worden gebruikt voor de bepaling van de snelheidsconstanten voor de vorming en afbraak van belangrijke
omzettingsproducten. In alle gevallen moet er een motivering voor de keuze van de methode worden gegeven
en moet degene die het experiment uitvoert grafisch en/of statistisch aantonen hoe goed de curve en de
gegevens bij elkaar aansluiten.

3 RAPPORTAGE

3.1 TESTVERSLAG

In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:
De teststof:

— de triviale naam, de chemische naam, het CAS-nummer, de structuurformule (waarin de plaats van het
label of de labels wordt aangegeven als radioactiet gelabeld materiaal wordt gebruikt) en relevante
fysisch-chemische eigenschappen;

— de zuiverheid (verontreinigingen) van de teststof;
— deradiochemische zuiverheid van een gelabelde stof en de molaire activiteit (indien van toepassing).
Referentiestoffen:

— de chemische naam en de structuur van referentiestoffen die voor de karakterisering en/of de identificatie
van omzettingsproducten worden gebruikt.

Voor de test gebruikte sedimenten en wateren:

— de locatie en een beschrijving van de monsternemingsplaats(en) voor het aquatische sediment met indien
mogelijk een vermelding van de verontreiniging in het verleden;

— alle informatie over de verzameling, de opslag (als ze zijn opgeslagen) en de acclimatisering van
water/sedimentsystemen;

— de kenmerken van de sediment/watermonsters, zoals vermeld in de tabel onder punt 1.8.2.2.
De testomstandigheden:

—  het gebruikte testsysteem (bijvoorbeeld doorstroomsysteem, biometer-type, wijze van ventilatie,
roermethode, watervolume, sedimentmassa, dikte van de water- en de sedimentlaag, afmetingen van de
testhouders enz.);

— de toevoeging van de teststof aan het systeem: gebruikte concentratie bij de test, aantal replicaat-
bepalingen en controlebepalingen en de wijze waarop de teststof is toegevoegd (bijvoorbeeld een
eventueel gebruik van een oplosmiddel) enz.;

— de incubatietemperatuur;
— de monsternemingstijdstippen;
— de extractiemethoden met de efficiéntie en de analysemethoden met de aantoonbaarheidsgrens;

— de methoden voor de karakterisering/identificatie van de omzettingsproducten;
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—  afwijkingen van het testprotocol of de testomstandigheden tijdens het onderzoek.
De resultaten:

—  onbewerkte gegevens van representatieve analyses (alle onbewerkte gegevens moeten in het GLP-archief
worden bewaard);

— de herhaalbaarheid en gevoeligheid van de gebruikte analysemethoden;

— de recovery (onder punt 1.7.1 wordt vermeld welke percentages voor een geldig onderzoek gehaald
moeten worden);

—  tabellen met de resultaten, uitgedrukt als percentage van de gebruikte dosis en in mg-kgl in het water, het
sediment en het totale systeem (alleen percentage), voor de teststof en eventueel de omzettingsproducten
en de niet-extraheerbare radioactiviteit;

—  de massabalans gedurende en aan het eind van het onderzoek;

— een grafische voorstelling van de omzetting in het water, in het sediment en in het totale systeem (met
inbegrip van de mineralisatie);

— de mineralisatiesnelheid;

— de halveringstijd, de DTsq en eventueel de DT5s en de DTy, voor de teststof en eventueel de belangrijke
omzettingsproducten, met vermelding van de betrouwbaarheidsgrenzen, in het water, in het sediment en
in het totale systeem;

—  een evaluatie van de omzettingskinetiek van de teststof en eventueel de belangrijke omzettingsproducten;
—  de voorgestelde omzettingsroute, indien van toepassing;

—  een bespreking van de resultaten.
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BILJILAGE 1

RICHTSNOEREN VOOR HET AEROBE EN HET ANAEROBE TESTSYSTEEM

Het aérobe testsysteem

Het in deze testmethode beschreven aérobe testsysteem bestaat uit een aérobe waterlaag (met een zuurstofconcentratie die
normaal tussen 7 en 10 mg-l'I ligt) en een sedimentlaag die aan het oppervlak aéroob en onder het oppervlak anaéroob is (met
een gemiddelde redoxpotentiaal (Ey) in het anaérobe gedeelte van het sediment die normaal tussen -80 en —190 mV ligt). In
elke incubatie-opstelling wordt vochtige lucht over het wateroppervlak geleid om voor voldoende zuurstof in de ruimte boven
het water te zorgen.

Het anaérobe testsysteem

Voor het anaérobe testsysteem is de testprocedure in grote lijnen gelijk aan de voor het aérobe systeem geschetste procedure,
behalve dat in elke incubatie-opstelling vochtige stikstof over het wateroppervlak wordt geleid om voor voldoende stikstot in
de ruimte boven het water te zorgen. Het sediment en het water worden als anagéroob beschouwd zodra de redoxpotentiaal (Ey)
lager dan =100 mV is.

Bij de anaérobe test wordt voor de bepaling van de mineralisatie ook het vrijgekomen kooldioxide en methaan gemeten.
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BILJLAGE 2

VOORBEELD VAN EEN DOORSTROOMOPSTELLING
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BLJLAGE 3

VOORBEELD VAN EEN BIOMETER-APPARAAT
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BIJLAGE 4

VOORBEELD VOOR DE BEREKENING VAN DE HOEVEELHEID TESTSTOF DIE AAN EEN TESTHOUDER
WORDT TOEGEVOEGD

Inwendige diameter van de cylinder: =8cm
Diepte waterkolom zonder sediment: =12cm
Oppervlak waterspiegel: 3,142 x 42 =50,3 cm2

Toe te voegen hoeveelheid: 500 g teststof/ha komt overeen met 5 pg/em?2
Totaal in ug: 5 x 50,3 =251,5pg

Aanpassing van de hoeveelheid op basis van een diepte van 100 cm:

12 x 251,5 + 100 =30,18pg

Volume van de waterkolom: 50,3 x 12 =603 ml

Concentratie in water: 30,18 + 603 =0,050 pg/ml of 50 ug/l



