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DIREKTIVA KOMISIJE 2004/73(ES
z dne 29. aprila 2004
o devetindvajsetem prilagajanju Direktive Sveta 67/548/EGS o pribliZevanju zakonov in drugih predpisov
v zvezi z razvr§€anjem, pakiranjem in oznacevanjem nevarnih snovi tehni¢nemu napredku

(Besedilo velja za EGP)

KOMISIJA EVROPSKIH SKUPNOSTI JE —

ob upostevanju Pogodbe o ustanovitvi Evropske skupnosti,

ob upostevanju Direktive Sveta 67/548 [EGS z dne 27. junija 1967
o priblizevanju zakonov in drugih predpisov v zvezi z razvrica-
njem, pakiranjem in oznacevanjem nevarnih snovi (), in zlasti
¢lena 28 Direktive,

ob upostevanju naslednjega:

(1)

()

Priloga I k Direktivi 67/548/EGS vsebuje seznam nevarnih
snovi, skupaj s podatki o razvri¢anju in oznacevanju vsake
snovi. Ta seznam je treba posodobiti, da bo vklju¢eval pri-
javljene nove snovi in dodatne obstojece snovi, in obsto-
je¢e vpise prilagoditi tehnicnemu napredku, na primer
dolotitvi okoljskih mejnih koncentracij za nekatere snovi.
V skladu s tem je treba tudi izbrisati vpise nekaterih snovi,
druge pa razbiti, ker razvrstitev ne velja ve¢ za vse snovi
pod temi vpisi. Oznacitev snovi, ki vkljucuje 1,3-butadien,
je treba spremeniti tako, da bo razvidno, da bo snov po tej
direktivi razvr§¢ena kot mutagen.

Priloga V k Direktivi 67/548/EGS predpisuje metode za
dolocanje fizikalno-kemijskih lastnosti, toksi¢nosti in eko-
toksi¢nosti snovi in pripravkov. Navedeno prilogo je treba
spremeniti tako, da se S$tevilo zivali, uporabljenih v
poskusne namene, zmanj$a na minimum v skladu z Direk-
tivo Sveta 86/609/EGS z dne 24. novembra 1986 o pribli-
zevanju zakonov in drugih predpisov drzav ¢lanic o var-
stvu Zivali, ki se uporabljajo za poskusne in druge

UL 196, 16.8.1967, str. 1. Direktiva, kakor je bila nazadnje
spremenjena z Uredbo (ES) 3t. 807/2003 (UL L 122, 16.5.2003,
str. 36).

znanstvene namene (2. Metode za subkroni¢no oralno
toksi¢nost iz poglavij B.1, B.4, B.5, B.31 in B.35 je treba
ustrezno spremeniti. Poleg tega je treba Prilogi V dodati
poglavje B.42, da bo na voljo predis¢ena metoda za
subkroni¢no oralno toksi¢nost. Nazadnje je treba dodati e
poglavje A.21 o fizikalno-kemijskih lastnostih, poglavje
B.43 o subkroni¢ni oralni toksi¢nosti in poglavja C.21 do
C.24 o ekotoksi¢nosti, da bo mogoce dolociti lastnosti, ki
Se niso zadostno zajete z metodami iz Priloge V.

Ukrepi, predvideni s to direktivo, so v skladu z mnenjem
Odbora za prilagajanje tehni¢nemu napredku direktiv o
odpravi tehni¢nih ovir pri trgovanju z nevarnimi snovmi
in pripravki —

SPREJELA NASLEDNJO DIREKTIVO:

Clen 1

Direktiva 67/548EGS se spremeni, kot sledi:

1. Priloga I se spremeni, kot sledi:

(@)

opomba K iz predgovora se nadomesti z besedilom iz Pri-
loge 1A;

vpisi, ki ustrezajo vpisom iz Priloge 1B k tej direktivi, se
nadomestijo z besedilom iz navedene priloge;

vpisi iz Priloge 1C k tej direktivi se vstavijo v skladu z
vrstnim redom vpisov iz Priloge I k Direktivi 67/548/EGS;

vpisi z indeksnimi Stevilkami 604-050-00-X, 607-050-
00-8, 607-171-00-6 in 613-130-00-3 se crtajo;

(3 UL L 358, 18.12.1986, str. 1. Direktiva, kakor je bila nazadnje
spremenjena z Direktivo 2003/65/ES Evropskega parlamenta in
Sveta (UL L 230, 16.9.2003, str. 32).
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(e) vpis z indeksno Stevilko 048-002-00-0 se nadomesti z
vpisoma z indeksnima $tevilkama 048-002-00-0 in 048-
011-00-X iz Priloge 1D k tej direktivi;

(f) vpis z indeksno Stevilko 609-006-00-3 se nadomesti z
vpisoma z indeksnima $tevilkama 609-006-00-3 in 609-
065-00-5 iz Priloge 1D k tej direktivi;

() vpis z indeksno Stevilko 612-039-00-6 se nadomesti z
vpisoma z indeksnima $tevilkama 612-039-00-6 in 612-
207-00-9 iz Priloge 1D.

2. Priloga V se spremeni, kot sledi:

(a) besedilo iz Priloge 2A k tej direktivi se doda kot poglavje
A.21;

(b) poglavje B.1 bis se nadomesti z besedilom iz Priloge 2B k
tej direktivi;

(c) poglavje B.1 tris se nadomesti z besedilom iz Priloge 2C k
tej direktivi;

(d) poglavje B.4 se nadomesti z besedilom iz Priloge 2D k tej
direktivi;

() poglavje B.5 se nadomesti z besedilom iz Priloge 2E k tej
direktivi;

(f) poglavje B.31 se nadomesti z besedilom iz Priloge 2F k tej
direktivi;

() poglavje B.35 se nadomesti z besedilom iz Priloge 2G k tej
direktivi;

(h) besedilo iz Priloge 2H k tej direktivi se doda kot poglavji
B.42 in B.43;

(i) besedilo iz Priloge 21 k tej direktivi se doda kot poglavja
C.21 do C.24.

Clen 2

1. Drzave clanice sprejmejo zakone in druge predpise, potrebne
za uskladitev s to direktivo, najpozneje do 31. oktobra 2005.
Komisiji takoj sporocijo besedila teh predpisov in korelacijsko
tabelo med navedenimi predpisi in to direktivo. Drzave ¢lanice se
v sprejetih predpisih sklicujejo na to direktivo ali pa sklic nanjo
navedejo ob njihovi uradni objavi. Nacin sklicevanja dolocijo
drzave ¢lanice.

2. Drzave ¢lanice sporocijo Komisiji besedila temeljnih predpi-

sov nacionalne zakonodaje, sprejetih na podrodju, ki ga ureja ta
direktiva.

Clen 3

Ta direktiva za¢ne veljati dvajseti dan po objavi v Uradnem listu
Evropske unije.

Clen 4

Ta direktiva je naslovljena na drzave ¢lanice.

V Bruslju, 29. aprila 2004
Za Komisijo
Margot WALLSTROM

Clanica Komisije
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,Opomba K:

Snovi ni treba razvrstiti med rakotvorne ali mutagene, ¢e je mogoce dokazati, da je masni delez 1,3-butadiena
(3t. Einecs 203-450-8) v snovi manjsi od 0,1 %. Ce snov ni razvri¢ena kot rakotvorna ali mutagena, je treba uporabiti
vsaj stavke S(2-)9-16. Ta opomba se uporablja samo za nekatere kompleksne snovi v Prilogi I, pridobljene iz nafte.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

A.21 OKSIDATIVNE LASTNOSTI (TEKOCE SNOVI)

METODA

UvoD

Ta metoda preskusanja je namenjena merjenju potenciala tekoce snovi za povecanje stopnje gorenja ali
intenzivnosti gorenja vnetljive snovi ali za tvorbo mesanice z vnetljivo snovjo, ki se sama vname, ko se
obe temeljito premesata. Njena podlaga je preskus ZN za oksidativne tekoce snovi (1) in mu je
enakovredna. Ker je metoda A.21 v prvi vrsti namenjena izpolnjevanju zahtev Direktive 67/548, je
potrebna primerjava le z eno referen¢no snovjo. Ce je pricakovati, da se bodo rezultati preskusov
uporabljali za druge namene (), bo morda potrebno preskusanje in primerjava z dodatnimi referencnimi
snovmi.

Ta preskus je treba opraviti, kadar preverjanje strukturne formule nedvomno pokaze, da snov ne more
reagirati eksotermi¢no z vnetljivim materialom.

Pred opravljanjem tega preskusa je koristno imeti predhodne informacije o moznih eksplozivnih
lastnostih snovi.

Ta preskus se ne uporablja za trdne snovi, pline, eksplozivne ali zelo lahko vnetljive snovi,ali organske
perokside.

Tega preskusa ni treba narediti, kadar so rezultati za preskusno snov iz preskusa ZN za oksidativne tekoce
snovi (1) Ze na voljo.

DEFINICIJE IN ENOTE

Povprecni ¢as dvigovanja tlaka je povpredje izmerjenega Casa za mesanico v preskusu, da bi se
zagotovil dvig tlak s 695 kPa na 2 070 kPa nad zra¢nim tlakom.

REFERENCNA SNOV
Potrebna je 65 % (m/m) vodna dusikova kislina (analitske stopnje) kot referen¢na snov (?).

Ce izvajalec preskusa predvideva, da bi se rezultati tega preskusa lahko uporabili za druge namene (1), je
lahko ustrezno tudi preskusanje z dodatnimi referen¢nimi snovmi (3).

PRINCIP PRESKUSNE METODE

Tekoca snov, ki jo je treba preskusiti, se zmesa v razmerju 1 proti 1 glede na maso, z vlaknato celulozo
in vlije v tla¢no posodo. Ce med mesanjem ali polnjenjem pride do samovziga, nadaljnje preskusanje ni
potrebno.

Ce samovzig ne nastane, se opravi preskus v celoti. Mesanica se segreje v tla¢ni posodi, dolo¢i se povpreéni
¢as, potreben za dvig tlaka s 690 kPa na 2 070 kPa nad zra¢nim tlakom. To se primerja s povpre¢nim
casom dviga tlaka za meSanico 1: 1 referen¢ne snovi/referencnih snovi in celuloze.

KRITERIJI KAKOVOSTI

V seriji petih poskusov na eni snovi se rezultati ne smejo razlikovati za ve¢ kakor 30 % od aritmeti¢ne
sredine. Rezultate, ki se razlikujejo za ve¢ kakor 30 % od aritmeticne sredine, je treba zavredi, izboljsati
postopek mesanja in polnjenja in ponoviti preskusanje.

(") Kot na primer v uredbah ZN o prevozu.

(?) Kislino je treba titrirati pred preskusanjem za potrditev njene koncentracije.
() Npr.: 50 % (m/v) perklorne kisline in 40 % (m/m) natrijevega klorata se uporabi kot referenca 1.
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1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.1.2.1

OPIS METODE

Priprava
Vnetljiva snov

Posusena vlaknata celuloza z dolzino vlaken med 50 in 250 pm in povprecni premerom 25 pm (') se
uporablja kot vnetljivi material. Susi se 4 ure do konstantne teze v plasti, ki je debela najve¢ 25 mm, pri
105 °C in se hrani v eksikatorju, s snovjo za susenje, dokler se ne ohladi in dokler ni potrebna za uporabo.
Vsebnost vode v posuseni celulozi mora biti manjsa kakor 0,5 % na suho maso (2). Ce je potrebno, se mora
Cas suSenja podaljsati, da bi se to doseglo (%). Med preskusom je treba ves Cas uporabljati isto Sarzo celuloze.

Naprava

Tlacna posoda

Potrebna je tlacna posoda. Posoda je sestavljena iz cilindri¢ne jeklene tlacne posode, dolzine 89 mm z
zunanjim premerom 60 mm (glej sliko 1). Dve ravni drzali se strojno pritrdita na nasprotnih straneh
(zmanjSujeta prerez posode na 50 mm), da jo je lazje drzati pri namestitvi sprozilnega mehanizma in
oddusnega ventila. Posoda, ki ima izvrtino premera 20 mm, ima na obeh straneh do globine 19 mm
vrezane navoje, ki ustrezajo 1 ,britanske standardne cevi (BSP) ali metri¢no enakovredni cevi. Zra¢ni ventil
v obliki stranske rocice se privije v ukrivljeni sprednji del tla¢ne posode 35 mm od enega konca in pod
kotom 90 ° glede na strojno obdelani ravnini. Za to je izvrtana 12 mm globoka izvrtina z navoji za
privijanje 1/2“ BSP (ali metri¢no enakovrednega) navoja na koncu stranske rocice. Ce je potrebno,
pritrdimo za zatesnitev proti uhajanju plina inertno tesnilo. Stranska rocica sega 55 mm za ohisje tla¢ne
posode in ima izvrtino 6 mm. Konec stranske roice ima izrezane navoje za pritrditev naprave za
spreminjanje pritiska z opno. Uporabimo lahko katero koli napravo za merjenje tlaka, pod pogojem, da
nanjo ne vplivajo vroci plini ali razpadli produkti in da se lahko odziva na stopnje dviga tlaka 690-2 070
kPa v manj kakor 5 ms.

Konec tla¢ne posode, ki je najbolj oddaljen od stranske rocice, se zapre s sprozilnim mehanizmonm, ki je
opremljen z dvema elektrodama, od katerih je ena izolirana od ohisja mehanizma, druga pa ne. Drugi
konec tla¢ne posode je zaprt z okroglo razpo¢no plosco (tlak preboja priblizno 2 200 kPa), ki jo drzi na
mestu vijak z 20 mm izvrtino. Ce je potrebno, pritrdimo za zatesnitev proti uhajanju plina inertno tesnilo.
Podporno podnozje (slika 2) drzi sklop v pravilnem polozaju med uporabo. Ponavadi se sestoji iz osnovne
plosce iz mehkega jekla velikosti 235 mm x 184 mm x 6 mm, na katero je pritrjen po dolzini 185 mm
profil dimenzij kvadrata 70 mm x 70 mm x 4 mm.

Iz kvadratnega profila se izrezZeta po dolZini dve nasprotni stranici, tako da nastane nad njima 86 mm dolg
podest, ki ima dve nogi z ravnima stranicama. Konca teh ravnih stranic sta odrezana pod kotom 60 © na
horizontalno ravnino in privarjena na osnovno plosco. Utor, ki je 22 mm $irok in 46 mm globok, je
strojno vrezan v eno stran gornjega konca podlage, da se vanj uleze stranska rocica, kadar potisnemo sklop
s tla¢no posodo navzdol, najprej konec s sprozilnim mehanizmom, v podpornik podesta. Na spodnjo
zunanjo prednjo stran kvadratnega profila je privarjen kos jekla, Sirine 30 mm in debeline 6 mm, ki deluje
kakor distan¢nik. Dva 7 mm pal¢na vijaka, privita na nasprotni strani, pomagata drzati tlacno posodo
trdno na mestu. 12 mm Siroki trakovi iz 6 mm debelega jekla, privarjeni na stranske dele, ob robu podlage
kvadratnega profila, podpirata tla¢no posodo s spodnje strani.

(')  Npr.: Whatmanov stolpec za kromatografski celulozni prah CF 11, katalozna stevilka 4021 050.

()  Potrjeno (npr.) s Karl-Fisherjevo titracijo.
()  Druga moznost je, da se doseze ta vsebnost vode lahko tudi z (npr.) 24-urnim segrevanjem pri 105 °C v brezzra¢nem prostoru.
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1.6.1.2.2  Sistem vZiga

1.6.2

=

Sistem vziga je sestavljen iz 25 cm dolge Zice iz niklja in kroma s premerom 0,6 mm in uporom 3,85
ohm/m. Zica se zvije s palico premera 5 mm v obliko tuljave in se pritrdi na elektrodo sprozilnega
mehanizma. Tuljava mora imeti eno od oblik, prikazanih na sliki 3. Razdalja med dnom posode in
spodnjim delom tuljave vZziga mora znasati 20 mm. Ce elektrodi nista nastavljivi, je treba izolirati konca
7ice za vzig med tuljavo in dnom posode s kerami¢nim obrocem. Zico segreva neprekinjeno tokovno
napajanje, ki lahko zagotovi mo¢ najmanj 10 amperov.

Potek preskusanja (*)

Naprava, ki se sestoji iz zracnega ventila in sistema segrevanja, vendar brez namescene okrogle razpocne
plosce, je podprta s koncem s koncem, kjer je sprozilni mehanizem, obrnjenim navzdol. 2,5 g tekocine,
kijo je treba preskusiti, se zmesa z 2,5 g posusene celuloze v stekleni ¢asi in uporabimo stekleno palicico
za meSanje (?). Zaradi varnosti je treba meSanje opraviti z varnostnim $¢itom med izvajalcem preskusa in
mesanico. Ce se mesanica vname med mesanjem ali polnjenjem, nadaljnje preskusanje ni potrebno.
Mesanica se dodaja v majhnih odmerkih po kapljicah v tla¢no posodo, prepricati se je treba, da se mesanica
nabira okoli tuljave vZiga in je z njo v dobrem stiku. Pomembno je, da se tuljava ne deformira med
postopkom pakiranja, ker lahko to povzro¢i zmotne rezultate (3). Namesti se razpoc¢na plosca in tesno
privije vijak, ki jo drzi na njenem mestu. Napolnjeno posodo prenesemo na sprozilno podporno podnozje,
z okroglo razpoc¢no plosco obrnjeno navzgor, namescena mora biti v ustrezni oklepni dimni omarici ali
sprozilni celici. Tokovno napajanje se priklju¢i na zunanje priklju¢ne letve sprozilnega mehanizma in
uporabi mo¢ 10 A. Cas med zacetkom mesanje in vkljuéitvijo mocnostnega napajanja ne sme presegati
10 minut.

Signal, ki ga oddaja zracni ventil za tlak, se zabeleZi z ustreznim sistemom, ki omogoca hkrati vrednotenje
in oblikovanje stalnega zapisa dobljenega ¢asovnega tla¢nega profila (npr. zacasen zapisovalnik skupaj z
zapisovalnikom grafa). MeSanica se segreva, dokler se okrogla razpo¢na plos¢a ne razpoci ali dokler ne
mine vsaj 60 s. Ce razpocna plosca poci, je treba pustiti mesanico, da se ohladi, preden se naprava skrbno
razstavi in pri tem upostevati varnostne ukrepe zaradi podtlaka, ki lahko nastane. Izvede se 5 poskusov
s preskusno snovjo in z referencno snovjo/snovmi. Cas, potreben za dvig tlaka s 690 kPa na 2 070 kPa
nad zra¢ni tlak, se zabeleZi. Izracuna se povprecni Cas dviga tlaka.

V nekaterih primerih lahko snovi sprozijo dvig tlaka (previsok ali prenizek tlak) zaradi kemijskih reakcij,
ki niso znacilne za oksidativne lastnosti snovi. V taksnih primerih bo morda potrebno preskus ponoviti
z inertno snovjo, npr. z diatomejsko zemljo (kieselguhr) namesto celuloze za pojasnitev vrste reakcije.

()  Mesanice oksidantov s celulozo je treba obravnavati kot potencialno eksplozivne in z njimi ustrezno pravilno ravnati.
V praksi se to lahko to doseze tako, da se pripravi mesanica 1: 1 tekoce snovi, ki jo je treba preskusiti, in celuloze v ve¢ji koli¢ini,

kot je potrebno za poskus, in prenesti 5 = 0,1 g v tla¢no posodo. Mesanico je treba za vsak poskus sveze pripraviti.
(%) Zlasti se je treba izogibati stiku med sosednjimi zavoji tuljave.
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2. PODATKI
Casi dviga tlaka za preskusno snov in referenéno snov/snovi.
Casi dviga tlaka za preskuse z inertno snovjo, e se opravljajo.
2.1 OBRAVNAVANJE REZULTATOV
Izracunajo se povprecni Casi dviga tlaka za preskusno snov in referencno snov/snovi.
Izracuna se povprecni Cas dviga tlaka za preskuse z inertno snovjo (Ce se opravljajo).

Nekateri primeri rezultatov so prikazani v Tabeli 1.
Tabela 1

Primer rezultatov (2)

Povprecni ¢as dviga tlaka
za mesanico s celulozo

Snov (°) 11
(ms)

Amonijev dikromat, nasi¢ena vodna raztopina 20 800
Kalcijev nitrat, nasi¢ena vodna raztopina 6700
Zelezov nitrat, nasi¢ena vodna raztopina 4133
Litijev perklorat, nasi¢ena vodna raztopina 1686
Magnezijev perklorat, nasi¢ena vodna raztopina 777
Nikljev nitrat, nasi¢ena vodna raztopina 6250
Dusikova kislina, 65 % 4767 (9
Perklorova kislina, 50 % 121 (9
Perklorova kislina, 55 % 59
Kalijev nitrat, 30 % vodna raztopina 26 690
Srebrov nitrat, nasi¢ena vodna raztopina - ¢
Natrijev klorat, 40 % vodna raztopina 2555(9
Natrijev nitrat, 45 % vodna raztopina 4133
Inertna snov
Vodna celuloza -9

%) Glej sklic (1) za razvrstitev v shemo prevoza ZN.
b) Nasiceno raztopino je treba pripraviti pri 20 °C.
¢) Srednja vrednost pri poskusih iz primerjave med laboratoriji.

(
(
(
(49) Maksimalni tlak 2 070 kPa ni dosezen.
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3.1

3.2

POROCILO

POROCILO O PRESKUSU

Porocilo o preskusu mora vsebovati naslednje informacije:
— vrsto, sestavo, Cistost, itd. preskuSane snovi,

— koncentracijo preskusne snovi,

— postopek susenja uporabljene celuloze,

— vsebnost vode uporabljene celuloze,

— rezultate meritev,

— rezultate preskusov z inertno snovjo, ¢e so bili izvedeni,
— izracunane povpre¢ne Case dviga tlaka,

— vsa odstopanja od te metode in razloge zanje,

— vse dodatne informacije ali pripombe, ki so pomembne za razlago rezultatov.

RAZLAGA REZULTATOV (1)
Rezultati preskusa se ocenijo na podlagi tega;
(a) ali se mesanica preskusane snovi in celuloze spontano vname; in

(b) primerjave povprecnega Casa, ki je potreben, da tlak naraste s 690 kPa na 2 070 kPa s povpre¢nim
Casom za referencno snov/snovi.

Tekoco snov je treba obravnavati, kot da je oksidant, kadar:
(@) se mesanica 1: 1, glede na maso, snovi in celuloze spontano vname; ali

(b) ima mesanica 1: 1, glede na maso, snovi in celuloze, manjsi ali enak povpre¢ni ¢as dviga tlaka, kot
je povprecni Cas dviga tlaka meSanice 1: 1, glede na maso, 65 % (m/m) vodne dusikove kisline in
celuloze.

Da bi se izognili napa¢nim pozitivnim rezultatom, je treba po potrebi pri razlagi rezultatov upostevati tudi
rezultate, dobljene pri preskusanju snovi z inertnim materialom.

LITERATURA

(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 0.2: Test for oxidizing
liquids.

(") Glej sklic 1 za razlago rezultatov v skladu z zakonodajo ZN o prevozu z uporabo razli¢nih referen¢nih snovi.
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Slika 1

41

A) Ohigje tlacne posode

D) Tesnilo iz mehkega svinca

G) Glava zracnega ventila

K) Neizolirana elektroda

N) Utor za prilagajanje
podlozke

mg et

WL
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Tlaéna posoda

B

(B) Vijak za utrditev okrogle razpo¢ne plosce
(E) Okrogla razpocna plosca
(
(

H) Podlozka
L) Izolacija

() Sprozilni mehanizem

(F) Stranska rocica
() Izolirana elektroda
(M) Jekleni stozec
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Slika 2

Podporni podest
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Slika 3

Sistem vziga

(A) Tuljava vziga (B) Izolacija (O) Elektrodi (D) Sprozilni mehanizem

Opomba: Uporabi se lahko kateri koli od obeh nacrtov.
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B.1bis AKUTNA ORALNA TOKSICNOST - POSTOPEK S TOCNO DOLOCENIM ODMERKOM

1.1

1.2

METODA

Ta preskusna metoda ustreza OECD TV 420 (2001)

UuvoD

Tradicionalne metode za ocenjevanje akutne toksi¢nosti upostevajo pogin Zivali kot kon¢no tocko. Leta
1984 je Britansko drustvo za toksikologijo predlagalo nov pristop k preskusanju akutne toksi¢nosti na
podlagi dajanja serije to¢no dolocenih odmerkov (1). Ta pristop se je izognil uporabi pogina Zivali kot
kon¢ne tocke in se namesto tega oprl na opazovanje jasnih znakov toksi¢nosti na eni seriji velikosti to¢no
dolocenih odmerkov. Po studijah v Zdruzenem kraljestvu (2) in mednarodnih (3) validacijskih $tudijah in
vivo se je sprejel postopek kot metoda za preskusanje vletu 1992. Kasneje so se statisti¢ne lastnosti Postopka
s to¢no odmerkom ovrednotile z uporabo matemati¢nim modelov v seriji $tudij (4)(5)(6). Studije in vivo in
Studije na modelih so oboje pokazale, da je postopek ponovljiv, da se zanj uporablja manj Zivali in da
povzro¢a manj trpljenja kakor tradicionalne metode ter je z njim mogoce razvrstiti snovi na podoben nacin
kot z drugimi metodami preskusanja akutne toksi¢nosti.

Navodila za izbiro najustreznej$e metode preskusanja za dani namen se lahko poiscejo v Dokument s
smernicani u z navodili za preskusanje akutne oralne toksi¢nosti (7). Ta dokument z navodili vsebuje tudi
dodatne informacije o izvajanju in razlagi metode preskusanja B.1 bis.

Princip metode je v tem, da se v glavni $tudiji uporabljajo le zmerno toksi¢ni odmerki in se je treba izogibati
dajanju odmerkov, za katere se pri¢akuje, da so smrtni. Prav tako se ne sme dajati odmerkov, za katere je
znano, da povzrocajo vidno bole¢ino in trpljenje Zivali zaradi jedkega ali moc¢no drazecega delovanja.
Umirajoce Zivali ali Zivali, ki ocitno trpijo ali kazejo znake hudega in dolgotrajnega trpljenja, se usmrtijo na
human nacin in se upostevajo pri razlagi rezultatov preskusa na enak nacin kot zivali, ki so poginile med
preskusom. Kriterije za sprejem odlocitve o usmrtitvi umirajocih Zivali ali Zivali, ki zelo trpijo, ter napotke
za prepoznavanje napovedljive ali neizbezne smrti obravnava poseben Dokument s smernicani (8).

Metoda nam da informacije o nevarnih lastnostih in omogoca uvrstitev in razvrstitev snovi v skladu z
Globalno usklajenim sistemom (GHS) za razvricanje kemikalij, ki povzrocajo akutno toksi¢nost (9).

Laboratorij za preskuSanje mora upostevati vse razpoloZljive informacije o preskusni snovi pred
opravljanjem Studije. Taksne informacije bodo vkljucevale vrsto in kemijsko sestavo snovi; njene
fizikalno-kemijske lastnosti; rezultate katerih koli drugih preskusov toksi¢nosti na snovi, in vitro ali in vivo;
toksikoloske podatke o strukturno sorodnih snoveh ter pri¢akovano uporabo/uporabe snovi. Te informacije
so potrebne, da vsem, ki jih ti zadeva, zagotovijo, da je preskus pomemben za zai¢ito zdravja ljudi in da
bo v pomo¢ pri izbiri ustreznega zacetnega odmerka.

DEFINICIJE

Akutna oralna toksi¢nost: nanasa se na tiste skodljive ucinke, ki sledijo dajanju enega odmerka snovi ali
dajanju ve¢ odmerkov v 24 urah.

Kasnej$a smrt: pomeni, da Zival ne pogine ali da ne kaze znakov, da bo poginila, v 48 urah, vendar pogine
kasneje med 14-dnevnim obdobjem opazovanja.

Odmerek: je koli¢ina dane preskusne snovi. Odmerek je izraZzen kot masa preskusne snovi na enoto teze
preskusne zivali (npr. mg/kg).

Ocitna toksi¢nost: je splosen izraz, ki opisuje jasne znake toksicnosti po dajanju preskusne snovi (glej (3)
na primer), taksne, da se pojavijo pri naslednjem najvisjem tocno dolocenem odmerku hude bolecine in
trajne znake hude stiske, stanje umiranja (kriteriji so navedeni v Dokumentu s smernicami za humane
kon¢ne tocke (8), ali pa ¢e je mogoce pricakovati smrtnost pri vecini Zivali.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.2

GHS: Globalno usklajeni sistem razvri¢anja kemijskih snovi in mesanic. Skupna aktivnost OECD (zdravje
ljudi in okolje), Odbora ZN strokovnjakov za prevoz nevarnega blaga (fizikalno-kemijske lastnosti) in ILO
(porocanje o nevarnih snovem) in koordinirana med organizacijami s Programom za pravilno ravnanje s
kemikalijami (IOMC).

NeizbeZna smrt: ko se pricakuje umirajoce stanje ali smrt pred naslednjim planiranim ¢asom opazovanja.
Znacilni znaki tega stanja pri glodalcih lahko vklju¢ujejo krce, bo¢ni polozaj, polezavanje in tremor. (Glej
Dokument s smernicani z navodili za humane kon¢ne tocke (8) za podrobne podatke).

LD, (srednji smrtni odmerek): je statisticno ugotovljen enkraten odmerek snovi, za katerega se lahko
pricakuje, da bo povzrocil smrt pri 50 odstotkih Zivali, kadar se jim da po oralni poti. Vrednost LD 5, se izrazi
z maso preskusne snovi na enoto teze preskusne zivali (mg/kg).

Mejni odmerek: nanasa se na odmerek na zgornji omejitvi preskusanja (2 000 ali 5 000 mg/kg).

Umirajoce stanje: stanje umiranja ali nezmozZnosti preziveti, kljub tretiranju. (Glej Dokument s smernicami
humane konéne tocke (8) za ve¢ podrobnih podatkov).

Pricakovana smrt: prisotnost klinicnih znakov, ki kazejo na smrt ob znanem casu v prihodnosti pred
nacrtovanim zakljuckom eksperimenta, na primer: Zivali niso sposobne dose¢i vode ali hrane. (Glej
Dokument s smernicani z navodili za humane konéne tocke (8) za ve¢ podrobnih podatkov).

PRINCIP PRESKUSNE METODE

Skupini Zivali istega spola se dajejo odmerki postopoma z uporabo to¢no doloc¢enih odmerkov 5, 50, 300
in 2 000 mg/kg (izjemoma se lahko uporabi dodaten to¢no dolocen odmerek 5 000 mg/kg, glej oddelek
1.6.2 ). Zacetna velikost odmerka se izbere na podlagi opazovalne Studije kot odmerek, pri katerem se
pricakuje, da se bodo pokazali nekateri znaki toksi¢nosti, ne da bi povzrocil resne toksi¢ne posledice ali
smrtnost. Klini¢ni znaki in stanja, povezana z bolecino, trpljenjem in neizbezno smrtjo so natan¢no
napisana v posebnem OECD Dokument s smernicani u (8). Nadaljnje skupine Zivali lahko dobivajo vigje ali
nizje to¢no dolocene odmerke, odvisno od prisotnosti ali odsotnosti znakov toksi¢nosti ali smrtnosti. Ta
postopek se nadaljuje, dokler se ne ugotovi odmerek, ki povzroci ocitno toksi¢nost ali ve¢ kot eno smrt, ali
pa kadar pri najvis§jem odmerku ni videti nobenih u¢inkov ali kadar nastopijo smrti pri najnizjem odmerku.

OPIS PRESKUSNE METODE

Izbira Zivalskih vrst

Najbolj cenjena vrsta glodalca je podgana, ¢eprav se lahko uporabijo tudi druge vrste glodalcev. Obicajno
se uporabljajo samice (7). To je zato, ker v literaturi porocila o obicajnih LD, preskusih kazejo, da je le malo
razlik v ob¢utljivosti med spoloma, vendar so v tistih primerih, kjer se opazajo razlike, samice na splosno
neznatno bolj ob¢utljive (10). Ce pa iz poznavanja toksikoloskih in toksikokineti¢nih lastnosti strukturno
sorodnih kemikalij izhaja, da je verjetno, da so samci bolj obcutljivi, tedaj je treba uporabiti ta spol. Kadar
se preskus opravlja na samcih, je treba imeti za to ustrezno obrazloZitev.

Uporabiti je treba zdrave mlade odrasle Zivali obicajno uporabljanih laboratorijskih sevov. Samice morajo
biti nuliparne in ne smejo biti breje. Zivali morajo biti na zacetku odmerjanja stare od 8 do 12 tednov,
njihova teza pa se mora gibati v intervalu = 20 % povprecne teze katerih koli Zivali, ki so predhodno
prejemale odmerek.

Pogoji bivanja in hranjenja

Temperatura eksperimentalnega prostora za Zivali mora znasati 22 °C (+ 3 °C). Ceprav mora biti relativna
vlaznost najmanj 30 % in po moZnosti ne sme presegati 70 %, mora biti ciljna vlaznost, razen med ¢i¢enjem
prostora, 50 do 60 %. Osvetlitev mora biti umetna, v zaporedju 12 ur svetlobe in 12 ur teme. Za hranjenje
se lahko uporabijo obicajna predpisane laboratorijske vrste hranjenja z neomejeno koli¢ino pitne vode.
Zivali se lahko razporedijo v kletke po skupinah glede na odmerek, vendar stevilo Zivali v vsaki kletki ne

sme vplivati na neovirano opazovanje vsake Zivali.
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1.4.3  Priprava zivali

Zivali se izberejo nakljuéno, oznacijo se zato, da je mozna individualna identifikacija in se zaprejo v kletke
najmanj 5 dni pred zacetkom odmerjanja, da se lahko prilagodijo laboratorijskim razmeram.

1.4.4  Priprava odmerkov

Na splosno je treba preskusne snovi dajati v konstantnem volumnu v obmo¢ju odmerkov, ki jih je treba
preskusiti s spreminjanjem koncentracije odmerjenega pripravka. Kadar je treba preskusiti teko¢ konéni
produkt ali mesanico, pa je uporaba nerazred¢ene preskusne snovi, npr. pri konstantni koncentraciji, morda
ustreznej$a za naknadno oceno tveganja navedene snovi, in jo nekateri regulatorni organi zahtevajo.
Maksimalni volumen odmerka se v nobenem primeru ne sme preseci. Maksimalni volumen tekocine, ki se
jo lahko da naenkrat, je odvisen od velikosti preskusne Zzivali. Pri glodalcih volumen obicajno ne bi smel
presegati 1 ml/100g telesne teZe, pri vodnih raztopinah pa se lahko uposteva 2 ml/100 g telesne teze. Glede
na formulacijo pripravka za odmerjanje, je priporocena, kadar koli je to mogoce, uporaba vodne
raztopine[suspenzije/emulzije v olju (npr. v koruznem olju), sledi po preferenénem vrstnem redu
raztopina/suspenzija/emulzija v olju (npr. koruznem olju) in nato po moZznosti raztopina v drugih nosilcih.
Zanosilce, ki niso voda, je treba poznati toksikoloske lastnosti nosilca. Odmerke je treba pripraviti tik pred
dajanjem, razen kadar je znana stabilnost pripravka za obdobje, v katerem bo uporabljen, in je znano, da
je sprejemljiva.

1.5 POSTOPEK

1.5.1  Dajanje odmerkov

Preskusna snov se daje v enem odmerku z gavazo z uporabo Zelod¢ne sonde ali primerne intubacijske kanile.
V neobicajnih razmerah, ko enkraten odmerek ni mogo¢, lahko odmerek dajemo v manjsih frakcijah v
obdobju, ki ne presega 24 ur.

Zivali se morajo pred odmerjanjem postiti (npr. podgani je treba odtegniti hrano ¢ez no¢, vode pa ne; mis
ne sme dobiti hrane 3 do 4 ure prej, vodo pa lahko). Po obdobju postenja je treba zivali stehtati in jim dati
preskusno snov. Po dajanju preskusne snovi se lahko odtegne hrana podganam za nadaljnje 3—4 ure ali
misim za 1-2 uri. Kadar se odmerek daje v frakcijah ves cas, je mozno, da bo potrebno oskrbovati Zivali
s hrano in vodo, odvisno od trajanja casovnega obdobja.

1.5.2  Opazovalna $tudija

Namen opazovalne Studije je omogocanje izbire ustreznega zacetnega odmerka za glavno $tudijo. Preskusna
snov se daje posameznim Zivalim v zaporedju v skladu s tabelo poteka v Prilogi 1. Opazovalna studija se
zakljudi, ko se lahko sprejme odlocitev o zacetnem odmerku za glavno Studijo (ali ¢e se opazi smrt pri
najnizjem to¢no dolo¢enem odmerku).

Zacetni odmerek za opazovalno Studijo se izbere izmed velikosti to¢no dolocenega odmerka 5, 50, 300 in
2 000 mg/kg kot odmerek, za katerega se pricakuje, da bo povzrocil ocitno toksi¢nost na podlagi, kadar je
to mogoce, dokazov iz podatkov in vivo in in vitro za isto kemikalijo in za strukturno sorodne kemikalije.
Ce taksnih informacij ni, bo zacetni odmerek 300 mg/kg.

Med odmerjanjem za vsako Zival bo dovoljeno obdobje najmanj 24 ur. Vse Zivali je treba opazovati najmanj
14 dni.

Izjemoma in le tedaj, kadar je to upravic¢eno zaradi posebnih regulatornih potreb, se lahko uposteva dodatna
vedja velikost to¢no dolocenega odmerka 5 000 mg/kg (glej Prilogo 3). Zaradi skrbi za zascito zivali je
preskusanje Zivali v obmogjih kategorije GHS 5 (2 000-5 000 mg/kg) nezazeleno in ga je treba upostevati
le, kadar obstaja velika verjetnost, da imajo rezultati taksnega preskusanja neposreden pomen za zaicito
zdravja ljudi ali Zivali ali za okolje.
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1.5.3.1

1.5.3.2

1.6

Kadar Zival, preskusana v opazovalni $tudiji z najniZjo velikostjo to¢no dolocenega odmerka (5 mg/kg)
pogine, je obicajen postopek tak, da se $tudija zakljuci in snov razvrsti v kategorijo GHS 1 (kot je prikazano
v Prilogi 1). Ce pa je potrebna nadaljnja potrditev razvrscanja, se lahko izvede neobvezen nadomestni
postopek na naslednji nacin. Drugi Zivali se odmeri 5 mg/kg. Ce ta druga Zival pogine, tedaj se bo kategorija
GHS 1 potrdila in $tudija se bo nemudoma zakljucila. Ce druga Zival prezivi, se bo dajal odmerek 5 mg/kg
najve¢ trem dodatnim Zivalim. Ker bo nevarnost smrtnosti velika, je treba tem Zivalim dajati odmerek na
zaporeden nacin, da se zasciti zdravje Zivali. Casovni interval med odmerjanjem vsaki Zivali bi moral biti
dovolj dolg, da se ugotovi verjetnost, da bo predhodna Zzival prezivela. Ce se zgodi druga smrt, se bo
zaporedje odmerjanja nemudoma koncalo in odmerjanja za nadaljnje Zivali ne bo. Zaradi druge smrti (ne
glede na stevilo Zivali, preskusanih v ¢asu zakljucka) se uvrsti v izid A (2 smirti ali vec), uposteva se pravilo
o razvrstitvi iz Priloge 2 za 5 mg/kg to¢no dolo¢enega odmerka (kategorija 1, ¢e sta smrti 2 ali ¢e jih je vec,
ali kategorija 2, e je vec kot 1 smrt). Priloga 4 poleg tega daje napotke o razvrstitvi v sistem EU, dokler se
ne zacne izvajati novi GHS sistem.

Glavna $tudija

Stevilo Zivali in velikosti odmerkov

Ukrepe, ki jih je treba izvesti po preskusanju z zacetno velikostjo odmerka, prikazujejo tabele poteka v
Prilogi 2. Potreben bo eden od treh ukrepov; ustavitev preskusanja in uvrstitev v ustrezen razred razvrstitve
nevarnih snovi, preskus z vedjim to¢no dolocenim odmerkom ali preskus z manj$im to¢no dolocenim
odmerkom. Za zascito Zivali pa se velikost odmerka, ki je povzrocil smrt v opazovalni $tudiji, ne bo ponovila
v glavni $tudiji (glej Prilogo 2). Izkusnje kazejo, da je najverjetnejsi izid z zacetno velikostjo odmerka tak,
da se snov lahko razvrsti in nadaljnje preskusanje ne bo potrebno.

Obicajno se uporabi skupina petih Zivali istega spola za vsako preiskovano velikost odmerka. Med petimi
zivali je ena Zival iz opazovalne $tudije, ki prejema odmerke izbrane velikosti skupaj s $tirimi dodatnimi
zivalmi (razen, kar ni obicajno, Ce velikost odmerka, uporabljenega v glavni studiji, ni bila vkljucena v
opazovalni $tudiji).

Casovni interval med odmerjanjem vsake velikosti je tocno opredeljen z nastopom, trajanjem in resnostjo
toksi¢nih znakov. Tretiranje Zivali z naslednjim odmerkom je treba prestaviti na kasneje, dokler ni gotovo,
da so zivali, ki so predhodno dobile odmerek, prezivele. Priporoceno je po potrebi obdobje 3 do 4 dni med
odmerjanjem vsake velikosti odmerka za upostevanje opazovanja zapoznele toksi¢nosti. Casovni interval
se lahko ustrezno prilagodi, npr. v primeru brezuspesnega odziva.

Kadar se uposteva zgornji to¢no doloceni odmerek 5 000 mg/kg, je treba izpeljati postopek, opisan v
Prilogi 3 (glej tudi oddelek 1.6.2).

Mejni preskus

Mejni preskus se uporablja predvsem v primerih, kadar ima izvajalec preskusa informacije, ki kazejo, da bo
preskusni material verjetno netoksicen oziroma bo njegova toksi¢nost le nad regulatornimi mejnimi
odmerki. Informacije o toksicnosti preskusnega materiala se lahko pridobi na podlagi znanja o podobnih
preskusnih spojinah ali podobnih preskusnih mesanicah ali produktih, ob upostevanju vrste in odstotka
sestavin, za katere je znano, da so toksikolosko pomembne. V tistih primerih, kjer je le malo ali ni¢
informacij o njegovi toksi¢nosti, ali kadar se pricakuje, da bo preskusni material toksicen, je treba opraviti
glavni preskus.

Uporaba obicajnega postopka, zacetni odmerek opazovalne studije 2 000 mg/kg (ali izjemoma 5 000
mg/kg), cemur sledi odmerjanje za naslednje 4 Zivali s to velikostjo odmerka, se uposteva kot mejni preskus
za to navodilo.

OPAZOVANJA

Zivali se opazujejo posamezno po odmerjanju najmanj enkrat v prvih 30 minutah, periodi¢no v prvih 24
urah, s posebno pozornostjo v prvih 4 urah in nato 14 dni vsak dan, razen kadar jih je treba odstraniti iz
Studije in humano usmrtiti, ¢e je njihovo zdravje ogrozeno ali ko so najdene poginule. Trajanja opazovanja
ni treba strogo dolo¢iti. Opredeliti ga je treba na podlagi toksi¢nih reakcij, ¢asa nastopa in trajanja obdobja
okrevanja ter ga je zato mogoce podaljsati, kadar je to potrebno. Obdobja, ko se pojavijo znaki toksi¢nosti
in ko izginejo, so pomembna, zlasti ¢e obstaja moznost, da bodo toksi¢ni znaki zapozneli (11). Vsa
opazovanja se sistematsko zabeleZijo, za vsako Zival se vodijo posamezne kartoteke.
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Dodatna opazovanja bodo potrebna, ¢e Zivali Se vedno kaZejo znake toksi¢nosti. Opazovanja morajo
vkljucevati spremembe na kozi in koZuhu, o¢eh in sluznicah, in tudi na dihalih, v obtoku, na avtonomnih
in centralnih Ziv¢nih sistemih ter pri somatomotori¢nih aktivnostih in vzorcu vedenja. Pozornost je treba
posvetiti opazovanjem trezorjev, kréem, slinjenju, driski, otrplosti, spanju in komi. Treba je upostevati
principe in kriterije, povzete v Dokumentu s smernicami za humane konéne tocke (8). Zivali, najdene v
umirajoem stanju, in Zivali, ki kaZejo hudo bole¢ino in trajne znake resne stiske, je treba humano usmrtiti.
Kadar se zivali usmrtijo iz humanih razlogov ali so najdene poginule, je treba ¢as smrti zabeleziti kar se da
natancno.

Telesna teza

Posamezne teze Zivali je treba ugotoviti tik pred dajanjem preskusne snovi in najmanj enkrat na teden po
tem. Treba je izraCunati in zabeleZiti spremembe teze. Na koncu preskusa se prezivele zivali stehtajo in nato
humano usmrtijo.

Patologija

Za vse preskusne zivali (vkljucno s tistimi, ki poginejo med preskusanjem ali se odstranijo iz $tudije zaradi
ogroZenega zdravja Zivali) je treba opraviti popolno obdukcijo. Vse natancne patoloske spremembe je treba
zabeleziti za vsako Zival. Mikroskopski pregled organov Zivali, ki so prezivele 24 ali ve¢ ur po zacetnem
odmerjanju, se prav tako lahko uposteva, ker lahko da koristne informacije.

PODATKI

Zagotoviti je treba podatke za vsako posamezno Zival. Nadalje je treba vse podatke prikazati v obliki
preglednice, kjer je za vsako preskusno skupino prikazano $tevilo uporabljenih Zivali, Stevilo Zivali, ki kazejo
znake toksi¢nosti, $tevilo Zivali, najdenih poginulih med preskusom ali usmrcenih iz humanih razlogov, ¢as
smrti posameznih Zivali, opis in ¢asovni potek toksi¢nih uc¢inkov in reverzibilnost ter ugotovitve obdukcije.

POROCANJE

POROCILO O PRESKUSU
Poro¢ilo o preskusu mora vsebovati naslednje informacije, kot je primerno:
Preskusna snov:
— fizikalno stanje, Cistost in, kjer je pomembno, fizikalno-kemijske lastnosti (vklju¢no z izomernostjo),
— identifikacijske podatke, vklju¢no s stevilko CAS.
Nosilec (e je primerno):
— utemeljitev izbire nosilca, ¢e to ni voda.
Preskusne Zivali:
— uporabljena vrsta/sev,
— mikrobiolosko stanje Zivali, kadar je znano,
— Stevilo, starost in spol Zivali (vklju¢no, kjer je primerno, utemeljitev uporabe samcev namesto samic),
— vir, pogoji vzdrzevanja, vrsta hrane, itd.
Pogoji preskusa:
— podatki o formulaciji preskusne snovi, vklju¢no s podatki o fizikalni obliki snovi, ki jo dajemo,
— podatki o formulaciji preskusne snovi, vklju¢no z volumni odmerjanja in ¢asom odmerjanja,
— podatki o kakovosti hrane in vode (vklju¢no z vrsto hrane/vir, vir vode),

— utemeljitev za izbiro zacetnega odmerka.
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Rezultati:

— preglednica odzivnih podatkov in velikost odmerka za vsako Zival (npr. Zivali, ki kazejo znake
toksi¢nosti, vklju¢no s smrtnostjo, vrsto, resnostjo in trajanjem ucinkov),

— preglednica telesne teZe in sprememb telesne teZe,

— teze posameznih Zivali na dan odmerjanja in v tedenskih intervalih po tem ter ¢as smrti ali usmrtitve;
datum in ¢as smrti, ¢e nastopi pred nacrtovano usmrtitvijo,

— Casovni potek nastopa znakov toksic¢nosti in ali so bili reverzibilni za vsako Zival,
— ugotovitve obdukcije in histopatoloske ugotovitve za vsako Zival, ¢e so na voljo.
Razprava in razlaga rezultatov.

Zakljueki.
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PRILOGA 3

KRITERIJI ZA RAZVRSTITEV PRESKUSNIH SNOVI S PRICAKOVANIMI VREDNOSTMI LD, KI NE
PRESEGAJO 2 000 mg/kg IN JIH NI POTREBNO PRESKUSITI

Kriteriji za kategorijo 5 nevarnih snovi so namenjeni omogocanju identifikacije preskusnih snovi, katerih nevarnost
akutne toksi¢nosti je sorazmerno nizka, vendar lahko v nekaterih okolis¢inah pomenijo nevarnost za ranljivo
populacijo. Za te snovi se predvideva, da imajo oralni ali kozni LD 5, v obmo¢ju 2 000-5 000 mg/kg ali enakovrednih
odmerkov za druge poti vnosa. Preskusne snovi bi se lahko uvrstile v kategorijo nevarnih snovi, opredeljeno z: 2 000
mg/kg < LDs, < 5 000 mg/kg (kategorijo 5 v GHS) v naslednjih primerih:

(a) ceso uvrscene v to kategorijo po kateri koli shemi preskusanja Priloge 2, na podlagi pogostnosti smrti;

(b) ceso zenavoljo dokazi, ki kazejo na to, da je LD, v obmocju vrednosti kategorije 5; ali e druge Studije
na zivalih ali $tudije toksi¢nih uc¢inkov na ljudi kazejo na zaskrbljenost zaradi akutnosti za zdravje ljudi;

() zekstrapolacijo, oceno ali meritvijo podatkov, ¢e uvrstitev v visjo skupino nevarnih snovi ni zajamcena,
in

— so na voljo zanesljive informacije, ki kazejo na toksi¢ne ucinke na ljudeh, ali
— se opazi kakr$na koli smrtnost pri preskusanju do vrednosti kategorije 4 po oralni poti, ali

— kadar strokovna presoja potrdi pomembne klini¢ne znake toksi¢nosti pri preskusanju do vrednosti
kategorije 4, z izjemo driske, piloerekcije ali nenormalnega videza, ali

— kadar se s strokovno presojo potrdi zanesljive informacije, ki kaZejo na moznost pomembnih
akutnih u¢inkov iz drugih $tudij na Zivalih.

PRESKUSANJE Z ODMERKI NAD 2 000 mgfkg

Izjemoma, in le, kadar to opravicujejo posebne regulatorne zahteve, se lahko uposteva uporaba dodatne vecje velikosti
to¢no dolocenega odmerka 5 000 mg/kg. Zaradi skrbi za zascito zdravja Zivali je preskuanje Zivali s 5 000 mg/kg
nezaZeleno in bi ga morali upostevati le, kadar obstaja velika verjetnost, da bi rezultati taksnega preskusa imeli
neposreden pomen za zas¢ito zdravja Zivali ali ljudi (9).

Opazovalna $tudija

Pravila o odlo¢itvah, ki veljajo za zaporedni postopek, predstavljena v Prilogi 1, se razsirijo za vkljucitev velikosti
odmerka 5 000 mg/kg. Kadar se bo uporabil zacetni odmerek opazovalne Studije 5 000 mg/kg, bo zato izid A (smrt)
zahteval Se preskusanje druge Zivali pri 2 000 mg/kg; izida B in C (ocitna toksicnost in nobene toksi¢nosti) bosta
dopuscala izbiro 5 000 mg/kg kot zacetnega odmerka za glavno studijo. Ce se bo uporabil zacetni odmerek, ki bo
razlicen od 5 000 mg/kg, tedaj se bo preskusanje nadaljevalo do 5 000 mg/kg v primeru izidov B ali C pri 2 000
mg/kg; naslednji izid A pri 5 000 mg/kg bo narekoval zacetni odmerek za glavno $tudijo 2 000 mg/kg in izida B in
C bosta narekovala zacetni odmerek za glavno $tudijo 5 000 mg/kg.

Glavna $tudija

Pravila o odlocitvah, ki veljajo za zaporedni postopek, predstavljena v Prilogi 2, se razsirijo na vkljucitev velikosti
odmerka 5 000 mg/kg. Kadar se bo uporabil zacetni odmerek glavne $tudije 5 000 mg/kg, bo zato izid A (> 2 smrt)
zahteval $e preskusanje druge skupine pri 2 000 mg/kg; iz izida B (ocitna toksi¢nost infali < 1 smurt) ali C (nobene
toksi¢nosti) bo sledila neuvrs¢enost snovi v skladu z GHS. Podobno se bo, ¢e bo odmerek razlicen od 5 000 mg/kg,
preskusanje nadaljevalo do 5 000 mg/kg v primeru izida C pri 2 000 mg/kg, iz zaporednega izida A pri 5 000 mg/kg
bo sledila uvrstitev snovi v kategorijo GHS 5, iz izidov B in C pa sledi, da bo snov neuvricena.
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1.1

,B.1 tris AKUTNA ORALNA TOKSICNOST - METODA RAZREDOV AKUTNE TOKSICNOSTI

METODA

Ta preskusna metoda ustreza OECD TG 423 (2001)

UvVOD

Metoda razredov akutne toksicnosti (1), prikazana v tem preskusu, je postopen postopek z uporabo treh Zivali
enega spola za vsak korak. Odvisno od smrtnosti in/ali umirajocega stanja Zivali so lahko potrebni 2—4 koraki
za omogocanje presoje o akutni toksi¢nosti preskusne snovi. Ta postopek je ponovljiv, zanj se uporablja zelo
malo Zivali in omogoca razvrstitev snovi na podoben nacin kot z drugimi metodami preskusanja akutne
toksi¢nosti. Metoda razredov akutne toksicnosti temelji na biometri¢nih vrednotenjih (2)(3)(4)(5) s to¢no
dolocenimi odmerki, primerno lo¢enimi med seboj, da se omogoci uvricanje snovi za razvrstitev in za
ugotavljanje nevarnosti. Metoda, kakor je bila prejeta leta 1996, je bila obsirno validirana in vivo v primerjavi
s podatki za LD, dobljenimi iz literature, tako nacionalne (6) kakor tudi mednarodne (7).

Navodila za izbiro najustreznejSe preskusne metode za dani namen se lahko pois¢ejo v Dokumentu s
smernicami za preskusanje akutne oralne toksi¢nosti (8). Ta dokument s smernicami vsebuje tudi dodatne
informacije o postopku in razlagi metode preskuSanja B.1 tris.

Preskusnih snovi, v odmerkih, za katere je znano, da povzrocajo vidno bole¢ino in hude motnje pri Zivalih
zaradi jedkega ali izrazito draZilnega delovanja, ni treba dajati. Umirajoce Zivali ali Zivali, ki ocitno trpijo ali
kazejo znake hudih in trajnih okvar, se usmrti na human nacin in se jih uposteva pri razlagi rezultatov preskusa
na enak nacin, kot zivali, ki so poginile med preskusom. Kriterije za sprejem odlocitve o usmrtitvi umirajocih
zivali ali Zivali, ki zelo trpijo, ter napotke za prepoznavanje napovedljive ali neizbezne smrti obravnava
poseben Dokument s smernicami (9).

Metoda uporablja predhodno dolocene odmerke, rezultati pa omogocajo razvrstitev snovi in uvrstitev v skladu
z Globalno usklajenim sistemom za razvri¢anje kemikalij, ki povzrocajo akutno toksi¢nost (10).

V principu metoda ni namenjena omogocanju izracuna to¢nega LD 5, vendar uposteva dolocitev opredeljenih
razponov izpostavitve, kjer se pricakuje smrtnost, ker je smrt dela Zivali $e vedno glavna kon¢na tocka tega
preskusa. Ta metoda uposteva dolocitev vrednosti LD, le, kadar iz najmanj 2 odmerkov sledi smrtnost, vija
kakor 0 % in nizZja kakor 100 %. Uporaba izbire predhodno dolo¢enih odmerkov, ne glede na preskusno snov,
z razvrstitvijo, ki je izrecno povezana s Stevilom Zivali, opazovanih v razli¢nih stanjih, izboljsuje moznost za
doslednost in ponovljivost porocanja med laboratoriji.

Laboratorij preskusanja mora upostevati vse razpolozljive informacije o preskusni snovi pred zacetkom
opravljanja Studije. Tak$ne informacije bodo vkljucevale vrsto in kemijsko sestavo snovi; njene
fizikalno-kemijske lastnosti; rezultat katerih koli drugih preskusov toksi¢nosti na snovi, in vitro ali in vivo;
toksikoloske podatke o strukturno sorodnih ter pri¢akovano uporabofuporabe snovi. Te informacije so
potrebne, da vse, ki jih to zadeva, zagotovijo, da je preskus pomemben za zaicito zdravja ljudi in da bo v
pomoc pri izbiri najustreznejSega zacetnega odmerka.
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1.2

1.3

DEFINICIJE

Akutna oralna toksi¢nost: nanasa se na tiste skodljive ucinke, ki se pokazejo po dajanju enega odmerka snovi
ali ve¢ odmerkov, danih v 24 urah.

Kasnej$a smrt: pomeni, da Zival ne pogine ali da ne kaze znakov, da bo poginila, v 48 urah, vendar pogine
kasneje med 14 dnevnim obdobjem opazovanja.

Odmerek: je kolicina dane preskusne snovi. Odmerek je izrazen kot masa preskusne snovi na enoto teze
preskusne zivali (npr. mg/kg).

GHS: Sistem globalno usklajene razvrstitve za kemijske snovi in mesanice. Skupna aktivnost OECD (zdravje
ljudi in okolje), Odbor ZN strokovnjakov za prevoz nevarnega blaga (fizikalno-kemijske lastnosti) in ILO
(sporo¢anje o nevarnosti) ter koordinirana med organizacijami s programom za pravilno ravnanje s
kemikalijami (IOMC).

NeizbeZna smrt: ko se pri¢akuje umirajoce stanje ali smrt pred naslednjim planiranim casom opazovanja.
Znadilni znaki tega stanja pri glodalcih lahko vkljucujejo krce, bo¢ni polozaj, polezavanje in tremor. (Glej
Dokument s smernicami z napotki za humane mejne cilje (9) za ve¢ podrobnih podatkov).

LD, (srednji smrtni odmerek): je statisticno ugotovljen enkraten odmerek snovi, za katerega se lahko
pricakuje, da bo povzrocil smrt pri 50 odstotkih Zivali, kadar se jim da oralno. Vrednost LD, je izrazena z
maso preskusne snovi na enoto teze preskusne Zivali (mg/kg).

Mejni odmerek: nanasa se na odmerek na zgornji omejitvi pri preskusanju (2 000 ali 5 000 mg/kg).

Umirajoce stanje: stanje umiranja ali nezmoznosti preziveti kljub tretiranju. (Glej Dokument s smernicami
humane kon¢ne tocke (9) za ve¢ podrobnih podatkov).

Pricakovana smrt: prisotnost klini¢nih znakov, ki kazejo na smrt ob znanem casu v prihodnosti pred
nacrtovanim zakljuckom eksperimenta, na primer: nezmoznost Zivali, da bi dosegle vodo ali hrano. (Glej
Priro¢nik napotki za humane konéne tocke (9) za ve¢ podrobnih podatkov).

PRINCIP PRESKUSA

Princip preskusa je tak, da temelji na postopnosti z uporabo minimalnega $tevila Zivali za vsak korak, za
omogocanje uvrstitve se pridobi dovolj informacij o akutni toksicnosti preskusne snovi. Snov se daje oralno
skupini eksperimentalnih v enem od predhosno opredeljenih odmerkov. Snov se testira z uporabo postopka
po korakih, za vsak korak se uporabi tri zivali istega spola, obi¢ajno Zenskega.Prisotnost ali odsotnost
smrtnosti Zivali, povezane s spojino, ki so prejemale odmerek na enem koraku, bo dolocila naslednji korak,
npr.:

— nadaljnje preskusanje ni potrebno,
— odmerjanje za tri dodatne Zivali, z enakim odmerkom,
— odmerjanje za tri dodatne Zivali, z naslednjo vecjo ali naslednjo manjso velikostjo odmerka.

Podrobnosti preskusnega postopka so opisane v Prilogi 1. Metoda bo omogocila presojo glede uvrstitve
preskusne snovi v enega v seriji razredov toksi¢nosti, opredeljenih s to¢no dolocenimi smrtnimi vrednostmi
LD,
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1.4

1.4.1

1.4.2

1.4.3

1.4.4

1.5

OPIS METODE

Izbira Zivalskih vrst

Najbolj cenjena vrsta glodalca je podgana, ¢eprav se lahko uporabijo tudi druge vrste glodalcev. Obicajno se
uporabljajo samice (9), to pa zato, ker pregledi obicajnih LD 5, preskusov v literaturi kazejo, da je le malo razlik
v obcutljivosti med spoloma, vendar so v tistih primerih, kjer se opazajo razlike, samice v splo§nem neznatno
bolj obéutljive (11). Ce pa iz poznavanja toksikoloskih in toksikokineti¢nih lastnosti strukturno sorodnih
kemikalij izhaja, da je verjetno, da bodo samci bolj obcutljivi, tedaj je treba uporabiti ta spol. Kadar poteka
preskusanje na samcih, je treba imeti za to ustrezno obrazloZitev.

Uporabiti je treba zdrave mlade odrasle Zivali obi¢ajno uporabljanih laboratorijskih sevov. Samice morajo biti
nuliparne in ne smejo biti breje. Zivali morajo biti na zacetku odmerjanja stare 8 do 12 tednov, njihova teza
pa se mora gibati v intervalu £ 20 % povprecne teZe katerih koli zivali, ki so predhodno prejemale odmerek.

Pogoji bivanja in hranjenja

Temperatura prostora za preskuse z Zivalmi mora znasati 22 °C (¢ 3 °C). Ceprav mora biti relativna vlaznost
najmanj 30 % in po moZznosti ne sme presegati 70 %, mora biti ciljna vlaZnost, razen med ¢is¢enjem prostora,
50 do 60 %. Osvetlitev mora biti umetna v zaporedju 12 ur svetlobe in 12 ur teme. Za hranjenje se lahko
uporabijo obicajne predpisane laboratorijska vrste hranjenja z neomejeno koli¢ino pitne vode. Zivali se lahko
razporedijo v kletke po skupinah glede na odmerek, vendar stevilo Zivali v vsaki kletki ne sme vplivati na

neovirano opazovanje vsake Zivali.

Priprava Zivali

Zivali se izberejo naklju¢no, oznacijo se zato, da je mozna individualna identifikacija in se zaprejo v kletke
najmanj 5 dni pred zacetkom odmerjanja, da se lahko prilagodijo laboratorijskim razmeram.

Priprava odmerkov

Na splosno je treba preskusne snovi dajati v konstantnem volumnu v razponu odmerkov, ki jih je treba
preskusiti s spreminjanjem koncentracije pripravka odmerjanja. Kadar se namerava preskusiti teko¢ kon¢ni
produkt ali mesanico, je uporaba nerazred¢ene preskusne snovi, npr. pri konstantni koncentraciji, morda
ustreznej$a za naknadno oceno tveganja navedene snovi, in jo nekateri regulatorni organi zahtevajo.
Maksimalni volumen odmerka se v nobenem primeru ne sme prekoraciti. Maksimalni volumen tekocine, ki
se jo lahko da Zivali naenkrat, je odvisen od velikosti preskusne Zivali. Pri glodalcih volumen obi¢ajno ne sme
presegati 1 ml/100g telesne teZe, pri vodnih raztopinah pa lahko upostevamo 2 ml/100 g telesne teze. Glede
na formulacijo preparata odmerjanja je priporocena uporaba vodne raztopine/suspenzije/emulzije, kjer koli
je to mozno, sledi po preferenénem vrstnem redu raztopina/suspenzija/emulzija v olju (npr. koruzno olje) in
nato po moznosti raztopina v drugih nosilcih. Za nosilce, ki niso voda, je treba poznati toksikoloske lastnosti
nosilca. Odmerke je treba pripraviti tik pred dajanjem, razen kadar je znana stabilnost pripravka za obdobje,
v katerem bo uporabljen, in je znano, da je sprejemljiva.

POSTOPEK

Dajanje odmerkov

Preskusna snov se daje v enem odmerku z gavaZo z uporabo Zelod¢ne sonde ali primerne intubacijske kanile.
V neobicajnih razmerah, ko enojni odmerek ni mogo¢, lahko odmerek dajemo v manjsih frakcijah v obdobju,
ki ne presega 24 ur.
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Zivali se morajo pred odmerjanjem postiti (npr. podgani je treba odtegniti hrano ¢ez no¢, vode pa ne; mis ne
sme dobiti hrane 3 do 4 ure prej, vodo pa lahko). Po obdobju postenja je treba Zivali stehtati in jim dati
preskusno snov. Po dajanju preskusne snovi se lahko odtegne hrano podganam za nadaljnje 3—4 ure ali misim
za 1-2 uri. Kadar se odmerek daje v frakcijah ves cas, je mozno, da bo potrebno oskrbovati zivali s hrano in
vodo, odvisno od trajanja ¢asovnega obdobja.

Stevilo Zivali in velikost odmerkov

Za vsak korak so potrebne 3 Zivali. Velikost odmerka, ki ga bo treba uporabiti kot zacetni odmerek, se izbere
izmed 3tirih stalnih velikosti, 5, 50, 300 in 2 000 mg/kg telesne teZe. Zacetna velikost odmerka bi morala biti
tista, ki bo najverjetneje povzrocila smrtnost nekaterih Zivali odmerjanja. Tabele poteka v Prilogi 1 opisujejo
postopek, ki ga je treba izvesti za vsakega od zacetnih odmerkov. Priloga 4 daje poleg tega navodila za uvrstitev
v sistem EU, dokler se ne bo izvajal novi GHS sistem.

Kadar je iz razpolozljivih informacije razvidno, da smrtnost pri najvedji velikosti (2 000 mg/kg telesne teze)
ni verjetna, je treba opraviti mejni preskus. Kadar o snovi, ki jo je treba preskusiti, ni nobenih informacij, je
priporoceno zaradi zdravja Zivali uporabiti zacetni odmerek 30 mg/kg telesne teZe.

Casovni interval med skupinami tretiranja je to¢no doloen z nastopom, trajanjem in resnostjo toksi¢nih
znakov. Tretiranje Zivali z naslednjim odmerkom je treba prestaviti na kasnejsi ¢as, dokler ni gotovo, da bodo
zivali, ki so prej prejemale odmerek, prezivele.

Izjemoma, in le kadar to opravicujejo posebne regulatorne zahteve, se lahko uposteva uporaba dodatne vecje
velikosti odmerka 5 000 mg/kg telesne teze (glej Prilogo 2). Zaradi skrbi za zas¢ito zdravja Zivali je preskusanje
zivali v obmodjih kategorije GHS 5 (2 000-5 000 mg/kg) nezaZeleno in ga je treba upostevati le, kadar obstaja
velika verjetnost, da bi rezultati tak$nega preskusa imeli neposreden pomen za zaicito zdravja ljudi ali Zivali
ali za okolje.

Mejni preskus

Mejni preskus se uporablja predvsem v primerih, kadar ima izvajalec preskusa informacije, ki kazejo, da bo
preskusni material verjetno netoksicen oziroma bo njegova toksi¢nost le nad regulatornimi mejnimi odmerki.
Informacije o toksi¢nosti preskusnega materiala se lahko pridobijo na podlagi znanja o podobnih preskusnih
spojinah ali podobnih preskusnih mesanicah ali produktih, ob upostevanju vrste in odstotka sestavin, za
katere je znano, da so toksikolosko pomembne. V tistih primerih, kjer je le malo ali ni¢ informacij o njegovi
toksi¢nosti, ali kadar se pricakuje, da bo preskusni material toksicen, je treba opraviti glavni preskus.

Mejni preskus z eno velikostjo odmerka 2 000 mg/kg telesne teze se lahko opravi s Sestimi Zivalmi (tri Zivali
na en korak). Izjemoma se lahko opravi mejni preskus z eno velikostjo odmerka 5 000 mg/kg s tremi Zivalmi
(glej Prilogo 2). Ce nastane smrtnost, povezana s preskusno snovjo, bo morda potrebno izvesti nadaljnje
preskusanje z naslednjo nizjo velikostjo.

OPAZOVANJA

Zivali se opazujejo posamezno po odmerjanju najmanj enkrat v prvih 30 minutah, periodi¢no v prvih 24 urah,
s posebno pozornostjo v prvih 4 urah in nato 14 dni vsak dan, razen kadar jih je treba odstraniti iz $tudije
in humano usmrtiti zaradi ogrozenega zdravja ali ko so najdene poginule. Trajanja opazovanja ni treba strogo
dologiti. Opredeliti ga je treba na podlagi toksi¢nih reakcij, asa nastopa in trajanja okrevanja ter ga je zato
mogoce podaljsati, kadar je to potrebno. Obdobja, ko se pojavijo znaki toksi¢nosti in ko izginejo, so
pomembna, zlasti Ce obstaja teznja, da bodo toksi¢ni znaki zapozneli (12). Vsa opazovanja se sistematsko
zabeleZijo, za vsako Zival se vodijo posamezne kartoteke.
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Dodatna opazovanja bodo potrebna, e Zivali Se vedno kazejo znake toksi¢nosti. Opazovanja morajo
vkljucevati spremembe na kozi in kozuhu, oceh in sluznicah, in tudi na dihalih, v obtoku, na avtonomnih in
centralnih zZivénih sistemih ter somatomotoricni aktivnosti in vedenjskem vzorcu. Pozornost je treba posvetiti
opazovanjem tremorjev, kréem, slinjenju, driski, otrplosti, spanju in komi. Treba je upostevati principe in
kriterije, povzete v Dokumentu s smernicami z napotki za humane konéne tocke (9). Zivali, najdene v
umirajocem stanju, in Zivali, ki kaZejo hudo bolec¢ino in trajne znake hudih okvar, je treba humano usmrtiti.
Kadar zivali usmrtimo zaradi humanih razlogov ali so najdene poginule, je treba ¢as smrti zabelezZiti kar se
da natanc¢no.

Telesna teza

Posamezne teze Zivali je treba dolo¢iti tik pred dajanjem preskusne snovi in najmanj enkrat na teden po tem.
Treba je izracunati in zabeleZiti spremembe teZe. Na koncu preskusa se preZivele Zivali stehtajo in humano
usmrtijo.

Patologija

Za vse preskusne Zivali (vkljucno s tistimi, ki poginejo med preskusom ali se odstranijo iz $tudije zaradi zascite
zdravja Zzivali) je treba opraviti popolno obdukcijo. Vse natan¢ne patoloske spremembe je treba zabeleziti za
vsako Zival. Mikroskopski pregled organov, ki kazejo resne patoloske znake, pri Zivalih, ki so prezivele 24 ali
ve¢ ur po zaCetnem odmerjanju se prav tako lahko uposteva, ker lahko da koristne informacije.

PODATKI

Zagotoviti je treba podatke za vsako posamezno Zzival. Nadalje je treba vse podatke prikazati v obliki
preglednice, kjer je za vsako preskusno skupino prikazano $tevilo uporabljenih Zivali, Stevilo Zivali, ki kazejo
znake toksi¢nosti, Stevilo Zivali, najdenih poginulih med preskusom ali usmréenih iz humanih razlogov, cas
smrti posameznih Zivali, opis in Casovni potek toksi¢nih ucinkov in reverzibilnosti ter ugotovitve obdukcije.

POROCANJE

Poroéilo o preskusu
Porocilo o preskusu mora vsebovati naslednje informacije, kot je primerno:
Preskusna snov:
— fizikalno stanje, Cistost in kjer je pomembno fizikalno-kemijske lastnosti (vklju¢no z izomerizacijo),
— identifikacijski podatki, vklju¢no s stevilko CAS.
Nosilec (Ce je primerno):
— utemeljitev izbire nosilca, ¢e to ni voda.
Preskusne Zivali:
— uporabljena vrsta/sev,
— mikrobiolosko stanje Zivali, kadar je znano,

— S$tevilo, starost in spol Zzivali (vkljuéno, kjer je primerno, utemeljitev za uporabo samcev namesto
samic),

— vir, pogoji vzdrzevanja, vrsta hrane, itd.
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Pogoji preskusa:

— podatki o formulaciji preskusne snovi, vklju¢no s podatki o fizikalni obliki snovi, ki se daje,
— podatki o dajanju preskusne snovi, vklju¢no z volumni odmerjanja in ¢asom odmerjanja,
— podatki o kakovosti hrane in vode (vklju¢no z vrsto prehranjevanja/vir, vir vode),

— utemeljitev za izbiro zacetnega odmerka.

Rezultati:

— tabelarni prikaz odzivnih podatkov in velikost odmerka za vsako Zival (npr. Zivali, ki kazejo znake
toksi¢nosti, vkljuéno s smrtnostjo; vrsto, resnost in trajanje ucinkov),

— tabelarni prikaz telesne teze in sprememb telesne teze,
— teZe posameznih Zivali na dan odmerjanja in v tedenskih intervalih po tem ter ¢as smrti ali usmrtitve,
— datum in ¢as smrti, ¢e nastopi pred nacrtovano usmrtitvijo,
— Casovni potek nastopa znakov toksicnosti in ali so bili le~ti reverzibilni za vsako Zival,
— ugotovitve obdukcije in histopatoloske ugotovitve za vsako Zival, ¢e so na voljo.
Razprava in razlaga rezultatov.
Zakljucki.
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PRILOGA 1

POSTOPKI, PO KATERIH SE JE TREBA RAVNATI ZA VSAKEGA OD ZACETNIH ODMERKOV

SPLOSNE PRIPOMBE

Za vsak zacetni odmerek prikazujejo ustrezne sheme preskusanja, kakor jih vklju¢uje ta priloga, po katerem se je treba
ravnati.

— Priloga 1a: Zacetni odmerek 5 mg/kg telesne teze
— Priloga 1b: Zacetni odmerek 50 mg/kg telesne teze
— Priloga 1c: Zacetni odmerek 300 mg/kg telesne teze

— Priloga 1d: Zacetni odmerek 2 000 mg/kg telesne teze

Odvisno od Stevila humano usmréenih Zzivali ali poginulih Zivali sledi preskusni postopek navedenim pus¢icam.
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PRILOGA 2

KRITERIJI ZA RAZVRSTITEV PRESKUSNIH SNOVI S PRICAKOVANIMI VREDNOSTMI LD, KI
PRESEGAJO 2 000 mg/kg, NE DA BI BILO POTREBNO PRESKUSANJE

Kriteriji za kategorijo nevarnih snovi 5 so namenjeni omogocanju identifikacije preskusnih snovi, katerih toksi¢nost
je sorazmerno malo nevarna, vendar lahko v to¢no dolocenih okolis¢inah predstavljajo nevarnost za ranljivo
populacijo. Za te snovi se predvideva, da imajo oralni ali kozni LD 5, v obmo¢ju 2 000-5 000 mg/kg ali enakovrednih
odmerkov za druge poti vnosa. Preskusne snovi se lahko uvrstijo v kategorijo nevarnih snovi, opredeljeno kot: 2 000
mg/kg < LD;, < 5 000 mg/kg (kategorija 5 v GHS) v naslednjih primerih:

(a) Ccesouvricene v to kategorijo po kateri koli od shem preskusanja iz prilog 1a—1d na podlagi pogostnosti
smrti;

(b) ceso ze na voljo dokazi, ki kaZejo na to, da je LD, v razponu vrednosti kategorije 5; ali ¢e druge Studije
na zivalih ali toksi¢nih ucinkih na ljudi kaZejo zaskrbljenost zaradi njihove akutnosti;

(¢) z ekstrapolacijo, ocenitvijo ali meritvijo podatkov, ¢e dodelitev visjemu razredu nevarnih snovi ni
zajamcena, in

— so na voljo zanesljive informacije, ki kaZejo na toksi¢ne ucinke pri ljudeh, ali
— se opazi kakr$na koli smrtnost pri preskusanju do vrednostmi kategorije 4 po oralni poti, ali

— kadar strokovna presoja potrdi pomembne klini¢ne znake toksi¢nosti pri preskusanju do vrednosti
kategorije 4, z izjemo driske, piloerekcije ali nenormalnega videza, ali

— kadar strokovna presoja potrdi zanesljive informacije, ki kaZejo na moznost pomembnih akutnih
ucinkov iz drugih $tudij na Zivalih.

PRESKUSANJE Z ODMERKI NAD 2 000 mg/kg

Zaradi potrebe po zaiCiti zdravja Zivali je preskusanje Zivali v razponih kategorije 5 (2 000 mg/kg) nezaZeleno in bi
ga morali upostevati le, kadar obstaja velika verjetnost, da bi rezultati taksnega preskusanja imeli neposreden pomen
za zaiCito ljudi ali zdravje Zivali (10). Nadaljnje preskusanje se ne sme opravljati z vecjimi velikostmi odmerkov.

Kadar je potrebno preskusanje odmerka 5 000 mgfkg, je potreben le en korak (to pomeni tri Zivali). Ce prve Zival
odmerjanja pogine, se odmerjanje nadaljuje pri 2 000 mg/kg v skladu s tabelami poteka iz Priloge 1. Ce prva Zival
prezivi, se preskusata nadaljnji dve Zivali. Ce pogine le ena od treh zivali, se za vrednost LD, da bo presegla 5 000
mg/kg. Ce pogineta obe Zivali, se odmerjanje nadaljuje z 2 000 mg/kg.
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PRILOGA 3
PRESKUSNA METODA B.1 bis — Napotki za razvrstitev v skladu s shemo EU za prehodno obdobje do
popolne uveljavitve Globalno usklajenega sistema razvrstitve (GHS) (vzeto iz sklica (8))
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 Zivali 3 Zivali 3 Zivali 3 Zivali
5 mgfkg 50 mg/kg 300 mg 2000 mg/kg
3 Zivali 3 Zivali 3 Zivali 3 Zivali
4 A l l '
Kategorija 1 Kategorija 2 Kategorija 3 Kategorija 4 Kategorija 5
GHS >0-5 >5-50 >50-300 >300- 2000 > 2000 - 5000
VJ_VI
3 2 1 0
A A A A 4 v ‘ + v + +
Ukinitev  LD/5/0 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 I°s)
mg/fkg telesne teze
A A A A 4 A 4 A A 4 ¢ v
EUjKemikalije Tekoti 25 200 2000 o0
pesticidi
1 | | | | | | | | |
EU Pesticidi v trdni obliki 5 500 0
L1 | I I I I | I I I
ZN Tekoce snovi 5 50 500 0
1 | | | | | | | | |
ZN Trdne snovi 5 50 200 [v’e]
L1 | I I | | | I I I
Sviea s 50 500 2000 | 5000 | ©
1 | | | | | | | | |
7D EPA ork 25 ©
L1 | I I | | | I I I
Japonska PDSCA 30 300 a0
1 | | | | | | | | |
Kanada/WIIMIS/ZD OSIIA 50 500 w0
L1 | I I | | | I I I
ZD EPA pesticidi 50 500 5000 [}
1 | | | | | | | | |
ZD CPSC 50 5000 w0
L1 | I I | | | I I I
Kanada pesticidi 50 500 1000 2000 ®
- za vsak korak se uporabijo 3 Zivali enakega spola {obicajno samice) - o0 : nerazvriceno
- 0,1, 2, 3: $tevilo umirajocih ali poginulih Zivali za vsak korak - GHS: Globalno usklajeni sistem razvrstitve (mg/kg telesne teZe)
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PRILOGA 3 (nadaljevanje 1)

PRESKUSNA METODA B.1 bis — Napotki za razvrstitev v skladu s shemo EU za prehodno obdobje do
popolne uveljavitve Globalno usklajenega sistema razvrstitve (GHS) (vzeto iz sklica (8))

o>

5 mg/kg < 50 mgfkg 300 mgfkg 2000 mgfkg
3 zivali P 3 zivali g 3 zivali 3 zivali
5 mgfkg 50 mgfkg 300 mgfkg 2000 mg/k
3 zivali 3 zivali 3 zivali 3 Zlvah
l ﬁ 4 A l '
Kategorija 1 Kategorija 2 Kategorija 3 Kategorija 4 Kategorija 5
GHS >0-5 >5-50 >50-300 >300- 2000 > 2000 - 5000
[ L
| I
3" (pri 50) drugi
3 2 1 0
¥ L S Tl S S ;
Ukinitev  LD/5/0 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 I°s)
mgfkg telesne teze
A A A 4 v v v v A v ¢ v
EUfKemikalije Tekoci 25 200 2000 I5s)
pesticidi
L1 I I I I I | I I I
EU Pesticidi v trdni obliki 5 500 o]
L1 I I I I I | I I I
ZN Tekoce snovi 5 50 500 [¢0]
L1 I I I I I | I I I
ZN Trdne snovi 5 50 200 o0
L1 I I I I I | I I I
Svica 5 50 500 2000 | 5000 | el
L1 I I I I I | I I I
ZD EPA ork 25 ©
L1 I I I I I | I I I
Japonska PDSCA 30 300 [¢'s]
L1 I I I I I | I I I
Kanada/WIIMIS/ZD OSIIA 50 500 o)
L1 I I I I I | I I I
ZD EPA pesticidi 50 500 5000 [}
L1 I I I I I | I I I
ZD CPSC 50 5000 0
L1 | I I I I | I I I
Kanada pesticidi 50 500 1000 2000 [¢'s}
- zavsak korak se uporabijo 3 Zivali istega spola (obicajno samice) - nerag‘lf(rﬂéell(lo
- 0,1, 2, 3: Stevilo umirajocih ali poginulih Zivali za vsak korak - - Za prviXora L . .
- GHS: Globalno usklajeni sistem razvrstitve (mg/kg telesne teZe)
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PRILOGA 3 (nadaljevanje 2)

PRESKUSNA METODA B.1 bis — Napotki za razvrstitev v skladu s shemo EU za prehodno obdobje do
popolne uveljavitve Globalno usklajenega sistema razvrstitve (GHS) (vzeto iz sklica (8))

o>

5 mg/kg < 50mglkg ¢ 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 Zivali 3 Zivali 3 Zivali 3 Zivali
< o g
5mg kg 50 mgfkg 300 mg 2000 mgfk
3 Zivali 3 Zivali 3 Zival 1 3 Zlvah
% l A l '
Kategorija 1 Kategorija 2 Kategorija 3 Kategorija 4 Kategorija 5
GHS >0-5 >5-50 >50- 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
I i [ T——
| I I I
3" (pri 50) drugi 3" (pri 300) drugi [ |
3 2 1
| T T i 2
Ukinitev  LD/5/0 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000
mg/kg telesne teze
A v \ 4 v v v A v ¢
EU[Kemikalije Teko¢i 25 200 2000
pesticidi
L1 I I I I I | I I
EU Pesticidi v trdni obliki 5 500
L1 I I I I I | I I
ZN Tekote snovi 5 50 500
L1 I I I I I | I I
ZN Trdne snovi 5 50 200
L1 I I I I I | I I
Sviea 5 50 500 2000 | 5000 |
L1 I I I I I | I I
ZD EPA ork 25
L1 I I I I I | I I
Japonska PDSCA 30 300
L1 I I I I I | I I
Kanada/WIIMIS/ZD OSIlA 50 500
L1 I I I I I | I I
ZD EPA pesticidi 50 500 5000
L1 I I I I I | I I
ZD CPSC 50 5000
L1 I I I I I | I I
Kanada pesticidi 50 500 1000 2000
- zavsak korak se uporabijo 3 Zivali istega spola (obi¢ajno samice) - nerazvrsceno
- 0,1, 2, 3:stevilo umirajocih ali poginulih Zivali za vsak korak - "+ za prvi korak N . y
- GHS: Globalno usklajeni sistem razvrstitve (mg/kg telesne teZe)
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PRILOGA 3 (nadaljevanje 3)

PRESKUSNA METODA B.1 bis — Napotki za razvrstitev v skladu s shemo EU za prehodno obdobje do
popolne uveljavitve Globalno usklajenega sistema razvrstitve (GHS) (vzeto iz sklica (8))

o>

5 mgfkg < 50 mg/kg < 300 mgfkg < 2000 mgfkg
3 Zivali 3 Zivali 3 Zivali 3 zivali
< g
5 mgkg 50 mgjkg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zivali 3 Zivali 3 Zivali 3 Zivali
%%%&g@ 4& gg o
y
Kategorija 1 Kategorija 2 Kategorija 3 Kategorija 4 Kategorija 5 0
GHS >0-5 >5-50 >50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
I [ [ | |
| | I | I I |
3* drugi 3* drugi 3* 2% drugi 1 0
(pri 50) (pri 300) {pri 2 000)|(pri 2 000)
v v v v v v v vy :
Ukinitev  LD/5/0 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 I°s)
mg/kg telesne teze
A y h 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A ¢ A 4
EUJKemikalije Tekoi 25 200 2000 o
pesticidi
I1 | | | | | | | | |
EU Pesticidi v trdni obliki 5 500 [o0)
11 1 | | | | I I | |
ZN Tekoée snovi 5 50 500 [¢)
I1 | | | | | | | | |
ZN Trdne snovi 5 50 200 w0
11 1 | | | | I I | |
Svica 5 50 500 2000 | 5000 | ©
I1 | | | | | | | | |
ZD EPA otk 25 o0
11 1 | | | | I I | |
Japonska PDSCA 30 300 a0
I1 | | | | | | | | |
Kanada/WIIMIS/ZD OSIIA 50 500 e
11 1 | | | | I I | |
ZD EPA pesticidi 50 500 5000 [}
I1 | | | | | | | | |
ZD CPSC 50 5000 w0
11 1 | | | | I I | |
Kanada pesticidi 50 500 1000 2000 o0
- za vsak korak se uporabijo 3 Zivali istega spola (obicajno samice) e nerazyrseno
- 0,1, 2, 3: stevilo umirajocih ali poginulih Zivali za vsak korak - ":za prvi korak o . 5
- GHS: Globalno usklajeni sistem razvrstitve (mg/kg telesne teZe)
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PRILOGA 2D
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1.1

1.2

B.4 AKUTNA TOKSICNOST: DERMALNA DRAiILNOST/]EDKOST

METODA
Ta metoda ustreza OECD TG 404 (2002).

UvOD

Pri pripravi te dopolnjene metode je veljala posebna pozornost moznim izboljsavam v zvezi s skrbjo za
zdravje zivali in vrednotenje vseh obstojecih informacij o preskusni snovi, da bi se izognili nepotrebnemu
presku$anju na laboratorijskih Zivalih. Ta metoda vkljucuje priporocilo, da je treba pred zacetkom
opravljanja preskusa za drazilnostfjedkost snovi in vivo opraviti analizo tehtnosti dokazov na podlagi
pomembnih obstojecih podatkov. Kadar ni na voljo dovolj podatkov, se lahko pridobijo z uporabo
zaporednega preskuSanja (1). Strategija preskusanja vkljucuje opravljanje validiranih in sprejetih in vitro
preskusov in je podana kot priloga k tej metodi. Kjer je to ustrezno, je poleg tega priporoena zaporedna
aplikacija treh preskusnih obliZev na Zivali v zacetnem preskusu in vivo namesto socasne.

Za znanstveno zanesljivost in zdravje Zivali je koristno, da se preskusanje in vivo ne za¢ne opravljati, dokler
se niso ocenili vsi razpolozljivi podatki, pomembni za mozno dermalno drazilnost[jedkost snovi z analizo
tehtnosti dokazov. Taksni podatki bodo vkljucevali dokaze obstojecih $tudij na ljudeh in/ali laboratorijskih
zivalih, dokaze o drazilnostifjedkosti ene ali ve¢ strukturno sorodnih snovi ali mesanic taksnih snovi,
podatke, ki bodo dokazovali mocno kislost ali alkalnost snovi (2)(3), in rezultate iz validiranih in sprejetih
in vitro ali ex vivo preskusov (4)(5)(5a). Ta analiza bi morala zmanjati potrebo po in vivo preskusanju
dermalne jedkosti/drazilnosti snovi, za katere obstaja Ze dovolj dokazov iz drugih $tudij glede navedenih
dveh kon¢nih tock.

Bolj upostevana strategija zaporednega preskusanja, ki vkljucuje opravljanje validiranih in sprejetih in vitro
ali ex vivo preskusov za jedkost/ drazilnost, je vkljucena kot priloga k tej metodi. To strategijo so razvili in
soglasno priporocili udelezenci OECD delavnice (6) in se je sprejela kot priporocena strategija preskusanja
v Globalno usklajenem sistemu za razvrstitev kemijskih snovi (GHS) (7). Priporoceno se je ravnati po tej
strategiji preskusanja pred opravljanjem preskusanja in vivo. Za nove snovi je priporocen postopen nacin
preskusanja za pridobivanje znanstveno zanesljivih podatkov o jedkosti/drazilnosti snovi. Za obstojece
snovi, za katere ni dovolj podatkov, je treba uporabiti to strategijo za zapolnitev vrzeli manjkajo¢ih
podatkov. Uporabo drugacne strategije preskusanja ali postopka ali odlocitev, da se ne bo uporabil nacin
preskusanja po korakih, je treba upraviciti.

Ce dologitev jedkosti ali drazilnosti ni mogoca na podlagi analize tehtnosti dokazov, skladne s strategijo
zaporednega preskusanja, je treba upostevati preskus in vivo (glej prilogo).

DEFINICIJE

Dermalna drazilnost: je nastanek reverzibilne poskodbe koze, ki sledi uporabi preskusne snovi, trajajoci
do 4 ure.

Dermalna jedkost: je nastanek ireverzibilne poskodbe koze, in sicer vidne nekroze skozi epidermisa in v
dermis , ki sledi uporabi preskusne snovi, trajajoci do 4 ure. Za jedke reakcije so znacilni €iri, krvavitve,
krvave kraste in na koncu §tirinajstdnevnih opazovanj sprememba barve zaradi pobledele koze, celi predeli
plesavosti in brazgotine. Treba je upostevati histopatologijo za vrednotenje sumljivih lezij.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.1.1

1.4.1.2

1.413

1.4.2

1.4.2.1

PRINCIP PRESKUSNE METODE

Snov, kijo je treba preskusiti, se nanese na kozo preskusne Zivali v enkratnem odmerku; netretirane povrsine
koze preskusne Zzivali sluzijo za kontrolo. Stopnja draZilostifjedkosti se odcita in zabelezi v dolo¢enih
intervalih in nadalje opise, da se zagotovi celovito vrednotenje reverzibilnosti ali ireverzibilnosti opazenih
ucinkov.

Zivali, ki kaZejo trajne znake hudega trpljenja in/ali bole¢ine v kateri koli fazi preskusa je treba humano
usmrtiti in snov skladno s tem oceniti. Kriterije za sprejem odlocitve o humani usmrtitvi umirajocih in hudo
trpecih Zivali je mogoce najti v sklicu (8).

OPIS PRESKUSNE METODE

Priprava za preskus in vivo
Priprava Zivalske vrste

Kunec belicnik je najbolj zazelena laboratorijska Zival in uporabljajo se zdravi mladi odrasli kunci. Za
uporabo drugih vrst je potrebna obrazlozZitev.

Priprava Zivali

Priblizno 24 ur pred preskusom je treba odstraniti kozuh s skrbnim strizenjem na hrbtnem delu trupa Zivali.
Paziti je treba, da se ne odrgne koZa in uporabiti le Zivali z zdravo, neposkodovano kozo.

Nekateri kundji sevi imajo goste zaplate dlak, ki so bolj izrazite v nekaterih obdobjih med letom. Taksni
predeli goste rasti dlak se ne smejo uporabiti kot preskusni predeli.

Pogoji bivanja in hranjenja

Zivali morajo imeti vsaka svoj prostor. Temperatura prostora za preskuse z Zivalmi mora znasati za kunce
20 °C (£ 3 °C). Ceprav mora biti relativna vlaznost najmanj 30 % in po moznosti ne sme presegati 70 %,
mora biti ciljna vlaznost, razen med ¢is¢enjem prostora, 50 do 60 %. Osvetlitev mora biti umetna v
zaporedju 12 ur svetlobe in 12 ur teme. Za hranjenje se lahko uporabijo obi¢ajne predpisane laboratorijske

vrste hrane z neomejeno koli¢ino pitne vode.

Preskusni postopek
Aplikacija preskusne snovi

Preskusno snov je treba nanesti na del povrsine koze (priblizno 6 cm?) in pokriti z oblizem iz gaze, ki se
pritrdi z nedrazilim trakom. Kadar neposredna aplikacija ni mogoce (npr. tekoce snovi ali nekatere kasnate
zmesi), je treba preskusno snov najprej nanesti na obliz iz gaze, ki se nato uporabi na kozi. ObliZ mora biti
v ohlapnem stiku s koZo, pritrjen z ustrezno napol zapiralno obvezo med trajanjem izpostavitve. Ce se
preskusna snov nanese na obliz, jo je treba pritrditi na kozo na taksen nacin, da je stik dober in snov
enakomerno razporejena po kozi. Treba je prepreciti Zivali dostop do obliza in zauzitje ali vdihavanje
preskusne snovi.

Tekoce preskusne snovi se navadno uporabljajo nerazredcene. Kadar se preskusajo trdne snovi (ki se jih
lahko zdrobi, ¢e je to po presoji potrebno), je treba preskusno snov navlaziti z zelo majhno koli¢ino vode
(ali, kadar je potrebno, z drugim ustreznim nosilcem), ki zadostuje za zagotavljanje dobrega stika s koZzo.
Kadar se uporabljajo drugi nosilci in ne voda, mora biti moZen vpliv nosilca na drazilnost koze zaradi
preskusne snovi minimalen, ¢e sploh kateri.

Na koncu obdobja izpostavljenosti, ki traja obicajno 4 ure, je treba odstraniti preostalo preskusno snov, kjer
je to izvedljivo, z uporabo vode ali ustreznega topila, ne da bi se spremenil obstojeci odziv ali integriteta
epidermisa.
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1.4.2.2

1.4.2.3

1.4.2.4

1.4.2.5

Velikost odmerka
Odmerek 0,5 ml tekoce snovi ali 0,5 g trdne snovi ali kasnate zmesi se nanese na preskusni predel.
Zacetni preskus (dermalni preskus drazilnosti/jedkosti in vivo z uporabo ene Zivali)

Mocno je priporoceno, da se preskus in vivo na zacetku izvede z uporabo ene Zivali, zlasti kadar se za snov
domneva, da je potencialno jedka. To je v skladu s strategijo zaporednega preskusanja (glej Prilogo 1).

Kadar se za snov na podlagi analize tehtnosti dokazov presodi, da je jedka, ni potrebno nadaljnje preskusanje
na zivalih. Za vecino snovi, za katere se domneva, da so jedke, nadaljnje preskusanje in vivo obicajno ni
potrebno. Kadar se kljub temu zdi potrebno zagotoviti dodatne podatke zaradi pomanjkljivih dokazov, se
lahko izvede preskusanje na Zzivalih z uporabo naslednjega pristopa: Na Zival se zaporedoma nanesejo do
trije preskusni oblizi. Prvi obliz se odstrani po treh minutah. Ce ni opazna nobena resna reakcija koze, se
nanese drugi obliz in se odstrani po eni uri. Ce kaZejo opazovanja v tej fazi, da se na human nacin lahko
dopusti podaljsanje izpostavljenosti na $tiri ure, se nanese tretji obliZ in se odstrani po stirih urah, odziv pa
se razvrsti po stopnjah.

Ce se opazi jedek ucinek po kateri koli izmed teh treh zaporednih izpostavitev, se preskus nemudoma
zakljudi. Ce se jedek u¢inek ne opazi po tem, ko se odstrani zadnji obliz, se Zival opazuje 14 dni, razen kadar
se jedkost razvije v zgodnejsi Casovni tocki.

Kadar se ne pricakuje, da bo preskusna snov povzrocila jedkost, a bi lahko bila drazilna, je treba nanesti le
en obliz na eno Zival za $tiri ure.

Potrditveni preskus (dermalni preskus drazilnosti in vivo z dodatnimi Zivalmi)

Ce se jedek ucinek ne opazi v zacetnem preskusu, je treba drazilni ali negativni odziv potrditi z uporabo do
dveh dodatnih Zivali, s po enim oblizem za vsako, v obdobju izpostavitve §tirih ur. Ce se v zacetnem
preskusu opazi drazilen ucinek, se potrditveni preskus lahko naredi na zaporeden nacin ali s socasno
izpostavitvijo dveh dodatnih zivali. [zjemoma, ko se zacetni preskus ne izvaja, se lahko dve ali tri Zivali tretira
le z enim oblizem, ki se odstrani po 3tirih urah. Kadar se uporabljata dve Zivali, ni potrebno nadaljnje
preskusanje, Ce obe kazeta enak odziv. V nasprotnem primeru se preskusi tudi tretja Zival. Mozno je, da bo
treba oceniti dvomljive odzive z uporabo dodatnih Zivali.

Obdobje opazovanja

Obdobje opazovanja mora trajati dovolj dolgo, da se lahko v celoti ovrednoti reverzibilnost opazenih
ucinkov. Preskus je treba zakljuciti ob katerem koli ¢asu, kadar kaze Zival trajajoce znake hude bolecine ali
okvar. Za dolo¢itev reverzibilnosti u¢inkov je treba Zivali opazovati 14 dni po odstranitvi oblizev. Ce se
opazi reverzibilnost pred potekom 14 dni, je treba v tistem Casu preskus zakljuciti.
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1.4.2.6

2.1

2.2

Klinicha opazovanja in razvrstitev reakcij koZe v stopnje

Vse zivali je treba pregledati, ali imajo znake rdecine in edemoyv, ter odzive zabeleziti po 60 minutah in nato
po 24, 48 in 72 urah po odstranitvi obliZa. Za zacetne preskuse na eni Zivali se pregleda tudi preskusni predel
takoj za tem, ko se obliz odstrani. Dermalne reakcije se razvrstijo v stopnje in zabeleZijo v skladu s stopnjami
iz tabele spodaj. Ce nastane poskodba koze, ki je ni mogoce opredeliti kot drazilnost ali jedkost po 72 urah,
bodo morda potrebna opazovanja do Stirinajstega dne za opredelitev reverzibilnosti ucinkov. Poleg
opazovanja drazilnosti je treba v celoti zapisati in zabeleZiti vse lokalne toksi¢ne uc¢inke, kakor npr. tanjsanje
koze in vse sistemske nasprotne ucinke (npr. u¢inke na klinicne znake toksi¢nosti in telesno tezo). Za
razjasnitev dvomljivih odzivov je treba opraviti histopatoloski pregled.

Razvr$canje koznih odzivov je nujno subjektivno. Da bi pospesili usklajevanje pri razvr$canju koznih
odzivov in nudili pomo¢ preskusevalnim laboratorijem ter vsem sodelujo¢im pri oblikovanju in razlagi
rezultatov opazovanj, mora biti osebje, ki izvaja ta opazovanja, ustrezno usposobljeno, da obvlada
uporabljeni sistem dolocanja stopnje (glej tabelo spodaj). Pri tem bi lahko bil v pomo¢ ilustriran priro¢nik
za dolocanje stopnje dermalne draZilnosti in drugih poskodb (9).

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Rezultati $tudije se morajo povzeti v obliki preglednice v konénem porocilu o preskusu in morajo zajemati
vse postavke s seznama v oddelku 3.1.

VREDNOTENJE REZULTATOV

Rezultate dermalne drazilnosti je treba vrednotiti v povezavi z vrsto in resnostjo lezij ter njihovo
reverzibilnostjo ali pomanjkanjem reverzibilnosti. Posamezni rezultati ne predstavljajo absolutnega
standarda za drazilne lastnosti materiala, ker se vrednotijo tudi drugi ucinki preskusnega materiala. Namesto
tega je treba razumeti posamezne rezultate kot referencéne vrednosti, ki jih je treba ovrednotiti v zvezi z
vsemi drugimi opazovanji iz Studije.

Reverzibilnost dermalnih lezij je treba upostevati pri oceni drazilnih odzivov. Kadar so odzivi, kakor npr.
plesavost, hiperkeratoza, hiperplazija in luscenje vidni do konca 14-dnevnega obdobja opazovanja, se
preskusna snov obravnava kot drazilna.
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POROCANJE

POROCILO O PRESKUSU
Porocilo o preskusu mora vsebovati naslednje informacije, kot je primerno:

Obrazlozitev za preskusanje in vivo: analiza tehtnosti dokazov iz prej obstojecih preskusnih podatkov,
vklju¢no z rezultati strategije zaporednega preskusanja:

— opis pomembnih podatkov, ki so na voljo pred preskusanjem,
— podatki, pridobljeni v vsaki fazi strategije preskusanja,

— opis opravljenih in vitro preskusov, vklju¢no s podrobnimi podatki o postopkih, rezultati,
dobljeni s preskusnimi/referen¢nimi snovmi,

— analiza tehtnosti dokazov za opravljanje Studije in vivo.
Preskusna snov:
— identifikacijski podatki (npr. Stevilka CAS; vir, ¢istost, znane necistoce, $tevilka skupine),
— fizikalno stanje in fizikalno-kemijske lastnosti (npr.: pH hlapnost, topnost, stabilnost),
— (e gre za mesanico, sestava in relativni odstotek sestavin.
Nosilec:
— identifikacija, koncentracija (kjer je ustrezno), uporabljeni volumen,
— obrazlozitev upravicenosti izbire nosilca.
Preskusne Zivali:
— uporabljena vrsta/sev, obrazloZitev uporabe Zivali, ¢e to ni kunec beli¢nik,
— S$tevilo Zivali istega spola,
— teZe posameznih Zzivali na zaCetku in na zakljucku preskusa,
— starost na zacetku Studije,
— vir zivali, pogoji bivanja, vrsta hranjenja, itd.
Pogoji preskusa:
— tehnika priprave predela za obliz,
— podrobni podatki o uporabljenih materialih za obliZe in tehnika dela z oblizi,
— podrobni podatki o pripravi preskusne snovi, aplikaciji in odstranitvi.
Rezultati:

— preglednica dosezenih rezultatov odziva na drazilnost/jedkost za vsako Zzival na vseh
izmerjenih ¢asovnih tockah,

— opis vseh opaZenih lezij,

— pripovedni opis vrste in stopnje opazene drazilnosti ali jedkosti in katere koli histopatoloske
ugotovitve,

— opis drugih nasprotnih, lokalnih (npr. tanjsanje koze) in sistemskih u¢inkov poleg derrmalne
drazilnosti in jedkosti.

Razprava o rezultatih.
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TABELA I: UVRSCANJE KOZNIH REAKCIJ V STOPNJE

Nastanek rdecine in krast

RAGEINE M .o 0
Neznatna rde¢ina (Komajda OPAZNa) ......ccoeevieeiiiiiieei i 1
Z€10 TaZI0ENA TAEEINA ... eeetieiiiiie ettt e e e e e e e 2
Rdecina od Zmerne do IESNEe .........ccoiiiiiiiiiiiiiiiei e 3
Resna rdecina (goveja rdecina) in nastanek krast ovirata razvrstitev rdecine ...............ouuveevrreeereenniinnnnen. 4

Najve¢ moznih: 4

Tvorba koZnih oteklin

KozZnih oteKlN NI ..oeueiiiiiiiii e e 0
Neznatna kozna oteklina (komajda 0pazna)  .........oooieiiiiiiiiiiiiiii 1
Rahla oteklina (robovi predela dobro vidni, ker $0 izboCeni) ..........oeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 2
Zmerna kozna oteklina (izbocena pribliZno 1 mm)  ......uueiiiiiiiiiiiiiiieee et 3
Resna kozna oteklina (izbocena ve¢ kakor 1 mm in razsirjena izven predela izpostavitve) .................oo..... 4

Najve¢ moznih: 4

Za razjasnitev dvomljivih odzivov se lahko opravi histopatoloski pregled.
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PRILOGA

Zaporedna strategija preskusanja za dermalno draZilnost in jedkost

SPLOSNO

Za znanstveno zanesljivost in zdravje Zivali se je pomembno izogniti nepotrebni uporabi Zivali in zmanjsati kakrsna
koli preskusanja, za katera je verjetno, da bodo povzrocila resne odzive pri Zivalih. Vse informacije o snovi, ki so
nanasajo na moznost njene kozne jedkosti/drazilnosti, je treba oceniti pred odlocitvijo o preskusanju in vivo. Mogoce
Ze obstaja dovolj dokazov za razvrstitev preskusne snovi glede na njen potencial dermalne jedkosti ali drazilnosti, ne
da bi bilo treba opraviti preskusanja na laboratorijskih Zivalih. Analiza tehtnosti dokazov in strategija zaporednega
preskusanja bosta zato zmanjsali potrebo po preskusanju in vivo, zlasti ¢e je verjetno, da bo snov povzrocila resne
reakcije.

Priporoceno je, da se analiza tehtnosti dokazov uporabi za ovrednotenje obstojecih informacij v zvezi s kozno
drazilnostjo in jedkostjo snovi za odlocitev, ali je treba opraviti poleg dermalnih $tudij in vivo dodatne Studije, ki bi
pomagale ugotoviti lastnosti taksnega potenciala. Kadar so potrebne nadaljnje $tudije, je priporocena uporaba
strategije zaporednega preskusanja za pridobitev ustreznih eksperimentalnih podatkov. Za snovi, ki nimajo anamneze
preskusanja, je treba uporabiti strategijo preskusanja, da se pridobi potrebni niz podatkov za ovrednotenje njenega
potenciala dermalne jedkosti/drazilosti. Strategija preskusanja, ki je opisana v tej prilogi, se je razvila v OECD delavnici
(1) in se je kasneje uveljavila in razsirila v Usklajeni integrirani sistem razvrstitve snovi, nevarnih za zdravje ljudi, in
okoljskih u¢inkov kemijskih snovi, kakor je potrdilo 28. Skupno zasedanje Odbora za kemikalije in Delovna skupina
za kemikalije novembra 1998 (2).

Ceprav zaporedno preskusanje ni bistven del metode preskusanja B.4, odraza priporoceni pristop za dolo¢anje
znacilnosti kozne drazilnostifjedkosti. Ta pristop predstavlja hkrati najboljsi obicajen postopek in eticno merilo
uspesnosti za preskusanje in vivo za kozno drazilnost/jedkost. Metoda preskusanja vsebuje smernice za opravljanje
preskusa in vivo in povzema dejavnike, ki jih je treba upostevati pred zacetkom taksnega poskusa. Strategija opredeljuje
pristop za vrednotenje obstojecih podatkov o lastnostih preskusne snovi glede kozne drazilnostifjedkosti in stopenjski
pristop za pridobivanje ustreznih podatkov o snoveh, za katere se dodatne studije potrebujejo ali za katere se Studije
niso opravile. Priporoca tudi opravljanje validiranih in sprejetih preskusov in vitro ali ex vivo za kozno jedkost/drazilost
v posebnih okolis¢inah.

OPIS VREDNOTENJA IN STRATEGIJE PRESKUgANJA

Pred zacetkom preskusov kot dela strategije zaporednega preskusanja (skica) je treba ovrednotiti vse informacije, ki
so na voljo, da bi se odloili, ali je kozno preskusanje in vivo potrebno. Ceprav se pomembne informacije lahko
pridobijo iz ocene posameznih parametrov (npr. najvisji pH), je treba upostevati obstojece informacije v celoti. Vse
pomembne podatke o u¢inkih zadevne snovi ali analognih snovi je treba oceniti pri sprejemanju odlocitve na podlagi
tehtnosti dokazov in navesti obrazlozZitev za to odlocitev. Glavni poudarek mora biti na obstojecih podatkih o snovi
glede ljudi in Zivali, sledi izid preskusanja in vitro ali ex vivo. In vivo $tudij jedkih snovi se je treba izogibati, kadar koli
je to mozno. Dejavniki, upostevani v strategiji preskusanja, vkljucujejo:

Vrednotenje obstojecih podatkov za ljudi in Zivali (korak 1). Najprej je treba upostevati obstojece podatke o ljudeh, npr.
klini¢ne ali poklicne $tudije in porocila o primerih, infali preskusne podatke za zivali (npr. iz ene same ali iz
ponavljajocih se $tudij toksi¢nosti z dermalno izpostavitvijo), ker dajejo informacije, ki so neposredno povezane z
ucinki na kozo. Snovi z znano drazilnostjo ali jedkostjo in snovi, za katere je nedvomno dokazano, da niso jedke ali
drazilne, ni treba preskusiti s Studijami in vivo.
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Analiza odnosov med strukturo in aktivnostjo (SAR) (korak 2). Treba je upostevati rezultate preskusanj strukturno sorodnih
snovi, ¢e so na voljo. Kadar so na razpolago zadostni podatki o ljudeh in/ali Zivalih za strukturno sorodne snovi ali
mesanice tak$nih snovi, ki kazejo, kaksen je njihov potencial kozne jedkosti/drazilnosti, se lahko domneva, da bo
preskusna snov, ki se vrednosti, povzrocila enake odzive. V navedenih primerih preskusne snovi morda ne bo treba
preskusiti. Negativni podatki Studij strukturno sorodnih snovi ali meSanic taksnih snovi v skladu s strategijo
zaporednega preskusanja niso zadosten dokaz o nejedkosti/nedrazilnosti snovi. Treba je uporabiti validirane in
sprejete SAR pristope za identifikacijo dermalne jedkosti kakor tudi potenciala drazilosti.

Fizikalno-kemijske lastnosti in kemijske reaktivnosti (korak 3). Snovi, ki kaZejo najvisje stopnje pH, kakor npr. <2,0 in
>11,5, imajo lahko mocne lokalne ucinke. Ce je najvisja stopnja pH podlaga za identificiranje snovi kot jedke za kozo,
tedaj se lahko uposteva tudi njena kislafalkalna rezerva (ali blazilna sposobnost) (3) (4). Ce blazilna sposobnost
nakazuje, da snov morda ni jedka za kozo, tedaj je treba opraviti nadaljnje preskusanje za potrditev le-tega, najbolje
z uporabo validiranega in sprejetega preskusa in vitro ali ex vivo (glej koraka 5 in 6).

Dermalna toksicnost (korak 4). Ce se je kemikalija izkazala za zelo toksi¢no po dermalni poti, je mozno, da dermalna
Studija drazilnosti/jedkosti in vivo ne bo izvedljiva, ker bi lahko koli¢ina preskusne snovi, ki se jo obi¢ajno uporablja,
lahko presegala zelo toksi¢en odmerek in bi sledil pogin ali hudo trpljenje Zivali. Poleg tega je mogoce, da tedaj, kadar
so se Ze opravile Studije dermalne toksi¢nosti z uporabo kuncev beli¢nikov do mejne velikosti odmerka 2 000 mg/kg
telesne teze ali vedje, in se ni opazila nikakr$na dermalna drazilnost ali jedkost, dodatno preskusanje za kozno
drazilnostfjedkost ne bo potrebno. Upostevati je treba Stevilne pomisleke, kadar se vrednoti akutna dermalna
toksi¢nost v predhodno opravljenih studijah. Informacije o dermalnih lezijah so lahko nepopolne. Preskusanje in
opazovanja so se morda opravila na vrsti zivali, ki ni bila kunec, in vrste se lahko zelo razlikujejo glede obcutljivosti
odzivov. Tudi oblika preskusne snovi, aplicirana na Zzivali morda ni bila primerna za ocenitev kozne
drazilnostifjedkosti (npr. razredcitev snovi za preskusanje dermalne toksi¢nosti)(5). V tistih primerih, v katerih so se
opravile skrbno nacrtovane $tudije dermalne toksi¢nosti na kuncih, se negativne ugotovitve kljub temu lahko
upostevajo za zadosten dokaz, da snov ni jedka ali drazilna.

Rezultati in vitro ali ex vivo preskusov (koraka 5 in 6). Snovi, ki so pokazale jedke ali resne drazilne lastnosti v validiranem
in sprejetem preskusu in vitro ali ex vivo (6) (7), naCrtovanem za ocenitev teh posebnih ucinkov, ni treba preskusiti na
zivalih. Lahko se domneva, da bodo taksne snovi povzrocile podobne resne ucinke in vivo.

Preskus in vivo na kuncih (koraka 7 in 8). Ce se sprejme odlocitev o opravljanju preskusanja in vivo na podlagi ocene
tehtnosti dokazov, se mora zacetni preskus zaceti z uporabo ene zivali. Ce rezultati tega preskusa pokazejo, da je snov
jedka za kozo, nadaljnjega preskusanja ni treba opraviti. Ce se v za¢etnem preskusu jedki u¢inek ni opazil, je treba
potrditi drazilni ali negativni odziv z uporabo do dveh dodatnih Zivali s 4-urnim trajanjem izpostavljenosti. Ce se v
zaCetnem preskusu opazi drazilen ucinek, se lahko potrditveni preskus izvede na zaporeden nacin, ali pa z
izpostavitvijo obeh dodatnih zivali istocasno.
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SKICA

STRATEGIJA PRESKUSANJA IN VREDNOTENJA ZA DERMALNO DRAZILNOST/JEDKOST

Aktivnost

Obstojeci podatki o ljudeh infali Zivalih, ki prikazujejo
ucinke na koZo ali sluznice

1

Informacije niso na voljo, ali pa razpoloZljive
informacije niso dokoncne.

Opraviti SAR vrednotenje za kozno jedkost/draZilnost

1

Predvidevanja niso mogoéa, ali pa niso dokonéna ali
negativna.

1

Izmeriti pH (upostevati blaZilno sposobnost, &e je
pomembna)

2<pH <11,5, ali pH 22,0 ali 11,5 z nizko/brez blaZilne
sposobnaosti, Ce je pomembna

Oceniti sisternske podatke toksi¢nosti po dermalni poti (!

1

Taksne informacife niso na voljo ali niso dokonéne

4

Opraviti validiran in sprejet in vitro ali ex vivo preskus
za koZno jedkost

Snov ni jedka

Opraviti validiran in sprejet in vitro ali ex vivo preskus

za kozno draZilnost

() uposteva se lahko pred korakoma 2 in 3.

Ugotovitev
Jedkost
Drazilno
Ni jedko/ni drazilno

Predvideti resno poskodbo koze

Predvideti draZilnost na koZi

pH <2 ali 211,5 (z visoko blaZilno
sposobnostjo, ¢e je pomembna)

Zelo toksi¢no
Ni jedko ali draZilno, kadar se
preskuia z mejnim odmerkom 2 000

mg/kg telesne teZe ali ve§jim, z
uporabo kuncev.

Jedek odziv

Drazilen odziv

Zakljucek

Zgornja konéna tocka; Steje se za
jedko. Preskusanje ni potrebno.

Zgornja konéna tocka; Steje se za
draZilno snov. Preskufanje ni
potrebno.

Zgornja koné¢na tocka; 3teje se,
da ni jedko ali draZilno.
Preskusanje ni potrebno.

Steje se za jedko. Preskusanje ni
potrebno.

Steje se za drazilno snov.
Preskusanje ni potrebno.

Domnevati, da je jedko.
Preskusanje ni potrebno.

Nadaljnje preskusanje ni potrebno.

Domnevati, da ni jedko ali
drazilno. Nadaljnje preskusanje
ni potrebno.

Domnevati, da je jedko in vivo.
Nadaljnje  preskusanje ni

Domnevati, da je draZilno in
vivo. Nadaljnje preskusanje ni
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Validirane in vitro ali ex vivo metode preskusanja za koZno
drazilnost Se niso na voljo ali pa snov ni draZilna.

1

7 Opraviti zaCetni in vivo preskus na kuncu
z uporabo ene Zivali.

1
Ni resne poskodbe

1

8 | Opraviti potrditveni preskus z uporabo ene ali dveh
dodatnih Zivali

Resna poskodba koze

Jedko ali draZilno

Nejedko ali nedrazilno

Domnevati, da je jedko.
Nadaljnje  preskulanje ni
potrebno.

Steje se, da je jedko ali drazilno.
Nadaljnje  preskulanje ni
potrebno.

Steje se, da ni jedko ali
draZilno. Nadaljnje preskusanje
ni potrebno.



646 Uradni list Evropske unije 13/Zv. 34

PRILOGA 2E



13/Zv. 34

Uradni list Evropske unije

647

1.1

1.2

B.5 AKUTNA TOKSICNOST: OCESNA DRAZILNOST/JEDKOST

METODA

Ta metoda ustreza OECD TG 405 (2002).

UvVOD

Pri pripravi te dopolnjene metode je veljala posebna pozornost moznim izbolj§avam z vrednotenjem vseh
obstojecih informacij o preskusni snovi, da bi se izognili nepotrebnemu preskusanju na laboratorijskih
zivalih zaradi skrbi za zdravje Zivali. Ta metoda vkljucuje priporocilo, da je treba pred zacetkom
opravljanja opisanega preskusa in vivo za akutno ocesno drazilnost/jedkost opraviti analizo tehtnosti
dokazov (1) na podlagi ustreznih obstojecih podatkov. Kadar ni na voljo dovolj podatkov, je priporo¢eno,
da se pridobijo z uporabo zaporednega preskusanja (2)(3). Strategija preskusanja vkljucuje opravljanje
validiranih in sprejetih in vitro preskusov in je dana kot priloga k tej metodi preskusanja. Poleg tega je
priporocena uporaba in vivo preskusa dermalne drazilnostifjedkosti, da se predvidi ocesna jedkost pred
upostevanjem ocesnega preskusa in vivo.

Za znanstveno zanesljivost in zdravje Zivali je koristno, da se preskusanje in vivo ne za¢ne opravljati, dokler
se niso ocenili vsi razpoloZljivi podatki, pomembni za mozno ocesno drazilnost/jedkost snovi z analizo
tehtnosti dokazov. Taksni podatki bodo vkljucevali dokaze iz obstojecih $tudij na ljudeh infali
laboratorijskih Zivalih o drazilnostifjedkosti ene ali ve¢ strukturno sorodnih snovi ali mesanic taksnih
snovi, podatke, ki bodo dokazovali mocno kislost ali alkalnost snovi (4)(5), in rezultate validiranih in
sprejetih in vitro ali ex vivo preskusov za kozno jedkost in drazilnost (6)(6a). Mogoce je, da so se te Studije
opravile na podlagi analize tehtnosti dokazov ali pa iz nje sledile.

Za nekatere snovi lahko tak$na analiza nakaze potrebo po in vivo Studijah potenciala ocesne
jedkosti/drazilnosti snovi. V taksnih primerih bi bilo bolje pred upostevanjem uporabe ocesnega preskusa
in vivo najprej opraviti in vivo Studijo koznih u¢inkih snovi in jih oceniti v skladu z metodo preskusanja
B.4 (7). Uporaba analize tehtnostnih dokazov in strategija zaporednega preskusanja bi morali zmanjsati
potrebo po in vivo preskusanju za ocesno jedkost/drazilnost snovi, za katere obstaja Ze dovolj dokazov iz
drugih studij. Ce z uporabo strategije zaporednega preskusanja ni mogoce dolociti potenciala ocesne
jedkosti ali drazilnosti niti po opravljeni in vivo $tudiji dermalne jedkosti in drazilnosti, se lahko opravi in
vivo preskus ocesne jedkosti/drazilnosti.

Bolj upostevana strategija zaporednega preskusanja, ki vkljucuje opravljanje validiranih in vitro ali ex vivo
preskusov za jedkost/drazilnost, je vkljucena v prilogi k tej metodi preskusanja. To strategijo so razvili in
soglasno priporodili udelezenci OECD delavnice (8) in se je sprejela kot priporocena strategija preskusanja
v Globalno usklajenem sistemu za razvrstitev kemijskih snovi (GHS) (9). Priporoceno se je ravnati po tej
strategiji presku$anja pred opravljanjem preskusanja in vivo. Za nove snovi je priporocen postopen nacin
preskusanja za pridobivanje znanstveno zanesljivih podatkov o jedkosti/drazilnosti snovi. Za obstojece
snovi, za katere ni dovolj podatkov o kozni in o¢esni jedkosti/drazilnosti, je treba uporabiti to strategijo
za zapolnitev vrzeli manjkajocih podatkov. Uporabo drugacne strategije preskusanja ali postopka ali
odloitev, da se ne bo uporabil nacin postopni preskusanja , je treba obrazloziti.

DEFINICIJE

Ocesna drazilnost: je nastanek sprememb na ocesu, ki sledijo aplikaciji preskusne snovi na sprednjo
povrsino ocesa in ki so v celoti reverzibilne v 21 dneh aplikacije.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.1.1

1.4.1.2

1.4.1.3

1.4.2

1.4.2.1

1.4.2.2

Ocesna jedkost: je nastanek poskodbe tkiva v ocesu ali resnega fizicnega poslabsanja vida, ki sledi aplikaciji
preskusne snovi na sprednjo povr$ino ocesa in ki ni v celoti reverzibilna v 21 dneh aplikacije.

PRINCIP PRESKUSNE METODE

Snov, ki jo je treba preskusiti, se nanese v enkratnem odmerku na eno od oces eksperimentalne Zivali;
netretirano oko sluzi za kontrolo. Stopnja oCesne drazilnosti/jedkosti se oceni s seStevanjem lezij na o¢esni
veznici, roZenici in $arenici, v to¢no dolocenih intervalih. Drugi u¢inki na oko in nasprotni sistemski
ucinki se prav tako opisejo, da se zagotovi celovito vrednotenje ucinkov. Studija mora trajati dovolj dolgo,
da se oceni reverzibilnost ali ireverzibilnost ucinkov.

Zivali, ki kaZejo trajne znake hudega trpljenja in/ali bole¢ine v kateri koli fazi preskusa, je treba humano
usmrtiti in snov skladno s tem oceniti. Kriterije za sprejem odlocitve o humani usmrtitvi umirajocih in
hudo trpecih Zivali je mogoce najti v sklicu (10).

OPIS PRESKUSNE METODE

Priprava za preskus in vivo
Izbira Zivalske vrste

Kunec beli¢nik je najbolj zazelena laboratorijska Zival in uporabljajo se zdrave mlade odrasle Zivali. Za
uporabo drugih sevov ali vrst je potrebna obrazlozZitev.

Priprava Zivali

Obe ocesi vsake eksperimentalne Zivali, do nadaljnjega izbrane za preskusanje, je treba pregledati v 24
urah, preden se preskusanje za¢ne. Zivali, ki kaZejo ocesno drazilnost, ocesne napake ali Ze prej nastalo
poskodbo roZenice, se ne smejo uporabiti.

Pogoji bivanja in hranjenja

Zivali morajo imeti vsaka svoj prostor. Temperatura prostora za preskuse z Zivalmi mora znasati za kunce
20 °C (* 3 °C). Ceprav mora biti relativna vlaznost najmanj 30 % in po moznosti ne sme presegati 70 %,
mora biti ciljna vlaznost, razen med ¢iS¢enjem prostora, 50 do 60 %. Osvetlitev mora biti umetna v
zaporedju 12 ur svetlobe in 12 ur teme. Za hranjenje se lahko uporabijo obi¢ajne predpisane laboratorijske
vrste hrane z neomejeno koli¢ino pitne vode.

Preskusni postopek
Aplikacija preskusne snovi

Preskusno snov je treba dati v mesicek veznice enega ocesa vsake Zivali, potem ko se nezno potegne
spodnja veka stran od zrkla. Veke se nato nezno drzijo skupaj priblizno 1 sekundo, da se prepreci izguba
materiala. Drugo oko, ki ostane netretirano, sluzi za kontrolo.

Izpiranje

O¢i preskusnih Zivali se ne smejo umivati najmanj 24 ur po vkapanju preskusne snovi, z izjemo trdnih
snovi (glej oddelek 1.4.2.3.2) in v primeru takoj$njih jedkih ali drazilnih u¢inkov. Po 24 urah se lahko
uporabi izpiranje, Ce se meni, da je to ustrezno.

Uporaba satelitske skupine Zivali za raziskovanje vpliva izpiranja ni priporocena, razen ¢e je znanstveno
upravicena. Ce je satelitska skupina potrebna, je treba uporabiti dva kunca. Pogoje izpiranja je treba skrbno
dokumentirati, npr. ¢as izpiranja; sestavo in temperaturo raztopine za izpiranje; trajanje, volumen in
hitrost aplikacije.
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1.4.2.3

1.4.23.1

1.4.2.3.2

1.4233

1.4.2.4

1.4.2.5

1.4.2.6

Velikost odmerka

Preskusanje tekocih snovi

Za preskusanje tekocih snovi se uporablja odmerek 0,1 ml. Razpriila pod pritiskom se ne smejo
uporabljati za vkapanje snovi neposredno v oko. Tekoce razprsilo je treba iztisniti in zbrati v posodo pred
vkapanjem 0,1 ml v oko.

Preskusanje trdnih snovi

Pri preskusanju trdnih snovi, kasnatih zmesi in zdrobljenih snovi, mora imeti uporabljena koli¢ina
volumen 0,1 ml ali tezo, ki ni ve¢ja kakor 100 mg. Preskusni material je treba zdrobiti v fin prah. Volumen
trdnega materiala je treba izmeriti po rahlem zgo$¢evanju, npr. z rahlim potrkavanjem na merilno posodo.
Ce fizioloski mehanizmi niso odstranili iz o¢esa preskusne zivali trdno preskusno snov na prvi asovni
tocki opazovanja eno uro po tretiranju, se lahko oko izplakne z raztopino vode in soli ali destilirano vodo.

Preskusanje razprsil

Priporoceno je, da se vsa utekocinjena razprsila in razprsila pod pritiskom zberejo v posodo pred
vkapanjem v oko. Izjema so snovi v posodah za razprsila pod pritiskom, ki jih ni mogoce zbrati zaradi
izhlapevanja. V tak$nih primerih je treba drzati oko odprto in nanesti preskusno snov v oko enostavnim
z vbrizgom, ki traja priblizno eno sekundo, z razdalje 10 cm neposredno pred o¢esom. Ta razdalja se lahko
spreminja v odvisnosti od pritiska razprsila in njegove vsebine. Paziti je treba, da se oko ne poskoduje
zaradi pritiska razprsila. V ustreznih primerih bo mogoce potrebno oceniti potencial za nastanek
~mehanske“ poskodbe ocesa zaradi moci razprsila.

Oceno odmerka iz razprsila je mogoce dobiti z naslednjim preskusom: snov se razprsi na tehtalni papir
skozi odprtino velikosti kuncjega ocesa, ki je namesc¢ena neposredno pred papir. Porast teze papitja se
uporabi za priblizno dolocitev koli¢ine, razprsene v oko. Za hlapljive snovi je mogoce odmerek oceniti
s tehtanjem v zbirni posodi pred in po odstranitvi preskusnega material.

Zacetni preskus (In vivo preskus ocesne draZilnostifjedkosti z uporabo ene Zivali)

Kot je opredeljeno v strategiji zaporednega preskusanja (glej Prilogo 1), je zelo priporoceno, da se preskus
in vivo na zacetku izvede z uporabo ene Zivali.

Ce rezultati tega preskusa kazejo, da je snov jedka ali resno drazilna za o¢i z uporabo opisanega postopka,
se nadaljnje preskusanje za ocesno drazilnost ne opravi.

Lokalni anestetiki

Lokalni anestetiki se uporabljajo v odvisnosti od primera. Ce analiza tehtnosti dokazov kaze, da snov lahko
povzro¢i bolecino, ali ¢e zacetno preskusanje pokaze, da bo nastala boleca reakcija, se lokalni anestetik
lahko uporabi pred vkapanjem preskusne snovi. Vrsto, koncentracijo in odmerek lokalnega anestetika je
treba skrbno izbrati, da se zagotovi, da razlike pri reagiranju na preskusno snov ne bodo posledica njegove
uporabe. Na podoben nacin je treba anestezirati kontrolno oko.

Potrditveni preskus (In vivo preskus draZilnosti z dodatnimi Zivalmi)

Ce se jedek u¢inek ne opazi v zacetnem preskusu, je treba draZilni ali negativni odziv potrditi z uporabo
do dveh dodatnih Zivali. Ce se v zacetnem preskusu opazi resen draZilen ucinek, ki kaze, da je mozen
mocan (ireverzibilen) u¢inek pri potrditvenem preskusanju, je priporoceno, da se potrditveni preskus
izvede na zaporeden nacin na eni zivali namesto s so¢asno izpostavitvijo dveh dodatnih zivali. Ce druga
zival razkrije jedke ali resne drazilne ucinke, se preskus ne nadaljuje. Mogoce bodo potrebne dodatne Zivali
za potrditev $ibkih ali zmernih drazilnih odzivov.
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1.4.2.7

1.4.2.7.1

2.2

Obdobje opazovanja

Trajanje obdobja opazovanja mora biti dovolj dolgo, da se lahko v celoti ovrednoti obseg in reverzibilnost
opazenih ucinkov. Preskus je treba zakljuciti ob katerem koli ¢asu, kadar kaze Zival trajajoce znake hude
bolecine ali trpljenja (9). Za dolocitev reverzibilnosti u¢inkov je obicajno treba Zivali opazovati 21 dni po
nanaanju preskusne snovi. Ce se opazi reverzibilnost pred 21 dnem, je treba takrat preskus zakljuciti.

Klinicna opazovanja in uvrstitev ocesnh reakcij v stopnje

O¢i je treba pregledati po 1, 24, 48 in 72 urah po aplikaciji preskusne snovi. Zivali se lahko preskusajo
le toliko ¢asa, kolikor je potrebno za pridobitev dokonénih informacij. Zivali, ki trajno kazejo hude
bolecine in trpljenje, je treba nemudoma humano usmrtiti in v skladu s tem oceniti snov. Usmrtiti je treba
zivali z naslednjimi ocesnimi lezijami po vkapanju: perforacija roZenice ali znacilno gnojenje roZenice
vkljucno s stafilomom; kri v sprednjem delu ocesa; stopnja 4 motnosti roZenice, ki ne popusti 48 ur;
odsotnost svetlobnega refleksa (odziv Sarenice stopnje 2), ki traja 72 ur; gnojenje vezni¢ne vrecke; nekroza
vezni¢ne membrane ali Zmurke; ali odstopanje. To pa zaradi tega, ker te lezije na splosno niso reverzibilne.

Zivali, pri katerih se ne razvijejo ocesne lezije, se lahko usmrti ne prej kot 3 dni po instilaciji.

Zivali z blagimi do zmernimi lezijami je treba opazovati dokler lezije ne izginejo ali 21 dni, ko se raziskava
zakljuci. Opazovanja se izvajajo po 7, 14 in 21 dneh, da se dolo¢i stanje lezij ter njihova reverzibilnost
ali ireverzibilnost.

Pri vsaki preiskavi je treba zabeleZiti stopnjo ocesne reakcije (veznice, roZenice in $arenice) (tabela 1).
Navesti je treba tudi katere koli druge poskodbe ocesa (npr. povrsinski keratitis/panus, obarvanost) ali
nezelene sistemske ucinke.

Za lazji pregled reakcij se lahko uporablja binokularna lupa, ro¢ni oftalmoskop, biomikroskop ali drug
ustrezen pripomocek. Po evidentiranju rezultatov opazovanja po 24 urah se lahko pregled oci nadaljuje
s pomocjo fluoresceina.

Dolocanje stopnje ocesnih odzivov/reakcij je nujno subjektivno. Da bi pospesili usklajevanje pri dolocanju
stopnje ocesnih odzivov in nudili pomo¢ preskusevalnim laboratorijem ter vsem sodelujocim pri
oblikovanju in razlagi rezultatov opazovanj, mora biti osebje, ki izvaja ta opazovanja, ustrezno
usposobljeno, da obvlada uporabljeni sistem dolo¢anja stopnje.

PODATKI

VREDNOTENJE REZULTATOV

Rezultate ocesne drazilnosti je treba oceniti v zvezi z vrsto in resnostjo lezij ter njihovo reverzibilnostjo
ali pomanjkljivostjo reverzibilnosti. Posamezni rezultati ne predstavljajo absolutnega standarda za
drazilne lastnosti materiala, ker se ocenjujejo tudi drugi u¢inki preskusnega materiala. Namesto tega je
treba obravnavati posamezne rezultate kot referen¢ne vrednosti in so pomembni le, ¢e jih potrjuje popoln
opis in vrednotenje vseh opazovan;.
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3.1

3.2

POROCANJE

POROCILO O PRESKUSU
Porocilo o preskusu mora vsebovati naslednje informacije:

Obrazlozitev za preskusanje ion vivo: analiza tehtnosti dokazov prej obstojecih podatkov, vklju¢no z
rezultati strategije zaporednega preskusanja:

— opis pomembnih podatkov, ki so na voljo pred preskusanjem,
— podatki, pridobljeni v vsaki fazi strategije preskusanja,

— opis opravljenih in vitro preskusov, vklju¢no s podrobnimi podatki o postopkih, rezultati,
dobljenimi s preskusnimi/referen¢nimi snovmi,

— opis drazilnih koZnih reakcij in vivo | opravljena korozijska raziskava vklju¢no z dobljenimi
rezultati,

— analiza tehtnosti dokazov za opravljanje $tudije in vivo.

Preskusna snov:
— identifikacijski podatki (npr. Stevilka CAS; vir, ¢istost, znane necistoce, $tevilka skupine),
— fizikalno stanje in fizikalno-kemijske lastnosti (npr.: pH hlapnost, topnost, stabilnost),
— Ce gre za mesanico, sestava in relativni odstotek sestavin,

— Ce se uporabi lokalni anestetik, identifikacija, Cistost, vrsta, odmerek in mozen medsebojni vpliv
s preskusno snovjo.

Nosilec:
— identifikacija, koncentracija (kjer je ustrezno), uporabljeni volumen,
— obrazlozitev upravi¢enosti izbire nosilca.
Preskusne Zivali:
— uporabljena vrsta/sev, obrazlozZitev za uporabo Zivali, Ce to ni kunec beli¢nik,
— starost vsake Zivali na zacetku $tudije,
— Stevilo zivali istega spola v preskusni in kontrolni skupini (Ce je potrebno),
— teZe posameznih Zivali na zaCetku in na zakljucku preskusa,
— vir, pogoji bivanja, vrsta hrana, itd.
Rezultati:

— opis metode, uporabljene za merjenje rezultatov draZilnosti na vsaki ¢asovni tocki opazovanja
(npr. posevna ro¢na svetilka, biomikroskop, fluorescin);

— preglednica s podatki o drazilnem/jedkem odzivu za vsako Zival na vsaki ¢asovni tocki opazovanja
do odstranitve vsake Zivali iz preskusa,

— narativni opis stopnje in narave opisane drazilnosti ali korozije,

— pripovedni opis stopnje in vrste opazenih lezij v ocesu (npr. vaskularizacije, tvorbe krp, zlepkov,
madezev),

— opis neocesnih lokalnih in sistemskih nasprotnih u¢inkov in histopatoloskih ugotovitev, ¢e so.

Razprava o rezultatih.

RAZLAGA REZULTATOV
Sklepanje o veljavnosti rezultatov Studij ocesne drazilnosti na laboratorijskih Zivalih za ljudi je veljavno
le v omejeni meri. V. mnogih primerih je kunec beli¢nik bolj obcutljiv na ocesne drazilne snovi ali jedke

snovi kakor ljudje.

Pri razlagi podatkov je treba paziti, da se izkljuci drazilnost, ki je posledica sekundarne infekcije.
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TABELA I: RAZVRSCANJE OCESNIH LEZIJ V STOPNJE
RoZenica

Motnost: stopnja gostote (oditati jo je treba na najbolj gostem gostejsem predelu) (*)

Ni gnojenja ali MONOSH  «evvvvvuuuieeeeitiiiiii e e ettt e ettt e e e ettt e e e e e e eeb b e e e eeeeeebaianees

Razpr3ene ali obsirne povrSine motnosti ( ki niso rahla motnost obicajnega leska, delci arenice jasno vidni)

Prosojna povrsina razlo¢na brez tezav; delci arenice rahlo zatemnjeni — .........ccevieiiiiiiiiiiinieiiiiiii.
Spodnja povrsina: delci Sarenica se ne razlocijo; velikost zenice se komajda razlo¢i ...........ccoooeeiiiii.

Motna roZenica: Sarenica se ne razloci zaradi MONOST .......uiivniiniiriiiei et eaaeas
Najve¢ moznih: 4
() Predel motnosti roZenice je treba navesti.

Sarenica

INOTTIAINA . ooeiei e ettt e e et e et e e et e e et e e e et e et e e eaaas

Opazno poglobljene gube, naval krvi, otekanje, zmerna hiperemija okoli roZenice; ali injekcija; Sarenica reagira
na svetlobo (pocasna reakcija se uposteva kot ucinek) .........ooooiiiiiiiiiiiiii

Krvavitev, resno propadanje ali odsotnost reakcije na svetlobo ..........cccceeiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiineecciiiiii.
Najve¢ moznih: 2
Ocesne veznice

Rdecina (nanasa se na veznice vek in nabrekle veznice, z izjemo roZenice in Sarenice)

NOTITAINA ettt ettt ettt e e e ettt e e e e et e et e e e e e e ee e

Nekaj krvnih zil je hiperemi¢nih (Injicirano) .........ouueiiiieiiiiiiiiiii e

Razprsena, $krlatna barva; posamezne Zile niso zlahka razlocne ............cccoooiiiiiiiii

Razsirjena goveja deCINA .....c..uuiiiiiiie ittt et
Najve¢ moznih: 3

Kemoterapija

Otekanje (nanasa se na veke in/ali Zmurke)

INOTINAINO ettt e e
Nekoliko oteceno nad normalnim ..ot s
Ocitno oteceno, z delnim zavihanjem vek Navzven  ..........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiii e
Oteceno, z napol zaprtimi VEKAMI  ..eeoevviiiuiiieiiiiiiiiiiee e

Oteceno, z ve€ kakor napol zaprtimi VEKAIMI .......cevuiuuiiireiiiiiiiiii e

Najve¢ moznih: 4

AW

S~ W N
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PRILOGA

Zaporedna strategija preskusanja za ofesno drazilnost in jedkost

SPLOSNO

Za znanstveno zanesljivost in zdravje Zivali se je pomembno izogniti nepotrebni uporabi Zivali in zmanjsati kakrina
koli preskusanja, za katera je verjetno, da bodo povzrocila resne odzive pri Zivalih. Vse informacije o snovi, ki so
nanasajo na njeno mozno jedkost/drazilnost, je treba oceniti pred odlocitvijo o preskusanju in vivo. Mogoce Ze obstaja
dovolj dokazov za razvrstitev preskusne snovi glede na njen potencial ocesne jedkosti ali drazilnosti, ne da bi bilo treba
opraviti preskusanja na laboratorijskih Zivalih. Analiza tehtnosti dokazov in strategija zaporednega preskusanja bosta
zato zmanjsali potrebo po preskusanju in vivo, zlasti Ce je verjetno, da bo snov povzrocila resne reakcije.

Priporoceno je, da se analiza tehtnosti dokazov uporabi za vrednotenje obstojecih informacij v zvezi z ocesno
drazilnostjo in jedkostjo snovi in za odlocitev, ali je treba opraviti poleg ocesnih $tudij in vivo dodatne Studije, ki bi
pomagale opredeliti takSen potencial. Kadar so potrebne nadaljnje $tudije, je priporocena uporaba strategije
zaporednega preskusanja za pridobitev ustreznih eksperimentalnih podatkov. Za snovi, ki nimajo anamneze
preskusanja, je treba uporabiti strategijo zaporednega preskusanja, da se pridobijo potrebni podatki za vrednotenje
njihovega potenciala ocesne jedkosti/drazilnosti. Strategija preskusanja, ki je opisana v tej prilogi, se je razvila v OECD
delavnici (1). Kasneje se je uveljavila in razgirila v Usklajeni integrirani sistem razvrstitve nevarnih snovi za zdravje
ljudi, in okoljskih u¢inkov kemijskih snovi, kakor je potrdilo 28. Skupno zasedanje Odbora za kemikalije in Delovna
skupina za kemikalije novembra 1998 (2).

Ceprav zaporedno preskusanje ni bistven del metode preskusanja B.4, prikazuje priporoceni pristop za dolo¢anje
znacilnosti ocesne drazilnostifjedkosti. Ta pristop predstavlja hkrati najboljsi obicajen postopek in eticno merilo
uspesnosti za preskusanje in vivo za kozno drazilnost/jedkost. Metoda preskusanja vsebuje smernice za opravljanje
preskusa in vivo in povzema dejavnike, ki jih je treba upostevati pred zacetkom taksnega preskusa. Strategija
zaporednega preskusanja opredeljuje pristop tehtnosti dokazov za vrednotenje obstojecih podatkov o lastnostih
ocesno drazilnih[jedkih snovi in stopenjski pristop za pridobivanje pomembnih podatkov o snoveh, za katere se
dodatne studije potrebujejo ali za katere se Studije niso opravile. Strategija vkljucuje opravljanje validiranih in sprejetih
preskusov in vitro ali ex vivo in nato opravljanje Studij kozne drazilosti/jedkosti po metodi preskusanja B.4 v posebnih
okolis¢inah (3)(4).

OPIS STRATEGIJE POSTOPNEGA PRESKUSANJA

Pred zacetkom preskusov kot dela strategije zaporednega preskusanja (Skica) je treba ovrednotiti vse informacije, ki
so na voljo, da bi se odlocili, ali je o¢esno preskusanje in vivo potrebno. Ceprav se pomembne informacije lahko
pridobijo iz ocene posameznih parametrov (npr. najvisjega pH), je treba upostevati obstojece informacije v celoti. Vse
pomembne podatke o u¢inkih zadevne snovi ali analognih snovi je treba oceniti pri sprejemanju odlocitve na podlagi
tehtnosti dokazov in navesti obrazlozZitev za to odlocitev. Glavni poudarek mora biti na obstojecih podatkih o snovi
glede ljudi in Zivali, sledi izid preskusanja in vitro ali ex vivo. In vivo Studij jedkih snovi se je treba izogibati, kadar koli
je to mozno. Dejavniki, upostevani v strategiji preskusanja, vkljucujejo:

Vrednotenje obstojecih podatkov za ljudi in Zivali (korak 1). Najprej je treba upostevati obstojece podatke o ljudeh, npr.
klini¢ne ali poklicne $tudije in porocila o primerih, in/ali podatke preskusov na Zivalih, ker dajejo informacije, ki so
neposredno povezane z u¢inki na o¢i. Snovi z znano jedkostjo ali resno drazilnostjo za odi, se ne smejo vkapati v oci
zivali, kakor tudi ne snovi, ki kazejo jedke ali drazilne u¢inke na kozi; tak$ne snovi je treba prav tako obravnavati kot
jedke in/ali drazilne za o¢i. Snovi, za katere je dovolj dokazov, da niso jedke in ne drazilne, iz predhodno opravljenih
ocesnih $tudij, prav tako ni treba preskusiti z ocesnimi Studijami in vivo.
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Analiza odnosov med strukturo in aktivnostjo (SAR) (korak 2). Treba je upostevati rezultate preskusanj strukturno sorodnih
snovi, ¢e so na voljo. Kadar so na razpolago zadostni podatki o ljudeh in/ali Zivalih za strukturno sorodne snovi ali
meSanice tak$nih snovi, ki kazejo, kaksen je njihov potencial ocesne jedkosti/drazilnosti, se lahko domneva, da bo
preskusna snov, ki se vrednoti, povzrocila enake odzive. V navedenih primerih preskusne snovi morda ne bo treba
preskusiti. Negativni podatki Studij strukturno sorodnih snovi ali mesanic taksnih snovi v skladu s strategijo
zaporednega preskusanja niso zadosten dokaz o nejedkosti/nedrazilnosti snovi. Treba je uporabiti validirane in
sprejete SAR pristope za identifikacijo dermalne jedkosti in potenciala drazilnosti za dermalne kakor tudi ocesne
ucinke.

Fizikalno-kemijske lastnosti in kemijska reaktivnost (korak 3). Snovi, ki kazejo najvisje stopnje pH, kakor npr. <2,0in 211,5,
imajo lahko moéne lokalne uéinke. Ce je najvisja stopnja pH podlaga za identificiranje snovi kot jedke ali drazilne za
odi, tedaj se lahko uposteva tudi njena kisla/alkalna rezerva (ali blazilna sposobnost)(3)(4). Ce blazilna sposobnost
nakazuje, da snov morda ni jedka za koZzo, tedaj je treba opraviti nadaljnje preskusanje za potrditev le-tega, najbolje
z uporabo validiranega in sprejetega preskusa in vitro ali ex vivo (glej oddelek koraka 5 in 6).

Upostevanje drugih obstojecih informacij (korak 4). V' tej fazi je treba oceniti vse razpoloZljive informacije o sistemski
toksi¢nosti po dermalni poti. Upostevati je treba tudi akutno dermalno toksi¢nost preskusne snovi. Ce se je pokazalo,
da je snov zelo toksi¢na po dermalni poti, je morda ne bo treba preskusiti v ocesu. Ceprav ni nujno, da sta akutna
dermalna toksi¢nost in oesna drazilnost/jedkost medsebojno povezani, se lahko domneva, da bo sredstvo ki je zelo
toksi¢no po dermalni poti, pokazalo tudi visoko toksicnost, ko se bo vkapalo v oko. Taksne podatke je treba upo§tevati
tudi med korakoma 2 in 3.

Rezultatov in vitro ali ex vivo preskusov (koraka 5 in 6). Snovi, ki so pokazale jedke ali resne drazilne lastnosti v validiranem
in sprejetem preskusu in vitro ali ex vivo (6)(7), ki se je validiral in sprejel izrecno za ocenitev jedkosti/drazilnosti za
o¢iin kozo, ni treba preskusiti na Zivalih. Lahko se domneva da bodo taksne snovi povzrocile podobne resne ucinke
in vivo. Ce niso na voljo validirani in sprejeti preskusi in vitrolex vivo, se lahko preskocita koraka 5 in 6 in se nadaljuje
neposredno s korakom 7.

Ocena in vivo preskusa dermalne drazilnosti ali jedkosti snovi (korak 7). Ce ni dovolj dokazov za pripravo zaklju¢ne analize
tehtnosti dokazov za potencial ocesne drazilnosti/jedkosti snovi na podlagi podatkov iz zgoraj navedenih $tudij, je
treba naprej oceniti potencial kozne drazilnostifjedkosti in vivo z uporabo metode preskusanja B.4 (4) in spremljajoce
priloge (9). Ce se pokaze, da snov povzroéa jedkost ali resno kozno drazilnost, jo je treba obravnavati kot jedko ocesno
drazilno snov, razen Ce informacije potrjujejo alternativen zakljucek. Tedaj preskusa in vivo ne bi bilo potrebno
opraviti. Ce snov ni jedka ali resno drazilna za koZo, je treba opraviti in vivo ocesni preskus.

Preskus in vivo na kuncih (koraka 8 in 9). Ocesno preskusanje in vivo je treba prl(:eti z zacetnim preskusom z uporabo
ene Zivali. Ce rezultati tega preskusa pokaZejo, da je snov resno drazilna ali jedka za oci, nadaljnjega preskusanja ni
treba opraviti. Ce navedeni preskus ni odkril nobemh jedkih ali resno drazil n1h ucinkov, se opravi potrditveni preskus
z dvema dodatnima Zivalma.
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SKICA

STRATEGIJA PRESKUSANJA IN VREDNOTENJA ZA OCESNO DRAZILNOST/JEDKOST

Aktivnost

Ugotovitev

Obstojedi podatki o ljudeh infali Zivalih,
ki prikazujejo u¢inke na oceh

Obstoje¢i podatki za ljudi infali Zivali
kaZejo jedke ucinke na koZzi.

Obstojedi podatki o ljudeh infali zivalih
kaZejo resne jedke ucinke na koZi.

Resna poskodba oti

Drazilno za oci

Ni jedko/ni draZilno

Jedko za kozo

Resno draZilno za koZo

4

Informacije niso na voljo, ali
pa razpoloZljive informacije
niso dokonéne.

1

Opraviti SAR za ocesno
jedkost/drazilnost

Opraviti SAR za kozno jedkost

Predvideti resno poskodbo na oceh

Predvideti draZilnost na ofeh

Predvideti kozno jedkost

Predvidevanja niso mogoca, ali pa niso
dokonéna ali negativna.

1

Izmeriti pH (blaZilno sposobnost, &e je

pH = 2 ali 2 11,5 (z visoko blazilno
sposobnostjo, &e je pomembno)

pomembno)
1

2<pH<11,5,alipH<2,04li 211,52z
nizko/brez blaZilne sposobnosti, ée je
pomembna

Oceniti  sistemsko  toksi¢nost po

Zelo toksi¢no pri koncentracijah, ki
bi se preskusale v ocesu.

dermalni poti
1

Taksne informacije niso na voljo ali snov ni
zelo toksitna

1

Opraviti validiran in sprejet in vitro ali
ex vivo preskus za olesno jedkost

Jedek odziv

1

ZakljuZek

Zgornja koncna tocka; upostevati, da je
jedko za o¢i. Preskuanje ni potrebno.

Zgornja koncna tocka; upostevati, da je
draZilno za o&i. Preskusanje ni potrebno.

Zgornja kon¢na tocka; upostevati, da ni
jedko in ni draZilno za o&i. Preskusanje ni
potrebno.

Domnevati, da je jedko za o&i. Preskusanje
ni potrebno.

Domnevati, da je draZilno za o&i
Preskuganje ni potrebno.

Domnevati, da je jedko za o&i. Preskusanje
ni potrebno.

Domnevati, da je draZilno za oéi.
Preskuganje ni potrebno.

Domnevati, da je jedko za o¢i. Preskusanje
ni potrebno.

Domnevati, da je jedko za o&i. Preskusanje
ni potrebno.

Snov bi bila preved toksi¢na za
preskusanje. Nadaljnje preskusanje ni

Domnevati, da je jedko za odi. Nadaljnje
preskusanje ni potrebno.
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Snov ni jedka ali validirane in vitro ali ex
vivo metode preskusanja za ocesno jedkost
Se niso navoljo

1

Opraviti validiran in sprejet in vitro ali
ex vivo preskus za ofesno drazilnost

Snov ni drazilna, ali metode preskusanja
za olesno draZilnost Se niso na voljo.

4

Eksperimentalno ugotoviti in vivo
potencial draZilnostifjedkosti (glej
metodo preskusanja B.4 vkljuéno s
prilogo).

Snov ni jedka ali resno drazilna za koZo

4

Opraviti zacetni in vivo oesni preskus
na kuncu z uporabo ene Zivali

Ni resne poskodbe, ali ni odziva

Opraviti potrditveni preskus z uporabo
ene ali dveh dodatnih Zivali

Drazilen odziv

Jedek ali resen draZilen odziv

Resna poskodba odi

Jedko ali drazilno

Nijedko ali draZilno

Domnevati, da je draZilno za o&i.
Nadaljnje preskusanje ni potrebno.

Domnevati, da je jedko za o&i. Nadaljnje
preskusanje ni potrebno.

Upostevati, da je draZilno za o&i.
Nadaljnje preskuSanje ni potrebno.

Upostevati, da je jedko ali draZilno za o&i.
Nadaljnje preskuSanje ni potrebno.

Upostevati, da ni draZilno za oéi.
Nadaljnje preskuSanje ni potrebno.
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1.1

1.2

B.31 §TUDI]A STRUPENOSTI ZA PREDROJSTVENI RAZVOJ

METODA

Ta metoda ustreza metodi OECD TG 414 (2001).

UvVOD

Metoda za preskusanje strupenosti za razvoj je namenjena zagotavljanju splosnih informacij o ucinkih
predrojstvene izpostavljenosti breje preskusne Zzivali in razvijajocih se organizmov v maternici; to lahko
vkljucuje oceno vplivov matere, pa tudi smrti, strukturnih anomalij ali spremenjene rasti zarodka.
Funkcionalne pomanjkljivosti, ceprav pomemben del razvoja, niso sestavni del te preskusne metode. Lahko
se preizkusijo v posebni Studiji ali kot dodatek k tej Studiji z uporabo preskusne metode za razvojno
nevrotoksi¢nost. Za informacije o preskusanju funkcionalnih pomanjkljivosti in drugih poporodnih u¢inkov
preskusne metode se lahko na primeren nacin uporabi Studija dvogeneracijske reproduktivne strupenosti ali
Studija razvojne nevrotoksi¢nosti.

Pri tej preskusni metodi je lahko v posameznih primerih potrebna posebna prilagoditev na podlagi
posebnega poznavanja npr. fizikalno-kemijskih ali toksikoloskih lastnosti preskusne snovi. Taka prilagoditev
je sprejemljiva, kadar prepricljivi znanstveni podatki kazejo, da bo prilagoditev omogo¢ila bolj informativen
preskus. V takem primeru je treba znanstvene podatke natan¢no dokumentirati v porocilu o Studiji.

OPREDELITVE POJMOV

Razvojna toksikologija: preucevanje skodljivih ucinkov na razvoj organizma, ki so lahko posledica
izpostavljenosti pred spocetjem, med razvojem pred rojstvom ali po rojstvu do spolne zrelosti. Glavne
pojavne oblike strupenosti za razvoj vkljucujejo 1) smrt organizma, 2) strukturno anomalijo, 3) spremenjeno
rast in 4) funkcionalno pomanjkljivost. Razvojno toksikologijo so v preteklosti pogosto imenovali
teratologija.

Skodljivi uéinek: vsako odstopanje od normalnega, povezano s tretiranjem, ki zmanjsuje sposobnost
organizma za preZivetje, razmnoZevanje ali prilagoditev okolju. V razvojni toksikologiji v njenem najsirsem
pomenu vkljucuje vsak u¢inek, ki moti normalen razvoj zarodka pred rojstvom in po njem.

Spremenjena rast: sprememba mase ali velikosti organa ali telesa potomca.
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Spremembe (nepravilnosti): strukturne spremembe v razvoju, ki vkljucujejo deformnosti in
odstopanja (28).

Deformnost | ve§ja anomalija: strukturna sprememba, ki naj bi bila za zival skodljiva (lahko tudi
smrtna) in je navadno redka.

Odstopanje | manj$a anomalija: strukturna sprememba, ki naj bi imela malo ali ni¢ skodljivega u¢inka
na zival; lahko je prehodna in lahko se razmeroma pogosto pojavlja v kontrolni populaciji.

Zarodek: vsota izpeljank oplojenega jajceca v kateri koli stopnji razvoja od oploditve do rojstva, vklju¢no
z embrionalnimi membranami ter embriom ali fetusom.

Vgnezditev (nidacija): pritrditev blastociste v epitelno materni¢no sluznico, vklju¢no s prediranjem skozi
materni¢ni epitelij in vsaditvijo v endometrij.

Embrio: zgodnja ali razvojna stopnja katerega koli organizma, zlasti razvojni produkt oplojenega jajceca od
takrat, ko se pojavi vzdolzna os, do takrat, ko nastanejo vse glavne strukture.

Embriotoksi¢nost: skodljivo za normalno strukturo, razvoj, rast infali sposobnost za prezivetje embria.
Fetus: nerojeni potomec v postembrionalnem obdobju.
Fetalna toksi¢nost: skodljivo za normalno strukturo, razvoj, rast infali preZivetje fetusa.
Splav: predcasna izlocitev produktov spocetja iz maternice: embria ali fetusa, nezmoznega prezivetja.
Resorpcija: zarodek, ki naknadno po vgnezditvi v maternici odmre in se resorbira.

Zgodnja resorpcija: dokaz o vgnezditvi brez prepoznavnega embria/fetusa.

Pozna resorpcija: mrtvi embrio ali fetus z zunanjimi degenerativnimi spremembami.

NOAEL: kratica za vrednost brez opaznih skodljivih u¢inkov (No Observed Adverse Effect Level) in je
najvedji odmerek ali stopnja izpostavljenosti, pri kateri ne opazimo nobenega $kodljivega ucinka,
povezanega s tretiranjem.
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1.3

1.4

1.5

REFERENCNE SNOVI
Jih ni.
PRINCIP PRESKUSNE METODE

Navadno se preskusna snov daje brejim Zivalim najmanj od vgnezditve do enega dne pred dnevom
predvidene usmrtitve, ki naj bo ¢im blize normalnemu dnevu kotitve brez tveganja izgube podatkov, ki
izhajajo iz predcasne kotitve. Preskusna metoda ni namenjena samo preucevanju obdobja organogeneze
(npr. od 5 do 15 dne pri glodalcu in od 6 do 18 dne pri kuncu), temve¢ tudi u¢inkov pred vgnezditvijo, kadar
je primerno, v vsem obdobju brejosti do dneva pred carskim rezom. Malo pred carskim rezom se samice
usmrtijo, preui se materni¢na vsebina, fetusi pa se ocenijo glede na zunanje vidne nepravilnosti in
spremembe mehkega tkiva in okostja.

OPIS PRESKUSNE METODE

Izbira vrste Zivali

Priporoca se, da se preskusanje izvaja na najustreznejsih vrstah in da se uporabijo laboratorijske vrste in sevi,
ki se navadno uporabljajo pri preskusanju strupenosti za predrojstveni razvoj. Priporocena glodalska vrsta
je podgana in priporocena neglodalska vrsta je kunec. Ce se uporabi druga vrsta, je treba to utemeljiti.

Nastanitvene in prehranjevalne razmere

Temperatura v prostoru s poskusnimi Zivalmi naj bo 22 °C (+ 3°) za glodalce in 18 °C (+ 3°) za kunce. Ceprav
naj bi bila relativna vlaznost najmanj 30 % in je zaZeleno, da ne presega 70 %, razen v Casu ¢iCenja prostora,
je cilj 50-60 %. Osvetlitev naj bo umetna, zaporedje 12 ur svetlobe, 12 ur teme. Za hranjenje se lahko
uporablja konvencionalna laboratorijska prehrana z neomejeno oskrbo s pitno vodo.

Parjenje naj se izvaja v kletkah, ki so primerne za ta namen. Ceprav je priporocljiva individualna namestitev
zivali, ki se parijo, je sprejemljiva tudi skupinska namestitev v manjsem Stevilu.
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1.5.3

1.6

1.6.1

1.6.2

Priprava Zivali

Uporabiti je treba zdrave Zivali, ki so se najmanj pet dni prilagajale na laboratorijske razmere in predhodno
niso bile uporabljene za poskuse. Poznati je treba vrsto, sev, vir, spol, maso infali starost poskusnih Zzivali.
Zivali v vseh preskusnih skupinah naj bodo ¢im enotnejse po masi in starosti. Za vsako velikost odmerka
je treba uporabiti mlade odrasle samice, ki Se niso kotile. Samice naj se parijo s samci iste vrste in seva,
izogibati se je treba parjenju sorojencev. Pri glodalcih je dan brejosti 0 tisti dan, ko se opazi vaginalni ¢ep
in/ali seme; pri kuncih je dan 0 navadno dan koitusa ali umetne osemenitve, ¢e se uporabi ta tehnika. Sparjene
samice se na nepristranski nacin dodelijo v kontrolno in tretirano skupino. Kletke je treba razporediti tako,
da so mozni ucinki zaradi pozicije kletk ¢im manjsi. Vsaki Zivali se dodeli enotna identifikacijska Stevilka.
Sparjene samice se na nepristranski nacin dodelijo v kontrolno in tretirano skupino in ¢e se samice parijo
v serijah, se zivali iz vsake serije enakomerno porazdelijo v skupini. Podobno se samice, ki jih osemeni isti
samec, enakomerno porazdelijo v obe skupini.

POSTOPEK
Stevilo in spol Zivali

Vsaka preskusna in kontrolna skupina naj vkljuCuje zadostno Stevilo samic, tako da bo za obdukcijo
priblizno 20 Zenskih Zivali z vgnezditvijo. Skupine z manj kakor 16 zivali z vgnezditvijo so lahko neustrezne.
Ni nujno, da smrtnost mater ogrozi tudijo, pod pogojem, da ni ve¢ja od priblizno 10 %.

Priprava odmerkov

Ce se za olajsanje odmerjanja uporablja nosilec ali drug aditiv, je treba upostevati naslednje lastnosti: u¢inke
na absorpcijo, distribucijo, presnovo in retencijo ali ekskrecijo preskusne snovi; u¢inke na kemijske lastnosti
preskusne snovi, ki lahko spremenijo njene toksi¢ne lastnosti; ter u¢inke na porabo hrane ali vode ali na
prehranjenost zivali. Nosilec ne sme biti toksicen za razvoj in ne sme uc¢inkovati na reprodukcijo.
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1.6.3

Odmerjanje

Normalno se preskusna snov daje vsak dan od vgnezditve (npr. od 5. dne po parjenju) do dneva pred
predvidenim carskim rezom. Ce predhodne studije, ki so na voljo, ne navajajo visoke moznosti za izgubo
pred vgnezditvijo, se lahko tretiranje podaljsa, tako da vkljucuje celotno obdobje brejosti, od parjenja do
dneva pred predvideno usmrtitvijo. Dobro je znano, da se lahko neprimerno ravnanje ali stres med
nosecnostjo koncata s predrojstveno izgubo. Da bi zavarovali predrojstveno izgubo pred dejavniki, ki niso
povezani s tretiranjem, se je treba izogibati nepotrebnemu pretovarjanju brejih Zivali, pa tudi stresu zaradi
zunanjih dejavnikov, na primer hrupa.

Uporabiti je treba najmanj tri velikosti odmerkov in hkratno kontrolo. Zdrave Zivali se na nepristranski nacin
dodelijo v kontrolno in tretirano skupino. Velikost odmerkov se razporedi tako, da se toksi¢ni ucinki
stopnjujejo. Razen kadar to zaradi fizikalno-kemijske narave ali bioloskih lastnosti preskusne snovi ni
mogoce, je treba najvisjo vrednost odmerka izbrati tako, da povzroci nekaj toksicnosti za razvoj infali pri
materi (kliniéni znaki ali zmanjsanje telesne mase), vendar ne smrt ali hudo trpljenje. Najmanj ena vmesna
velikost odmerka mora povzrociti minimalno opazne toksi¢ne u¢inke. Najmanjsa velikost odmerka ne sme
povzrociti nobenega dokaza toksi¢nosti niti za razvoj niti pri materi. Padajoce zaporedje velikosti odmerkov
je treba izbrati tako, da se pokazejo vse reakcije, ki so odvisne od odmerka, in vrednost brez opaznih
skodljivih u¢inkov (NOAEL). Za padajoce zaporedje velikosti odmerkov so pogosto optimalni dvakratni do
Stirikratni intervali, pogosto pa je bolje dodati $e dodatno ¢etrto preskusno skupino, kakor uporabiti zelo
velike intervale med odmerki (npr. ve¢ kakor faktor 10). Ceprav je cilj ugotoviti vrednost brez opaznih
Skodljivih u¢inkov pri materi, so lahko sprejemljive tudi Studije, ki ne dokazejo take vrednosti (1).

Vrednosti odmerkov je treba izbirati ob upostevanju vseh obstojecih podatkov o strupenosti, pa tudi
dodatnih informacij o presnovi in toksikokinetiki preskusne snovi ali sorodnih materialov. Te informacije
pomagajo tudi pri dokazovanju ustreznosti rezima odmerjanja.

Uporabiti je treba hkratno kontrolno skupino. Ta skupina je kontrolna skupina, tretirana z nepravim
nadomestkom ali kontrolna skupina, tretirana le z nosilcem, ¢e je ta uporabljen pri dajanju preskusne snovi.
Vsem skupinam se daje enaka koli¢ina bodisi preskusne snovi ali nosilca. Zivali v kontrolni(h) skupini(ah)
se obravnavajo na enak nacin kakor Zzivali v preskusni skupini. Kontrolne skupine, tretirane z nosilcem,

morajo prejeti koli¢ino nosilca, enako najvedji uporabljeni kolicini (kakor v najnizji tretirani skupini).
Mejni preskus

Ce preskus pri eni velikosti odmerka najmanj 1 000 mg/kg telesne mase/dan z oralnim dajanjem, pri katerem
se uporabijo postopki, opisani za to $tudijo, ne povzroéi opazne toksi¢nosti pri nobeni breji zivali ali njenih
potomcih in e se glede na obstojece podatke (npr. o strukturno infali presnovno sorodnih zmeseh) ne
pricakuje ucinka, potem se Steje, da ni potrebna popolna $tudija z uporabo treh velikosti odmerkov.
Pricakovana clovekova izpostavljenost lahko narekuje potrebo, da se v mejnem preskusu uporabi veji oralni
odmerek. Pri drugih vrstah dajanja, na primer pri vdihavanju ali dermalni aplikaciji, lahko fizikalno-kemijske
lastnosti preskusne snovi pogosto dolo¢ajo in omejujejo najvecjo dosegljivo raven izpostavljenosti (na
primer dermalna aplikacija ne bi smela povzrocati hude lokalne toksi¢nosti).
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1.6.5

1.6.6

1.6.7

1.6.8

Dajanje odmerkov

Preskusna snov ali nosilec se navadno daje oralno z intubacijo. Ce se uporabi drug nacin dajanja odmerkov,
mora izvajalec preskusa zagotoviti utemeljitev in razlog za svojo izbiro, lahko pa so potrebne ustrezne
spremembe (2)(3)(4). Preskusno snov je treba dati vsak dan priblizno ob istem Casu.

Odmerek za posamezno Zival navadno temelji na zadnji posamic¢ni dolocitvi telesne mase. Vendar je
potrebna previdnost pri prilagajanju odmerka v zadnjem trimestru brejosti. Pri izbiri odmerka je treba
uporabiti obstojece podatke, da bi preprecili ¢ezmerno toksi¢nost pri materi. Ce se pri tretiranih materah
opazi ¢ezmerna toksicnost, je treba te Zivali humano usmrtiti. Ce vet zivali kaze znake cezmerne toksi¢nosti,
je treba razmisliti o prekinitvi te skupine odmerka. Ce se snov daje z gavazo, jo je treba dati Zivali po moznosti
v enkratnem odmerku z uporabo Zelod¢ne sonde ali primerne intubacijske kanile. Maksimalna koli¢ina
tekocine, ki jo je mogoce dati naenkrat, je odvisna od velikosti poskusne Zivali. Koli¢ina ne sme presegati
1 ml/100 g telesne mase, razen v primeru vodnih raztopin, kjer je dovoljeno uporabiti 2 ml/100 g telesne
mase. Ce se kot nosilec uporablja koruzno olje, koli¢ina ne sme presegati 0,4 ml/100 g telesne mase.
Variabilnost preskusne koli¢ine je treba s prilagajanjem koncentracije obdrzati na kar najnizji ravni, da se
zagotovi konstantna koli¢ina pri vseh odmerkih.

Opazovanje mater

Klini¢na opazovanja je treba opraviti in dokumentirati najmanj enkrat na dan, najbolje vsak dan ob istem
Casu, pri ¢emer se uposteva vrhunec pri¢akovanih u¢inkov po odmerjanju. Stanje Zivali je treba
dokumentirati, vklju¢no s smrtnostjo, odmiranjem, pomembnimi vedenjskimi spremembami in vsemi znaki
ocitne toksi¢nosti.

Telesna masa in poraba hrane

Zivali je treba stehtati na dan brejosti 0 ali najpozneje tretji dan brejosti, &e je Zivali, ki so se parile, dostavil
zunanji rejec, nato na prvi dan odmerjanja, najmanj vsake 3 dni v obdobju odmerjanja in na dan predvidene
usmrtitve.

Porabo hrane je treba zabeleziti vsake tri dni, na isti dan kot se doloca telesna masa.

Postmortalni pregled

Samice je treba usmrtiti en dan pred pricakovano kotitvijo. Samice, ki kazejo znake splava ali predcasne
kotitve pred predvideno usmirtitvijo, je treba usmrtiti in opraviti temeljit makroskopski pregled.

Ob koncu $tudije ali ob smrti med $tudijo se makroskopsko pregledajo kakrsne koli strukturne anomalije
ali patoloske spremembe pri materi. Ocenitev matere med carskim rezom in poznejse analize fetusa naj se
izvajajo po moznosti brez poznavanja tretirane skupine, da je pristranskost ¢im manjsa.
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1.6.10

Pregled materni¢ne vsebine

Takoj po koncu $tudije ali ¢im prej po smrti se maternice odstranijo in ugotovi status nose¢nosti Zivali.
Maternice, ki niso videti gravidne, se $e dodatno pregledajo (npr. z barvanjem z amonijevim sulfidom pri
glodalcih in barvanjem po Salewskem ali ustrezno alternativno metodo pri kuncih), da se potrdi nenoseci
status (5).

Gravidne maternice z materni¢nim vratom je treba stehtati. Masa gravidnih maternic se ne sme pridobiti od
zivali, za katere je ugotovljeno, da so med studijo poginile.

Pri brejih Zivalih se dolo¢i Stevilo rumenih telesc.

Materni¢no vsebino je treba pregledati glede na stevilo embrionalnih ali fetalnih smrti in fetusov, ki so
sposobni prezivetja. Opisati je treba stopnjo resorpcije, da bi ocenili relativni ¢as smrti zarodka (glej oddelek
1.2).

Pregled fetusov
Za vsak fetus je treba doloditi spol in telesno maso.
Pri vsakem fetusu je treba pregledati zunanje spremembe (6).

Pregledajo se spremembe skeleta in mehkega tkiva pri fetusih (npr. odstopanja in deformnosti ali
nepravilnosti) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24). Kategorizacija
fetalnih sprememb je zazelena, vendar ne nujna. Kadar se opravi kategorizacija, je treba jasno navesti merila
za dolocitev vsake kategorije. Posebno pozornost je treba posvetiti reproduktivnemu traktu, ki ga je treba
pregledati, e ima znake spremenjenega razvoja.

Pri glodalcih je treba pripraviti priblizno polovico vsakega zaroda in pregledati skeletne spremembe. Druga
polovica se pripravi in pregleda glede sprememb mehkega tkiva s sprejetimi ali ustreznimi metodami
serijskega razreza ali s tehnikami natan¢ne osnovne raztelesbe.

Pri neglodalcih, npr. kuncih, se pri vseh fetusih pregledajo spremembe mehkega tkiva in skeleta. Pri telesih
teh fetusov se spremembe mehkega tkiva ocenijo z natancno raztelesbo, ki lahko vkljucuje postopke za
dodatno oceno notranje strukture srca (25). Glave polovice fetusov, ki so pregledani na ta nacin, se odstranijo
in obdelajo za oceno sprememb mehkega tkiva (tudi o¢i, mozganov, nosnih prehodov in jezika) z uporabo
standardnih metod serijskega razreza (26) ali enako obcutljivih metod. Telesa teh fetusov in preostalih
nedotaknjenih fetusov se obdelajo in pregledajo glede skeletnih sprememb z enakimi metodami, kakor so
opisane za glodalce.
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2.

2.1

2.2

23

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Podatki se sporocajo posami¢no za matere in njihove potomce in se povzamejo v obliki tabele, ki prikazuje
za vsako preskusno skupino in vsako generacijo Stevilo Zivali na zacetku preskusa, tevilo Zivali, najdenih
mrtvih ali usmrcenih iz humanih razlogov med preskusom, cas katere koli smrti ali humane usmirtitve,
Stevilo brejih samic, stevilo Zivali, ki kazejo znake toksicnosti, opis znakov zaznane toksi¢nosti, vklju¢no s
¢asom zacetka, trajanja in resnosti katerih koli toksi¢nih u¢inkov, vrsto embrionalnih/fetalnih opazanj o vseh
ustreznih podatkih o zarodu.

Numeri¢ni rezultati se ocenijo z ustrezno statisticno metodo z uporabo zaroda kot enote za podatkovno
analizo. Uporabi se splo$no sprejeta statistina metoda, statistine metode je treba dolociti pri naértovanju
Studije in jih utemeljiti. Sporocajo se tudi podatki o Zivalih, ki ne prezivijo do predvidene usmrtitve. Ti
podatki se lahko po potrebi vkljucijo v skupinske podatke. Ustreznost podatkov, dobljenih o teh zivalih in
vkljucitev ali izkljucitev iz katerih koli skupinskih podatkov, je treba utemeljiti ali presoditi na individualni
podlagi.

VREDNOTENJE REZULTATOV

Ugotovitve Studije strupenosti za predrojstveni razvoj je treba ovrednotiti glede na opaZene ucinke.
Vrednotenje vsebuje naslednje informacije:

— rezultate preskusa pri materi in embriu/fetusu, vklju¢no z ovrednotenjem razmerja ali njegove
odsotnosti med izpostavljenostjo Zivali preskusni snovi in pojavom ter resnostjo vseh ugotovitev,

— merila, uporabljena za kategorizacijo zunanjih sprememb fetusa ter sprememb mehkega tkiva in
skeleta, e je bila kategorizacija opravljena,

— kadar je primerno, pretekle kontrolne podatke za izboljsanje razlage rezultatov studije,
— Stevilke, uporabljene pri izracunu vseh odstotkov ali kazalnikov,

— ustrezne statisticne analize ugotovitev $tudije, e je to primerno, ki naj vklju¢ujejo dovolj informacij
o metodi analize, tako da lahko neodvisni ocenjevalec/statistik ponovno ovrednoti in obnovi analizo.

Pri kateri koli Studiji, ki dokaze odsotnost katerega koli toksi¢nega ucinka, je treba razmisliti o nadaljnjih
raziskavah za dolocitev absorpcije in bioloske razpolozljivosti preskusne snovi.

RAZLAGA REZULTATOV

Studija strupenosti za predrojstveni razvoj zagotovi informacije o ucinkih ponovne izpostavljenosti tej snovi
med brejostjo na matere in razvoj njihovih potomcev v maternici. Rezultate Studije je treba razlagati skupaj
z ugotovitvami subkroni¢nih, reprodukcijskih, toksikokineti¢nih in drugih $tudij. Ker je poudarek tako na
splo$ni toksi¢nosti v smislu toksi¢nosti pri materi kot na ciljnih u¢inkih strupenosti za razvoj, rezultati studije
do dolocene mere omogocajo razlikovanje med razvojnimi ucinki, ki se pojavijo v odsotnosti splosne
toksi¢nosti in u¢inki, ki so doseZzeni samo na stopnjah, ki so strupene tudi za mater (27).
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3 POROCANJE

POROCILO O PRESKUSU
Porocilo o preskusu mora vsebovati naslednje posebne informacije:
Preskusna snov:
— fizikalno stanje in, Kjer je to ustrezno, fizikalno-kemijske lastnosti,
— identifikacijo, vklju¢no s Stevilko po CAS, ¢e je znana/dolocena,
— (istost.
Nosilec (po potrebi):
— utemeljitev izbire nosilca, ¢e to ni voda.
Preskusne Zivali:
— uporabljeno vrsto in sev,
— $tevilo in starost Zivali,
— izvor, nastanitvene razmere, hrano ipd.,
— maso posameznih Zivali na zacetku preskusa.
Preskusni pogoji:
— utemeljitev izbire velikosti odmerka,

— podatke o sestavi preskusne snovifpripravi hrane, doseZeni koncentraciji, stabilnosti in
homogenosti pripravka,

— podatke o dajanju preskusne snovi,

— preracunavanje koncentracije preskusne snovi v hrani/pitni vodi (ppm) v dejanski odmerek
(mgfkg telesne mase/dan), e je primerno,

— okoljske razmere,

— podatke o kakovosti hrane in vode.
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Rezultati:
Podatki o toksi¢énem ucinkovanju pri materi po odmerku, ki vkljucujejo, vendar niso omejeni na:

— Stevilo zivali na zacetku preskusa, Stevilo prezivelih Zivalih, Stevilo brejih in Stevilo zivali, ki
splavijo ali kotijo pred¢asno,

— dan smrti med $tudijo ali ¢e zivali prezivijo do konca,

— podatki o zivalih, ki ne preZivijo do predvidene usmrtitve, se sporocijo, vendar se ne vkljucijo
v medskupinske statisticne primerjave,

— dan opazovanja vsakega nenormalnega klini¢nega znaka in poznejsega poteka,

— telesno maso, spremembo telesne mase in maso gravidne maternice, vkljucno, po izbiri, s
spremembo telesne mase popravljeno za maso gravidne maternice,

— porabo hrane in porabo vode, Ce je izmerjena,
— ugotovitve obdukcije, vkljuéno z maso maternice,

— treba je porocati o vrednostih brez opaznih $kodljivih u¢inkov pri materi in o razvojnih
udinkih.

Ciljni u¢inki za razvoj po odmerku na zarod z vsadki, ki vkljucujejo:

— 3tevilo rumenih telesc,

— Stevilo vgnezditev, Stevilo in odstotek Zivih in mrtvih fetusov in resorpcij,

— Stevilo in odstotek izgub pred vgnezditvijo in po njej.

Ciljni u¢inki za razvoj po odmerku na zarod z zivimi fetusi, ki vkljucujejo:

— Stevilo in odstotek Zivih potomcev,

— razmerje spolov,

— fetalna telesna masa, ¢e je mogoce po spolu in skupno,

— zunanje deformnosti in deformnosti mehkega tkiva in skeleta ter druge ustrezne spremembe,
— merila za kategorizacijo, e je primerno,

— skupno Stevilo in odstotek fetusov in zaroda z zunanjo spremembo, spremembo mehkega
tkiva ali skeleta, pa tudi vrste in pojavnost posameznih nepravilnosti in druge ustrezne
spremembe.

Razprava o rezultatih.

Zakljucki.
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1.1

1.2

B.35 STUDIJA DVOGENERACISKE REPRODUKTIVNE STRUPENOSTI

METODA

Ta metoda ustreza metodi OECD TG 416 (2001).

UvoD

Ta metoda za preskuSanje dvogeneracijske reprodukcije je namenjena zagotavljanju splosnih informacij o
ucinkih preskusne snovi na celovitost in zmogljivost moskih in Zenskih reproduktivnih sistemov, vklju¢no
s funkcijo spolnih Zlez, ciklom estrusa, obnasanjem pri parjenju, spocetjem, brejostjo, kotitvijo, laktacijo in
odstavljanjem, ter na rast in razvoj potomcev. Studija lahko zagotovi tudi informacije o u¢inkih preskusne
snovi na neonatalno obolevnost, smrtnost in predhodne podatke o strupenosti za razvoj pred rojstvom in
po njem ter sluzi kot vodnik za nadaljnje preskuse. Poleg preucevanja rasti in razvoja generacije F1 je ta
preskusna metoda namenjena tudi ocenjevanju celovitosti in zmogljivosti moskih in Zenskih reproduktivnih
sistemov ter rasti in razvoja generacije F2. Za nadaljnje informacije o strupenosti za razvoj in funkcionalnih
pomanjkljivostih se lahko bodisi vklju¢i dodatne $tudijske segmente v ta protokol s primerno uporabo
metod za strupenost za razvoj in/ali razvojno nevrotoksi¢nost bodisi se te ciljne u¢inke preuci v posebnih
Studijah z uporabo ustreznih preskusnih metod.

PRINCIP PRESKUSNE METODE

Preskusna snov se daje v stopnjevanih odmerkih ve¢ skupinam samcev in samic. Samci generacije P morajo
dobivati odmerek med rastjo in Se najmanj en celotni spermatogenetski cikel (priblizno 56 dni pri misi in
70 dni pri podgani), da bi se pokazali kakr3ni koli $kodljivi u¢inki na spermatogenezo. U¢inki na seme se
dolodijo s Stevilnimi parametri semena (npr. morfologijo in gibljivostjo semena) in s pripravo tkiva in
podrobno histopatologijo. Ce so na voljo podatki o spermatogenezi iz prejsnjih $tudij s ponavljajocimi
odmerki z dovolj dolgim trajanjem, npr. iz 90-dnevne Studije, ni nujno, da se v vrednotenje vklju¢ijo samci
generacije P. Vsekakor pa je priporocljivo, da se shranijo vzorci ali digitalni posnetki semena generacije P,
da se omogodi poznejse vrednotenje. Samice generacije P morajo dobivati odmerek med rastjo in e nekaj
celotnih ciklov estrusa, da bi odkrili kakrsne koli skodljive ucinke preskusne snovi na normalen cikel estrusa.
Preskusna snov se daje starSem (P) med njihovim parjenjem, med posledi¢no brejostjo in med odstavljanjem
njihovih potomcev F1. Med odstavljanjem se nadaljuje z dajanjem snovi potomcem F1 med njihovo rastjo
do odraslosti, parjenja in ustvarjenja generacije F2, dokler se ne odstavi generacija F2.

Na vseh Zivalih se izvajajo klini¢na opazovanja in patoloski pregledi glede znakov strupenosti s posebnim
poudarkom na ucinke na celovitost in zmogljivost moskih in Zenskih reproduktivnih sistemov in na rast
in razvoj potomcev.
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OPIS PRESKUSNE METODE

Izbira vrste Zivali

Priporoena vrsta za preskusanje je podgana. Ce se uporabijo druge vrste, je treba to utemeljiti in potrebne
so ustrezne spremembe. Sevi z nizko plodnostjo ali dobro znano visoko pojavnostjo razvojnih napak se ne
smejo uporabljati. Na zacetku $tudije morajo biti razlike v masi posameznih Zivali ¢im manjse in ne smejo
presegati + 20 % povprecne mase za vsak spol.

Nastanitvene in prehranjevalne razmere

Temperatura v prostoru s poskusnimi Zivalmi naj bo 22 °C (£ 3° C). Ceprav naj bi bila relativna vlaznost
najmanj 30 % in je zaZeleno, da ne presega 70 %, razen v ¢asu Cis¢enja prostora, je cilj 50-60 %. Osvetlitev
naj bo umetna, zaporedje 12 ur svetlobe, 12 ur teme. Za hranjenje se lahko uporablja konvencionalna
laboratorijska prehrana z neomejeno oskrbo s pitno vodo. Na izbiro prehrane lahko vpliva potreba po
zagotovitvi ustrezne primesi preskusne snovi, kadar se daje po tej metodi.

Zivali se lahko namestijo posamicno ali dajo v kletke v manjsih skupinah istega spola. Parjenje naj se izvaja
v kletkah, ki so primerne za ta namen. Po dokazu o kopulaciji se sparjene samice posami¢no naselijo v kletke
za kotitev ali kletke za matere. Sparjene podgane so lahko tudi v manjsih skupinah in se locijo en dan ali
dva pred kotitvijo. Ko je kotitev blizu, se sparjenim zivalim zagotovi ustrezen in dolo¢en material za izdelavo
gnezda.

Priprava Zivali

Uporabiti je treba zdrave mlade Zivali, ki so se najmanj pet dni prilagajale na laboratorijske razmere in
predhodno niso bile uporabljene za poskuse. Poznati je treba vrsto, sev, vir, spol, maso infali starost
poskusnih Zivali. Znana morajo biti sorodstvena razmerja med Zivalmi, tako da se je mogoce izogniti
parjenju med sorojenci. Zivali se naklju¢no dodelijo v kontrolno in tretirano skupino (priporocljiva je
plastitev po telesni masi). Kletke je treba razporediti tako, da so mozni ucinki zaradi pozicije kletk ¢im
manjsi. Vsaki zivali se dodeli enotna identifikacijska $tevilka. Pri generaciji P je to treba narediti, preden se
zacne odmerjanje. Pri generaciji F1 se to naredi ob odstavljanju Zivali, izbranih za parjenje. Za vse izbrane
zivali F1 je treba voditi evidenco z navedbo o poreklu zaroda. Poleg tega je priporocljiva posami¢na
identifikacija mladicev ¢im prej po rojstvu, e se nacrtuje posami¢no tehtanje mladicev ali kakr$ne koli
funkcionalne preskuse.

Starsi (P) so na zagetku odmerjanja stari priblizno 5 do 9 tednov. Zivali v vseh preskusnih skupinah naj bodo
¢im enotnejSe po masi in starosti.
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1.4.1
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1.4.3

POSTOPEK
Stevilo in spol Zivali

Vsaka preskusna in kontrolna skupina mora vsebovati zadostno $tevilo Zivali, da nastane po moznosti
najmanj 20 brejih samic, ki kotijo ali so blizu kotitve. Pri snoveh, ki povzrocajo nezazelene ucinke, povezane
s tretiranjem (npr. sterilnost, ¢ezmerna toksi¢nost pri velikem odmerku), to ni mogoce. Cilj je dobiti dovolj
brejih samic, da je zagotovljeno smiselno ovrednotenje potenciala snovi za vplivanje na plodnost, brejost
in materinsko obnasanje ter sesanje, rast in razvoj potomcev F1 od spocetja do zrelosti in razvoj njihovih
potomcev (F2) do odstavitve. Ce zazeleno Stevilo brejih Zivali (to je 20) ni dosezeno, $tudija s tem torej ni
nujno ovrzena in je potrebno vrednotenje vsakega primera posebe;j.

Priprava odmerkov

Priporoca se, da se preskusna snov daje oralno (s hrano, pitno vodo ali gavazo), razen e se steje drug nacin
dajanja (npr. dermalno ali z vdihavanjem) za primernejsega.

Po potrebi se preskusna snov raztopi ali suspendira v primernem nosilcu. Priporocljivo je, da se, kadar koli
je mogoce, najprej razmisli o uporabi vodne raztopine/suspenzije, potem o raztopinijemulziji v olju (npr.
koruzno olje), Sele nato 0 mozni raztopini v drugih nosilcih. V primeru nosilcev, ki niso voda, je treba
poznati toksi¢ne lastnosti takega nosilca. Dolociti je treba stabilnost preskusne snovi v nosilcu.

Odmerjanje

Uporabijo se najmanj tri velikosti odmerkov in hkratna kontrola. Razen kadar zaradi fizikalno-kemijskih
lastnosti ali bioloskih ucinkov preskusne snovi to ni mogoce, je treba najvisjo velikost odmerka izbrati z
namenom, da se povzrodi toksi¢nost, vendar ne smrt ali hudo trpljenje. V primeru nepricakovane smrtnosti,
so Studije s stopnjo smrtnosti, manj$o od priblizno 10 odstotkov pri starsih (P), navadno $e vedno
sprejemljive. Padajoce zaporedje velikosti odmerkov je treba izbrati tako, da se pokazejo vse reakcije, ki so
odvisne od odmerka, in vrednost brez opaznih $kodljivih u¢inkov (NOAEL). Za padajoce zaporedje velikosti
odmerkov so pogosto optimalni dvakratni do tirikratni intervali, pogosto pa je bolje dodati se dodatno
Cetrto preskusno skupino, kakor uporabiti zelo velike intervale med odmerki (npr. ve¢ kot faktor 10). Pri
Studijah odmerjanja s hrano interval odmerka ne bi smel biti vedji od trikratnega. Vrednosti odmerkov je
treba izbirati ob upostevanju vseh obstojecih podatkov o strupenosti, zlasti rezultate iz $tudij s
ponavljajo¢imi odmerki. Upostevajo se tudi vse razpolozljive informacije o presnovi in kinetiki preskusne
zmesi ali sorodnih materialov. Te informacije poleg tega pomagajo tudi pri dokazovanju ustreznosti rezima
odmerjanja.

Kontrolna skupina je netretirana skupina ali kontrolna skupina, tretirana samo z nosilcem, Ce je ta
uporabljen pri dajanju preskusne snovi. Razen pri tretiranju s preskusno snovjo, morajo biti zivali v
kontrolni skupini obravnavane enako kakor Zivali v preskusni skupini. Ce je uporabljen nosilec, mora
kontrolna skupina prejeti koli¢ino nosilca, enako najvecji uporabljeni kolicini. Ce se preskusna snov daje s
hrano in povzro¢a zmanj$an vnos ali izkoristek hrane, potem je morda potrebna uporaba po parih hranjene
kontrolne skupine. Namesto hkratne po parih hranjene kontrolne skupine se lahko uporabijo podatki iz
nadzorovanih $tudij, namenjenih ovrednotenju u¢inkov zmanjSane porabe hrane na reproduktivne
parametre.



676

Uradni list Evropske unije

13/Zv. 34

1.4.4

1.4.5

Upostevati je treba naslednje lastnosti nosilca in drugih aditivov: u¢inke na absorpcijo, distribucijo, presnovo
ali retencijo preskusne snovi; ucinke na kemijske lastnosti preskusne snovi, ki lahko spremenijo njene
toksi¢ne lastnosti; ter uc¢inke na porabo hrane ali vode ali status prehranjenosti Zivali.

Mejni preskus

Ce oralna tudija pri eni velikosti odmerka najmanj 1 000 mg/kg telesne mase/dan ali enakovreden odstotek
hrane ali pitne vode pri dajanju hrane ali pitne vode, pri kateri se uporabijo postopki, opisani za to $tudijo,
ne povzro¢i opaznih toksi¢nih u¢inkov ne pri starsih ne pri njihovih potomcih in se glede na podatke o
strukturno in/ali presnovno sorodnih zmeseh ne pric¢akuje ucinka, potem se $teje, da ni potrebna popolna
Studija z uporabo ve¢ velikosti odmerkov. Mejni preskus se lahko uporabi za vse primere, razen kadar
¢lovekova izpostavljenost kaze na potrebo po uporabi vegje velikosti odmerka. Pri drugih vrstah dajanja, na
primer pri vdihavanju ali dermalni aplikaciji, lahko fizikalno-kemijske lastnosti preskusne snovi, na primer
topnost, pogosto dolocajo in omejujejo najvecjo dosegljivo raven izpostavljenosti.

Dajanje odmerkov

Zivali naj dobivajo preskusno snov 7 dni na teden. ZaZelena je oralna pot dajanja (prehrana, pitna voda ali
gavaza). Ce se uporabi drug nacin dajanja, je treba to utemeljiti in lahko so potrebne ustrezne spremembe.
V ustreznem preskusnem obdobju vse Zivali dobivajo odmerke po enaki metodi. Kadar se preskusna snov
daje z gavaZo, je treba to storiti z uporabo Zelod¢ne sonde. Kolic¢ina tekocine, ki se da naenkrat, ne sme
presegati 1 ml/100 g telesne mase (pri koruznem olju najve¢ 0,4 ml/100 g telesne mase), razen v primeru
vodnih raztopin, kjer se sme uporabiti 2 ml/100 g telesne mase. Razen pri drazecih ali jedkih snoveh, ki pri
vi§jih koncentracijah navadno povzrocajo mocnejse ucinke, je treba variabilnost preskusne koli¢ine s
prilagajanjem koncentracije obdrzati na kar najniZji ravni, zato da bi zagotovili konstantno koli¢ino pri vseh
odmerkih. Pri $tudijah z gavazo mladi¢i navadno dobivajo preskusno snov samo posredno skozi mleko,
dokler se zanje po odstavitvi ne za¢ne neposredno dajanje odmerkov. Pri $tudijah s prehrano ali pitno vodo
dobijo mladi¢i dodatno preskusno snov neposredno, ko za¢nejo v zadnjem tednu laktacijskega obdobja
sami jesti.

Pri snoveh, ki se dajejo s hrano ali pitno vodo, je treba zagotoviti, da koli¢ine uporabljene preskusne snovi
ne vplivajo na obi¢ajno raven vnosa hrane ali porabe vode. Kadar se preskusna snov daje s hrano, se lahko
uporabi bodisi konstantna koncentracija v hrani (ppm) bodisi konstantna velikost odmerka glede na telesno
maso Zivali; treba je navesti uporabljeni nacin. Ce dajemo snov z gavazo, je treba odmerke dati vsak dan
priblizno ob istem ¢asu in jih najmanj enkrat tedensko prilagoditi, da se vzdrzuje konstantna velikost
odmerka glede na telesno maso Zivali. Pri prilagajanju odmerka gavaze, ki temelji na masi, je treba upostevati

informacije o porazdelitvi posteljice.
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1.4.7

1.4.7.1

1.4.7.2

Nacrti za poskuse

Dnevno dajanje odmerkov starsevskim (P) samcem in samicam se zacne, ko so stari 5 do 9 tednov. Dnevno
dajanje odmerkov samcem in samicam F1 se zacne ob odstavitvi; treba pa je upostevati, da se lahko v
primeru dajanja preskusne snovi s hrano ali pitno vodo zacne neposredna izpostavljenost mladicev F1
preskusni snovi Ze v laktacijskem obdobju. Pri obeh spolih (P in F1) se odmerjanje nadaljuje najmanj 10
tednov pred obdobjem parjenja. Odmerjanje se nadaljuje pri obeh spolih $e 2 tedna v obdobju parjenja.
Samce je treba humano usmrtiti in preuciti, ko niso ve¢ potrebni za ocenjevanje reproduktivnih u¢inkov.
Pri starSevskih (P) samicah se mora odmerjanje nadaljevati skozi ves ¢as brejosti in do odstavljanja potomcev
F1. Upostevati je treba spremembe nacrta odmerjanja, ki temeljijo na razpolozljivih informacijah o
preskusni snovi, vklju¢no z obstojecimi podatki o toksi¢nosti, nastajanju presnove ali bioakumulaciji.
Odmerek za vsako zival navadno temelji na zadnji posami¢ni dolocitvi telesne mase. Vendar je potrebna
previdnost pri prilagajanju odmerka v zadnjem trimestru brejosti.

Tretiranje samcev in samic P in F1 se nadaljuje do konca. Vse odrasle samce in samice P in F1 je treba humano
usmrtiti, ko niso ve¢ potrebni za ocenjevanje reproduktivnih ucinkov. Potomci F1, ki niso izbrani za
parjenje, in vsi potomci F2 se humano usmrtijo po odstavitvi.

Postopek parjenja
Parjenje starsev (P)

Pri vsakem parjenju se vsaka samica da skupaj z enim samcem z enako velikostjo odmerka (parjenje 1: 1),
dokler ne pride do kopulacije ali dokler ne mineta 2 tedna. Samice se vsak dan pregledajo glede navzo¢nosti
semena ali vaginalnega ¢epa. Dan brejosti 0 je opredeljen kot dan, ko je najden vaginalni ¢ep ali seme. V
primeru, da parjenje ni uspesno, se lahko razmisli o ponovnem parjenju samic z dokazanimi samci iste
skupine. Sparjeni pari morajo biti jasno navedeni v podatkih. Parjenju sorojencev se je treba izogibati.

Parjenje F1

Pri parjenju potomcev F1, je treba iz vsakega zaroda po odstavitvi izbrati najmanj enega samca in eno samico
za parjenje z drugimi mladici z enako velikostjo odmerka, vendar iz drugega zaroda, za ustvarjenje
generacije F2. Izbira mladicev iz vsakega zaroda mora biti naklju¢na, brez znacilnih opaznih razlik v telesni
masi ali videzu med vrstniki iz zaroda. V primeru, da so opaZene te razlike, je treba izbrati najboljse
predstavnike iz vsakega zaroda. Prakti¢no je to najbolje storiti glede na telesno maso, lahko pa je primernejse
na podlagi videza. Potomci F1 se ne bi smeli pariti, dokler ne dosezejo polne spolne zrelosti.

Pari brez potomcev se morajo ovrednotiti, da se dolo¢i pravi vzrok neplodnosti. To lahko vkljucuje
postopke, kot so dodatne moZnosti za parjenje z drugimi dokazanimi oceti ali materami, mikroskopski
pregled reproduktivnih organov in pregled ciklov estrusa ali spermatogeneze.
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Drugo parjenje

V nekaterih primerih, na primer pri spremembah velikosti zaroda, povezanih s tretiranjem, ali pri opazenem
dvoumnem ucinku pri prvem parjenju, je priporocljivo, da se odrasli P ali F1 ponovno parijo, da bi ustvarili
drugi zarod. Priporoceno je, da se ponovno parijo samice ali samci, ki niso ustvarili zaroda z dokazanimi
plemenskimi Zivalmi nasprotnega spola. Ce se zdi, da je pri kateri koli generaciji potrebno ustvariti drugi
zarod, je treba Zivali ponovno pariti priblizno en teden po odstavitvi zadnjega zaroda.

Velikost zaroda

Zivalim se dovoli, da normalno skotijo in redijo svoje potomce do odstavitve. Standardizacija velikosti
zaroda ni obvezna. Kadar se standardizacija opravi, se metoda podrobno opise.

OPAZOVANJA
Klini¢na opazovanja

Splosno klini¢no opazovanje je treba opraviti vsak dan in v primeru dajanja odmerkov z gavazo je treba
upostevati vrhunec pricakovanih uc¢inkov po odmerjanju. Zabeleziti je treba vedenjske spremembe, znake
tezke ali podalj$ane kotitve in vse znake toksicnosti. Dodatni, podrobnejsi pregled vsake Zivali se izvede
najmanj enkrat tedensko in se lahko primerno opravi takrat, ko se Zival tehta. Dvakrat dnevno, ob koncu
tedna pa enkrat dnevno, je treba vse Zivali opazovati glede obolevnosti in smrtnosti.

Telesna masa in poraba hrane/vode pri starsih

Starsi (P in F1) se stehtajo prvi dan dajanja odmerkov in potem najmanj enkrat tedensko. Starsevske samice
(P in F1) se med brejostjo stehtajo najmanj na 0., 7., 14. in 20. ali 21. dan ter med laktacijo na iste dneve,
kot je tehtanje zaroda, in na dan, ko so zivali usmréene. O teh opazovanjih je treba porocati posami¢no za
vsako odraslo Zival. Med obdobjem pred parjenjem in med brejostjo se poraba hrane meri najmanj tedensko.
Poraba vode se meri najmanj tedensko, e se preskusna snov daje z vodo.

Cikel estrusa

Dolzina in normalnost cikla estrusa se pri samicah P in F1 ovrednotita z vaginalnim brisom pred parjenjem
in po izbiri med parjenjem, dokler ni najden dokaz o parjenju. Med jemanjem vaginalnih/vratnih celic je
treba paziti, da ne pride do poskodb sluznice in pozneje do nastanka psevdogravidnosti (1).
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Parametri semena

Pri vseh samcih P in F1 se na koncu zabeleZi teza moda in obmodka in po en organ od vsakega shrani za
histopatoloski pregled (glej oddelek 1.5.7, 1.5.8.1). Za podskupino najmanj desetih samcev iz vsake skupine
samcev P in F1 je treba preostala moda in obmodke uporabiti za Stetje semencic, odpornih na
homogenizacijo, ali zalog semena v repu obmodka. Pri tej isti podskupini samcev je treba zbrati seme iz
repov obmodkov ali semenovodov za ovrednotenje gibljivosti in morfologije semena. Ce se opazujejo
ucinki, povezani s tretiranjem, ali kadar je v drugih studijah dokaz za mozne ucinke na spermatogenezo,
se ovrednotenje semena izvede pri vseh samcih v vsaki skupini odmerka; drugace se lahko $tetje omeji na
kontrolne samce in samce P in F1 z velikim odmerkom.

Presteti je treba tudi celotno Stevilo semencic iz moda, ki so odporne na homogenizacijo, in seme iz repa
obmodka (2)(3). Na zaloge semena v repu se lahko sklepa po koncentraciji in koli¢ini semena v suspenziji,
ki se uporabi za dokoncanje kakovostnih vrednotenj, in Stevila semena, dobljenega z naknadnim mletjem
infali homogeniziranjem preostalega tkiva repa obmodka. Stetje je treba izvesti na izbrani podskupini
samcev iz vseh skupin odmerkov takoj po usmrtitvi Zivali, razen e so narejeni video ali digitalni posnetki
ali ¢e se primerki zamrznejo in analizirajo pozneje. V teh primerih se lahko najprej analizirajo kontrole in
skupina z velikim odmerkom. Ce niso vidni nobeni ucinki, povezani s tretiranjem (npr. ucinki na tevilo
semencic, gibljivost ali morfologijo), drugih skupin odmerkov ni treba analizirati. Kadar se u¢inki, povezani
s tretiranjem, opazijo v skupini z velikim odmerkom, je treba ovrednotiti tudi skupine z manjsim
odmerkom.

Gibljivost semena v obmodku (ali semenovodu) je treba ovrednotiti ali posneti na video takoj po usmrtitvi.
Seme je treba ohraniti s ¢im manjsimi poskodbami in razredciti za analizo gibljivosti s sprejemljivimi
metodami (4). Odstotek progresivno gibljivega semena je treba dolociti bodisi subjektivno ali objektivno.
Kadar se opravi analiza gibanja s pomocjo racunalnika (5)(6)(7)(8)(9)(10), izpeljava progresivne gibljivosti
temelji na uporabnisko dolocenih pragovih za povprecno hitrost ali na linearnem indeksu. Ce se v ¢asu
obdukcije vzorci posnamejo na videotrak (11) ali se drugace zabelezijo slike, se lahko pozneje analizirajo
le samci P in F1 iz kontrolne skupine in skupine z velikim odmerkom, razen ¢e so opazni ucinki, povezani
s tretiranjem, v tem primeru je treba ovrednotiti tudi skupine z manjsim odmerkom. Ce ni video ali digitalne
slike, se morajo ob obdukciji analizirati vsi vzorci iz vseh tretiranih skupin.

Treba je opraviti morfolosko ovrednotenje semena iz obmodka (ali semenovoda). Seme (najmanj 200 na
vzorec) je treba preuciti kot fiksirane, mokre preparate (12) in ga razvrstiti bodisi v normalno ali
nenormalno. Primeri morfoloskih anomalij semena vkljucujejo spojitev, locene glavice ter glavice infali
repke nepravilnih oblik. Ovrednotenje je treba izvesti na izbrani podskupini samcev v vseh skupinah
odmerkov bodisi takoj po usmrtitvi Zivali ali pozneje na podlagi video ali digitalnih posnetkov. Tudi brisi
se, potem ko so fiksirani, lahko preucujejo pozneje. V teh primerih se lahko najprej analizirajo kontrole in
skupina z velikim odmerkom. Ce niso vidni nobeni ucinki (npr. u¢inki na morfologijo semena), drugih
skupin odmerkov ni treba analizirati. Kadar se ucinki, povezani s tretiranjem, opazijo v skupini z velikim
odmerkom, je treba ovrednotiti tudi skupine z manjsim odmerkom.

Ce so bili zgornji parametri za ovrednotenje semena Ze preuceni v $tudiji sistemske toksi¢nosti, ki je trajala
vsaj 90 dni, jih ni treba ponoviti v dvogeneracijski $tudiji. Vsekakor pa je priporocljivo, da se shranijo vzorci
ali digitalni posnetki semena generacije P, da se omogo¢i poznejse vrednotenje, ¢e bi bilo potrebno.
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Potomci

Vsak zarod je treba preuciti ¢im prej po skotitvi (laktacijski dan 0) in ugotoviti stevilo in spol mladicev,
mrtvorojenih, Zivorojenih, in navzocnost vecjih nepravilnosti. Mladice, ki so mrtvi na dan 0, je najbolje, ¢e
se ne macerirajo, preuciti glede moznih napak in vzroka smrti in konzervirati. Zive mladice je treba presteti
in posamic¢no stehtati ob skotitvi (laktacijski dan 0) ali na dan 1 in pozneje na dneve rednega tehtanja, npr.
na 4., 7., 14. in 21. dan laktacije. Treba je evidentirati telesne ali vedenjske anomalije, ki se opazijo pri
materah ali njihovih potomcih.

Telesni razvoj potomcev je treba zabeleziti v glavnem po prirastu telesne mase. Drugi telesni parametri (npr.
ocesne in usesne odprtine, izbijanje zob, rast las) lahko dajo dodatne informacije, a ti podatki se raje
ovrednotijo v kontekstu podatkov o spolni zrelosti (npr. starost in telesna masa ob vaginalni odprtini ali
locitvi prepucija na glavici penisa) (13). Funkcionalne preiskave (npr. motori¢ne dejavnosti, senzorne
funkcije, refleksna ontogenija) potomcev F1 pred infali po odstavitvi, zlasti tiste, ki se nanasajo na spolno
zrelost, so priporocljive, ¢e take preiskave niso vkljuéene v posebne studije. Starost vaginalne odprtine in
locitve prepucija je treba dolociti pri odstavljenih mladicih F1, izbranih za parjenje. Zadnji¢no-genitalno
razdaljo pri mladicih F2 je treba izmeriti na poporodni dan 0, ¢e jo sprozijo spremembe v razmerju spolov
pri F1 ali ¢asovna uskladitev spolne zrelosti.

Funkcionalna opazovanja se lahko opustijo pri skupinah, ki sicer jasno kazejo znake $kodljivih u¢inkov (npr.
znatno zmanjsanje pridobivanja telesne mase itd.). Ce se opravljajo funkcionalne preiskave, naj se ne delajo
na mladicih, ki so izbrani za parjenje.

Obdukcija

Na koncu §tudije ali ob smrti med Studijo se makroskopsko pregledajo vsi starsi (P in F1), vsi mladici z
zunanjimi anomalijami ali klini¢nimi znaki, pa tudi po en naklju¢no izbran mladi¢ vsakega spola in zaroda
iz obeh generacij F1 in F2 glede kakr3nih koli strukturnih anomalij ali patoloskih sprememb. Posebno
pozornost je treba posvetiti organom reproduktivnega sistema. Mladice, ki so humano usmrceni v razmerah
poginjanja, in mrtve mladice je treba, ¢e se ne macerirajo, preuciti glede moznih napak in/ali vzroka smrti
in konzervirati.

Maternice vseh samic, ki so prvi¢ kotile, se pregledajo na nacin, ki ne Skoduje histopatoloskemu
ovrednotenju, glede navzocnosti in Stevila vgnezditev.
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1.5.7

1.5.8.1

Masa organov

Na koncu se doloci telesna masa in masa naslednjih organov vseh starSev P in F1 (parni organi se stehtajo
posamicno):

— maternice, jaj¢nikov,
— mod, obmodkov (v celoti in repa),
— prostate,

— semenskih mesickov s koagulacijskimi Zlezami in njihovimi teko¢inami ter prostato (kot ena
enota),

— mozZganov, jeter, ledvic, vranice, hipofize, §¢itnice in nadledvi¢nih Zlez ter znanih ciljnih
organov.

Konéno telesno maso je treba dolociti za mladice F1 in F2, ki so izbrani za obdukcijo. Stehtajo se naslednji
organi po enega naklju¢no izbranega mladica vsakega spola in zaroda (glej oddelek 1.5.6): moZzgani, vranica
in prizeljc.

Rezultate obdukcije in tehtanja organov je treba oceniti v smislu ugotovitev iz drugih studij s ponavljajocimi
odmerki, kadar je to izvedljivo.

Histopatologija
Starsi

Naslednji organi in tkiva starSev (P in F1) ali njihovi reprezentativni vzorci se fiksirajo in shranijo v
primernem mediju za histopatoloski pregled:

— noznica, maternica z vratom in jaj¢niki (shranjeni v ustreznem fiksativu),

— eno modo (konzervirano v Bouinovem ali primerljivem fiksativu), en obmodek, semenski
mesicki, prostata in koagulacijska Zleza,

— predhodno doloen(i) ciljni organ(i) vsch starSev P in F1, izbranih za parjenje.

Celotna histopatologija zgoraj nastetih konzerviranih organov in tkiv se izvede za vse Zivali z velikim
odmerkom in za vse kontrolne Zivali P in F1, izbrane za parjenje. Pregled jajénikov Zivali P ni obvezen.
Organi, pri katerih je opaziti spremembe, povezane s tretiranjen, je treba pregledati tudi v skupinah z
majhnim in srednjim odmerkom, da se lazje pojasni vrednost brez opaznih skodljivih u¢inkov. Poleg tega
se histopatolosko ovrednotijo reproduktivni organi Zivali z majhnim in srednjim odmerkom, za katere se
domneva zmanjsana plodnost, npr. pri tistih, ki se niso mogli spariti, spoceti, zaploditi ali skotiti zdravih
potomcev, ali pri katerih so prizadeti ciklicnost estrusa ali $tevilo, gibljivost ali morfologija semena.
Pregledajo se vse makroskopske lezije, na primer atrofija ali tumorji.
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1.5.8.2

2.1

Treba je izvesti podroben histopatoloski pregled mod (npr. z uporabo Bouinovega fiksativa, vstavljanja v
parafin in pre¢nih prerezov debeline 4-5 pm), da bi ugotovili ucinke, povezane s tretiranjem, kot so zastale
semencice, manjkajoce plasti ali vrste kli¢nih celic, celice velikanke z vec jedri ali uhajanje spermatogenih
celic v svetlino (14). Pregled neposkodovanega obmodka mora vkljucevati glavo, telo in rep, ki se lahko
opravi z ocenjevanjem podolznega prereza. Obmodek je treba oceniti glede prenikanja belih krvnick,
spremembe prevladujoce vrste celic, vrst okvarjenih celic in fagocitoze semena. Za preucitev moskih
reproduktivnih organov se lahko uporabita PAS in barvanje s hematoksilinom.

Postlaktacijski jaj¢nik bi moral vsebovati zacetne in rastoce folikle, pa tudi veliko rumenih telesc iz laktacije.
Histopatoloski pregled bi moral odkriti kakovostno izgubljanje populacije zacetnih foliklov. Koli¢insko
vrednotenje zacetnih foliklov je treba izvesti za samice F1; Stevilo Zivali, izbira prereza jajénika in velikost
vzorca prereza morajo biti statisticno ustrezni za uporabljeni postopek ocenjevanja. Pregled mora
vkljucevati Stetje Stevila zacetnih foliklov, ki se lahko kombinirajo z majhnimi rasto¢imi folikli, za
primerjavo tretiranih in kontrolnih jajénikov (15) (16) (17) (18) (19).

Odstavljeni mladici

Pretezno nenormalno tkivo in ciljni organi vseh mladic¢ev z zunanjimi anomalijami ali klini¢nimi znaki, pa
tudi po en naklju¢no izbran mladi¢ vsakega spola in zaroda iz obeh generacij F1 in F2, ki niso bili izbrani
za parjenje, se fiksirajo in shranijo v primernem mediju za histopatoloski pregled. Izvede se celotni
histopatoloski opis znacilnosti konzerviranih tkiv s posebnim poudarkom na organih reproduktivnega
sistema.

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Podatki se sporocajo posami¢no in se povzamejo v obliki tabele, ki prikazuje za vsako preskusno skupino
in vsako generacijo Stevilo Zivali na zacetku preskusa, Stevilo Zivali, najdenih mrtvih ali usmréenih iz
humanih razlogov med preskusom, ¢as katere koli smrti ali humane usmrtitve, stevilo plodnih Zivali, stevilo
brejih samic, Stevilo Zivali, ki kazejo znake toksi¢nosti, opis znakov zaznane toksi¢nosti, vkljucno s ¢asom
zacetka, trajanja in resnosti katerih koli toksi¢nih u¢inkov, vrsto opazanj o starsih in potomcih, vrstah
histopatoloskih sprememb in vseh ustreznih podatkov o zarodu.



13/Zv. 34

Uradni list Evropske unije

683

2.2

23

Steviléni rezultati se morajo oceniti z ustrezno splosno sprejeto statisticno metodo; statisticne metode je
treba doloditi pri nacrtovanju $tudije in jih utemeljiti. Za analiziranje podatkov so lahko koristni statisti¢ni
modeli odziva v odvisnosti od odmerka. Porocilo mora vkljucevati dovolj informacij o metodi analize in
uporabljenem racunalniskem programu, tako da lahko neodvisni ocenjevalec/statistik ponovno ovrednoti
in obnovi analizo.

VREDNOTENJE REZULTATOV

Ugotovitve te Studije dvogeneracijske reproduktivne strupenosti je treba ovrednotiti glede na opaZene
ucinke, vkljuéno z obdukcijo in mikroskopskimi ugotovitvami. Vrednotenje vkljucuje razmerje ali njegovo
odsotnost med odmerkom preskusne snovi in navzocnostjo ali odsotnostjo pojava in resnosti anomalij,
vkljutno z makroskopskimi lezijami, ugotovljenimi ciljnimi organi, prizadeto plodnostjo, klini¢nimi
anomalijami, prizadeto zmogljivost reproduktivnosti in zaroda, spremembe telesne mase, ucinke na
smrtnost in druge strupene ucinke. Pri vrednotenju rezultatov preskusa je treba upostevati
fizikalno-kemijske lastnosti preskusne snovi in toksikokineti¢ne podatke, ¢e so na voljo.

Pravilno izveden preskus reproduktivne strupenosti mora dati zadovoljivo oceno vrednosti brez ucinka in
razumevanje $kodljivih u¢inkov na reprodukcijo, kotitev, laktacijo, poporodni razvoj vkljucno z rastjo in
spolnim razvojem.

RAZLAGA REZULTATOV

Studija dvogeneracijske reproduktivne strupenosti zagotovi informacije o u¢inkih ponovne izpostavljenosti
snovi v vseh fazah reproduktivnega cikla. Studija zagotovi zlasti informacije o reproduktivnih parametrih
in o razvoju, rasti, dozorevanju in preZivetju potomcev. Rezultate Studije je treba razlagati skupaj z
ugotovitvami subkroni¢ne Studije, Studije predrojstvenega razvoja, toksikokineticne ter drugih
razpolozljivih $tudij. Rezultati te $tudije se lahko uporabijo pri ocenjevanju potrebe po nadaljnjem
preskusanju kemikalije. Ekstrapolacija rezultatov $tudije na ¢loveka je veljavna le do omejene stopnje.
Rezultati so najuporabnejsi za zagotovitev informacij o vrednostih brez u¢inka in dovoljeni ¢lovekovi
izpostavljenosti (20) (21) (22) (23).
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3 POROCANJE

POROCILO O PRESKUSU

Porocilo o preskusu mora vsebovati naslednje informacije:

Preskusna snov:

— fizikalno stanje in ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti,

— identifikacijske podatke,

— (istost.

Nosilec (po potrebi):

— utemeljitev izbire nosilca, ¢e to ni voda.

Preskusne Zivali:

— uporabljeno vrsto/sev,

— Stevilo, starost in spol Zivali,

— izvor, nastanitvene razmere, hrano, material za izdelavo gnezda itd.,
— maso posameznih Zivali na zacetku preskusa.

Preskusni pogoji:

— utemeljitev izbire velikosti odmerka,

— podatke o sestavi preskusne snovi/pripravi hrane, dosezeni koncentraciji,
— stabilnost in homogenost pripravka,

— podatke o dajanju preskusne snovi,

— preracunavanje koncentracije preskusne snovi v hrani/pitni vodi (ppm) v dejanski odmerek (mg/kg
telesne mase/dan), Ce je primerno,

— podatke o kakovosti hrane in vode.
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Rezultati:

— porabo hrane in porabo vode, ¢e je na voljo, izkoristek hrane (prirast telesne mase na gram porabljene
hrane) in porabo preskusnega materiala za Zivali P in F1, razen za obdobje sobivanja in najmanj za
zadnjo tretjino laktacije,

— podatke o absorpciji (¢e so na voljo),

— podatke o telesni masi za Zivali P in F1, ki so izbrane za parjenje,

— podatke o masi zaroda in mladicev,

— telesno maso ob usmrtitvi in podatke o absolutni in relativni telesni masi organov za star3e;
— vrsto, resnost in trajanje klini¢nih opazanj (ali so reverzibilna ali ne),

— ¢as smrti med $tudijo in, ¢e Zivali preZivijo, do konca,

— podatke o toksi¢nem ucinkovanju glede na spol in odmerek, vklju¢no z znaki parjenja, plodnostjo,
brejostjo, skotitvijo, sposobnostjo za prezivetje in laktacijo; porocilo mora navajati stevilke, uporabljene
pri izracunu teh kazalnikov,

— toksic¢ne ali druge ucinke na reprodukcijo, potomce, poporodno rast itd.,
— ugotovitve obdukcije,

— natancen opis vseh histopatoloskih ugotovitev,

— 3tevilo samic P in F1 z normalnim ciklom in dolzino cikla,

— skupno stevilo semena v repu obmodka, odstotek progresivno gibljivega semena, odstotek morfolosko
normalnega semena in odstotek semena z vsako ugotovljeno anomalijo,

— Cas za parjenje, vkljuéno s Stevilom dni pred parjenjem,

— dolzino brejosti,

— Stevilo vgnezditev, rumenih telesc, velikost zaroda,

— Stevilo Zivorojenih in izgub po vgnezditvi,

— S$tevilo mladicev z ve¢jimi vidnimi anomalijami, Ce je treba porocati o Stevilu spackov,

— podatke o telesnih znakih pri mladicih in drugih poporodnih razvojnih podatkih; ovrednotene telesne
znake je treba utemeljiti,

— podatke o opazovanju funkcij pri mladicih in odraslih, kot je primerno,
— statisticno obdelavo rezultatov, po potrebi.
Razprava o rezultatih.

Zakljucki, tudi vrednosti brez opaznih $kodljivih u¢inkov pri materah in potomcih.
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1.1

B.42 SENZIBILIZACIJA KOZE: LOKALNA ANALIZA BEZGAVK

METODA

Ta preskusna metoda ustreza metodi OECD TG 429 (2002).

UvoD

Lokalna analiza bezgavk (LLNA) je bila uspesno validirana in sprejeta, tako da je utemeljeno sprejeta kot
nova metoda (1)(2)(3). To je druga metoda za ocenjevanje potencialne senzibilizacije koze s kemikalijami
pri zivalih. Metoda B.6 pa izkorica preskuse na morskih prasickih, predvsem maksimizacijski in
Buehlerjev preskus na morskih prasickih (4).

Lokalna analiza bezgavk je nadomestna metoda za ugotavljanje senzibilizacije koze s kemikalijami in za
potrditev, da kemikalije nimajo pomembnega potenciala za povzrocitev senzibilizacije koZe. Ni nujno, da
to pomeni, da je treba v vseh primerih namesto preskusa na morskih prasickih uporabiti lokalno analizo
bezgavk, temvec raje, da je ta analiza enako dobra in se lahko uporabi kot druga moznost, pri kateri
navadno niso ve¢ potrebne dodatne potrditve pozitivnih in negativnih rezultatov.

Lokalna analiza bezgavk zagotavlja nekatere prednosti glede znanstvenega napredka in dobrega pocutja
zivali. Preucuje indukcijsko fazo preobcutljivosti koZe in zagotavlja koli¢inske podatke, ki so primerni za
oceno odziva na odmerek. Objavljene so podrobnosti o validaciji lokalne analize bezgavk in pregled
pripadajocega dela (5)(6)(7)(8). Poleg tega je treba omeniti, da so blagi/zmerni senzibilizatorji, ki se
priporocajo kot ustrezne pozitivne kontrolne snovi za preskusne metode z morskimi prasicki, primerni
tudi za uporabo z lokalno analizo bezgavk (6)(8)(9).

Lokalna analiza bezgavk je metoda in vivo in posledi¢no ne odpravlja uporabe Zivali pri ocenjevanju
dejavnosti, ki povzrocajo preobcutljivost ob stiku. Vendar ima moznost, da zmanjsa stevilo Zivali,
potrebnih v ta namen. Se ve¢, lokalna analiza bezgavk ponuja znatno izboljganje nacina, kako se Zivali
uporabljajo za preskusanje senzibilizacije ob stiku. Lokalna analiza bezgavk temelji na upostevanju
imunoloskih primerov, ki jih spodbudijo kemikalije med indukcijsko fazo senzibilizacije. V nasprotju s
preskusi na morskih prasickih lokalna analiza bezgavk ne zahteva, da se povzrocijo izzvane reakcije kozne
hipersenzibilizacije. Poleg tega lokalna analiza bezgavk ne zahteva, tako kakor maksimizacijski preskus
na morskih prasickih, da se uporabi pomozni preskus. S tem lokalna analiza bezgavk zmanjsuje trpljenje
zivali. Kljub prednostim lokalne analize bezgavk v primerjavi s tradicionalnimi preskusi na morskih
prasickih je treba upostevati, da obstajajo nekatere omejitve, zaradi katerih je lahko nujna uporaba
tradicionalnih preskusov na morskih prasickih (npr. lazni negativni izidi z lokalno analizo bezgavk pri
nekaterih kovinah, lazni pozitivni izidi pri nekaterih drazilnih snoveh za kozo)(10).

Glej tudi uvod, del B.
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1.2

1.3

1.3.1.1

1.3.1.2

1.3.2.1

1.3.2.2

PRINCIP PRESKUSNE METODE

Osnovni princip na katerem temelji lokalna analiza bezgavk, je, da senzibilizatorji povzroijo primarno
mnozZenje limfocitov v bezgavki, ki drenira obmocje nanosa kemikalije. To mnoZenje je
premosorazmerno z uporabljenim odmerkom (in mocjo alergena) in je preprosto sredstvo za doseganje
cilja, koli¢inske izmere senzibilizacije. Lokalna analiza bezgavk ocenjuje to mnoZzenje kot odnos med
odmerkom in odzivom, pri katerem se mnoZenje v preskusni skupini primerja z mnozenjem v kontrolnih
skupinah, tretiranih z nosilcem. Dolo¢i se razmerje med mnoZenjem v tretiranih skupinah z mnozenjem
v kontrolnih skupinah z nosilcem, ki se imenuje stimulacijski indeks, in mora biti najmanj tri, preden se
lahko preskusna snov nadalje vrednoti kot mozni senzibilizator koZze. Tukaj opisane metode temeljijo na
uporabi radioaktivnih oznak za merjenje mnozenja celic. Seveda pa se lahko za ocenjevanje mnozenja
uporabijo drugi ciljni ucinki, pod pogojem da obstaja utemeljitev in ustrezna znanstvena podpora,
vkljuéno s celotno navedbo in opisom metodologije.

OPIS PRESKUSNE METODE

Priprave
Nastanitvene in prehranjevalne razmere

Zivali je treba namestiti posami¢no. Temperatura v prostoru s poskusnimi Zivalmi naj bo 22 °C (+ 3 °C).
Ceprav naj bi bila relativna vlaznost najmanj 30 % in je zaZeleno, da ne presega 70 %, razen v Casu ¢iscenja
prostora, je cilj 50—-60 %. Osvetlitev naj bo umetna, zaporedje 12 ur svetlobe, 12 ur teme. Za hranjenje

se lahko uporablja konvencionalna laboratorijska prehrana z neomejeno oskrbo s pitno vodo.
Priprava Zivali

Zivali se naklju¢no izberejo, oznacijo tako, da je omogoceno posami¢no prepoznavanje (vendar ne s kako
obliko usesnih oznak), in zadrzijo v kletkah najmanj 5 dni pred zacetkom dajanja odmerka, da se
prilagodijo na laboratorijske razmere. Pred zacetkom tretiranja se vse Zivali pregledajo, da se zagotovi, da
nimajo opaznih koznih lezij.

Preskusni pogoji
Poskusne Zivali

Izbrana vrsta za ta preskus je miS. Uporabijo se mlade odrasle misje samice seva CBA/Ca ali CBA/J, ki Se
niso kotile in niso breje. Na zacetku $tudije morajo biti Zivali stare 8-12 tednov, odstopanje mase Zivali
pa mora biti ¢im manjSe in ne sme presegati 20 % povprecne mase. Drugi sevi in samci se lahko
uporabljajo, ko je dobljenih dovolj podatkov za prikaz, da ne obstajajo znacilne razlike v odzivu pri lokalni
analizi bezgavk glede na sev infali spol.

Preverjanje zanesljivosti

Za dokazovanje ustreznega izvajanja analize in usposobljenosti laboratorija za uspesno izvedbo analize
se uporabljajo pozitivne kontrole. Pozitivna kontrola mora povzrociti pozitiven odziv lokalne analize
bezgavk na raven izpostavljenosti, za katero se pri¢akuje, da bo dala ve¢ji stimulacijski indeks (SI) >3 kakor
negativna kontrolna skupina. Odmerek pozitivne kontrole je treba izbrati tako, da je indukcija jasna,
vendar ne ¢ezmerna. Priporoeni snovi sta heksil cimetov aldehid (5t. CAS 101-86-0, EINECS
§t. 202-983-3) in merkaptobenzotiazol (5t. CAS 149-30-4, §t. EINECS 205-736-8). V nekaterih
okolis¢inah se lahko ob ustrezni utemeljitvi uporabijo druge kontrolne snovi, ki izpolnjujejo zgornja
merila. Navadno se v vsaki analizi zahteva pozitivna kontrolna skupina, lahko pa obstajajo okolis¢ine, ko
imajo preskusevalni laboratoriji na voljo pretekle pozitivne kontrolne podatke, ki kazejo dosledno
zadovoljivost odziva v Sestmese¢nem ali daljSem obdobju. V takih okolid¢inah je primerno manj pogosto
preskusanje s pozitivnimi kontrolami v presledkih, ki niso dalj$i od 6 mesecev. Ceprav je treba pozitivno
kontrolno snov preskusiti v nosilcu, za katerega je znano, da povzroca dosleden odziv (npr. aceton: olj¢no
olje), lahko obstajajo nekatere zakonske okolis¢ine, ko je potrebno tudi preskusanje v nestandardnem
nosilcu (kliniéno/ kemi¢no ustrezne sestave). V takih okolis¢inah je treba preskusiti morebitno
medsebojno vplivanje pozitivne kontrole s tem nestandardnim nosilcem.
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1.3.2.3

1.3.3.1

Stevilo Zivali, velikost odmerkov in izbira nosilca.

Na skupino odmerka se uporabijo najmanj stiri Zivali z najmanj tremi koncentracijami preskusne snovi,
poleg tega pa $e negativna kontrolna skupina, tretirana zgolj z nosilcem za preskusno snov, in, ¢e je
primerno, $e pozitivna kontrola. V primerih, ko je treba zbrati podatke o posamezni Zivali, se uporabi
najmanj pet Zivali na skupino odmerka. Zivali v kontrolnih skupinah je treba, razen Ce se ne tretirajo s
preskusno snovjo, obravnavati in tretirati na enak nacin kakor Zivali v tretiranih skupinah.

Izbira odmerka in nosilca mora temeljiti na priporo¢ilih iz sklica (1). Odmerki se izberejo izmed serij
koncentracij 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 % itd. Podatke o obstojeci akutni toksi¢nosti
in drazenju koZe je treba, kadar so na voljo, upostevati pri izbiri treh zaporednih koncentracij, tako da je
pri najvecji koncentraciji izpostavljenost najvecja, hkrati pa ni sistemske toksi¢nosti in ¢ezmernega
drazenja koze (2)(11).

Nosilec se izbere na podlagi maksimiranja preskusnih koncentracij in topnosti med pripravljanjem
raztopine/[suspenzije, ki je primerna za uporabo preskusne snovi. Priporocljivi nosilci po prednostnem
vrstnem redu so aceton/olivno olje (4: 1 v/v), dimetilformamid, metil etil keton, propilen glikol in dimetil
sulfoksid (2)(10), vendar se lahko uporabljajo tudi drugi, ¢e je zagotovljena ustrezna znanstvena
utemeljitev. V nekaterih okolis¢inah je morda treba kot dodatno kontrolo uporabiti klini¢no ustrezno
topilo ali trgovsko sestavo, v kateri se trzi preskusna snov. Posebej je treba paziti, da se zagotovi, da so
v nosilni sistem vkljuceni hidrofilni materiali, ki vlazijo koZo in se ne izsusijo takoj. Zato se je treba
izogibati povsem vodenim nosilcem.

Preskusni postopek
Nacrt za poskus
Nacrt za poskus analize je naslednji:

e 1.dan

Posami¢no ugotovljena in zabeleZena masa vsake Zivali. Odprta aplikacija 25pl ustrezno razredéene
preskusne snovi, samega nosilca ali pozitivne kontrole (kakor je primerno) v vsak uhelj.

e 2.in 3. dan

Ponovi se postopek aplikacije, ki je bila izvedena 1. dan.
* 4.in 5. dan

Brez tretiranja.
e 6.dan

Zabelezi se masa vsake Zivali. Vsem poskusnim in kontrolnim mi$im se v repno Zilo vbrizga 250pl
fosfatnega pufra s soljo (PBS), ki vsebuje 20 uCi (7.4e + 8 Bq) *H-metil timidina. Lahko pa se vsem
misim v repno veno vbrizga 250 pL PBS, ki vsebuje 2 uCi (7.4e + 7 Bq) ' *’Ijododeoksiuridina in 10
M fluorodeoksiuridina.

Pet ur pozneje so Zivali usmrcene. Usesne bezgavke ob vsakem usesu se izreZejo in shranijo v PBS za
vsako poskusno skupino (zbirni pristop za tretirane skupine); lahko pa se izreZe en par bezgavk iz
vsake posamezne Zivali in shrani v PBS za vsako Zival (pristop po posamezni zivali). Podatki in
diagrami o identifikaciji in razrezu bezgavk so v Prilogi I sklica 10.
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1.3.3.2

1.3.33

1.3.3.4

1.3.3.4.1

1.3.3.4.2

Priprava celicnih suspenzij

Enotna celi¢na suspenzija iz celic bezgavk bodisi zbirno iz tretiranih skupin bodisi bilateralno iz
posameznih Zivali se pripravi z blago mehani¢no disagregacijo skozi 200 pm Zi¢no mreZo iz nerjavnega
jekla. Celice iz bezgavk se dvakrat izperejo s presezkom fosfatnega pufra s soljo in 18 ur obarjajo s 5 %
triklorocetno kislino pri 4 °C (2). Peleti se bodisi ponovno suspendirajo v 1 ml triklorocetne kisline in
prenesejo v scintilacijske steklenicke, ki vsebujejo 10 ml scintilacijske tekocine, za $tetje *H bodisi
prenesejo neposredno v epruvete za gama Stetje za ">’

Dolocitev mnoZenja celic (vkljucena radioaktivnost)

Vkljuitev *H-metil timidina se izmeri z B-scintilacijskim Stetjem razgradenj na minuto (DPM). Vkljucitev
1251 jododeoksiuridina se izmeri s $tetjem '2°1 in se prav tako izrazi kot DPM. Odvisno od uporabljenega
pristopa se vkljucitev izrazi kot DPM|tretirano skupino (zbirni pristop) ali DPM/zZival (posamicni pristop).

Opazovanja
Klini¢na opazovanja

Zivali je treba enkrat dnevno natanéno opazovati glede klini¢nih znakov, lokalnega drazenja na mestu
nanosa ali sistemske toksi¢nosti. Vsa opazovanja se sistemati¢no zabelezijo v posamezne evidence, ki se
vodijo za vsako Zival.

Telesna masa

Kakor je navedeno v oddelku 1.3.3.1, se telesna masa posameznih Zivali izmeri na zacetku preskusa in
ob predvideni usmrtitvi Zivali.

Izracun rezultatov

Rezultati so izrazeni kot stimulacijski indeks (SI). Kadar se uporabi zbirni pristop, se SI dobi tako, da se
deli zbirna radioaktivna vkljucitev za vsako tretirano skupino z vkljucitvijo v zbirno kontrolno skupino
z nosilcem; kar da povprecni SI. Kadar se uporabi posamicni pristop, se SI dobi tako, da se deli povprecno
Stevilo razgradenj na minuto/zival v vsaki skupini preskusne snovi in v pozitivni kontrolni skupini s
povpre¢nim $tevilom razgradenj na minuto/Zival za kontrolno skupino s topilom/nosilcem. Povpre¢ni SI
za kontrole, tretirane z nosilcem, je potem 1.

Uporaba posamicnega pristopa za izracun SI omogoca izvedbo statisti¢ne analize podatkov. Pri izbiri
ustrezne metode statisti¢ne analize se mora raziskovalec zavedati moznih neenakosti varianc in drugih
sorodnih problemov, zaradi katerih je lahko nujna pretvorba podatkov ali neparametrska statisticna
analiza. Ustrezen pristop k razlagi podatkov je vrednotenje vseh posameznih podatkov tretiranih kontrol
in kontrol z nosilcem, iz njih pa izpeljava krivulje najustreznejega odziva na odmerek ob upostevanju
intervala zaupanja (8)(12)(13). Vendar pa mora biti raziskovalec pozoren na morebitne ,izstopajoce”
odzive pri posameznih Zivalih v skupini, zaradi katerih je lahko potrebna uporaba drugega merila odziva
(npr. srednjega namesto povprecnega) ali izlocitev izstopajocega.

Odlocanje glede na pozitiven odziv vkljucuje stimulacijski indeks 23 skupaj z upostevanjem odziva na
odmerek in, kadar je primerno, statisti¢cnega pomena (3)(6)(8)(12)(14).

Ce je treba razjasniti dobljene rezultate, je treba upostevati razlicne lastnosti preskusne snovi, tudi
strukturno podobnost z znanimi senzibilizatorji, ¢e povzroca ¢ezmerno draZenje koze, in naravo
opazenega odziva na odmerek. Ti in drugi razlogi so podrobno obdelani drugje (7).
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3.1

PODATKI

Podatki se povzamejo v obliki tabele, ki prikazuje povprecno vrednost in posamezne vrednosti razgradenj
na minuto in stimulacijske indekse za vsako skupino odmerka (vklju¢no s kontrolnim nosilcem).

POROCANJE

POROCILO O PRESKUSU
Poro¢ilo o preskusu mora vsebovati naslednje informacije:
Preskusna snov:

— identifikacijske podatke (npr. stevilko po CAS, Ce je na voljo; vir; Cistost; znane necistoce, Stevilko
serije),

— fizikalno stanje in fizikalno-kemijske lastnosti (npr. hlapnost, stabilnost, topnost),
— (e je meSanica, sestavo in relativne odstotke sestavin.

Nosilec:

— identifikacijske podatke [¢istost; koncentracijo (kjer je primerno); uporabljeno koli¢ino]
— utemeljitev izbire nosilca.

Preskusne Zivali:

— sev uporabljenih misi,

— mikrobiolosko stanje Zivali, Ce je znano,

— izvor zivali, nastanitvene razmere, hrano ipd.,

— S$tevilo, starost in spol Zivali.

Preskusni pogoji:

— podatke o pripravi in uporabi preskusne snovi,

— utemeljitev izbire odmerka, vklju¢no z rezultati $tudij za ugotavljanje obmo¢ja odmerka, ¢e so
izvedene; uporabljene koncentracije nosilca in preskusne snovi in skupna koli¢ina uporabljene snovi,

— podatke o kakovosti hrane in vode (tudi vrsto/vir hrane, vodni vir).
Preverjanje zanesljivosti:

— povzetek rezultatov zadnjega preverjanja zanesljivosti, vklju¢no z informacijami o uporabljeni snovi,
koncentraciji in nosilcu,

— tekoce infali pretekle pozitivne in negativne kontrolne podatke za preskusevalni laboratorij.
Rezultati:
— posamezne mase Zivali na zacetku odmerjanja in ob predvideni usmrtitvi,

— tabelo povprecnih (zbirni pristop) in posameznih (posamicni pristop) vrednosti razgradenj na minuto,
pa tudi razpon vrednosti pri obeh pristopih in stimulacijske indekse za vsako skupino odmerka
(vklju¢no s kontrolnim nosilcem),

— statisti¢no analizo, kjer je primerno,

— Casovni potek zacetka toksi¢nosti in njenih znakov, vkljuéno z morebitnim drazenjem koZe na mestu
dajanja za vsako Zzival.

Razprava o rezultatih:

— kratke pripombe o rezultatih, analizo odziva na odmerek in statisticne analize, kjer je primerno, z
zakljuckom, ali naj se preskusna snov Steje za senzibilizator koze.



694

Uradni list Evropske unije

13/Zv. 34

LITERATURA

(1)

(10

(11

(12)

(13)

(14)

Kimber, I. and Basketter, D.A. (1992). The murine local lymph node assay; collaborative studies and
new directions: A commentary. Food and Chemical Toxicology 30, 165-169.

Kimber, I, Derman, R.J., Scholes E.W, and Basketter, D.A. (1994). The local lymph node assay:
developments and applications. Toxicology, 93, 13-31.

Kimber, L., Hilton, J., Dearman, R.J., Gerberick, G.F., Ryan, C.A., Basketter, D.A., Lea, L., House, R.V.,
Ladies, G.S., Loveless, S.E., Hastings, K.L. (1998). Assessment of the skin sensitisation potential of
topical medicaments using the local lymph node assay: An interlaboratory exercise. Journal of
Toxicology and Environmental Health, 53, 563-79.

Testing Method B.6.

Chamberlain, M. and Basketter, D.A. (1996). The local lymph node assay: status of validation. Food
and Chemical Toxicology, 34, 999-1002.

Basketter, D.A., Gerberick, G.F., Kimber, 1. and Loveless, S.E (1996). The local lymph node assay —
A viable alternative to currently accepted skin sensitisation tests. Food and Chemical Toxicology, 34,
985-997.

Basketter, D.A., Gerberick, G.F. and Kimber, 1. (1998). Strategies for identifying false positive
responses in predictive sensitisation tests. Food and Chemical Toxicology. 36, 327-33.

Van Och, FM.M, Slob, W., De Jong, W.H., Vandebriel, R.J., Van Loveren, H. (2000). A quantitative
method for assessing the sensitising potency of low molecular weight chemicals using a local lymph
node assay: employement of a regression method that includes determination of uncertainty
margins. Toxicology, 146, 49-59.

Dearman, RJ., Hilton, J., Evans, P., Harvey, P., Basketter, D.A. and Kimber, 1. (1998). Temporal
stability of local lymph node assay responses to hexyl cinnamic aldehyde. Journal of Applied
Toxicology, 18, 281-4.

National Institute of Environmental Health Sciences (1999). The Murine Local Lymph Node Assay:
A Test Method for Assessing the Allergic Contact Dermatitis Potential of Chemicals/Compounds:
The Results of an Independent Peer Review Evaluation Coordinated by the Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM) and the National Toxicology
Program Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods (NICETAM). NIH
Publication No: 99-4494, Research Triangle Park, N.C. (http://iccvam.niehs.nih.gov).

Testing method B.4.

Basketter, D.A., Selbie, E., Scholes, EW. Lees, D. Kimber, I. and Botham, P.A. (1993) Results with
OECD recommended positive control senzibilizators in the maximisation, Buehler and local lymph
node assays. Food and Chemical Toxicology, 31, 63—67.

Basketter D.A., Lea L.J., Dickens A., Briggs D., Pate 1., Dearman R.J., Kimber I. (1999). A comparison
of statistical approaches to the derivation of EC3 values from local lymph node assay dose responses.
J. Appl. Toxicology, 19, 261-266.

Basketter DA, Blaikie L, Derman RJ, Kimber I, Ryan CA, Gerberick GF, Harvey P, Evans P, White IR
and Rycroft RTG (2000). Use of local lymph node assay for the estimation of relative contact
allergenic potency. Contact Dermatitis 42, 344-48.



13/Zv. 34

Uradni list Evropske unije

695

1.1

B.43 STUDIJA NEVROTOKSICNOSTI NA GLODALCIH

METODA
Ta metoda ustreza metodi OECD TG 424 (1997).

Ta preskusna metoda je namenjena pridobivanju informacij, ki so potrebne za potrditev ali nadaljnjo
opredelitev potencialne nevrotoksi¢nosti kemikalij na odraslih Zivalih. Lahko se jo kombinira z
obstoje¢imi preskusnimi metodami za Studije strupenosti s ponavljajo¢imi odmerki ali pa se jo izvaja kot
posebno studijo. Priporocljivo je, da se v pomo¢ pri na¢rtovanju Studij, ki temeljijo na tej preskusni metodi,
uporabijo napotki OECD o strategijah in metodah preskuSanja nevrotoksi¢nosti (1). To je Se posebej
pomembno, kadar se razmislja o spremembah postopkov opazovanja in preskusanja, ki se priporocajo
za rutinsko uporabo te metode. Napotki so bili pripravljeni za olajsanje izbire drugih preskusnih
postopkov za uporabo v posebnih okolis¢inah. Vrednotenje razvojne nevrotoksi¢nosti ni predmet te
metode.

UvVOD

Pri ocenjevanju in vrednotenju strupenih lastnosti kemikalij je pomembno, da se uposteva potencial za
nevrotoksi¢ne ucinke. Ze preskusna metoda za sistemsko toksi¢nost s ponavljajocimi odmerki vkljucuje
opazovanja, ki i§¢ejo potencialno nevrotoksi¢nost. Ta preskusna metoda se lahko uporabi za na¢rtovanje
Studije za pridobitev nadaljnjih informacij ali potrditev informacij o nevrotoksi¢nih ucinkih, ki jih
pokazejo Studije sistemske toksi¢nosti s ponavljajo¢imi odmerki. Vendar lahko upostevanje potencialne
nevrotoksicnosti nekaterih razredov kemikalij pokaze, da bi jih lahko primerneje ocenili z uporabo te
metode brez predhodnih navedb o potencialni nevrotoksicnosti iz Studij sistemske toksi¢nosti s
ponavljajo¢imi odmerki. Taki razlogi vkljucujejo na primer:

» opazovanje nevroloskih znakov ali nevropatoloskih lezij v Studijah toksi¢nosti, ki niso $tudije
sistemske toksicnosti s ponavljajo¢imi odmerki, ali

 strukturno podobnost ali druge informacije o povezavah z znanimi nevrotoksikanti.

Poleg tega lahko obstajajo $e drugi primeri, ko je primerna uporaba te preskusne metode; za nadaljnje
podrobnosti glej (1).

Ta metoda je oblikovana tako, da se lahko prilagodi in v primeru posebnih potreb potrdi posebna
histopatoloska in vedenjska nevrotoksi¢nost kemikalij, pa tudi da se zagotovi oznacitev in koli¢inska
opredelitev nevrotoksi¢nih odzivov.

V preteklosti je bila nevrotoksicnost izenacena z nevropatijo, ki vkljucuje nevropatoloske lezije ali
nevroloske motnje, kot so boZjast, paraliza ali tremor. Ceprav je nevropatija pomembna pojavna oblika
nevrotoksicnosti, je danes jasno, da obstajajo Stevilni drugi znaki toksi¢nosti Zivénega sistema (npr. izguba
motori¢ne koordinacije, senzori¢ne pomanjkljivosti, u¢ne in spominske motnje), ki se ne odrazajo v
nevropatiji ali drugih vrstah studjj.

Ta preskusna metoda za nevrotoksicnost je namenjena odkrivanju glavnih nevrovedenjskih in
nevropatoloskih u¢inkov na odraslih glodalcih. Ceprav lahko vedenjski u¢inki tudi v odsotnosti
morfoloskih sprememb odrazajo $kodljiv vpliv na organizem, niso vse vedenjske spremembe znacilne za
Ziveni sistem. Zato je treba vse opazene spremembe ovrednotiti skupaj s soodvisnimi histopatoloskimi,
hematoloskimi ali biokemi¢nimi podatki, pa tudi s podatki o drugih vrstah sistemske toksi¢nosti.
Preskusanje, ki se v tej metodi zahteva za zagotavljanje oznacitve in koli¢inske opredelitve nevrotoksi¢nih
odzivov, vkljuCuje posebne histopatoloske in vedenjske postopke, ki se lahko nadalje podprejo z
elektrofizioloskimi in/ali biokemi¢nimi raziskavami (1)(2)(3)(4).
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1.2

1.3

Nevrotoksikanti lahko delujejo na Stevilne cilje v Zivénem sistemu in z razliénimi mehanizmi. Ker ni ene
same vrste preskusov, s katerimi bi se lahko temeljito ovrednotilo nevrotoksi¢en potencial vseh snovi, je
lahko potrebno izkoristiti druge in vivo ali in vitro preskuse, znacilne za vrsto opazovane ali pricakovane
nevrotoksi¢nosti.

Ta preskusna metoda se lahko uporablja tudi skupaj z navodili v napotkih OECD o strategijah in metodah
preskusanja nevrotoksi¢nosti (1) za na¢rtovanje $tudij, ki so namenjene nadaljnji oznacitvi ali povecanju
obcutljivosti koli¢inske opredelitve odziva na odmerek po vrstnem redu ali boljsi oceni vrednosti brez
opaznih $kodljivih u¢inkov ali utemeljitvi znanih ali domnevnih nevarnosti kemikalije. Na primer, Studije
se lahko namenijo ugotavljanju in vrednotenju nevrotoksi¢nega(ih) mehanizma(ov) ali dopolnitvi
podatkov, ki so Ze na voljo iz uporabe osnovnih nevrovedenjskih in nevropatoloskih postopkov
opazovanja. Takim $tudijam ni treba ponoviti podatkov, ki bi jih dobili z uporabo standardnih postopkov,
ki jih priporoca ta metoda, Ce so taki podatki Ze na voljo in ne 3tejejo za potrebne pri razlagi rezultatov
Studije.

Ta studija nevrotoksi¢nosti, ¢e se uporablja samostojno ali v kombinaciji, zagotavlja informacije, s
katerimi se lahko:

* ugotovi, ali je ziv¢ni sistem trajno ali reverzibilno prizadet zaradi preskusane kemikalije;

* prispeva k oznacitvi sprememb Zivénega sistema, povezanih z izpostavljenostjo kemikaliji, in
razumevanjem osnovnega mehanizma;

¢ dolo¢i odnose med odzivom na odmerek in ¢asovnim odzivom, da bi ocenili vrednost brez
opaznih $kodljivih ucinkov (ki se lahko uporabljia za ugotavljanje varnostnih meril za
kemikalijo).

Ta preskusna metoda uporablja oralno dajanje preskusne snovi. Drugi nacini dajanja (npr. dermalno
ali z vdihavanjem) so lahko primernejsi in lahko zahtevajo spremembo priporocenih postopkov.
Razlogi za izbiro nacina dajanja so odvisni od profila clovekove izpostavljenosti in razpolozljivih
toksikoloskih ali kineti¢nih informacij.

OPREDELITVE POJMOV

Skodljivi ucinek: je odstopanje od normalnega, povezano s tretiranjem, ki zmanjsuje sposobnost
organizma za preZivetje, razmnoZzevanje ali prilagoditev okolju.

Odmerek: je koli¢ina dane preskusne snovi. Odmerek je izrazen kot masa (g, mg), kot masa preskusne
snovi na enoto mase preskusne Zivali (npr. mg/kg) ali kot konstanta koncentracije v hrani (ppm).

Odmerjanje: je splosen izraz, ki vklju¢uje odmerek ter pogostost in trajanje dajanja odmerka.

Nevrotoksi¢nost: je Skodljiva sprememba strukture ali funkcije Zivénega sistema, ki je posledica
izpostavljenosti kemi¢nemu, bioloskemu ali fizicnemu sredstvu.

Nevrotoksikant: je vsako kemicno, biolosko ali fizicno sredstvo, ki ima potencial, da povzroca
nevrotoksi¢nost.

NOAEL: je kratica za vrednost brez opaznih skodljivih u¢inkov (No Observed Adverse Effect Level) in je
najvedji odmerek, pri katerem ne opazimo nobenega $kodljivega u¢inka, povezanega s tretiranjem.

PRINCIP PRESKUSNE METODE

Preskusna kemikalija se daje oralno v vrsti odmerkov ve¢ skupinam laboratorijskih glodalcev. Navadno
se zahtevajo ponavljajo¢i odmerki in rezim odmerjanja je lahko 28 dni, subkronicen (90 dni) ali kronicen
(1 leto ali dlje). Postopki, navedeni v tej preskusni metodi, se lahko uporabljajo tudi za $tudijo akutne
nevrotoksi¢nosti. Zivali se preskusajo, da bi omogocili odkrivanje ali oznacitev vedenjskih in/ali
nevroloskih anomalij. V vsakem obdobju opazovanja se ocenjuje vrsta vedenjskih oblik, ki jih lahko
prizadenejo nevrotoksikanti. Na koncu preskusa se podskupina Zivali vsakega spola iz vsake skupine
perfundira in situ in pripravijo ter preucijo se prerezi mozganov, hrbtenjace in perifernih Zivcev.
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1.4

1.4.1

1.4.2

1.43

1.4.4

Kadar se Studija opravi kot samostojna Studija za ugotavljanje nevrotoksi¢nosti ali za oznacitev
nevrotoksi¢nih ucinkov, se lahko Zivali iz vsake skupine, ki niso uporabljene za perfuzijo in naknadno
histopatologijo (glej Tabelo 1), uporabijo za posebne nevrovedenjske, nevropatoloske, nevrokemicne ali
elektrofizioloske postopke, ki lahko dopolnijo podatke, dobljene s standardnimi preiskavami, ki se
zahtevajo po tej metodi (1). Ti dopolnilni postopki so lahko Se posebno koristni, kadar empiri¢na
opazovanja ali pricakovani u¢inki kaZejo posebno vrsto ali cilj nevrotoksi¢nosti kemikalije. Preostale Zivali
pa se lahko uporabijo za vrednotenja, kakor so tista, ki se zahtevajo v preskusnih metodah za studije
toksi¢nosti s ponavljajo¢imi odmerki na glodalcih.

Kadar se postopki te preskusne metode kombinirajo s postopki drugih preskusnih metod, je potrebno
zadostno Stevilo Zivali, da se izpolnijo zahteve obeh $tudij glede opazovanja.

OPIS PRESKUSNE METODE

Izbira vrste Zivali

Priporocena glodalska vrsta je podgana, ceprav se lahko ob utemeljitvi uporabi druga glodalska vrsta.
Uporabijo se laboratorijski sevi mladih odraslih Zivali, ki se splosno uporabljajo. Samice morajo biti
nuliparne in ne smejo biti breje. Dajanje odmerkov se mora normalno zaceti ¢imprej po odstavitvi, po
moznosti najpozneje takrat, ko so Zivali stare Sest tednov in v vsakem primeru preden so Zivali stare devet
tednov. Kadar pa se ta $tudija kombinira z drugimi Studijami, je morda treba to starost prilagoditi. Razlike
v masi posameznih Zivali na zacetku $tudije ne smejo presegati + 20 % povpreéne mase za vsak spol. Ce
se kratkotrajna Studija s ponavljajo¢imi odmerki izvaja kot predhodna $tudija za dolgotrajno $tudijo, je
treba v obeh $tudijah uporabiti zivali istega seva in vira.

Nastanitvene in prehranjevalne razmere

Temperatura v prostoru s poskusnimi Zivalmi naj bo 22 °C (¢ 3 °C). Ceprav naj b bila relativna vlaznost
najmanj 30 % in je zaZeleno, da ne presega 70 %, razen v Casu ¢iSenja prostora, je cilj 50-60 %. Osvetlitev
naj bo umetna, zaporedje 12 ur svetlobe, 12 ur teme. Glasnega ponavljajocega hrupa naj bo ¢im manj.
Za hranjenje se lahko uporablja konvencionalna laboratorijska prehrana z neomejeno oskrbo s pitno
vodo. Na izbiro prehrane lahko vpliva potreba po zagotovitvi ustrezne primesi preskusne snovi, kadar se
daje po tej metodi. Zivali se lahko namestijo posami¢no ali dajo v kletke v manjsih skupinah istega spola.

Priprava Zivali

Zdrave mlade zivali se naklju¢no dodelijo v tretirano in kontrolno skupino. Kletke je treba razporediti
tako, da so mozni ucinki zaradi pozicije kletk ¢im manjsi. Zivali se na enoten nacin identificirajo in
zadrzijo v kletkah (5) dni pred zacetkom $tudije, da se prilagodijo na laboratorijske razmere.

Nacin dajanja in priprava odmerkov

Ta preskusna metoda se posebej ukvarja z oralnim dajanjem preskusne snovi. Oralno dajanje je lahko z
gavazo, hrano, pitno vodo ali kapsulami. Drugi nacini dajanja (npr. dermalno ali z vdihavanjem) so lahko
primernejsi in lahko zahtevajo spremembo priporocenih postopkov. Razlogi za izbiro nacina dajanja so
odvisni od profila clovekove izpostavljenosti in razpolozljivih toksikoloskih ali kineti¢nih informacij.
Treba je navesti utemeljitev za izbiro nacina dajanja, pa tudi posledi¢ne spremembe postopkov te
preskusne metode.

Po potrebi se lahko preskusna snov raztopi ali suspendira v primernem nosilcu. Priporocljivo je, da se
najprej razmisli o uporabi vodne raztopine[suspenzije, potem o raztopini/suspenziji v olju (npr. koruznem
olju) in 3ele nato o mozni raztopini/suspenziji v drugih nosilcih. Strupene lastnosti nosilca morajo biti
znane. Poleg tega je treba upostevati naslednje lastnosti nosilca: u¢inke nosilca na absorpcijo, distribucijo,
presnovo ali retencijo preskusne snovi, ki lahko spremenijo njene toksi¢ne lastnosti; ter u¢inke na porabo
hrane ali vode ali status prehranjenosti zivali.
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POSTOPKI
Stevilo in spol Zivali

Kadar se $tudija opravi kot posebna $tudija, je treba uporabiti najman;j 20 Zivali (10 samic in 10 samcev)
v vsaki skupini odmerka in v kontrolni skupini za vrednotenje podrobnih klini¢nih in funkcionalnih
opazovanj. Najmanj pet samcev in pet samic, izbranih izmed teh 10 samcev in 10 samic, je treba
perfundirati in situ in uporabiti za podrobno nevrohistopatologijo na koncu tudije. V primerih, ko se glede
nevrotoksi¢nih ucinkov opazuje le omejeno Stevilo Zivali v dani skupini odmerka, je treba upostevati
vkljucitev teh Zivali med Zivali, izbrane za perfuzijo. Kadar se $tudija izvede v kombinaciji s Studijo
toksicnosti s ponavljajocimi odmerki, je treba uporabiti zadostno Stevilo Zivali, da so izpolnjeni cilji obeh
$tudij. Najmanjse stevilo Zivali na skupino za razlicne kombinacije $tudij je podano v Tabeli 1. Ce se
nacrtujejo vmesne usmrtitve ali obnovitvene skupine za opazovanje reverzibilnosti, obstojnosti ali
zapoznelega nastopa toksi¢nih u¢inkov po tretiranju ali ¢e se razmislja o dopolnilnih opazovanjih, je treba
Stevilo Zzivali povecati, da se zagotovi, da je na voljo Stevilo Zzivali, ki je potrebno za opazovanje in
histopatologijo.

Tretirane in kontrolne skupine

Na splosno se uporabijo najmanj tri skupine odmerkov in kontrolna skupina, a ¢e se po oceni drugih
podatkov ne pricakuje nobenih ucinkov pri ponavljajo¢em odmerku 1 000 mg/kg telesne mase/dan, se
lahko izvede mejni preskus. Ce ni na voljo primernih podatkov, se lahko izvede $tudija za ugotavljanje
obmogja odmerkov, da pomaga dolociti odmerke, ki se naj uporabijo. Razen pri tretiranju s preskusno
snovjo, morajo biti Zivali v kontrolni skupini obravnavane enako kakor #ivali v preskusni skupini. Ce je
pri dajanju preskusne snovi uporabljen nosilec, mora kontrolna skupina prejeti koli¢ino nosilca, enako
najvedji uporabljeni koli¢ini.

Preverjanje zanesljivosti

Laboratorij, ki izvaja $tudijo, mora predloziti podatke, ki dokazujejo njegovo sposobnost za izvedbo
Studije in obcutljivost uporabljenih postopkov. Ti podatki morajo zagotoviti dokaz o sposobnosti
odkrivanja in po potrebi koli¢inske opredelitve sprememb razli¢nih ciljnih ucinkov, ki se priporocajo za
opazovanje, na primer avtonomnih znakov, senzori¢nih reakcij, moci noZnega oprijema in motori¢ne
aktivnosti. Informacije o kemikalijah, ki povzrocajo razli¢ne vrste nevrotoksi¢nih odzivov in bi se lahko
uporabljaje kot snovi pozitivne kontrole, so v sklicih od 2 do 9. Pretekli podatki se lahko uporabijo, ¢e
ostanejo bistveni vidiki poskusnih postopkov enaki. Priporoca se obcasno posodabljanje preteklih
podatkov. Kadar izvajalski laboratorij spremeni kak bistven element pri izvajanju preskusa ali postopkov,
je treba razviti nove podatke, ki izkazujejo nadaljnjo obcutljivost postopkov.

Izbira odmerkov

Velikosti odmerkov se izberejo ob upostevanju vsake predhodno opazene toksi¢nosti in kineti¢nih
podatkov, ki so na voljo za preskusne zmesi ali sorodne materiale. Najvecjo velikost odmerka je treba
izbrati s ciljem povzrocitve nevrotoksi¢nih ucinkov ali jasnih sistemskih toksi¢nih ucinkov. Padajoce
zaporedje velikosti odmerkov je treba potem izbrati tako, da se pokazejo vse reakcije, ki so odvisne od
odmerka, in vrednost brez opaznih $kodljivih u¢inkov (NOAEL) pri najnizji velikosti odmerka. Naceloma
je treba velikosti odmerkov dolociti tako, da se lahko primarni toksi¢ni ucinki na Zivéni sistem locijo od
u¢inkov, ki so povezani s sistemsko toksi¢nostjo. Dvakratni do trikratni intervali so pogosto
najprimernejsi, ve¢inoma pa je bolje dodati dodatno, ¢etrto preskusno skupino, kakor uporabiti zelo velike
intervale med odmerki (npr. ve¢ kakor faktor 10). Kadar obstaja primerna ocena clovekove
izpostavljenosti, je treba upostevati tudi to.

Mejni preskus

Ce $tudija pri eni velikosti odmerka najmanj 1 000 mg/kg telesne mase/dan, pri katerem so uporabljeni
postopki, opisani za to $tudijo, ne da opaznih nevrotoksi¢nih ucinkov, in ¢e toksi¢nost ni pricakovana
glede na podatke o strukturno sorodnih zmeseh, potem popolna Studija z uporabo treh velikosti
odmerkov morda ne bo potrebna. Pricakovana ¢lovekova izpostavljenost lahko narekuje potrebo, da se
v mejnem preskusu uporabi vedji oralni odmerek. Pri drugih vrstah dajanja, na primer pri vdihavanju ali
dermalni aplikaciji, lahko fizikalno-kemijske lastnosti preskusne snovi pogosto dolocajo najvecjo
dosegljivo raven izpostavljenosti. Za izvedbo akutne oralne Studije mora biti odmerek za mejni preskus
najmanj 2 000 mg/kg.
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1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

Dajanje odmerkov

Zivali dobivajo odmerek preskusne snovi dnevno, sedem dni v tednu, najmanj 28 dni; uporabo
petdnevnega rezima odmerjanja ali krajse obdobje izpostavljenosti je treba utemeljiti. Ce se preskusna
snov daje z gavazo, jo je treba dati v enkratnem odmerku z uporabo Zelodéne sonde ali primerne
intubacijske kanile. Maksimalna koli¢ina tekocine, ki jo je mogoce dati naenkrat, je odvisna od velikosti
poskusnih zivali. Koli¢ina ne sme presegati 1 ml/100 g telesne mase. Vendar se lahko v primeru vodnih
raztopin uposteva uporaba do 2 ml/100 g telesne mase. Razen pri drazecih ali jedkih snoveh, ki pri vigjih
koncentracijah navadno povzrocajo mocnejSe ucinke, je treba variabilnost preskusnega volumna s
prilagajanjem koncentracije obdrZzati na kar najnizji ravni, zato da bi zagotovili konstantno koli¢ino pri
vseh odmerkih.

Pri snoveh, ki se dajejo s hrano ali pitno vodo, je treba zagotoviti, da koli¢ine uporabljene preskusne snovi
ne vplivajo na obicajno raven vnosa hrane ali porabe vode. Kadar se preskusna snov daje s hrano, se lahko
uporabi bodisi konstantna koncentracija v hrani (ppm) bodisi konstantna velikost odmerka glede na
telesno maso Zivali; treba je navesti uporabljeni nacin. Ce snov dajemo z gavazo, je treba odmerke dati
vsak dan priblizno ob istem ¢asu in jih ustrezno prilagoditi, da se vzdrzuje konstantna velikost odmerka
glede na telesno maso Zivali. Ce se studija s ponavljajo¢imi odmerki izvaja kot predhodna studija za
dolgotrajno Studijo, je treba v obeh $tudijah uporabiti podobno hrano. Pri akutnih $tudijah se lahko
odmerek, ¢e posamezni odmerek ni mogo¢, daje v manjsih delih v obdobju, ki ne presega 24 ur.

OPAZOVANJE

Pogostost opazovanj in preskusov

Pri $tudijah s ponavljajo¢imi odmerki se obdobje opazovanja prekriva z obdobjem dajanja odmerka. Pri
akutnih $tudijah je treba opazovati 14-dnevno obdobje po tretiranju. Pri zivalih v satelitskih skupinah, ki
ostanejo v obdobju po tretiranju neizpostavljene, opazovanja zajemajo tudi to obdobje.

Opazovanja se opravijo dovolj pogosto, da je ¢im vecja moznost za odkritje vedenjskih in/ali nevroloskih
anomalij. Opazovanja je najbolje opraviti vsak dan ob istem Casu, pri ¢emer se uposteva vrhunec
pric¢akovanih u¢inkov po odmerjanju. Pogostost klini¢nih opazovanj in funkcionalnih preskusov je
povzeta v Tabeli 2. Ce kineti¢ni ali drugi podatki, ki so dobljeni iz prejsnjih $tudij, kazejo na potrebo po
uporabi drugih ¢asov za opazovanja, preskuse ali obdobja po opazovanju, je treba sprejeti drugacen
razpored, da bi dobili ¢im ve¢ informacij. Spremembe programa je treba utemeljiti.

Opazovanja splosnega zdravstvenega stanja in smrtnosti/obolevnosti

Vse Zivali je treba najmanj enkrat dnevno natan¢no opazovati glede zdravstvenega stanja, najmanj dvakrat
dnevno pa tudi glede obolevnosti in smrtnosti.

Podrobna Klinicna opazovanja

Podrobna klini¢na opazovanja se na vseh Zivalih, ki so izbrane v ta namen (glej Tabelo 1), opravijo enkrat
pred prvo izpostavljenostjo (zaradi primerjav na istem osebku) in potem v razli¢nih presledkih, odvisno
od trajanja Studije (glej Tabelo 2). Podrobna klini¢na opazovanja satelitskih obnovitvenih skupin je treba
opraviti na koncu obnovitvenega obdobja. Podrobna klini¢na opazovanja je treba opraviti zunaj domace
kletke na standardnem mestu. OpaZzanja je treba skrbno dokumentirati s pomocjo meril in tockovanj za
vsako meritev pri opazovanju. Laboratorij, ki opravlja preskus, mora jasno opredeliti merila ali lestvice.
Prizadevati si je treba, da so odstopanja od pogojev preskusanja ¢im manjsa (ne sistemati¢no povezana
s tretiranjem) in da opazovanja izvajajo usposobljeni opazovalci, ki ne poznajo dejanskega tretiranja.
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1.6.1.3

Priporocljivo je, da se opazovanja izvajajo na strukturiran nacin, kjer se dobro opredeljena merila (vklju¢no
z opredelitvijo normalnega ,obmocdja“) uporabljajo sistematicno za vsako Zival v vsakem opazovalnem
Casu. ,Normalno obmo¢je* mora biti ustrezno dokumentirano. Vse opaZene znake je treba zabeleZiti.
Vedno kadar je to izvedljivo, se zabeleZi tudi velikost opazenih znakov. Klini¢na opazovanja morajo
obsegati tudi, vendar ne samo, spremembe na kozi, kozuhu, oceh, sluznicah, pojav sekrecije in ekskrecije
ter delovanje avtonomnega Zzivéevja (npr. lakrimacija, piloerekcija, velikost zenic, nenormalen vzorec
dihanja in/ali dihanje skozi usta, vsi nenavadni znaki uriniranja in izlocanja blata ali razbarvan urin).

Zapisati je treba tudi vse nenavadne odzive v zvezi s poloZajem telesa, stopnjo aktivnosti (npr. zmanjsanje
ali povecanje raziskovanja standardnega mesta) in koordinacijo gibov. ZabeleZiti je treba spremembe v
hoji (npr. zibanje, ataksija), drzi (npr. grbast hrbet) in reagiranju na ravnanje, namescanje ali druge okoljske
drazljaje, pa tudi navzocnost kloni¢nih ali toni¢nih gibov, kréev ali tremorja, stereotipe (npr.
prekomernega ¢isCenja, nenavadnih gibov z glavo, ponavljajocega se kroznega premikanja) ali
nenormalno vedenje (npr. grizenje ali ¢ezmerno lizanje, samomaliCenje, zadenjsko hojo, oddajanje
zvokov) ali agresivnost.

Funkcionalni preskusi

Podobno kakor podrobna klinicna opazovanja je treba tudi funkcionalne preskuse izvesti enkrat pred
izpostavljenostjo in potem pogosto pri vseh Zivalih, izbranih v ta namen (glej Tabelo 1). Tudi pogostost
funkcionalnega preskusanja je odvisna od trajanje Studije (glej Tabelo 2). Poleg obdobij opazovanja iz
Tabele 2 je treba tudi funkcionalna opazovanja o satelitskih obnovitvenih skupinah opraviti ¢im blize
kon¢ni usmrtitvi. Funkcionalni preskusi vkljuc¢ujejo senzori¢ne reakcije na razlicne drazljaje [npr.
akusti¢ne, vizualne in proprioceptivne drazljaje (5)(6)(7)], oceno moci noznega oprijema (8) in oceno
motori¢ne aktivnosti (9). Motori¢no aktivnost je treba izmeriti z avtomatiziranim sredstvom, ki lahko
odkrije oboje, zmanjsanje in povecanje aktivnosti. Ce se uporabi drug opredeljen sistem, mora biti
kolicinski in z dokazano obcutljivostjo in zanesljivostjo. Vsako sredstvo mora biti preskuseno, da je
zagotovljena zanesljivost v Casu in skladnost med sredstvi. Nadaljnje podrobnosti glede moznih
postopkov so podane v navedeni literaturi. Ce ni podatkov (npr. o strukturni aktivnosti, epidemioloskih
podatkov, drugih toksikoloskih studij) za navedbo potencialnih nevrotoksi¢nih u¢inkov, je treba razmisliti
o vkljucitvi bolj specializiranih preskusov za podrobnejso preucitev moznih u¢inkov senzori¢ne in
motori¢ne funkcije ali ucenja in spominjanja. Ve¢ informacij o bolj specializiranih preskusih in njihovi
uporabi je navedenih v (1).

Izjemoma se lahko Zivali, ki kaZejo znake toksi¢nosti v takem obsegu, da bi znatno vplivali na funkcionalni
preskus, izpustijo pri tem preskusu. Izlocitev Zivali iz funkcionalnega preskusa je treba utemeljiti.

Telesna masa in poraba hrane[vode

Pri studijah, ki trajajo do 90 dni, je treba vse Zivali stehtati najmanj enkrat na teden in meriti porabo hrane
(porabo vode, kadar se preskusna snov daje v tem mediju) najmanj tedensko. Pri dolgotrajnih studijah je
treba prvih 13 tednov vse Zivali stehtati najmanj enkrat na teden in potem najmanj enkrat na 4 tedne.
Meritve porabe hrane (porabe vode, kadar se preskusna snov daje v tem mediju) je treba v prvih 13 tednih
opravljati najmanj tedensko in potem v priblizno trimese¢nih presledkih, razen ce zdravstveno stanje ali
spremembe telesne mase narekujejo drugace.

Oftalmologija

Pri $tudijah, ki trajajo dlje kakor 28 dni, je treba oftalmolosko preiskavo z uporabo oftalmoskopa ali
ustreznega enakovrednega instrumenta izvesti pred dajanjem preskusne snovi in na koncu $tudije, najbolje
na vseh Zivalih, vendar vsaj v skupini zivali z velikim odmerkom in v kontrolni skupini. Ce se odkrijejo
spremembe na oceh ali ¢e klini¢ni znaki narekujejo tako potrebo, je treba preiskati vse Zivali. Pri
dolgotrajnih Studijah je treba oftalmolosko preiskavo izvesti tudi po 13 tednih. Oftalmoloskih preiskav
ni treba izvajati, Ce so ti podatki Ze na voljo iz drugih Studij s podobnim trajanjem in podobno velikostjo
odmerkov.
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1.6.4

1.6.5

Hematologija in klini¢na biokemija

Kadar se Studija nevrotoksi¢nosti izvaja v kombinaciji s $tudijo sistemske toksi¢nosti s ponavljajo¢imi
odmerki, je treba opraviti hematoloske preiskave in klinicne biokemi¢ne dolo¢itve, kakor je doloceno v
metodi za $tudije sistemske toksi¢nosti. Zbiranje vzorcev je treba izvajati na tak nacin, da so potencialni
ucinki na nevrovedenje ¢im manjsi.

Histopatologija

Nevropatoloske preglede je treba nacrtovati tako, da dopolnjujejo in razsirijo opazovanja, opravljena med
fazo studije in vivo. Tkiva najmanj 5 Zivali na spol in skupino (glej Tabelo 1 in naslednji odstavek) se
fiksirajo in situ z uporabo splosno priznanih tehnik perfuzije in fiksacije (glej sklic 3, poglavje 5 in sklic
4, poglavje 50). ZabeleZijo se vse ve¢je opazne spremembe. Kadar se Studija opravlja kot samostojna
Studija presejanja nevrotoksicnosti ali za oznacitev nevrotoksi¢nih ucinkov, se lahko preostale Zivali
uporabijo za posebne nevrovedenjske (10) (11), nevropatoloske (10) (11) (12) (13), nevrokemicne (10)
(11) (14) (15) ali elektrofizioloske (10) (11) (16) (17) postopke, ki lahko dopolnijo tukaj opisane postopke
in preiskave ali povecajo $tevilo histopatolosko preucevanih osebkov. Ti dopolnilni postopki so lahko se
posebno koristni, kadar empiri¢na opazovanja ali pricakovani ucinki kazejo posebno vrsto ali cilj
nevrotoksicnosti (2) (3). Preostale Zivali pa se lahko uporabijo tudi za rutinska patoloska vrednotenja,
opisana v metodi za $tudije s ponavljajo¢imi odmerki.

Vse vzorce tkiva, vstavljene v parafin, je treba barvati po splosnem postopku, na primer s hematoksilinom
in eozinom (H&E), in izvesti mikroskopski pregled. Ce se opazijo ali domnevajo znaki periferne
nevropatije, je treba preiskati v plastiko vstavljene vzorce perifernega zivénega tkiva. Klini¢ni znaki lahko
nakazujejo tudi dodatna mesta za preiskavo ali uporabo posebnih postopkov barvanja. Napotki o
dodatnih mestih za preiskavo so v (3) (4). V pomo¢ pri dokazovanju posebnih vrst patoloskih sprememb
so lahko tudi ustrezne posebne barve (18).

Reprezentativne prereze osrednjega in perifernega Zivénega sistema je treba histolosko pregledati (glej
sklic 3, poglavje 5 in sklic 4, poglavje 50). Pregledana obmo¢ja navadno vkljucujejo: velike mozgane,
osrednji del mozganov (limbicni sistem), skupaj s prerezom hipokampusa, medmozgane, male mozZgane,
pons, medulo oblongato, oko z vidnim Zivcem in mreZnico, hrbtenjaco ob vratnem in ledvenem delu,
spinalne ganglije, dorzalna in ventralna vlakna, proksimalni bedrni Zivec, proksimalni goleni¢ni Zivec (pri
kolenuy) in veje goleni¢nega zZivca v mec¢ni misici. Rezine hrbtenjace in perifernih Zivcev vkljucujejo precne
ali diagonalne in vzdolzne prereze. Pozornost je treba posvetiti ozilju zivenega sistema. Pregledati je treba
tudi vzorec skeletne miSice, zlasti me¢ne misice. Posebno pozornost je treba posvetiti mestom s celi¢no
in vlaknasto strukturo in vzorcu v osrednjem in perifernem Zivénem sistemu, za katere je znano, da jih
nevrotoksikanti posebno prizadenejo.

Napotki o nevropatoloskih spremembah, ki so tipi¢na posledica izpostavljenosti toksi¢nim snovem, so v
sklicih (3)(4). Priporoca se postopna preucitev vzorcev, pri kateri se s kontrolno skupino najprej primerjajo
prerezi iz skupine z velikim odmerkom. Ce se v vzorcih iz teh skupin ne opazi nobene nevropatoloske
spremembe, nadaljnja analiza ni potrebna. Ce se v skupini z velikim odmerkom opazijo nevropatoloske
spremembe, je treba potem zaporedno preuciti in oznaciti vzorce iz vseh potencialno prizadetih tkiv iz
skupin s srednjim in majhnim odmerkom.

Ce se pri pregledu kakovosti najde kakrsen koli dokaz o nevropatoloskih spremembah, potem je treba
drugi pregled opraviti na vseh obmogjih Zivénega sistema, ki kaze te spremembe. Prereze iz vseh skupin
odmerkov iz vsakega potencialno prizadetega obmodja je treba oznaciti in preuciti nakljucno, brez
poznavanja oznake. Pogostost in resnost vsake lezije je treba zabeleziti. Ko so ocenjena vsa obmodja iz
vseh skupin odmerkov, se lahko oznaka raz¢leni in opravi statisti¢na analiza za ovrednotenje odnosov
med odmerkom in odzivom. Opisati je treba primere razli¢nih stopenj resnosti za vsako lezijo.

Nevropatoloske ugotovitve je treba ovrednotiti v smislu vedenjskih opazovanj in meritev, pa tudi drugih
podatkov iz prejsnjih in socasnih $tudij sistemske toksi¢nosti preskusne snovi.



702

Uradni list Evropske unije

13/Zv. 34

2.2

3.1

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Predloziti je treba podatke za vsako posamezno zival. Nadalje je treba vse podatke prikazati v obliki tabele,
iz katere so za vsako preskusno ali kontrolno skupino razvidni naslednji podatki: Stevilo zivali na zacetku
preskusa in Stevilo Zivali, med preskusom najdenih mrtvih ali usmréenih iz humanih razlogov, nato cas
smrti oziroma humane usmrtitve, $tevilo Zivali, ki kazejo znake toksi¢nosti, opis opazenih znakov
toksi¢nosti, vklju¢no s ¢asom, ko so toksi¢ni ucinki prvikrat nastopili, njihovim trajanjem, vrsto in
jakostjo, $tevilo Zivali s poskodbami, vkljuéno z vrsto in resnostjo poskodb.

VREDNOTENJE IN RAZLAGA REZULTATOV

Ugotovitve Studije je treba ovrednotiti glede na pojavnost, resnost in soodvisnost nevrovedenjskih in
nevropatoloskih ucinkov (vkljuceni so nevrokemijski ali elektrofizioloski ucinki, pa tudi dopolnilne
preiskave) ter drugih opazenih skodljivih u¢inkov. Ce je mogoce, je treba numericne podatke ovrednotiti
s primerno splosno sprejeto statisticno metodo. Statisticne metode se izberejo med naértovanjem Studije.

POROCANJE

POROCILO O PRESKUSU

Porocilo o preskusu mora vsebovati naslednje informacije:
Preskusna snov:

— fizikalno stanje (vklju¢no z izomerizmom, ¢istostjo in fizikalno-kemijskimi lastnostmi),
— identifikacijske podatke,

Nosilec (po potrebi):

— utemeljitev izbire nosilca.

Preskusne Zivali:

— uporabljeno vrsto/sev,

— Stevilo, starost in spol Zivali,

— izvor, nastanitvene razmere, prilagoditev, hrano ipd.,
— maso posameznih Zivali na zacetku preskusa.
Preskusni pogoji:

— podatke o sestavi preskusne snovi/pripravi hrane, doseZeni koncentraciji, stabilnosti in homogenosti
pripravka,

— specifikacijo uporabljenih odmerkov, vklju¢no s podatki o nosilcu, koli¢ini in fizi¢ni obliki danega
materiala,

— podatke o dajanju preskusne snovi,
— utemeljitev izbire velikosti odmerkov,
— utemeljitev nacina in trajanja izpostavljenosti,

— preracunavanje koncentracije preskusne snovi v hrani/pitni vodi (ppm) v dejanski odmerek (mg/kg
telesne mase/dan), Ce je primerno,

— podatke o kakovosti hrane in vode.
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Opazovanje in preskusni postopki:

podatke o dodelitvi zivali iz vsake skupine v perfuzijske podskupine,

podatke o sistemih tockovanja, vkljuéno z merili in tockovalnimi lestvicami za vsako meritev v
podrobnih klini¢nih opazovanjih,

podatke o funkcionalnih preskusih za sensori¢ne reakcije na razlicne drazljaje (npr. akusti¢ne, vizualne
in proprioceptivne ); za ocenjevanje moci noznega oprijema; za ocenjevanje motoricne aktivnosti
(vkljuéno s podatki o avtomatiziranih sredstvih za odkrivanje aktivnosti); in drugih uporabljenih
postopkih,

podatke o oftalmoloskih preiskavah in, ¢e je primerno, hematoloskih preiskavah in klini¢nih
biokemijskih preskusih z ustreznimi normalnimi vrednostmi,

podatke za posebne nevrovedenjske, nevropatoloske, nevrokemicne ali elektrofizioloske postopke.

Rezultati:

telesno maso/spremembe telesne mase, vklju¢no s telesno maso ob usmrtitvi,
porabo hrane in porabo vode, kar je primerno,
podatke o toksi¢cnem ucinkovanju glede na spol in velikost odmerka, vklju¢no z znaki toksi¢nosti,

vrsto, resnost in trajanje (Cas zacetka in poznejsi potek) podrobnih klinicnih opazovanj (ali so
reverzibilna ali ne),

natancen opis vseh rezultatov funkcionalnega preskusa,
ugotovitve obdukcije,

podroben opis vseh nevrovedenjskih, nevropatoloskih in nevrokemijskih ali elektrofizioloskih
ugotovitev, ¢e so na Voljo,

podatke o absorpciji in presnovi, ¢e so na voljo,

statisticno obdelavo rezultatov, po potrebi.

Razprava o rezultatih:

informacije o odzivu na odmerek,

odnos katerih koli drugih toksi¢nih u¢inkov do zakljucka o nevrotoksiénem potencialu preskusne
kemikalije,

vrednost brez opaznih kodljivih u¢inkov.

Zakljucki:

zaZelena je posebna izjava o celotni nevrotoksi¢nosti preskusne kemikalije.
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1.1

C.21 TALNI MIKROORGANIZMI: PRESKUS TRANSFORMACIJE DUSIKA

METODA

Ta preskusna metoda ustreza metodi OECD TG 216 (2000).

UuvoD

Ta preskusna metoda opisuje laboratorijsko metodo, namenjeno raziskovanju dolgoro¢nih ucinkov
kemikalij po enkratni izpostavljenosti na dejavnost talnih mikroorganizmov pri transformaciji dusika.
Preskus naceloma temelji na priporo¢ilih Evropske in sredozemske organizacije za varstvo rastlin (1). Vendar
so bile upostevane tudi druge smernice, na primer smernice Nemskega zveznega zavoda za biologijo (2),
Ameriske agencije za varstvo okolja (3) SETAC (4) in Mednarodne organizacije za standardizacijo (5). Na
delavnici OECD o izbiri tal/usedline, ki je bila leta 1995 v Belgiratu v Italiji (6), je bil dosezen dogovor o
Stevilu in vrstah tal za uporabo v tem preskusu. Priporocila za odvzemanje, obravnavanje in shranjevanje
vzorcev tal temeljijo na napotkih ISO (7) in priporocilih delavnice iz Belgirata. Pri ocenjevanju in
vrednotenju toksi¢nih lastnosti preskusnih snovi, je lahko potrebno dolocanje u¢inkov na mikrobno
dejavnost v tleh, npr. kadar so potrebni podatki o potencialnih stranskih u¢inkih izdelkov za zas¢ito pridelka
na talno mikrofloro ali kadar se pri¢akuje izpostavljenost mikroorganizmov kemikalijam, ki niso izdelki za
zadcito pridelka. Preskus transformacije dusika se izvaja za dolocitev u¢inkov teh kemikalij na talno
mikrofloro. Ce se preskusajo agrokemikalije (npr. izdelki za zas¢ito pridelka, gnojila, gozdarske kemikalije),
se izvedejo preskusi transformacije dusika in transformacije ogljika. Ce se preskusajo kemikalije, ki niso
agrokemikalije, zado$ca preskus transformacije dusika. Ce pa spadajo vrednosti preskusa transformacije
dusika E; za take kemikalije v izbor nitrifikacijskih inhibitorjev, ki so na voljo na trzis¢u (npr. nitrapirin),
se lahko za pridobitev dodatnih informacij izvede preskus transformacije ogljika.

Tla so sestavljena iz zivih in neZivih sestavin, ki obstajajo v sestavljenih in heterogenih zmeseh.
Mikroorganizmi imajo pomembno vlogo pri razgradnji in transformaciji organskih snovi v rodovitnih tleh
in Stevilne vrste prispevajo k razli¢nim vidikom rodovitnosti tal. Vsaka dolgoro¢na motnja teh biokemic¢nih
procesov lahko potencialno vpliva na krozenje hranilnih snovi, to pa lahko spremeni rodovitnost tal.
Transformacija ogljika in dusika se pojavlja v vseh rodovitnih vrstah tal. Ceprav se mikrobne zdruzbe, ki so
odgovorne za te procese, razlikujejo od ene do druge vrste tal, so poti transformacije v bistvu enake.

Ta opisana preskusna metoda je namenjena odkrivanju dolgoro¢nih skodljivih u¢inkov snovi na proces
transformacije dusika v aerobnih povrsinskih vrstah tal. Preskusna metoda omogoca tudi oceno ucinkov
snovi na transformacijo ogljika s talno mikrofloro. Nastajanje nitrata sledi razgradnji vezi med ogljikom in
dusikom. Zato je, Ce so v tretiranih in kontrolnih tleh ugotovljene enake stopnje nastajanja nitrata, velika
verjetnost, da so glavne poti razgradnje ogljika nedotaknjene in delujejo. Substrat, izbran za preskusanje
(zdrob iz lucerne v prahu), ima ugodno razmerje ogljik—dusik (navadno med 12/1 in 16/1). Zato se
pomanjkanje ogljika med preskusom zmanjsa in ¢e so mikrobne zdruzbe zaradi kemikalije poskodovane,
se lahko obnovijo v 100 dneh.

Preskusi, na katerih je bila razvita ta preskusna metoda, so bili prvenstveno namenjeni za snovi, pri katerih
je mogoce predvideti koli¢ino, ki bo prisla v tla. Tak primer so izdelki za zas¢ito pridelka, pri katerih je
stopnja uporabe na podrocju znana. Pri agrokemikalijah zado3ca preskusanje dveh odmerkov, ki ustrezata
pricakovani ali napovedani stopnji uporabe. Agrokemikalije se lahko preskusajo kot aktivne sestavine (a.i.)
ali kot formulirani pripravki. Vendar preskus ni omejen na agrokemikalije. S spreminjanjem obojega,
koli¢ine preskusne snovi, ki se uporabi v tleh, in nacina vrednotenja podatkov, se lahko preskus uporabi tudi
za kemikalije, pri katerih ni znana koli¢ina, ki naj bi prisla v tla. Tako se s kemikalijami, ki niso
agrokemikalije, dolocijo ucinki serije koncentracij pri transformaciji dusika. Podatki iz teh preskusov se
uporabijo za pripravo krivulje odziva na odmerek in izra¢un vrednosti EC,, kjer je x opredeljen % ucinka.
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1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

OPREDELITVE POJMOV

Transformacija dusika: je dokon¢na razgradnja organske snovi, ki vsebuje dusik, z mikroorganizmi preko
procesa amonifikacije in nitrifikacije do anorganskega kon¢nega produkta nitrata.

EC, (efektivna koncentracija): je koncentracija preskusne snovi v tleh, ki daje x-odstotno inhibicijo
transformacije dusika v nitrat.

EC;, (srednja efektivna koncentracija): je koncentracija preskusne snovi v tleh, ki daje 50-odstotno (50 %)
inhibicijo transformacije dusika v nitrat.

REFERENCNE SNOVI
Jih ni.
PRINCIP PRESKUSNE METODE

Presejana tla se dopolnijo z rastlinskim zdrobom v prahu in bodisi tretirajo s preskusno snovjo ali pustijo
netretirana (kontrolna). Ce se preskusajo agrokemikalije, se priporo¢a najmanj dve preskusni koncentraciji,
izbereta pa se glede na najvecjo pri¢akovano koncentracijo na podroc¢ju. Po 0, 7, 14 dnevih in 28 dnevih
inkubacije se z ustreznim topilom ekstrahira vzorce tretiranih in kontrolnih tal in dolo¢i koli¢ina nitrata v
ekstraktih. Stopnja nastajanja nitrata v tretiranih vzorcih se primerja s stopnjo v kontrolnih vzorcih in
izratuna odstotek odklona tretiranih od kontrolnih. Vsi preskusi trajajo najmanj 28 dni. Ce so 28. dan
razlike med tretiranimi in netretiranimi tlemi enake ali ve¢je od 25 %, se merjenje nadaljuje do najve¢ 100
dni. Ce se preskusajo kemikalije, ki niso agrokemikalije, se v vzorce tal doda serija koncentracij preskusne
snovi in po 28 dnevih inkubacije se izmerijo koli¢ine nitrata, ki nastane v tretiranih in kontrolnih vzorcih.
Z regresijskim modelom se analizirajo rezultati preskusov z ve¢ koncentracijami in izratunajo vrednosti EC,,
(to je ECs, EC55 infali EC,,). Glej opredelitve pojmov.

VELJAVNOST PRESKUSA

Vrednotenje rezultatov preskusa z agrokemikalijami temelji na razmeroma majhnih razlikah (povpre¢na
vrednost £ 25 %) med koncentracijami nitrata v kontrolnih in tretiranih vzorcih tal, tako da lahko velike
razlike v kontrolah vodijo v napacne rezultate. Zato morajo biti razlike med ponovljenimi kontrolnimi
vzorci manjSe od + 15 %.

OPIS PRESKUSNE METODE

Naprave

Za preskuse se uporabljajo posode iz kemijsko inertnega materiala. Imeti morajo ustrezno prostornino v
skladu s postopkom, ki se uporablja za inkubacijo tal, se pravi za inkubacijo v razsutem stanju ali kot serija
posameznih vzorcev tal (glej oddelek 1.7.1.2). Paziti je treba, da je med preskusom izguba vode ¢im manjsa
in da se omogoci izmenjava plinov (npr. posode za preskus so lahko pokrite s perforirano polietilensko
folijo). Kadar se preskusajo hlapne snovi, je treba uporabiti zatesnjene, nepredusno zaprte posode. Te naj
bodo take velikosti, da je priblizno ena Cetrtina prostornine napolnjena z vzorcem tal.

Uporablja se standardna laboratorijska oprema, ki vkljucuje:
— napravo za stresanje: mehanski mesalnik ali enakovredno opremo,
— centrifugo (3 000 g) ali napravo za filtriranje (z uporabo filtrirnega papirja, ki ne vsebuje nitrata),

— instrument za analizo nitrata z ustrezno obcutljivostjo in ponovljivostjo.
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1.6.2

1.6.3.1

1.6.3.2

Izbira in Stevilo tal

Uporabljajo se samo ena tla. Priporocene lastnosti tal so:
— vsebnost peska: ne manj kakor 50 % in ne ve¢ kakor 75 %,
— pH: 5,5-7,5,
— vsebnost organskega ogljika: 0,5-1,5 %,

— mikrobno biomaso je treba izmeriti (8) (9) in njena vsebnost ogljika naj bo vsaj 1 % skupnega
organskega ogljika tal.

V vecini primerov predstavljajo tla s temi lastnostmi najslabse mozno stanje, ker je adsorpcija preskusne
kemikalije najmanj3a in razpolozljivost za mikrofloro najve¢ja. Zato navadno niso potrebni preskusi z
drugimi vrstami tal. Kljub temu je lahko v nekaterih primerih, npr. kadar je glavni del pricakovane uporabe
preskusne snovi v posebnih tleh, na primer kislih gozdnih, ali pri elektrostaticno nabitih kemikalijah,
potrebna uporaba dodatnih tal.

Odvzemanje in shranjevanje vzorcev tal
Odvzemanje

Na voljo morajo biti podrobne informacije o preteklosti mesta vzorcenja, kjer se odvzemajo tla za preskus.
Podrobnosti vklju¢ujejo tocno lokacijo, pokritost z vegetacijo, datume uporabe izdelkov za zascito pridelka,
uporabo organskih in anorganskih gnojil, dodatke bioloskih materialov ali naklju¢no kontaminacijo. Mesto,
izbrano za odvzemanje tal, naj omogoca dolgotrajno uporabo. Primerni so trajni pasniki, polja z letnimi
posevki zit (razen koruze) ali gosto posejanim zelenim gnojilom. Izbrano mesto vzoréenja najmanj eno leto
pred jemanjem vzorcev ne sme biti tretirano z izdelki za zas¢ito pridelka. Tudi organska gnojila se ne smejo
uporabljati najmanj Sest mesecev. Sprejemljiva je samo uporaba mineralnega gnojila, kadar je v skladu z
zahtevami posevka, vzorcev tal pa se ne sme vzeti $e najmanj tri mesece po uporabi gnojila. Uporabi tal,
tretiranih z gnojili, ki imajo znane biocidne ucinke (npr. kalcijev cianamid), se je treba izogibati.

Vzorcenju se je treba izogibati med dolgimi obdobji (daljsimi od 30 dni) suse ali poplave in takoj po njih.
Pri zoranih tleh se vzorci jemljejo iz globine od 0 do 20 cm globine. Pri travis¢ih (pasnikih) ali drugih tleh,
ki dolgo niso preorana (najmanj eno sezono), je najvecja globina vzorcenja lahko malo ve¢ kakor 20 cm
(npr. do 25 cm).

Vzorce tal je treba prenasati v posodah in v temperaturnih razmerah, ki zagotavljajo, da se prvotne lastnosti
tal bistveno ne spremenijo.

Shranjevanje

Najbolje je uporabiti tla, na sveze odvzeta na terenu. Ce se shranjevanju v laboratoriju ne da izogniti, se lahko
vzorci tal shranjujejo najvec tri mesece v temi pri 4 2 °C. Med shranjevanjem tal morajo biti zagotovljeni
aerobni pogoji. Ce se tla odvzemajo na obmogjih, ki so zamrznjena najmanj tri mesece na leto, je treba
razmisliti o shranitvi za Sest mesecev pri —18 °C do —22 °C. Mikrobna biomasa shranjenih tal se izmeri pred
vsakim poskusom in ogljika v biomasi mora biti najmanj 1 % skupne vsebnosti organskega ogljika v tleh
(glej oddelek 1.6.2).
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1.6.4

1.6.4.1

1.6.4.2

1.6.4.3

1.6.5

1.6.6

Ravnanje s tlemi in priprava na preskus
Predhodna inkubacija

Ce so bila tla shranjena (glej oddelek 1.6.3.2), se priporoca predhodna inkubacija za ¢as od 2 do 28 dni.
Temperatura in vsebnost vlage tal med predhodno inkubacijo naj bosta podobni kakor med preskusom (glej
oddelka 1.6.4.2 in 1.7.1.3).

Fizikalno-kemijske lastnosti

Iz tal se ro¢no odstranijo vedji objekti (npr. kamni, deli rastlin itd.), nato se vlazno presejejo brez odvecnega
susenja na velikost delcev, ki so manjsi ali enaki 2 mm. Vsebnost vlage v vzorcu tal je treba prilagoditi z
destilirano ali deionizirano vodo na vrednost med 40 % in 60 % najvedje zmogljivosti zadrZevanja vode.

Dopolnitev z organskim substratom

Tla je treba dopolniti z ustreznim organskim substratom, npr. zdrobom iz travnato zelene lucerne v prahu
(glavna sestavina: Medicago sativa) v razmerju C/N med 12/1 in 16/1. Priporoceno razmerje lucerna/tlaje 5 g
lucerne na kilogram tal (suha teza).

Priprava preskusne snovi za aplikacijo na tla

Preskusna snov se normalno uporablja z nosilcem. Nosilec je lahko voda (za snovi, topne v vodi) ali inertna
trdna snov, kot je droben kremenov pesek (velikost delcev: 0,1-0,5 mm). Tekocih nosilcev, ki niso voda (npr.
organska topila, kot sta aceton, kloroform), se je treba izogibati, ker lahko $kodijo mikroflori. Ce se kot
nosilec uporablja pesek, se lahko prelije s preskusno snovjo, raztopljeno ali suspendirano v ustreznem
topilu. V takih primerih je treba topilo pred mesanjem s tlemi odstraniti z izhlapevanjem. Za optimalno
razporeditev preskusne snovi v tleh, se priporoca razmerje 10 g peska na kilogram tal (suhe teZe). Kontrolni
vzorci se tretirajo z enakovredno koli¢ino vode infali samo s kremenovim peskom.

Pri preskusanju hlapnih kemikalij se je treba, kolikor je mogoce, izogniti izgubam in poskusiti zagotoviti
homogeno porazdelitev v tleh (npr. preskusno snov je treba vbrizgati v tla na ve¢ mestih).

Preskusne koncentracije

Ce se preskusajo agrokemikalije, je treba uporabiti najmanj dve koncentraciji. Nizja koncentracija mora
odrazati najmanj najvecjo koli¢ino, za katero se pricakuje, da bi jo tla dosegla v prakti¢nih razmerah, vigja
koncentracija pa naj bo mnogokratnik nizje. Koncentracije preskusne snovi, dodane v tla, se izracunajo ob
predpostavki enotne vkljucitve v globino 5 cm in gostote tal v razsutem stanju 1,5. Za agrokemikalije, ki
se aplicirajo neposredno na tla ali za kemikalije, pri katerih je mogoce napovedati kolicino, ki pride v tla,
so priporocene preskusne koncentracije najve¢je predvidene koncentracije v okolju (PKO) in petkratniki te
koncentracije. Snovi, za katere se pricakuje, da bodo v eni sezoni veckrat aplicirane na tla, je treba preskusiti
pri koncentracijah, dobljenih z mnoZenjem PKO z najve¢jim pricakovanim Stevilom aplikacij. Vendar
zgornja preskusena koncentracija ne sme presegati desetkratnika najvecje posamicne stopnje aplikacije. Ce
se preskusajo kemikalije, ki niso agrokemikalije, se uporabi geometri¢na serija najmanj petih koncentracij.
Preskusene koncentracije naj zajemajo razpon, ki je potreben za dolo¢itev vrednosti EC,.
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1.7

1.7.1

1.7.1.1

1.7.1.2

1.7.1.3

1.7.2

1.7.2.1

[ZVEDBA PRESKUSA
Pogoji izpostavljenosti
Tretiranje in kontrola

Ce se preskusajo agrokemikalije, se tla razdelijo v tri dele enake teze. Dva dela se zmegata z nosilcem, ki
vsebuje proizvod, tretji pa se zmesa z nosilcem brez proizvoda (kontrola). Priporocajo se najmanj tri
ponovitve s tretiranimi in netretiranimi tlemi. Ce se preskusajo kemikalije, ki niso agrokemikalije, se tla
razdelijo v $est delov enake teZe. Pet vzorcev se zmesa z nosilcem, ki vsebuje preskusno snov, in Sesti vzorec
se zmesa z nosilcem brez kemikalije. Priporocajo se po tri ponovitve za tretirane vzorce in kontrolo. Paziti
je treba, da se zagotovi homogeno razporeditev preskusne snovi v tretiranih vzorcih tal. Med mesanjem se
je treba izogibati stiskanju tal in nastajanju kep.

Inkubacija vzorcev tal

Inkubacija vzorcev tal se lahko izvede na dva nacina: kot vzorci tretiranih in netretiranih tal v razsutem
stanju ali kot serija posameznih podvzorcev vsakih tretiranih in netretiranih tal enake velikosti. Vendar pa
se lahko, kadar se preskusajo hlapne snovi, preskus izvede samo s serijo posameznih podvzorcev tal. Kadar
se tla inkubirajo v razsutem stanju, se pripravijo velike koli¢ine tretiranih in netretiranih tal, podvzorci za
analizo pa se jemljejo po potrebi med preskusom. Koli¢ina, ki se na zacetku pripravi za vsako tretiranje in
kontrolo, je odvisna od velikosti podvzorcev, $tevila za analizo uporabljenih ponovitev in pricakovanega
najvecjega Stevila ponovitev vzorcenja. Tla, inkubirana v razsutem stanju, je treba pred podvzorcenjem
temeljito premesati. Kadar se tla inkubirajo kot serija posameznih vzorcev tal, se vsak vzorec tretiranih in
netretiranih tal v razsutem stanju razdeli na zahtevano $tevilo podvzorcev in ti se uporabljajo po potrebi.
Pri preskusih, kjer se lahko pricakuje ve¢ kakor dve vzorcenji, je treba pripraviti dovolj vzorcev, ob
upostevanju vseh ponovitev in vseh vzorcenj. Najmanj tri ponovitve vzorcev tal za preskus je treba
inkubirati v aerobnih pogojih (glej oddelek 1.7.1.1). Pri vseh preskusih je treba uporabljati ustrezne posode
z dovolj velikim volumnom nad vzorcem, da se prepreci razvoj anacrobnih pogojev. Vendar pa se lahko,
kadar se preskusajo hlapne snovi, preskus izvede samo s serijo posameznih podvzorcev tal.

Preskusni pogoji in trajanje

Preskus se izvaja v temi pri sobni temperaturi 20 + 2 °C. Vsebnost vlage v vzorcih tal se med preskusom
vzdrzuje med 40 % in 60 % najvedje zmogljivosti zadrzevanja vode v tleh (glej oddelek 1.6.4.2) v
razponu * 5 %. Po potrebi se lahko doda destilirana, deionizirana voda.

Najkrajse trajanje preskusov je 28 dni. Ce se preskusajo agrokemikalije, se primerjajo stopnje nastajanja
nitrata v tretiranih in kontrolnih vzorcih. Ce se te na 28. dan razlikujejo za ve¢ kakor 25 %, se preskus
nadaljuje, dokler ni doseZena razlika, ki je enaka ali manjsa od 25 % ali do najve¢ 100 dni, kar je prej. Pri
kemikalijah, ki niso agrokemikalije, se preskus prekine po 28 dneh. Na 28. dan se dolocijo koli¢ine nitrata
v vzorcih tretiranih in kontrolnih tal in izra¢unajo vrednosti EC,.

Vzordenje in analiza tal
Nacrt za vzorenje tal

Ce se preskusajo agrokemikalije, se vzorci tal 0., 7., 14. in 28. dan analizirajo na nitrat. Ce se zahteva
podalj$an preskus, je treba nadaljnje meritve opraviti v 14-dnevnih presledkih po 28. dnevu.
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1.7.2.2

2.1

2.2

Ce se preskusajo kemikalije, ki niso agrokemikalije, se uporabi najmanj pet preskusnih koncentracij, vzorci
tal pa se analizirajo na nitrat na zacetku (dan 0) in na koncu obdobja izpostavljenosti (28 dni). Ce se zdi
potrebno, se lahko doda $e vmesno merjenje, npr. 7. dan. Podatki, dobljeni na 28. dan, se uporabljajo za
dolocitev vrednosti EC, za kemikalijo. Po Zelji se lahko podatki o kontrolnih vzorcih iz dneva 0 uporabijo
za porocanje o zacetni koli¢ini nitrata v tleh.

Analiza vzorcev tal

Koli¢ina nitrata, ki nastane v vsaki tretirani in kontrolni ponovitvi, se dolo¢i ob vsakem vzorcenju. Nitrat
se ekstrahira iz tal s stresanjem vzorcev z ustreznim ekstrakcijskim topilom, npr. z 0,1 M raztopino
kalijevega klorida. Priporoca se razmerje 5 ml raztopine KCl na gram suhe teze tal. Da bi optimizirali
ekstrakcijo, posode, v katerih so vzorci tal in ekstrakcijska raztopina, ne smejo biti ve¢ kakor do polovice
polne. Mesanice se 60 minut stresajo s 150 obrati na minuto. Zmesi se centrifugirajo ali filtrirajo in tekoce
faze se analizirajo na nitrat. Tekoci ekstrakti brez delcev se lahko pred analizo shranijo pri minus 20 £ 5 °C
za Cas do Sest mesecev.

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Ce so preskusi izvedeni z agrokemikalijami, je treba zabeleziti koli¢ino nitrata, nastalega v vsaki ponovitvi
vzorca tal, in podati povprecne vrednosti vseh ponovitev v tabelari¢ni obliki. Stopnje transformacije dusika
se ovrednotijo z ustreznimi in splosno sprejetimi statisticnimi metodami (npr. F-preskus, 5 % raven
pomembnosti). Koli¢ine nastalega nitrata so izrazene v mg nitrata/kg suhe teze tal/dan. Stopnja nastajanja
nitrata pri vsakem tretiranju se primerja s kontrolo in izracuna odstotek odstopanja od kontrole.

Ce so preskusi izvedeni s kemikalijami, ki niso agrokemikalije, se dolo¢i koli¢ina nitrata, ki nastane v vsaki
ponovitvi in pripravi krivulja odziva na odmerek za oceno vrednosti EC,. Koli¢ine nitrata (to je mg nitrata/kg
suhe teZe tal), ugotovljene v tretiranih vzorcih po 28 dneh se primerjajo s koli¢inami, ugotovljenimi v
kontroli. Iz teh podatkov se izratuna % vrednosti inhibicije za vsak preskus koncentracije. Ti odstotki se
potem glede na koncentracijo in statisticne postopke uporabijo za izraun vrednosti EC,. Intervali zaupanja
(p = 0,95) za izracunane EC, so doloCeni tudi z uporabo standardnih postopkov (10) (11) (12).

Preskusne snovi, ki vsebujejo velike koli¢ine dusika, lahko prispevajo h koli¢inam nitrata, ki nastanejo med
preskusom. Ce se te snovi preskusijo pri visoki koncentraciji (npr. kemikalije, za katere se pricakuje, da bodo
uporabljene v ponovljenih aplikacijah), je v preskus treba vkljuciti ustrezne kontrole (to je tla plus preskusno
snov, vendar brez rastlinskega zdroba). Podatki iz teh kontrol se morajo upostevati pri izracunih EC,.

RAZLAGA REZULTATOV

Kadar se ocenjujejo rezultati iz preskusov z agrokemikalijami in je razlika med stopnjami nastalih nitratov
med niZjim tretiranjem (to je najvecjo predvideno koncentracijo) in kontrolo pri katerem koli vzoréenju po
28. dnevu enaka ali manjsa od 25 %, se lahko oceni, da proizvod nima dolgoro¢nega vpliva na
transformacijo dusika v tleh. Kadar se vrednotijo rezultati iz preskusov s kemikalijami, ki niso
agrokemikalije, se uporabijo vrednosti ECs,, EC,5 infali ECy.
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3.

POROCANJE

Poro¢ilo o preskusu mora vsebovati naslednje informacije:

Popolna identifikacija uporabljenih tal, vklju¢no z:
— geografsko oznako mesta (zemljepisno irino, zemljepisno dolzino),

— informacijami o preteklosti mesta preskusa (pokritost z vegetacijo, uporaba izdelkov za zaicito
pridelkov, uporaba gnojil, naklju¢na kontaminacija itd.),

— vrsto rabe (npr. kmetijsko zemljisce, gozd itd.),

— globino vzorcenja (cm),

— vsebnostjo peska/mulja/gline (% suhe teze),

— pH (v vodi),

— organsko vsebnostjo ogljika (% suhe teze),

— vsebnostjo dusika (% suhe teze),

— zacetno koncentracijo nitrata (mg nitrata/kg suhe teze),

— kationsko izmenjalno kapaciteto (mmol/kg),

— mikrobno biomaso glede na odstotke skupnega organskega ogljika,
— sklici na metode, uporabljene za dolo¢anje posameznih parametrov,
— vsemi informacijami v zvezi z odvzemanjem in shranjevanjem vzorcev tal,
— podrobnostmi o predhodni inkubaciji tal, ¢e je bila.

Preskusna snov:

— fizikalno stanje in ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti,

— kemijske identifikacijske podatke, kadar je ustrezno, vklju¢no s strukturno formulo, ¢istostjo
(odstotek aktivne sestavine v izdelkih za zaicito pridelka), vsebnostjo dusika.

Substrat:

— vir substrata,

— sestavo (zdrob iz lucerne, zdrob iz travnato zelene lucerne),
— vsebnost ogljika, dusika (% suhe teze),

— velikost presejanih delcev (mm).

Preskusni pogoji:

— podatke o dopolnitvi tal z organskim substratom,

— Stevilo koncentracij uporabljene preskusne kemikalije in, kadar je primerno, utemeljitev izbranih
koncentracij,

— podatke o aplikaciji preskusne snovi na tla,

— inkubacijsko temperaturo,

— vsebnost vlage v tleh na zacetku preskusa in med njim,

— uporabljeno metodo inkubacije tal (v razsutem stanju ali kot serija posameznih podvzorcev),
— S$tevilo ponovitev,

— S$tevilo vzoréen;j,

— uporabljeno metodo za ekstrakcijo nitrata iz tal.
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Rezultati:

— analiti¢ni postopek in opremo, uporabljeno za analizo nitrata,

— tabelari¢ne podatke, vklju¢no s posameznimi in srednjimi vrednostmi meritev nitrata,
— razliko med ponovitvami s tretiranimi in kontrolnimi vzorci,

— razlage popravkov izra¢unov, Ce je ustrezno,

— odstotek razlik v stopnjah nastajanja nitrata pri vsakem vzorcenju ali, Ce je primerno, vrednost ECs,
s 95-odstotno mejo zaupanja, drugo EC, (EC, s ali EC; ) z intervalom zaupanja in graf krivulje odziva
na odmerek,

— statisticno obdelavo rezultatov,

— vse informacije in opaZanja, koristne za razlago rezultatov preskusa.
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1.1

C.22 TALNI MIKROORGANIZMI: PRESKUS TRANSFORMACIJE OGLJIKA

METODA

Ta metoda ustreza metodi OECD TG 217 (2000).

UvoD

Ta preskusna metoda opisuje laboratorijsko metodo, namenjeno raziskovanju potencialnih dolgoro¢nih
ucinkov enkratne izpostavljenosti izdelkov za zas¢ito pridelka in morebitnih drugih kemikalij na dejavnost
talnih mikroorganizmov pri transformaciji ogljika. Preskus naceloma temelji na priporocilih Evropske in
sredozemske organizacije za varstvo rastlin (1). Vendar so bile upostevane tudi druge smernice, na primer
smernice Nemskega zveznega zavoda za biologijo (2), Ameriske agencije za varstvo okolja (3) in SETAC (4).
Na delavnici OECD o izbiri tal/usedline, ki je bila leta 1995 v Belgiratu v Italiji (5), je bil dosezen dogovor
o stevilu in vrstah tal za uporabo v tem preskusu. Priporocila za odvzemanje, obravnavanje in shranjevanje
vzorcev tal temeljijo na napotkih ISO (6) in priporocilih delavnice iz Belgirata.

Pri ocenjevanju in vrednotenju toksi¢nih lastnosti preskusnih snovi, je lahko potrebno dolocanje u¢inkov
na mikrobno dejavnost v tleh, npr. kadar so potrebni podatki o potencialnih stranskih u¢inkih izdelkov za
zaicito pridelka na talno mikrofloro ali kadar se pricakuje izpostavljenost mikroorganizmov kemikalijam,
ki niso izdelki za zas¢ito pridelka. Preskus transformacije ogljika se izvaja za dolocitev u¢inkov teh kemikalij
na talno mikrofloro. Ce se preskusajo agrokemikalije (npr. izdelki za zai¢ito pridelka, gnojila, gozdarske
kemikalije), se izvedejo preskusi transformacije ogljika in transformacije dusika. Ce se preskusajo kemikalije,
ki niso agrokemikalije, zado3¢a preskus transformacije dusika. Ce pa spadajo vrednosti preskusa
transformacije dusika E;, za take kemikalije v izbor nitrifikacijskih inhibitorjev, ki so na voljo na trzi$¢u (npr.
nitrapirin), se lahko preskus transformacije ogljika izvede za pridobitev dodatnih informacij.

Tla so sestavljena iz Zivih in nezivih sestavin, ki obstajajo v sestavljenih in heterogenih zmeseh.
Mikroorganizmi imajo pomembno vlogo pri razgradnji in transformaciji organskih snovi v rodovitnih tleh
in Stevilne vrste prispevajo k razli¢nim vidikom rodovitnosti tal. Vsaka dolgoro¢na motnja teh biokemi¢nih
procesov lahko potencialno vpliva na krozenje hranilnih snovi, to pa lahko spremeni rodovitnost tal.
Transformacija ogljika in dusika se pojavlja v vseh rodovitnih vrstah tal. Ceprav se mikrobne zdruzbe, ki so
odgovorne za te procese, razlikujejo od ene do druge vrste tal, so poti transformacije v bistvu enake.

Ta preskusna metoda je namenjena odkrivanju dolgoro¢nih Skodljivih ucinkov snovi na proces
transformacije ogljika v aerobnih povrsinskih vrstah tal. Preskus je obcutljiv na spremembe velikosti in
dejavnosti mikrobnih zdruzb, ki so odgovorne za transformacijo ogljika, ker so te zdruzbe odvisne od
poudarjene kemikalije in pomanjkanja ogljika. Uporabijo se pes¢ena tla z malo organskih snovi. Ta tla se
tretirajo s preskusno snovjo in inkubirajo v pogojih, ki omogocajo hitro mikrobiolosko presnovo. V teh
pogojih se viri razpoloZljivega ogljika v tleh hitro praznijo. To povzrota pomanjkanje ogljika, ki ubija
mikrobne celice in povzroca mrtvilo in/ali sporulacijo. Ce tece preskus vec kakor 28 dni, se lahko vsota teh
reakcij izmeri v kontrolah (netretiranih tleh) kot progresivna izguba presnovno aktivne mikrobne biomase
(7). Ce je biomasa v tleh s poudarjenim ogljikom v teh pogojih preskusa prizadeta zaradi navzocnosti
kemikalije, se morda ne vrne na enako raven kot kontrola. Zato motnje, ki jih povzroci preskusna snov kadar
koli med preskusom, pogosto trajajo do konca preskusa.
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1.2

1.3

1.4

1.5

Preskusi, na katerih je bila razvita ta preskusna metoda, so bili prvenstveno namenjeni za snovi, pri katerih
je mogoce predvideti koli¢ino, ki bo prisla v tla. Tak primer so izdelki za zas¢ito pridelka, pri katerih je
stopnja uporabe na podrocju znana. Pri agrokemikalijah zado3ca preskusanje dveh odmerkov, ki ustrezata
pricakovani ali napovedani stopnji uporabe. Agrokemikalije se lahko preskusajo kot aktivne sestavine (a.i.)
ali kot formulirani pripravki. Vendar preskus ni omejen na kemikalije s predvidenimi koncentracijami v
okolju. S spreminjanjem obojega, koli¢ine preskusne snovi, ki se uporabi v tleh, in nacina vrednotenja
podatkov, se lahko preskus uporabi tudi za kemikalije, pri katerih ni znana koli¢ina, ki naj bi prisla v tla.
Tako se s kemikalijami, ki niso agrokemikalije, dolocijo u¢inki serije koncentracij pri transformaciji ogljika.
Podatki iz teh preskusov se uporabijo za pripravo krivulje odziva na odmerek in izra¢un vrednosti EC,, kjer
je x opredeljen % ucinka.

OPREDELITVE POJMOV

Transformacija ogljika: je razgradnja organske snovi z mikroorganizmi, pri kateri nastane anorganski
kon¢ni produkt ogljikov dioksid.

EC, (efektivna koncentracija): je koncentracija preskusne snovi v tleh, ki daje x-odstotno inhibicijo
transformacije ogljika v ogljikov dioksid.

ECs, (srednja efektivna koncentracija): je koncentracija preskusne snovi v tleh, ki daje 50-odstotno
inhibicijo transformacije ogljika v ogljikov dioksid.

REFERENCNE SNOVI
Jih ni.
PRINCIP PRESKUSNE METODE

Presejana tla se bodisi tretirajo s preskusno snovjo ali pustijo netretirana (kontrolna). Ce se preskusajo
agrokemikalije, se priporoca najmanj dve preskusni koncentraciji, izbereta pa se glede na najve¢jo
pricakovano koncentracijo na podro¢ju. Po 0, 7, 14 dnevih in 28 dnevih inkubacije se tretirane in kontrolne
vzorce tal pomesa z glukozo, stopnje respiracije, ki jo povzroci glukoza, pa se merijo 12 zaporednih ur.
Stopnje respiracije so izraZene kot sprodceni ogljikov dioksid (mg ogljikovega dioksida/kg suhih talfuro) ali
kot porabljeni kisik (mg kisika/kg tal/uro). Povpre¢na stopnja respiracije v vzorcih tretiranih tal se primerja
s stopnjo v kontrolni in se izra¢una odstotek odstopanja tretiranih tal od kontrolnih. Vsi preskusi trajajo
najmanj 28 dni. Ce so 28. dan razlike med tretiranimi in netretiranimi tlemi enake ali vecje od 25 %, se
merjenje v 14-dnevnih presledkih nadaljuje do najve¢ 100 dni. Ce se preskusajo kemikalije, ki niso
agrokemikalije, se v vzorce tal doda serija koncentracij preskusne snovi in po 28 dnevih se izmerijo stopnje
respiracije, ki jih povzroci glukoza (to je povpre¢na koli¢ina nastalega ogljikovega dioksida ali porabljenega
kisika). Z regresijskim modelom se analizirajo rezultati preskusov s serijo koncentracij in izra¢unajo
vrednosti EC, (to je ECsq, EC,5 infali EC,,). Glej opredelitve pojmov.

VELJAVNOST PRESKUSA

Vrednotenje rezultatov preskusa z agrokemikalijami temelji na razmeroma majhnih razlikah (povpre¢na
vrednost + 25 %) med spro$¢enim ogljikovim dioksidom in porabljenim kisikom v kontrolnih in tretiranih
vzorcih tal, tako da lahko velike razlike v kontrolah vodijo v napacne rezultate. Zato morajo biti razlike med
ponovljenimi kontrolnimi vzorci manjse od 15 %.
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1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

OPIS PRESKUSNE METODE

Naprave

Za preskuse se uporabljajo posode iz kemijsko inertnega materiala. Imeti morajo ustrezno prostornino v
skladu s postopkom, ki se uporablja za inkubacijo tal, se pravi za inkubacijo v razsutem stanju ali kot serija
posameznih vzorcev tal (glej oddelek 1.7.1.2). Paziti je treba, da je med preskusom izguba vode ¢im manjsa
in da se omogoci izmenjava plinov (npr. posode za preskus so lahko pokrite s perforirano polietilensko
folijo). Kadar se preskusajo hlapne snovi, je treba uporabiti zatesnjene, nepredusno zaprte posode. Te naj
bodo take velikosti, da je priblizno ena Cetrtina prostornine napolnjena z vzorcem tal.

Za dolocitev respiracije, ki jo povzroci glukoza, so potrebni inkubacijski sistemi in instrumenti za merjenje
produkcije ogljikovega dioksida ali porabe kisika. Primeri takih sistemov in instrumentov so v literaturu (8)
9) (10) (11).

Izbira in Stevilo tal

Uporabljajo se samo ena tla. Priporocene lastnosti tal so:
— vsebnost peska: ne manj kakor 50 % in ne ve¢ kakor 75 %,
— pH: 5,5-7,5,
— vsebnost organskega ogljika: 0,5-1,5 %,

— mikrobno biomaso je treba izmeriti (12) (13) in njena vsebnost ogljika naj bo vsaj 1 % skupnega
organskega ogljika tal.

V vecini primerov predstavljajo tla s temi lastnostmi najslabSe mozno stanje, ker je adsorpcija preskusne
kemikalije najmanj$a in razpolozljivost za mikrofloro najvecja. Zato navadno niso potrebni preskusi z
drugimi vrstami tal. Kljub temu je lahko v nekaterih primerih, npr. kadar je glavni del pricakovane uporabe
preskusne snovi v posebnih tleh, na primer kislih gozdnih tleh, ali pri elektrostati¢no nabitih kemikalijah,
treba nadomestiti dodatna tla.

Odvzemanje in shranjevanje vzorcev tal
Odvzemanje

Na voljo morajo biti podrobne informacije o preteklosti mesta vzorcenja, kjer se odvzemajo tla za preskus.
Podrobnosti vkljucujejo tocno lokacijo, pokritost z vegetacijo, datume uporabe izdelkov za zascito pridelka,
uporabo organskih in anorganskih gnojil, dodatke bioloskih materialov ali naklju¢no kontaminacijo. Mesto,
izbrano za odvzemanje tal, naj omogoca dolgotrajno uporabo. Primerni so trajni pa$niki, polja z letnimi
posevki Zit (razen koruze) ali gosto posejanim zelenim gnojilom. Izbrano mesto vzorcenja ne sme biti
tretirano z izdelki za zascito pridelka najmanj eno leto pred jemanjem vzorcev. Tudi organska gnojila se ne
smejo uporabljati najmanyj Sest mesecev. Sprejemljiva je samo uporaba mineralnega gnojila, kadar je v skladu
z zahtevami posevka, vzorcev tal pa se ne sme vzeti $e najmanj tri mesece po uporabi gnojila. Uporabi tal,
tretiranih z gnojili, ki imajo znane biocidne ucinke (npr. kalcijev cianamid), se je treba izogibati.

Vzoréenju se je treba izogibati med dolgimi obdobji (daljsimi od 30 dni) suse ali poplave in takoj po njih.
Pri zoranih tleh se vzorci jemljejo iz globine od 0 do 20 cm globine. Pri travis¢ih (pasnikih) ali drugih tleh,
ki dolgo niso preorana (najmanj eno sezono), je najvecja globina vzorcenja lahko malo ve¢ kakor 20 cm
(npr. do 25 cm). Vzorce tal je treba prenasati v posodah in v temperaturnih razmerah, ki zagotavljajo, da
se prvotne lastnosti tal bistveno ne spremenijo.
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1.6.3.2

1.6.4.1

1.6.4.2

Shranjevanje

Najbolje je uporabiti tla, na sveze odvzeta na terenu. Ce se shranjevanju v laboratoriju ne da izogniti, se lahko
vzorec tal shranjuje najve¢ tri mesece v temi pri 4 + 2 °C. Med shranjevanjem tal morajo biti zagotovljeni
aerobni pogoji. Ce se tla odvzamejo na obmogjih, ki so zamrznjena najmanj tri mesece na leto, je treba
razmisliti o shranitvi za Sest mesecev pri —18 °C do —22 °C. Mikrobna biomasa shranjenih tal se izmeri pred
vsakim poskusom in ogljika v biomasi mora biti najmanj 1 % skupne vsebnosti organskega ogljika v tleh
(glej oddelek 1.6.2).

Ravnanje s tlemi in priprava na preskus
Predhodna inkubacija

Ce so bila tla shranjena (glej oddelka 1.6.4.2 in 1.7.1.3), se priporoca predhodna inkubacija za ¢as od 2 do
28 dni. Temperatura in vsebnost vlage tal med predhodno inkubacijo naj bosta podobni kakor med
preskusom (glej oddelka 1.6.4.2 and 1.7.1.3).

Fizikalno-kemijske lastnosti

Iz tal se ro¢no odstranijo vedji objekti (npr. kamni, deli rastlin itd.), nato se vlazno presejejo brez odvecnega
susenja na velikost delcev, ki so manjsi ali enaki 2 mm. Vsebnost vlage v vzorcu tal je treba prilagoditi z
destilirano ali deionizirano vodo na vrednost med 40 % in 60 % najve¢je zmogljivosti zadrzevanja vode.

Priprava preskusne snovi za aplikacijo na tla

Preskusna snov se normalno uporablja z nosilcem. Nosilec je lahko voda (za snovi, topne v vodi) ali inertna
trdna snov, kot je droben kremenov pesek (velikost delcev: 0,1-0,5 mm). Tekocih nosilcev, ki niso voda (npr.
organska topila, kot sta aceton, kloroform), se je treba izogibati, ker lahko $kodijo mikroflori. Ce se kot
nosilec uporablja pesek, se lahko prelije s preskusno snovjo, raztopljeno ali suspendirano v ustreznem
topilu. V takih primerih je treba topilo pred meSanjem s tlemi odstraniti z izhlapevanjem. Za optimalno
razporeditev preskusne snovi v tleh, se priporoc¢a razmerje 10 g peska na kilogram tal (suhe teze). Kontrolni
vzorci se tretirajo z enakovredno koli¢ino vode infali samo s kremenovim peskom.

Pri preskuSanju hlapnih kemikalij se je treba izogibati izgubam in poskusiti zagotoviti homogeno
porazdelitev v tleh (npr. preskusno snov je treba vbrizgati v tla na ve¢ mestih).

Preskusne koncentracije

Ce se preskusajo izdelki za zas¢ito pridelka ali druge kemikalije s predvidenimi koncentracijami v okolju,
je treba uporabiti najmanj dve koncentraciji. Nizja koncentracija mora odrazati najmanj najvecjo koli¢ino,
za katero se pricakuje, da bi jo tla dosegla v prakti¢nih razmerah, visja koncentracija pa naj bo mnogokratnik
nizje. Koncentracije preskusne snovi, dodane v tla, se izracunajo ob predpostavki enotne vkljucitve v globino
5 cm in gostote tal v razsutem stanju 1,5. Za agrokemikalije, ki se aplicirajo neposredno na tla ali za
kemikalije, pri katerih je mogoce napovedati koli¢ino, ki pride v tla, so priporocene najvisje preskusne
koncentracije predvidenih koncentracij v okolju (PKO) in petkratniki te koncentracije. Snovi, za katere se
pricakuje, da bodo v eni sezoni veckrat aplicirane na tla, je treba preskusiti pri koncentracijah, dobljenih z
mnozenjem PKO z najvecjim pri¢akovanim §tevilom aplikacij. Vendar zgornja preskusena koncentracija ne
sme presegati desetkratnika najvecje posamicne stopnje aplikacije.

Ce se preskusajo kemikalije, ki niso agrokemikalije, se uporabi geometri¢na serija najmanj petih
koncentracij. Preskusene koncentracije naj zajemajo razpon, ki je potreben za dolocitev vrednosti EC,.
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1.7

1.7.1.1

1.7.1.2

1.7.1.3

1.7.2.1

IZVEDBA PRESKUSA
Pogoji izpostavljenosti
Tretiranje in kontrola

Ce se preskugajo agrokemikalije, se tla razdelijo v tri dele enake teZe. Dva dela se zmesata z nosilcem, ki
vsebuje proizvod, tretji pa se zme$a z nosilcem brez proizvoda (kontrola). Priporocajo se najmanj tri
ponovitve s tretiranimi in netretiranimi tlemi. Ce se preskusajo kemikalije, ki niso agrokemikalije, se tla
razdelijo v Sest delov enake teze. Pet vzorcev se zmesa z nosilcem, ki vsebuje preskusno snov, in esti vzorec
se zme$a z nosilcem brez kemikalije. Priporocajo se po tri ponovitve za tretirane vzorce in kontrolo. Paziti
je treba, da se zagotovi homogeno razporeditev preskusne snovi v tretiranih vzorcih tal. Med mesanjem se
je treba izogibati stiskanju tal in nastajanju kep.

Inkubacija vzorcev tal

Inkubacija vzorcev tal se lahko izvede na dva nacina: kot vzorci tretiranih in netretiranih tal v razsutem
stanju ali kot serija posameznih podvzorcev vsakih tretiranih in netretiranih tal enake velikosti. Vendar pa
se lahko, kadar se preskusajo hlapne snovi, preskus izvede samo s serijo posameznih podvzorcev tal. Kadar
se tla inkubirajo v razsutem stanju, se pripravijo velike koli¢ine tretiranih in netretiranih tal, podvzorci za
analizo pa se jemljejo po potrebi med preskusom. Kolicina, ki se na zacetku pripravi za vsako tretiranje in
kontrolo, je odvisna od velikosti podvzorcev, Stevila za analizo uporabljenih ponovitev in pri¢akovanega
najvedjega Stevila ponovitev vzorcenja. Tla, inkubirana v razsutem stanju, je treba pred podvzorcenjem
temeljito premesati. Kadar se tla inkubirajo kot serija posameznih vzorcev tal, se vsak vzorec tretiranih in
netretiranih tal v razsutem stanju razdeli na zahtevano Stevilo podvzorcev in ti se izkoris¢ajo po potrebi.
Pri preskusih, kjer se lahko pricakuje ve¢ kakor dve vzorcenji, je treba pripraviti dovolj vzorcev, ob
upostevanju vseh ponovitev in vseh vzorcenj. Najmanj tri ponovitve vzorcev tal za preskus je treba
inkubirati v aerobnih pogojih (glej oddelek 1.7.1.1). Pri vseh preskusih je treba uporabljati ustrezne posode
z dovolj velikim volumnom nad vzorcem, da se prepreci razvoj anaerobnih pogojev. Vendar pa se lahko,
kadar se preskusajo hlapne snovi, preskus izvede samo s serijo posameznih podvzorcev tal.

Preskusni pogoji in trajanje

Preskus se izvaja v temi pri sobni temperaturi 20 + 2 °C. Vsebnost vlage v vzorcih tal se med preskusom
vzdrzuje med 40 % in 60 % najvecje zmogljivosti zadrzevanja vode v tleh (glej oddelek 1.6.4.2) v
razponu * 5 %. Po potrebi se lahko doda destilirana, deionizirana voda.

Najkrajse trajanje preskusov je 28 dni. Ce se preskusajo agrokemikalije, se primerjajo kolicine sprosc¢enega
ogljikovega dioksida ali porabljenega kisika v tretiranih in kontrolnih vzorcih. Ce se te na 28. dan razlikujejo
za ve¢ kakor 25 %, se preskus nadaljuje, dokler ni doseZena razlika, ki je enaka ali manjsa od 25 % ali do
najve¢ 100 dni, kar je prej. Ce se preskusajo kemikalije, ki niso agrokemikalije, se preskus prekine po 28
dneh. Na 28. dan se dolocijo koli¢ine sproscenega ogljikovega dioksida ali porabljenega kisika v vzorcih
tretiranih in kontrolnih tal in izracunajo vrednosti EC,.

Vzoréenje in analiza tal
Nacrt za vzorcenje tal

Ce se preskusajo agrokemikalije, se vzorci tal na 0., 7., 14. in 28. dan analizirajo glede stopnje respiracije,
ki jo povzroca glukoza. Ce je potreben podaljsan preskus, se nadaljnje meritve opravijo v 14-dnevnih
presledkih po 28. dnevu.

Ce se preskuajo kemijalije, ki niso agrokemikalije, se uporabi in analizira vsaj pet preskusnih koncentracij
in vzorcev tal glede respiracije, ki jo povzro¢i glukoza, na zacetku (dan 0) in na koncu obdobja
izpostavljenosti (28 dni). Ce se zdi potrebno, se lahko doda Se vmesno merjenje, npr. 7. dan. Podatki,
dobljeni na 28. dan, se uporabljajo za dolocitev vrednosti EC, za kemikalijo. Po potrebi se lahko podatki
o kontrolnih vzorcih iz dneva 0 uporabijo za oceno zacetnih koli¢in presnovno dejavne mikrobne biomase
v tleh (12).
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1.7.2.2

2.1

2.2

Merjenje stopenj respiracije, ki jo povzroci glukoza

Stopnja respiracije, ki jo povzroci glukoza v vsaki tretirani in kontrolni ponovitvi, se dolo¢i ob vsakem
vzorcenju. Vzorci tal se pomesajo z zadostno koli¢ino glukoze, da izzove takoj$nji najveji odziv respiracije.
Koli¢ina glukoze, ki je potrebna za sprozanje najvecjega respiratornega odziva iz danih tal, se lahko doloci
s predhodnim preskusom s serijo koncentracij glukoze (14). Vendar za pescena tla z 0,5-1,5 % organskega
ogljika navadno zadosca 2 000 mg do 4 000 mg glukoze na kg suhe teze tal. Glukoza se lahko zmelje v
prah s ¢istim kremenovim peskom (10 g peska/ kg suhe teze tal) in homogeno pomesa s tlemi.

Vzorci tal, dopolnjeni z glukozo, se inkubirajo v primerni napravi za merjenje stopenj respiracije, bodisi
neprekinjeno, vsako uro ali vsaki dve uri (glej oddelek 1.6.1) pri 20 + 2 °C. Sprosceni ogljikov dioksid ali
porabljeni kisik se meri 12 zaporednih ur in meritve se morajo zaceti ¢im prej, to je 1 ali 2 uri po dopolnitvi
z glukozo. Izmeri se skupna koli¢ina spros¢enega ogljikovega dioksida ali porabljenega kisika v 12 urah in
dolo¢i srednja stopnja respiracije.

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Ce se preskusajo agrokemikalije, je treba zabeleziti sprosceni ogljikov dioksid ali porabljeni kisik v vsakem
ponovljenem vzorcu tal in v tabelari¢ni obliki podati povprecne vrednosti vseh ponovitev. Rezultati se
ovrednotijo z ustreznimi in sploino sprejetimi statisticnimi metodami (npr. F-preskus, 5 % raven
pomembnosti). Stopnje respiracije, ki jo povzroci glukoza, so izrazene v mg ogljikovega dioksida kg suhe
teze tal/uro ali mg kisika/suho teZo tal/uro. Povpre¢na stopnja nastajanja ogljikovega dioksida ali povpre¢na
stopnja porabe kisika v vsakem tretiranem vzorcu se primerja s stopnjo porabe v kontroli in izra¢una
odstotek odstopanja od kontrole.

Ce so preskusi izvedeni s kemikalijami, ki niso agrokemikalije, se dolo¢i koli¢ina sproscenega ogljikovega
dioksida ali porabljenega kisika v vsaki ponovitvi in pripravi krivulja odziva na odmerek za oceno vrednosti
EC,. Stopnje respiracije, ki jih povzroéi glukoza (to je mg ogljikovega dioksida/kg suhe teze tal/uro ali mg
kisika/suho tezo talfuro), ugotovljene v tretiranih vzorcih po 28 dnevih, se primerjajo s tistimi, ki so
ugotovljene v kontroli. Iz teh podatkov se izracuna % vrednosti inhibicije za vsak preskus koncentracije. Ti
odstotki se glede na koncentracijo in statisticne postopke uporabijo za izra¢un vrednosti EC,. Intervali
zaupanja (p = 0,95) za izracunane EC, so doloceni tudi z uporabo standardnih postopkov (15) (16) (17).

RAZLAGA REZULTATOV

Kadar se ocenjujejo rezultati iz preskusov z agrokemikalijami in je razlika med stopnjami respiracije med
nizjim tretiranjem (to je najve¢jo predvideno koncentracijo) in kontrolo pri katerem koli vzorcenju po 28.
dnevu enaka ali manj$a od 25 %, se lahko oceni, da proizvod nima dolgoro¢nega vpliva na transformacijo
ogljika v tleh. Kadar se vrednotijo rezultati iz preskusov s kemikalijami, ki niso agrokemikalije, se uporabijo
vrednosti ECs,, EC,5 infali EC,,,.



13/Zv. 34

Uradni list Evropske unije 723

3. POROCANJE

3.1 POROCILO O PRESKUSU

Porocilo o preskusu mora vsebovati naslednje informacije:

Popolna identifikacija uporabljenih tal, vklju¢no z:

geografsko oznako mesta (zemljepisno $irino, zemljepisno dolzino),

informacijami o preteklosti mesta preskusa (pokritost z vegetacijo, uporaba izdelkov za zascito
pridelkov, uporaba gnojil, naklju¢na kontaminacija itd.),

vrsto rabe (npr. kmetijsko zemljisce, gozd itd.),

globino vzorcenja (cm),

vsebnostjo peska/mulja/gline (% suhe teZe),

pH (v vodi),

organsko vsebnostjo ogljika (% suhe teze),

vsebnostjo dusika (% suhe teze),

kationsko izmenjalno kapaciteto (mmol/kg),

zaCetno mikrobno biomaso glede na odstotke skupnega organskega ogljika,
sklici na metode, uporabljene za dolocanje posameznih parametrov,

vsemi informacijami v zvezi z odvzemanjem in shranjevanjem vzorcev tal,

podrobnostmi o predhodni inkubaciji tal, ¢e je bila.

Preskusna snov:

— fizikalno stanje in ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti,

— kemijske identifikacijske podatke, kadar je ustrezno, vklju¢no s strukturno formulo, Cistostjo

(odstotek aktivne sestavine v izdelkih za zas¢ito pridelka), vsebnostjo dusika.

Preskusni pogoji:

— podatke o dopolnitvi tal z organskim substratom,

stevilo koncentracij uporabljene preskusne kemikalije in, kadar je primerno, utemeljitev izbranih
koncentracij,

podatke o aplikaciji preskusne snovi na tla,

inkubacijsko temperaturo,

vsebnost vlage v tleh na zacetku preskusa in med njim,

uporabljeno metodo inkubacije tal (v razsutem stanju ali kot serija posameznih podvzorcev),
Stevilo ponovitev,

Stevilo vzoréen;.
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Rezultati:
— metodo in opremo, uporabljeno za merjenje stopenj respiracije,

— tabelari¢ne podatke, vklju¢no s posameznimi in srednjimi vrednostmi koli¢in ogljikovega dioksida
ali kisika,

— razliko med ponovitvami s tretiranimi in kontrolnimi vzorci,
— razlage popravkov izracunov, Ce je ustrezno,

— odstotek razlik v stopnjah respiracije, povzrocene z glukozo, pri vsakem vzorcenju ali, Ce je
primerno, vrednost ECs, s 95 odstotno mejo zaupanja, drugo EC, (EC,5 ali EC,,) z intervalom
zaupanja in graf krivulje odziva na odmerek,

— statisti¢no obdelavo rezultatov, po potrebi,

— vse informacije in opaZanja, koristne za razlago rezultatov preskusa.
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1.1

1.2

C.23 AEROBNA IN ANAEROBNA TRANSFORMACIJA V TLEH

METODA

Ta preskusna metoda ustreza metodi OECD TG 307 (2002).

UuvoD

Ta preskusna metoda temelji na obstojecih smernicah (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). Metoda, opisana v tej
preskusni metodi, je namenjena ovrednotenju aerobne in anaerobne transformacije kemikalij v tleh. Izvajajo
se poskusi za dolocitev (i) stopnje transformacije preskusne snovi in (i) narave in stopenj nastajanja in
zmanjSevanja produktov transformacije, ki so jim lahko izpostavljene rastline in talni organizmi. Take
Studije so potrebne za kemikalije, ki se nanasajo neposredno na tla ali za katere je verjetno, da bodo prisle
v talno okolje. Rezultati teh laboratorijskih $tudij se lahko uporabijo tudi za razvoj protokolov vzorcenja
in analiz za $tudije na sorodnih podrogjih.

Aerobne in anaerobne $tudije z eno vrsto tal navadno zadoscajo za ovrednotenje poti transformacije (8) (10)
(11). Stopnje transformacije je treba dolociti $e v najmanj treh dodatnih vzorcih tal (8) (10).

Na delavnici OECD o izbiri tal/usedline, ki je bila leta 1995 v Belgiratu v Italiji (10), je bil doseZen dogovor
predvsem o Stevilu in vrstah tal za uporabo v tem preskusu. Vrste preskusanih tal morajo biti reprezentativne
za okoljske razmere, kjer se bo pojavila uporaba ali spros¢anje. Na primer kemikalije, ki se lahko sproscajo
v subtropskih do tropskih podnebjih, se morajo preskusati na ferasolih ali nitosolih (sistem FAO). Na
delavnici so bila dana tudi priporocila v zvezi z odvzemanjem, obravnavanjem in shranjevanjem vzorcev
tal, ki temeljijo na napotkih ISO (15). Ta metoda obravnava tudi uporabo rizevih (namakalnih,
poplavljenih) tal.

OPREDELITVE POJMOV
Preskusna snov: katera koli snov, bodisi osnovna zmes ali ustrezni produkti transformacije.

Produkti transformacije: vse snovi, ki so posledica biotskih ali abiotskih transformacijskih reakcij
preskusne snovi, vklju¢no s CO., in produkti, ki so v vezanih ostankih.

Vezani ostanki: ,vezani ostanki“ predstavljajo spojine v tleh, rastlinske ali Zivalske, ki vztrajajo v matrici
v obliki osnovne snovi ali njenega(ih) metabolita(ov)/produktov transformacije po ekstrakciji. Ekstrakcijska
metoda ne sme bistveno spremeniti samih spojin ali strukture matrice. Narava vezi se lahko delno pojasni
z ekstrakcijskimi metodami, ki spreminjajo matrico, in z visoko razvitimi analitskimi tehnikami. Do sedaj
so bile, na primer, na ta nacin odkrite kovalentne ionske in sorptivne vezi. Na splosno nastajanje vezanih
ostankov znatno zmanjsa biolosko dostopnost in biolosko razpolozljivost (12) [prikrojeno po IUPAC-u
1984 (13)].

Aerobna transformacija: reakcije, ki se pojavljajo v navzocnosti molekularnega kisika (14).
Anaerobna transformacija: reakcije, ki se pojavljajo v odsotnosti molekularnega kisika (14).

Tla: so meSanica mineralnih in organskih kemicnih sestavin, slednje vsebujejo spojine z visoko vsebnostjo
ogljika in dusika in z veliko molsko maso, ki jih poZivljajo majhni (ve¢inoma mikro-) organizmi. Tla se lahko
obdelujejo v dveh stanjih:

(a) v neoviranem, kakor so se razvila s ¢asom, z znacilnimi plastmi razli¢nih vrst tal;

s kopanjem in se uporablja ta preskusna metoda (14).
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1.3

1.4

1.5

O]

Mineralizacija: je popolna razgradnja organske spojine v CO, in H,O v aerobnih razmerah in CH,, CO,
in H,O v anaerobnih razmerah. V smislu te preskusne metode, kjer se uporablja spojina z oznako '*C,
mineralizacija pomeni obseZno razgradnjo, v kateri se oznacen ogljikov atom oksidira s spros¢anjem
ustrezne kolicine *CO, (14).

Razpolovna doba: t, je Cas, potreben za 50 %-no transformacijo preskusne snovi, kadar lahko
transformacijo opiSemo kot kinetiko prvega reda; razpolovna doba ni odvisna od koncentracije.

Cas razgradnje DTs,: je Cas, v katerem se koncentracija preskusne snovi zmanjsa za 50 %; je drugacen od
razpolovne dobe t, 5, ko transformacija ne sledi kinetiki prvega reda.

Cas razgradnje DT,s: je Cas, v katerem se koncentracija preskusne snovi zmanjsa za 75 %.

Cas razgradnje DT, je Cas, v katerem se koncentracija preskusne snovi zmanjsa za 90 %.

REFERENCNE SNOVI

Referen¢ne snovi se uporabljajo za opis infali dolocitev produktov transformacije s spektroskopsko in
kromatografsko metodo.

UPORABNOST PRESKUSA

Metoda se uporablja za vse kemijske snovi (brez oznake ali z radioaktivno oznako), za katere je na voljo
dovolj natan¢na in ob¢utljiva analitska metoda. Uporablja se za rahlo hlapne, nehlapne, vodotopne ali v vodi
netopne spojine. Preskus naj se ne uporablja za kemikalije v tleh, ki so lahko hlapne (npr. fumiganti,
organska topila) in se tako ne morejo zadrzevati v tleh za poskusne pogoje tega preskusa.

PODATKI O PRESKUSNI SNOVI

Za merjenje stopnje transformacije se lahko uporabi neoznacena ali oznacena preskusna snov. Oznaceni
material je potreben za preucevanje poti transformacije in za vzpostavitev masne bilance. Priporoca se
oznaka '*C, vendar je lahko koristna tudi uporaba drugih izotopov, na primer '*>C, °N, *H, *?P. Ce je to
mogoce, naj se oznaka namesti na najstabilnejsi del(e) molekule (). Cistost preskusne snovi naj bo vsaj 95 %.

Pred izvajanjem preskusa o aerobni in anaerobni transformaciji v tleh, naj bodo na voljo naslednje
informacije o preskusni snovi:

(a) topnost v vodi (metoda A.6);
(b) topnost v organskih topilih;
(c) tlak pare (metoda A.4) in Henryjeva konstanta;

(d) porazdelitveni koeficient n-oktanol/voda (metoda A.8);

() kemijska stabilnost v temi (hidroliza) (metoda C.7);

(f) pK, ¢e je molekula nagnjena k dodajanju ali odvzemanju protonov [Smernica OECD 112 ] (16).

Druge uporabne informacije lahko vkljuc¢ujejo podatke o toksicnosti preskusne snovi na talne
mikroorganizme [metodi preskusanja C.21 in C.22] (16).

Na voljo morajo biti analitske metode (vklju¢no z metodami ekstrakcije in oci$¢enja) za koli¢insko
opredelitev in dolo¢itev preskusne snovi in njenih produktov transformacije.

Na primer, ¢e preskusna snov vsebuje en obroc, je potrebna oznaka tega obroca; ¢e preskusna snov vsebuje dva ali ve¢ obrocev,
so lahko potrebne studije za ovrednotenje usode vsakega oznacenega obroca in pridobitev ustreznih informacij o oblikovanju
produktov transformacije.
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1.6

1.7

1.7.1

1.7.2

1.7.3

1.8

PRINCIP PRESKUSNE METODE

Vzorci tal se tretirajo s preskusno snovjo in inkubirajo v temi v buckah biometri¢nega tipa ali v preto¢nih
sistemih v nadzorovanih laboratorijskih razmerah (pri stalni temperaturi in vlaznosti tal). Po ustreznih
¢asovnih presledkih se vzorci tal ekstrahirajo in analizirajo se osnovna snov in produkti transformacije. Tudi
hlapni produkti se zberejo za analizo z ustreznimi absorpcijskimi pripomocki. Z uporabo materiala z
oznako '*C se lahko izmerijo razli¢ne stopnje mineralizacije preskusne snovi z zajemanjem sprocenega
1*C0, in ugotovi se masna bilanca, vklju¢no z nastajanjem talnih vezanih ostankov.

MERILA KAKOVOSTI

Izkoristek

Ekstrakcija in analiza najmanj dvojnih vzorcev tal takoj po dodajanju preskusne snovi da prvi prikaz
ponovljivosti analitske metode in izenacenosti postopka uporabe za preskusno snov. Izkoristki poznejsih
stopenj poskusov so podani z ustreznimi masnimi bilancami. Izkoristki so v razponu od 90 % do 110 %
pri oznacenih kemikalijah (8) in od 70 % do 110 % pri neoznacenih kemikalijah (3).

Ponovljivost in obcutljivost analitske metode

Ponovljivost analitske metode (brez zacetne ucinkovitosti ekstrakcije) za koli¢insko dolocitev preskusne
snovi in proizvodov transformacije se lahko preveri z dvojno analizo istega ekstrakta tal, ki je inkubiran
dovolj dolgo, da nastajajo proizvodi transformacije.

Meja detekcije analitske metode za preskusno snov in za proizvode transformacije mora biti najmanj 0,01
mg-kg™! tal (kot preskusne snovi) ali 1 % uporabljenega odmerka, kar je manj. Opredeliti je treba tudi mejo
kolicinske opredelitve.

Tocnost podatkov transformacije

Regresijska analiza koncentracij preskusne snovi v funkciji ¢asa daje ustrezne informacije o zanesljivosti
krivulje transformacije in omogoca izracun intervala zaupanja za razpolovne dobe (v primeru psevdo
kinetike prvega reda) ali vrednosti DTs,, in, e je primerno, vrednosti DT 5 in DTy,

OPIS PRESKUSNE METODE

Oprema in kemijski reagenti

Inkubacijski sistemi so sestavljeni iz stati¢nih zaprtih sistemov ali ustreznih preto¢nih sistemov (7) (17).
Primera ustrezne preto¢ne naprave za inkubacijo tal in bucke biometri¢nega tipa sta prikazana na slikah 1
in 2. Obe vrsti inkubacijskih sistemov imata prednosti in omejitve (7) (17).

Potrebna je standardna laboratorijska oprema in zlasti naslednje:

— instrumenti za analizo, na primer oprema GLC, HPLC, TLC, vklju¢no z ustreznimi sistemi detekcije za
analiziranje radioaktivno oznacenih ali neoznacenih snovi ali inverzno metodo izotopskega redcenja,

— instrumenti za prepoznavanje (npr. MS, GC-MS, HPLC-MS, NMR itd.),
— tekocinski scintilacijski stevec,

— oksidacijsko sredstvo za izgorevanje radioaktivnega materiala,

— centrifuga,

— naprave za ekstrakcijo (na primer centrifugirne epruvete za hladno ekstrakcijo in naprava Soxhlet za
kontinuirano ekstrakcijo pod refluksom),
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1.8.3

1.8.3.1

— instrumenti za koncentriranje raztopin in ekstraktov (npr. rotacijski evaporator),
— vodna kopel,

— mehanska naprava za mesanje (npr. stroj za gnetenje, rotacijski mesalnik).
Uporabljeni kemicni reagenti vkljucujejo na primer:

— NaOH, analitsko ¢ist, 2 mol - dm? ali drugo ustrezno bazo (npr. KOH, etanolamin),
— H,S0,, analitsko ¢isto, 0,05 mol - dm?,

— etilen glikol, analitsko cist,

— trdne absorpcijske materiale, na primer natrijevo sol in poliuretanske cepe,

— organska topila, analitsko ¢ista, na primer aceton, metanol itd.,

— scintilacijsko tekocino.

Aplikacija preskusne snovi

Za dodajanje in porazdelitev v tla se lahko preskusna snov raztopi v vodi (deionizirani ali destilirani) ali po
potrebi v manjsi koli¢ini acetona ali drugega organskega topila (6), v katerem je preskusna snov dovolj topna
in stabilna. Vendar koli¢ina izbranega topila ne sme znatno vlivati na mikrobno dejavnost v tleh (glej oddelke
1.5 in 1.9.2-1.9.3.) Uporabi topil, ki zavirajo mikrobno dejavnost, na primer kloroformu, diklorometanu
in drugim halogeniranim topilom, se je treba izogibati.

Preskusna snov se lahko doda tudi kot trdna, npr. pomesana v kremenov pesek (6) ali v majhen podvzorec
preskusnih tal, ki je bil posusen na zraku in steriliziran. Ce se preskusna snov doda z uporabo topila, je treba
topilu omogoditi, da izhlapi, preden se v originalni nesterilni vzorec tal doda primesan podvzorec.

Pri splodnih kemikalijah, katerih glavna pot vstopa v tla je preko odpadnega blata/kmetijskega nanosa, je
treba preskusno snov najprej dodati v blato, ki se potem uvede v vzorec tal (glej oddelka 1.9.2 in 1.9.3).

Ne priporoca se rutinska uporaba formuliranih pripravkov. Vendar je uporaba formuliranega materiala
lahko ustrezna resitev npr. pri slabo topnih preskusnih snoveh.

Tla
Izbira tal

Za dolocitev poti transformacije se lahko uporabijo reprezentativna tla; priporoca se pescena ilovica ali
muljasta ilovica ali ilovica ali ilovnati pesek [v skladu s klasifikacijo FAO in USDA (18)] s pH 5,5-8,0,
vsebnostjo organskega ogljika 0,5-2,5 % in mikrobno biomaso najmanj 1 % skupnega organskega
ogljika (10).

Za preucevanje stopnje transformacije je treba uporabiti najmanj tri dodatne vzorce tal, ki predstavljajo
izbor ustreznih tal. Tla se morajo razlikovati po vsebnosti organskega ogljika, pH, vsebnosti gline in
mikrobne biomase (10).

Vse vrste tal je treba opredeliti vsaj glede teksture (% peska, % mulja, % gline) [v skladu s Klasifikacijo FAO
in USDA (18)], pH, kationske izmenjalne kapacitete, organskega ogljika, gostote v razsutem stanju,
znadilnosti zadrZevanja vode (') in mikrobne biomase (le za aerobne Studije). Dodatne informacije o
lastnostih tal so lahko koristne pri razlagi rezultatov. Za dolocitev lastnosti tal se lahko uporabijo metode,
priporocene v sklicih (19) (20) (21) (22) (23). Mikrobno biomaso je treba dolociti z uporabo metode
respiracije, ki jo povzroci substrat (25) (26), ali z alternativnimi metodami (20).

()  Sposobnost tal glede zadrzevanja vode se lahko izmeri kot poljska kapaciteta tal za vodo, kot zmogljivost zadrzevanja vode ali

kot pritisk ¢rpanja vode (pF). Za razlago glej Prilogo 1. V porocilu o preskusu je treba navesti, ali sta bili sposobnost zadrzevanja
vode in gostota v razsutem stanju doloceni v neoviranih vzorcih zemljis¢a ali v oviranih (predelanih) vzorcih.
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1.8.3.2

1.9

1.9.1.1

Odvzemanje, obravnavanje in shranjevanje tal

Na voljo morajo biti podrobne informacije o preteklosti mesta vzorcenja, kjer se odvzemajo tla za preskus.
Podrobnosti vkljucujejo to¢no lokacijo, pokritost z vegetacijo, uporabo kemikalij, uporabo organskih in
anorganskih gnojil, dodatke bioloskih materialov ali drugo kontaminacijo. Ce so bila tla tretirana s
preskusno snovjo ali analognimi strukturami, se ne uporabljajo v Studijah transformacije (10) (15).

Tla je treba na sveZe odvzeti na terenu (iz horizonta A ali zgornjega 20 cm sloja) z vsebnostjo vode, ki
omogoca presejanje. Pri tleh, ki niso iz rizevih polj, se je treba izogibati vzor¢enju med ali takoj po dolgih
obdobjih (> 30 dni) suse, zmrzali ali poplave (14). Vzorce je treba prepeljati na nacin, ki ¢im bolj zmanjsa
spremembe v vsebnosti vode v tleh in jih ¢im bolj zadrzevati v temi, brez dostopa do zraka. V ta namen
je na splosno primerna ohlapno zavezana polietilenska vreca.

Tla se obdelajo ¢imprej po vzorcenju. Vegetacijo, ve¢je Zivalske vrste in kamne v tleh je treba odstraniti,
preden se tla presujejo skozi 2 mm sito, ki odstrani manj$e kamne, Zivalske vrste in rastlinske odpadke.
Obseznemu susenju in drobljenju tal pred sejanjem se je treba izogibati (15).

Kadar je pozimi jemanje vzorcev na terenu tezko (tla zamrznjena ali prekrita s plastmi snega), se smejo vzeti
iz serije tal, shranjenih v topli gredi pod rastlinsko prevleko (npr. travo ali mesanico trave in detelje). Mo¢no
se priporocajo Studije s tlemi, ki so na sveze odvzeta na terenu, Ce pa je treba odvzeta in obdelana tla pred
zaCetkom $tudije shraniti, je potrebno skladis¢enje v ustreznih razmerah in samo za omejen ¢as (4 £ 2 °C
za najve¢ tri mesece), da se ohrani mikrobna dejavnost (). Podrobna navodila o odvzemanju, obravnavanju
in shranjevanju tal, ki se uporabljajo za biotransformacijske poskuse, so v (8) (10) (15) (26) (27).

Preden se obdelana tla uporabijo za ta preskus, jih je treba predhodno inkubirati, da se omogoci kaljenje in
odstranitev semen in ponovna vzpostavitev ravnovesja mikrobne presnove po spremembi razmer med
vzorenjem ali shranjevanjem na inkubacijske razmere. Na splosno zados¢a obdobje predhodne inkubacije
od 2 do 28 dni, ki pribliza pogoje temperature in vlage dejanskemu preskusu (15). Skupen ¢as shranjevanja
in predhodne inkubacije ne sme presegati treh mesecev.

IZVEDBA PRESKUSA
Preskusni pogoji
Preskusna temperatura

V celotnem obdobju preskusa morajo biti tla inkubirana v temi pri stalni temperaturi, ki je reprezentativna
za podnebne razmere, kjer bo potekala uporaba ali sproicanje. Temperatura 20 + 2 °C se priporoca za vse
preskusne snovi, ki lahko pridejo v tla v zmernih podnebjih. Temperaturo je treba spremljati.

Za kemikalije, ki se uporabljajo ali sproicajo v hladnejsih podjebjih (npr. v severnih drzavah v
jesenskih/zimskih obdobjih), je treba inkubirati dodatne vzorce tal, vendar pri niZji temperaturi
(npr. 10 + 2 °C).

(") Rezultati novejsih raziskav kazejo, da se lahko tudi tla iz zmernih pasov shranijo pri —20 °C za ve¢ kakor tri mesece (28) (29)

brez ve¢jih izgub mikrobne dejavnosti.
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1.9.1.2

1.9.1.3

1.9.1.4

1.9.1.5

1.9.1.6

Vsebnost viage

Za preskuse transformacije v aerobnih razmerah je treba prilagoditi vsebnost vlage (') in jo vzdrzevati pri
pFmed 2,0 in 2,5 (3). Vsebnost vlage v tleh je izraZena kot masa vode na maso suhih tal in se mora redno
nadzorovati (npr. v 2-tedenskih razmikih) s tehtanjem inkubacijskih buck in izgubo vode nadomestiti z
dodajanjem vode (najbolje s sterilno filtrirano vodo iz pipe). Paziti je treba, da se preprecijo ali ¢im bolj
zmanjsajo izgube preskusne snovi infali produktov transformacije z izhlapevanjem in/ali fotorazgradnjo (Ce
obstaja) med dodajanjem vlage.

Za preskuse transformacije v razmerah anaerobnih in riZevih tal se tla prepojijo z vodo s poplavljanjem.
Aerobne inkubacijske razmere

V preto¢nih sistemih se aerobne razmere ohranjajo s prekinjenim splakovanjem ali z neprekinjenim
prezraCevanjem z navlazenim zrakom. V biometri¢nih buckah se izmenjava zraka ohranja z difuzijo.

Sterilne aerobne razmere

Da bi dobili informacije o ustreznosti abiotske transformacije preskusne snovi, se lahko vzorci tal
sterilizirajo (glede sterilizacijskih metod glej sklica 16 in 29), tretirajo s sterilno preskusno snovjo (npr.
dodatek raztopine skozi sterilni filter) in prezracijo z navlazenim sterilnim zrakom, kot je opisano v oddelku
1.9.1.3. Pririzevih tleh je treba tla in vodo sterilizirati in izvesti inkubacijo, kot je opisano v oddelku 1.9.1.6.

Anaerobne inkubacijske razmere

Za vzpostavitev in ohranjanje anaerobnih razmer se tla, ki so tretirana s preskusno snovjo in inkubirana v
aerobnih razmerah za 30 dni ali eno razpolovno dobo ali DT, (kar je krajse), potem namocijo z vodo (1-3
cm plast vode), inkubacijski sistem pa se spere z inertnim plinom (npr. dusikom ali argonom) (2). Preskusni
sistem mora omogocati meritve, kot na primer pH, koncentracijo kisika in redoks potenciala, ter vkljucevati
naprave za zajemanje hlapnih produktov. Biometri¢ni tip sistema mora biti zaprt, da se izogne vstopu zraka
z difuzijo.

Razmere inkubacije na riZevih poljih

Za preucevanje transformacije na rizevih tleh se tla poplavijo s priblizno 1-5 centimetrsko plastjo vode,
preskusna snov pa se nanese na vodno fazo (9). Priporocena globina tal je najmanj 5 cm. Sistem se prezracuje
z zrakom, kakor v aerobnih razmerah, spremljati in porocati pa je treba o pH, koncentraciji kisika in redoks
potencialu vodne plasti. Pred zacetkom $tudij transformacije je potrebno najmanj dvotedensko obdobje
predhodne inkubacije (glej oddelek 1.8.3.2).

(") Tlane smejo biti ne premokra ne presuha, da se ohranja ustrezna prezra¢enost in prehrana talne mikroflore. Priporo¢ena vsebnost

vlage za optimalno mikrobno rast je od 40 do 60 % zmogljivosti zadrzevanja vode in od 0,1 do 0,33 barov (6). Slednji razpon
je enak razponu pF od 2,0 do 2,5. Tipi¢ne vsebnosti vlage razli¢nih vrst tal so podane v Prilogi 2.

() Aerobne razmere prevladujejo v povrsinskih tleh in celo v podpovrsinskih tleh, kot je prikazano v raziskovalnem projektu, ki
ga je sponzorirala 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.
avgust 1992, Sigtuna, Svedska]. Anaerobne razmere se lahko samo ob¢asno pojavijo med poplavami tal po hudem dezevju ali
kadar so vzpostavljene namakalne razmere na rizevih poljih.
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1.9.1.7

Trajanje preskusa

Stopnja in pot Studije normalno ne sme presegati 120 dni (*) (3) (6) (8), ker se po tem pricakuje postopno
upadanje mikrobne dejavnosti v tleh v umetnem laboratorijskem sistemu, izoliranem od naravnega
dopolnjevanja. Kadar je treba opredeliti zmanjSevanje preskusne snovi in nastajanje ali zmanjsevanje glavnih
produktov transformacije, se lahko $tudije nadaljujejo v daljsih obdobjih (npr. 6 ali 12 mesecev) (8). Daljsa
inkubacijska obdobja je treba utemeljiti v porocilu o preskusu in priloziti meritve biomase na koncu teh
obdobij in med njimi.

Izvajanje preskusa

V vsako inkubacijsko bucko (glej sliki 1 in 2 v Prilogi 3) se vlozi priblizno 50 do 200 g tal (na osnovi suhe
teZe) in tla, tretirana s preskusno snovjo po eni od metod, opisanih v oddelku 1.8.2. Ce se za aplikacijo
preskusne snovi uporabijo organska topila, jih je treba odstraniti iz tal z izhlapevanjem. Potem se tla
temeljito premesajo z lopatico in/ali stresanjem buck. Ce se $tudija izvaja v razmerah rizevega polja, je treba
tla in vodo po aplikaciji preskusne snovi temeljito premesati. Majhne alikvote (npr. 1 g) tretiranih tal je treba
analizirati glede preskusne snovi, da se preveri enotna porazdelitev. Za alternativne metode glej spodaj.

Stopnja tretiranja naj ustreza najvedji stopnji aplikacije izdelka za zascito pridelka, priporoceni v navodilih
za uporabo in enotni vkljucitvi v ustrezno globino polja (npr. 10 cm vrhnje plasti tal () ). Na primer za
kemikalije, uporabljene na listju ali tleh brez vkljucitve, je ustrezna globina za izracun, koliko kemikalije bi
bilo treba dodati v vsako bucko, 2,5 cm. Za kemikalije, vkljucene v tla, je ustrezna globina vkljucitve
opredeljena v navodilih za uporabo. Za splosne kemikalije se stopnja uporabe oceni na podlagi
najustreznej$e poti vstopa, na primer, ¢e je glavna pot vstopa v tla preko odpadnega blata, se kemikalija
dozira v blato s koncentracijo, ki odraza pri¢akovano koncentracijo blata in mora koli¢ina blata, dodanega
v tla, odrazati normalno nalaganje blata na kmetijska tla. Ce ta koncentracija ni dovolj visoka za ugotavljanje
produktov transformacije, lahko pomagajo lo¢eni vzorci tal, ki vsebujejo visje stopnje, vendar se je treba
izogibati pretiranim stopnjam, ki vplivajo na mikrobne funkcije tal (glej oddelka 1.5 in 1.8.2).

Namesto tega se vecja serija (npr. 1 do 2 kg) tal lahko tretira s preskusno snovjo, pazljivo primesano v
ustreznem mesalnem stroju in potem v manjsih 50 do 200 gramskih delih preneseno v inkubacijske bucke
(na primer z uporabo razdeljenih vzorcev). Manjse alikvote (npr. 1 g) tretirane serije tal je treba analizirati
glede preskusne snovi, da se preveri enotna porazdelitev. Tak postopek se priporoca, ker omogoca enotnejso
porazdelitev preskusne snovi v tla.

Tudi netretirani vzorci tal se inkubirajo v enakih razmerah (aerobnih) kot vzorci, tretirani s preskusno
snovjo. Ti vzorci se uporabijo za meritve biomase na koncu studij in med njimi.

() Aerobne $tudije se lahko prekinejo precej pred 120 dnevi, pod pogojem, da je do takrat jasno doseZena pot transformacije in

dokoné¢na mineralizacija. Prekinitev preskusa je mogoca po 120 dneh ali ko je transformiranih najmanj 90 % preskusne snovi,
vendar le, ¢e je oblikovanih najmanj 5 % CO._,.
() IzraCun zacetne koncentracije na podro¢ni osnovi z uporabo naslednje enacbe:

Alkglhal 10’ [mg/kg]
1[m]10"[m’hal-d[kg, /m ]

Ctla[mg/kg!la] =

C,, = zacetna koncentracija v tleh [mg-kg™']

A = stopnja aplikacije [kg-ha™']; 1 = gostota plasti tal na polju [m]; d = gostota suhih tal v razsutem stanju [kg-m].
Praviloma daje stopnja uporabe 1 kg-ha™ v tleh koncentracijo priblizno 1 mg-kg™ v 10-centimetrski plasti (ob predpostavki
gostote v razsutem stanju 1 g-cm ™).
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1.9.3

1.9.4

2.1

Kadar se preskusna snov uporabi na tleh, raztopljenih z organskim topilom ali topili, se vzorci tal, tretirani
z enako koli¢ino topil(a), inkubirajo v enakih razmerah (aerobnih) kakor vzorci, tretirani s preskusno snovjo.
Ti vzorci se uporabljajo za zaCetne meritve biomase na koncu $tudij in med njimi za preverjanje u¢inkov
topil(a) na mikrobno biomaso.

Bucke, ki vsebujejo tretirana tla, so bodisi priloZene preto¢nemu sistemu, opisanemu v sliki 1, ali zaprte z
absorpcijsko kolono, prikazano v sliki 2 (glej Prilogo 3).

Vzorcenje in meritve

Dvojne inkubacijske bucke se odstranijo v ustreznih ¢asovnih razmikih in vzorci tal se ekstrahirajo z
ustreznimi topili razli¢ne polarnosti in analizirajo glede preskusne snovi infali produktov transformacije.
Dobro nacrtovana tudija vkljucuje dovolj buck, tako da se pri vsakem vzorcenju Zrtvujeta dve bucki. Tudi
absorpijske raztopine ali trdni absorpcijski materiali se odstranijo v razli¢nih ¢asovnih razmikih (v prvem
mesecu v 7-dnevnih razmikih in po prvem mesecu 17-dnevnih razmikih) med in na koncu inkubacije
vsakega vzorca tal in analizirajo glede hlapnih produktov. Poleg vzorca tal, vzetega neposredno po uporabi
(vzorec dneva 0), se vkljuci najmanj 5 dodatnih vzor¢nih tock. Casovne razmike je treba izbrati na tak nacin,
da je mogoce vzpostaviti vzorec zmanjSevanja preskusne snovi in vzorce nastajanja in zmanjSevanja
produktov transformacije (npr. 0, 1, 3, 7 dni; 2, 3 tedne; 1, 2, 3 mesece itd.).

Pri uporabi preskusne snovi z oznako *C, se koli¢insko dolo¢i neizlocljiva radioaktivnost z izgorevanjem
in izratuna masna bilanca za vsak vzor¢ni interval.

V primeru anaerobne in rizeve inkubacije se talna in vodna faza skupaj analizirata glede preskusne snovi
in produktov transformacije ali loceno s filtracijo ali centrifugitanjem pred ekstrakcijo in analizo.

Neobvezni preskusi

Aerobne, nesterilne $tudije pri dodatnih temperaturah in vlagi tal so lahko koristne pri oceni vpliva
temperature in vlage tal na stopnje transformacije preskusne snovi in/ali produktov njene transformacije v
tleh.

Nadaljnja opredelitev neizlocljive radioaktivnosti se lahko poskusa recimo z uporabo izjemno kriticne
ekstrakcije tekocin.

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Koli¢ine preskusne snovi, produktov transformacije, hlapnih (samo v %) in neizlocljivih snovi se podajo
kot % uporabljenih zacetnih koncentracij in, kadar je primerno, kot mg-kg™" tal (na podlagi suhe teze tal)
za vsak interval vzorcenja. Masno bilanco je treba podati v odstotku uporabljene zacetne koncentracije za
vsak interval vzorcenja. Grafi¢na predstavitev koncentracij preskusne snovi glede na ¢as omogoca oceno
njene razpolovne dobe transformacije ali DTs,. Treba je prepoznati glavne produkte transformacije in
zarisati tudi njihove koncentracije glede na ¢as, da se prikazejo stopnje njihovega nastajanja in zmanjsevanja.
Glavni produkt transformacije je vsak produkt, ki predstavlja = 10 % uporabljenega odmerka v katerem koli
Casu med Studijo.

Zajeti hlapni produkti dajejo neko navedbo hlapnega potenciala preskusne snovi in njenih produktov
transformacije iz tal.
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2.2

3.1

Natancnejse dolocitve razpolovnih dob ali vrednosti DTs,, in po potrebi DT, in vrednosti DTy, je treba
pridobiti z uporabo ustreznih izra¢unov kineti¢nih modelov. Razpolovna doba in vrednosti DTs, se
sporocajo skupaj z opisom uporabljenega modela, vrstnega reda kinetike in dologitve koeficienta (r?).
Kinetika prvega reda ima prednost, razen ¢e je r* < 0,7. Po potrebi se izracuni uporabijo tudi za glavne
produkte transformacije. Primeri ustreznih modelov so opisani v sklicih od 31 do 35.

V primeru stopenjske Studije, izvedene pri razli¢nih temperaturah, so transformacijske stopnje opisane kot
funkcija temperature v temperaturnem razponu pri poskusu z uporabo Arrheniusovega zakona v formuli:

B
BTl Ink =InA - -,
T

kjer sta In A in B regresijski konstanti iz preseka in nagiba najboljse linije, nastale iz linearno padajoce In
k do 1/T, kjer je k konstantna stopnja pri temperaturi T in je T temperatura v Kelvinu. Paziti je treba na
omejeni razpon temperature, v katerem je Arreheniusov zakon veljaven v primeru, ¢e transformacijo ureja
mikrobna dejavnost.

VREDNOTENJE IN RAZLAGA REZULTATOV

Ceprav se Studije izvajajo v umetnem laboratorijskem sistemu, rezulati omogocajo ocene stopnje
transformacije preskusne snovi in tudi stopnje nastajanja in zmanjevanja produktov transformacije v
terenskih razmerah (36) (37).

Studija poti transformacije preskusne snovi zagotavlja informacije o poteh, po katerih se uporabljena snov
strukturno spremeni v tleh s kemi¢nimi in mikrobnimi reakcijami.

POROCANJE

POROCILO O PRESKUSU
Porocilo o preskusu mora vkljucevati:
Preskusna snov:

— splosno ime, kemijsko ime, Stevilko po CAS, strukturno formulo (z navedbo polozaja oznak(e),
kadar se uporabi radioaktivno oznaceni material) in ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti (glej
oddelek 1.5),

— distost (necistoce) preskusne snovi,
— radiokemijsko Cistost oznacene kemikalije in specifi¢no dejavnost (kjer je primerno).
Referenc¢ne snovi:

— kemijsko ime in strukturo referencnih snovi, uporabljenih za opredelitev infali dolocitev
produktov transformacije.

Preskusna tla:
— podrobnosti 0 mestu odvzema,
— datum in postopek vzorcenja tal,

— lastnosti tal, kot so pH, vsebnost organskega ogljika, teksturo (% peska, % mulja, % gline),
kationsko izmenjalno kapaciteto, gostoto v razsutem stanju, znacilnost zadrZevanja vode in
mikrobno biomaso,

— dolzino shranjevanja tal in razmere shranjevanja (Ce se shranjuje).
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Preskusni pogoji:

— datume izvajanja $tudij,

— koli¢ino uporabljene preskusne snovi,

— uporabljena topila in metodo aplikacije preskusne snovi,

— zacetno tezo tretiranih tal in vzorcev, odvzetih za analizo v vsakem ¢asovnem obdobju,
— opis uporabljenega sistema inkubacije,

— stopnje pretoka zraka (le za preto¢ne sisteme),

— temperaturo poskusnega okolja,

— vsebnost vlage v tleh med inkubacijo,

— mikrobno biomaso na zacetku, med potekom in na koncu aerobnih $tudij,

— pH, koncentracijo kisika in redoks potenciala na zacetku, med potekom in na koncu $tudij
anaerobnih in riZevih tal,

— metodo(e) ekstrakcije,

— metode za kolicinsko opredelitev in dolocitev preskusne snovi in glavnih produktov
transformacije v tleh in absorpcijskih materialih,

— Stevilo ponovitev in 3tevilo kontrol.

Rezultati:

— rezultat dolo¢itve mikrobne dejavnosti,
— ponovljivost in obcutljivost uporabljenih analitskih metod,
— stopnje izkoristka (vrednosti v % za veljavno $tudijo so podane v oddelku 1.7.1);

— tabele rezultatov, izraZenih kot % apliciranega zacetnega odmerka in, kadar je primerno, kot
mg-kg™! tal (na osnovi suhe teze),

— masno bilanco med potekom in na koncu 3tudij,
— opredelitev neizlocljive (vezane) radioaktivnosti ali ostankov v tleh,
— koli¢insko opredelitev spros¢enega CO, in drugih hlapnih spojin,

— prikaze koncentracij tal glede na ¢as za preskusno snov in, kadar je primerno, za glavne produkte
transformacije,

— razpolovno dobo ali DT, DT, in DTy, za preskusno snov in, kadar je primerno, za glavne
produkte transformacije vklju¢no z intervalom zaupanja,

— oceno stopnje abiotske razgradnje v sterilnih razmerah,

— oceno kinetike transformacije za preskusno snov in, kadar je primerno, za glavne produkte
transformacije,

— predlagane poti transformacije, kadar je primerno,
— razpravo in razlago rezultatov,

— surove podatke (to je vzor¢ne kromatograme, vzorcne izra¢une stopenj transformacije in sredstev,
uporabljenih za dolo¢itev produktov transformacije).
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PRILOGA 1

PRITISK VODE, POLJSKA KAPACITETA TAL ZA VODO (FC) IN ZMOGLJIVOST ZADRZEVANJA

VODE (WHC) ()

Vi§ina  vodne
kolone

[cm] pE () bar (v) Pripombe
107 7 10* suha tla
1,6:10* 4,2 16 tocka izsusenosti
10* 4 10
10° 3 1
6:10° 2,8 0,6
3,3-102 2,5 0,33 (9

2
10 2 0.1 razpon poljske kapacitete tal za
60 1,8 0,06 vodo ()
33 1,5 0,033 WHC (priblizek)
10 1 0,01 tla nasi¢ena z vodo
1 0 0,001

(%) pF = logaritem cm vodne kolone.

®) 1 bar = 10° Pa.

(
() priblizno ustreza vsebnosti vode 10 % v pesku, 35 % v ilovici in 45 % v glini.
(

) poljska kapaciteta tal za vodo ni stalna, ampak se spreminja z vrsto tal med pF 1,5 in 2,5.

Pritisk vode se meri v cm vodne kolone ali v barih. Zaradi velikega razpona vleka je pritisk izrazen preprosto kot
vrednost pF, ki je enaka logaritmu cm vodne kolone.

Poljska kapaciteta tal za vodo je opredeljena kot koli¢ina vode glede na maso, ki jo lahko naravna tla shranijo 2 dni po
dolgem dezevnem obdobju ali po zadostnem namakanju. Dolo¢i se v neoviranih tleh in situ na terenu. Merjenje se
zato ne uporablja na oviranih laboratorijskih vzorcih tal. Vrednosti poljske kapacitete tal za vodo, dolo¢ene v oviranih
tleh lahko kazejo velika sistemati¢na odstopanja.

Zmogljivost zadrZevanja vode (WHC) je opredeljena v laboratoriju z neoviranimi in oviranimi tlemi z nasic¢enjem talne
kolone z vodo s kapilarnim prenosom. Posebno uporabna je pri oviranih tleh in je lahko do 30 % vecja kakor poljska
kapaciteta tal za vodo (1). Eksperimentalno jo je tudi lazje dolociti kakor zanesljive vrednosti poljske kapacitete.

(") Miickenhausen, E. (1975). Die Bodenkunde und ihre geologischen, geomorphologischen, mineralogischen und petrologischen

Grundlagen. DLG-Verlag, Frankfurt, Main.
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PRILOGA 2

VSEBNOST VLAGE V TLEH (g vode na 100 g suhih tal) V RAZLICNIH VRSTAH TAL V RAZLICNIH

DRZAVAH

Vrsta tal Drzava Vsebnost vlage v tleh pri
WHC (1) pF=18 pF=2,5

Pesek Nemdija 28,7 8,8 3,9
Ilovnati pesek Nemcija 50,4 17,9 12,1
Ilovnati pesek Svica 44,0 35,3 9,2
Muljasta ilovica Svica 72,8 56,6 28,4
Glinasta ilovica Brazilija 69,7 38,4 27,3
Glinasta ilovica Japonska 74,4 57,8 31,4
Pescena ilovica Japonska 82,4 59,2 36,0
Muljasta ilovica ZDA 47,2 33,2 18,8
Pescena ilovica ZDA 40,4 25,2 13,3

(") Zmogljivost zadrzevanja vode.



740 Uradni list Evropske unije 13/Zv. 34

PRILOGA 3
Slika 1

Primer preto¢ne naprave za preucevanje transformacije kemikalij v tleh (1)(2)

1: igelni ventil 4: bucka za presnovo tal (prelita 7, 8: lovilnk  z  natrijevim
z vodo le pri anaerobnih in hidroksidom za CO, in druge
namakalnih razmerah) kisle hlapne snovi

2: plinska jeklenka, ki vsebuje
vodo 5: lovilnik z etilen glikolom za
organske hlapne spojine
9: merilnik pretoka
3: ultramembrana (le za sterilne lovilnik z zveplovo”klshno za
razmere), velikost por 0,2 pm alkalne hlapne spojine

0 1

Slika 2

Primer bucke biometri¢nega tipa za preucevanje transformacije kemikalij v tleh (3)

A
'?4’.;;

b

Natrijeva sol za vpijanje CO,

e ] Z oljem prepojena steklena
: volna ali poliuretanska pena za
vpijanje organskih hlapnih
snovi

Tla + preskusna snov

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

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

(3) Anderson, J.P.E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte auf Verdampfung, Abbau und Festlegung von
Diallat im Boden. Z. PflKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141-146.
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1.

1.1

1.2

C.24 AEROBNA IN ANAEROBNA TRANSFORMACIJA V SISTEMIH VODNIH USEDLIN

METODA

Ta preskusna metoda ustreza metodi OECD TG 308 (2002).

UvoD

Kemikalije lahko vstopijo v plitve ali globoke povriinske vode po poteh, kot so neposredni vnos, pronicanje
prienja, povrsinsko odtekanje, drenaza, odlaganje odpadkov, industrijske, domace ali kmetijske odplake in
usedline iz zraka. Ta preskusna metoda opisuje laboratorijsko metodo za ocenjevanje aerobne in anaerobne
transformacije organskih kemikalij v sistemih vodnih usedlin. Temelji na obstojecih smernicah (1) (2) (3) (4)
(5) (6). Na delavnici OECD o izbiri tal/usedline, ki je bila leta 1995 v Belgiratu v Italiji (7), je bil dosezen
dogovor predvsem o $tevilu in vrstah tal za uporabo v tem preskusu. Dana so bila tudi priporocila v zvezi
z odvzemanjem, obravnavanjem in shranjevanjem vzorcev usedlin, ki temeljijo na napotkih ISO (8). Take
Studije so potrebne za kemikalije, ki se vnasajo neposredno v vodo ali za katere je verjetno, da bodo prisle
v vodno okolje po zgoraj opisanih poteh.

Razmere v naravnih sistemih vodnih usedlin so v zgornji vodni fazi pogosto aerobne. Povrsinska plast
usedline je lahko bodisi aerobna ali anaerobna, globlje usedline pa so navadno anaerobne. Da bi zajeli vse
te moZnosti, so v tem dokumentu opisani tako aerobni kot anaerobni preskusi. Aerobni preskus simulira
aerobno vodno kolono nad plastjo aerobne usedline, pod katero je anaerobno pobo¢je. Anaerobni preskus
simulira povsem anaerobni sistem vode in usedline. Ce okolis¢ine kazejo, da je treba znatno odstopati od
teh priporo¢il, na primer z uporabo nedotaknjenih jeder usedlin ali usedlin, ki so bile morda izpostavljene
preskusni snovi, so v ta namen na volji druge metode (9).

OPREDELITVE POJMOV
V vsakem primeru se uporabljajo standardne mednarodne enote (SI).
Preskusna snov: katera koli snov, bodisi osnovna ali ustrezni produkti transformacije.

Produkti transformacije: vse snovi, ki so posledica biotskih in abiotskih transformacijskih reakcij
preskusne snovi, vklju¢no s CO, in vezanimi ostanki.

Vezani ostanki: ,vezani ostanki“ predstavljajo spojine v tleh, rastlinske ali Zivalske, ki vztrajajo v matrici
v obliki osnovne snovi ali njenega metabolita ali njenih metabolitov/produktov po ekstrakciji. Ekstrakcijska
metoda ne sme bistveno spremeniti samih spojin ali strukture matrice. Narava vezi se lahko delno pojasni
z ekstrakcijskimi metodami, ki spreminjajo matrico, in z visoko razvitimi analitskimi tehnikami. Do sedaj
so bile, na primer, na ta nacin odkrite kovalentne ionske in sorptivne vezi. Na splo$no nastajanje vezanih
ostankov znatno zmanj$a biolosko dostopnost in biolosko razpolozljivost (10) [prikrojeno po
[UPAC-u (11)].

Aerobna transformacija (oksidacija): reakcije, ki se pojavljajo v navzocnosti molekularnega kisika (12).
Anaerobna transformacija (redukcija): reakcije, ki se pojavljajo v odsotnosti molekularnega kisika (12).
Naravne vode: so povrsinske vode, dobljene iz ribnikov, rek, potokov itd.

Usedlina: je mesanica mineralnih in organskih kemic¢nih sestavin, slednje vsebujejo spojine z visoko
vsebnostjo ogljika in dusika in z veliko molsko maso. Odlaga jo naravna voda in tvori povezavo z vodo.
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1.3

1.4

Mineralizacija: je popolna razgradnja organske spojine v CO,, H,O v aerobnih razmerah in CH,, CO, in
H,O0 v anaerobnih razmerah. V smislu te preskusne metode, kjer se uporablja spojina z radioaktivno oznako,
mineralizacija pomeni obseZno razgradnjo molekule, v kateri se oznaceni ogljikov atom oksidira ali
koli¢insko reducira s spros¢anjem ustrezne koli¢ine '*CO, oziroma '*CH,.

Razpolovna doba ¢, je Cas, potreben za 50 %-no transformacijo preskusne snovi, kadar lahko
transformacijo opiSemo kot kinetiko prvega reda; razpolovna doba ni odvisna od zacetne koncentracije.

Cas razgradnje DT je Cas, v katerem se zacetna koncentracija preskusne snovi zmanjsa za 50 %.
Cas razgradnje DT, : je Cas, v katerem se zaCetna koncentracija preskusne snovi zmanjsa za 75 %.

Cas razgradnje DT, je Cas, v katerem se zaCetna koncentracija preskusne snovi zmanjsa za 90 %.

REFERENCNE SNOVI

Referenc¢ne snovi se uporabljajo za dolocitev in kolicinsko opredelitev produktov transformacije s
spektroskopsko in kromatografsko metodo.

PODATKI O PRESKUSNI SNOVI

Za merjenje stopnje transformacije se lahko uporabi neoznacena ali izotopno oznacena preskusna snov,
Ceprav se priporoca oznaceni material. Oznaceni material je potreben za preucevanje poti transformacije
in za vzpostavitev masne bilance. Priporoca se oznaka '*C, vendar je lahko koristna tudi uporaba drugih
izotopov, na primer >C, '°N, *H, *?P. Ce je to mogoce, naj se oznaka namesti na najstabilnejsi del(e)
molekule (*). Kemijska in/ali radiokemijska ¢istost preskusne snovi naj bo vsaj 95 %.

Pred izvajanjem preskusa morajo biti na voljo naslednje informacije o preskusni snovi:
(a) topnost v vodi (metoda A.6);
(b) topnost v organskih topilih;
(c) tlak pare (metoda A.4) in Henryjeva konstanta;
(d) porazdelitveni koeficient n-oktanol/voda (metoda A.8);
(e) adsorpcijski koeficient (Ky, K¢ ali K, kjer je primerno) (metoda C.18);
(f) hidroliza (metoda C.7);
(g) disociacijska konstanta (pK,) [Smernica OECD 112] (13);

(h) kemijska struktura preskusne snovi in po potrebi polozaj oznak(e) izotopa.

Opomba:  Porocati je treba o temperaturi, pri kateri so bile opravljene te meritve.

Druge uporabne informacije lahko vkljucujejo podatke o toksicnosti preskusne snovi za talne
mikroorganizme, podatke o lahki infali inherentni biorazgradljivosti in podatke o aerobni in anaerobni
transformaciji v tleh.

Na primer, e snov vsebuje en obroc, je potrebna oznaka tega obroca; ¢e preskusna snov vsebuje dva ali ve¢ obrocev, so lahko

potrebne Studije za ovrednotenje usode vsakega oznacenega obroca in pridobitev ustreznih informacij o oblikovanju produktov
transformacije.
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1.5

1.6

1.7

Na voljo morajo biti analitske metode (vkljuéno z metodami ekstrakcije in ocis¢enja) za dolocitev in
koli¢insko opredelitev preskusne snovi in njenih produktov transformacije v vodi in usedlini (glej oddelek
1.7.2).

PRINCIP PRESKUSNE METODE

Metoda, opisana v tem preskusu, uporablja sistem aerobnih in anaerobnih vodnih usedlin (glej Prilogo 1),
ki omogoca:

(i) merjenje stopnje transformacije preskusne snovi v sistemu vode in usedline;
(i) merjenje stopnje transformacije preskusne snovi v usedlini;

(ili) merjenje stopnje mineralizacije preskusne snovi in/ali njenih produktov transformacije (¢e se uporablja
preskusna snov z oznako '*C);

(iv) dolocitev in koli¢insko opredelitev produktov transformacije v vodni fazi in fazi usedline, vklju¢no z
masno bilanco (e se uporablja oznacena preskusna snov);

(v) merjenje porazdelitve preskusne snovi in njenih produktov transformacije med dve fazi v Casu
inkubacije v temi (na primer, da bi se izognili cvetenju alg) pri stalni temperaturi. Razpolovne dobe in
vrednosti DT, DT, 5 in DTy, se dolocijo, kadar so podatki zanesljivi, vendar se ne smejo ekstrapolirati
$e dolgo po koncu poskusnega obdobja (glej oddelek 1.2).

Tako za aerobne kot za anaerobne $tudije sta potrebni najmanj dve usedlini in z njimi povezana voda (7).
Seveda pa lahko obstajajo primeri, ko je treba uporabiti ve¢ kakor dve vodni usedlini, na primer, pri
kemikaliji, ki je lahko navzoca v svezi vodi infali morskem okolju.

UPORABNOST PRESKUSA

Metoda se navadno uporablja za kemi¢ne snovi (brez oznake ali z radioaktivno oznako), za katere je na voljo
dovolj natan¢na in ob¢utljiva analitska metoda. Uporablja se za rahlo hlapne, nehlapne, vodotopne ali v vodi
slabo topne spojine. Preskus naj se ne uporablja za kemikalije v vodi, ki so lahko hlapne (npr. fumiganti,
organska topila) in se tako ne morejo zadrZevati v vodi in/ali usedlini za poskusne pogoje tega preskusa.

Metoda se je do zdaj uporabljala za studije transformacije kemikalij v sveZzi vodi in usedlinah, vendar bi se
naceloma lahko uporabljala tudi za morske rokave in priobalne sisteme. Ni pa primerna za simuliranje
razmer v tekoci vodi (npr. rekah) ali na odprtem morju.

MERILA KAKOVOSTI

Izkoristek

Ekstrakcija in analiza najmanj dvojnih vzorcev vode in usedline takoj po dodajanju preskusne snovi da prvi
prikaz ponovljivosti analitske metode in izenacenosti postopka uporabe za preskusno snov. Izkoristki
poznejsih stopenj poskusov so podani z ustreznimi masnimi bilancami (kadar se uporabi oznaceni material).
Izkoristki so v razponu od 90 % do 110 % pri oznacenih kemikalijah (6) in od 70 % do 110 % pri
neoznacenih kemikalijah.

Ponovljivost in obcutljivost analitske metode

Ponovljivost analitske metode (brez zacetne ucinkovitosti ekstrakcije) za koli¢insko dolocitev preskusne
snovi in proizvodov transformacije se lahko preveri z dvojno analizo istega ekstrakta vode ali vzorcev
usedline, ki so bili inkubirani dovolj dolgo, da nastajajo proizvodi transformacije.
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Meja detekcije analitske metode za preskusno snov in za proizvode transformacije mora biti najmanj
0,01 mgkg™" vode ali usedline (kot preskusne snovi) ali 1 % zacetne kolicine, uporabljene v preskusnem
sistemu, kar je manj. Opredeliti je treba tudi mejo koli¢inske opredelitve.

1.7.3  Toc¢nost podatkov transformacije

Regresijska analiza koncentracij preskusne snovi v funkciji ¢asa daje ustrezne informacije o to¢nosti krivulje
transformacije in omogoca izracun intervala zaupanja za razpolovne dobe (¢e se uporablja psevdo kinetika
prvega reda) ali vrednosti DT, in, e je primerno, vrednosti DT in DTy,

1.8 OPIS PRESKUSNE METODE

1.8.1  Preskusni sistem in naprave

Studijo je treba opraviti v steklenih posodah (npr. steklenicah, epruvetah za centrifugiranje), razen ce
predhodne informacije (na primer porazdelitveni koeficient n-oktanol/voda, sorpcijski podatki itd.) kazejo,
da se lahko preskusna snov lepi na steklo in je treba v tem primeru razmisliti o drugem materialu (na primer
o teflonu). Ce je znano, da se preskusna snov oprijema stekla, je ta problem mogoce odpraviti z eno ali ve¢
od naslednjih metod:

— dolo¢imo maso preskusne snovi in produktov transformacije, ki so se oprijeli stekla,
— zagotovimo, da se na koncu preskusa vsa steklena oprema izpere z raztopino,
— uporabimo formulirane produkte (glej tudi oddelek 1.9.2);

— uporabimo povecano koli¢ino pomoznega topila za dodajanje preskusne snovi v sistem; Ce se
uporablja pomozno topilo, naj bo to pomozno topilo, ki ne raztaplja preskusne snovi.

Primera tipicnih preskusnih naprav, to je plinske preto¢ne naprave in sistema biometri¢nega tipa, sta
prikazana v prilogah 2 in 3 (14). Drugi uporabni inkubacijski sistemi so opisani v sklicu 15. Na¢rt poskusne
naprave mora omogocati izmenjavo zraka ali dusika in zajemanje hlapnih produktov. Mere naprave morajo
izpolnjevati zahteve preskusa (glej oddelek 1.9.1). Prezracevanje se lahko zagotovi bodisi z blagim
vpihavanjem mehurckov ali spuscanjem zraka ali dusika preko vodne povrsine. V slednjem primeru je
priporocljivo rahlo mesanje vode od zgoraj zaradi boljse porazdelitve kisika ali dusika v vodi. Zrak brez
CO., se ne sme uporabljati, ker lahko povzro¢i povecanje pH vode. V obeh primerih je nezazeleno motenje
usedline in se je treba temu ¢im bolj izogibati. Rahlo hlapne kemikalije je treba preskusiti v sistemu
biometri¢nega tipa z blagim meSanjem vodne povrSine. Lahko se uporabljajo tudi zaprte posode z
volumnom nad vzorcem bodisi z atmosferskim zrakom ali dusikom in notranjimi steklenickami za
zajemanje hlapnih produktov (16). Pri aerobnem preskusu je potrebna redna izmenjava plina v volumnu
nad vzorcem, da se nadomesti kisik, ki ga porabi biomasa.

Primerni lovilniki za zbiranje hlapnih produktov transformacije med drugim zajemajo 1 mol-dm™

raztopine kalijevega hidroksida ali natrijevega hidroksida za ogljikov dioksid (?) in etilen glikol, etanolamin
ali 2 % parafin v ksilenu za organske spojine. Hlapne snovi, ki nastanejo v anaerobnih razmerah, kot na
primer metan, se lahko zberejo recimo z molekulskimi siti. Take hlapne snovi se lahko sezgejo, na primer
v CO.,,, tako da se plin spusti skozi kremenovo epruveto, napolnjeno s CuO, pri temperaturi 900 °C in se
nastali CO., zajame v absorpcijsko posodo z alkalijskimi snovmi (17).

() Ker te alkalne absorpcijske raztopine vpijajo tudi ogljikov dioksid iz prezracevalnega zraka in tistega, ki nastaja pri respiraciji v
aerobnih poskusih, jih je treba v rednih presledkih zamenjati, da bi se izognili njihovi zasi¢enosti in s tem izgubi njihove
absorpcijske sposobnosti.
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1.8.2

1.8.2.1

1.8.2.2

Potrebni so laboratorijski instrumenti za kemijsko analizo preskusne snovi in produktov transformacije
(npr. plinsko tekocinsko kromatografijo (GLC), tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC),
tankoplastno kromatografijo (TLC), masno spektroskopijo (MS), plinsko kromatografijo-masno
spektroskopijo (GC-MS), tekocinsko kromatografijo-masno spektroskopijo (LC-MS), jedrsko magnetno
resonanco (NMR) itd.), vklju¢no s sistemi detekcije radioaktivno oznacenih ali neoznacenih kemikalij, kot
je primerno. Kadar se uporablja radioaktivno oznaceni material, sta potrebna tudi tekocinski scintilacijski
Stevec in oksidacijsko sredstvo za izgorevanje (za sezig vzorcev usedline pred analizo radioaktivnosti).

Po potrebi se zahteva $e druga standardna laboratorijska oprema za fizikalno-kemijske in bioloske dolo¢itve
(glej oddelek tabele 1, oddelek 1.8.2.2), steklena posoda, kemikalije in reagenti.

Izbira in Stevilo vodnih usedlin

Mesta vzorcenja je treba izbrati v skladu z namenom preskusa v dani situaciji. Pri izbiranju mesta vzorcenja
je treba upostevati preteklost morebitnih kmetijskih, industrijskih ali domacih vnosov v zajetje in vode v
zgornjem toku. Usedline se ne smejo uporabiti, ¢e so bile v predhodnih 4 letih kontaminirane s preskusno
snovjo ali analognimi strukturami.

Izbira usedine

Za aerobne Studije se navadno uporabita dve usedlini (7). Izbrani usedlini se morata razlikovati glede
vsebnosti organskega ogljika in teksture. Ena usedlina naj ima visoko vsebnost organskega ogljika
(2,5-7,5 %) in fino teksturo, druga usedlina naj ima nizko vsebnost organskega ogljika (0,5-2,5 %) in grobo
teksturo. Razlika med vsebnostjo organskega ogljika naj bo normalno vsaj 2 %. ,Fina tekstura“ je opredeljena
kot vsebnost [gline + mulja] (*) > 50 % in ,groba tekstura“je opredeljena kot vsebnost [gline + mulja] < 50 %.
Razlika v vsebnosti [gline + mulja] obeh usedlin naj bo normalno vsaj 20 %. V primerih, ko lahko pride
kemikalija tudi v morsko vodo, naj bo vsaj en sistem vode in usedline morskega izvora.

Pri povsem anaerobnih studijah, je treba vzorce za dve usedlini (vklju¢no z njunimi povezanimi vodami)
vzeti iz anaerobnih con teles povrsinskih vod (7). Z obema fazama, fazo usedline in vodno fazo, je treba
ravnati previdno in ju prenesti brez navzocnosti kisika.

Pri izbiri usedlin so lahko pomembni Se drugi parametri in jih je treba upostevati za vsak primer posebej.
Na primer razpon pH usedlin bi bil pomemben za preskusanje kemikalij, pri katerih je transformacija in/ali
sorpcija lahko odvisna od pH. Odvisnost sorpcije od pH se lahko odraza v pK, preskusne snovi.

Opis znadilnosti vzorcev vode in usedline

Klju¢ni parametri, ki se morajo izmeriti in je treba o njih porocati (s sklicevanjem na uporabljeno metodo)
tako za vodo kot usedlino, in stopnja preskusa, pri kateri je treba te parametre dolociti, so povzeti v tukajsnji
tabeli. Metode za dolocanje teh parametrov so v vednost podane v sklicih (18) (19) (20) (21).

Poleg tega utegne biti glede na posamezen primer potrebno izmeriti in porocati o drugih parametrih (npr.
za svezo vodo: o delcih, alkalnosti, trdoti, prevodnosti, NO5/PO,, (razmerje in posamezne vrednosti); za
usedline: o kationski izmenjalni kapaciteti, zmogljivosti zadrzevanja vode, karbonatu, skupnem dusiku in
fosforju in za morske sisteme: o slanosti). Analiza nitrata, sulfata, biolosko razpolozljivega Zeleza in drugih
moznih sprejemnikov elektronov v usedlinah in vodah je lahko koristna tudi pri ocenjevanju redoks
pogojev, zlasti v zvezi z anaerobno transformacijo.

(") [Glina + mulj] je mineralna frakcija usedline z velikostjo delcev < 50 pm.
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1.8.3.1

Meritve parametrov za opredelitev vzorcev vode in usedline (7) (22) (23)

Parameter

Stopnja preskusnega postopka

Terensko
vzorcenje

Poznejse
ravnanje

Zacetek
prilago-
ditve

Zacetek
preskusa

Med
presku-
som

Konec
preskusa

Voda

Izvor|vir

Temperatura

PH

Skupni organski ogljik

Koncentracija O, ()

Redoks potencial (°)

Usedlina

Izvor|vir

Globina plasti

PH

Porazdelitev velikosti delcev

Skupni organski ogljik

Mikrobna biomasa ()

Redoks potencial (*)

Opazovanje
(barva/vonj)

(") Rezultati novejsih raziskav kazejo, da meritve koncentracij kisika v vodi in redoks potencialov nimajo niti mehanisti¢ne
niti napovedovalne vrednosti glede rasti in razvoja mikrobnih populacij na povrsini teh vod (24) (25). Boljsa orodja za
razlago in vrednotenje stopenj in poti aerobne biotransformacije so lahko dolo¢itev potrebe po biokemijskem kisiku
(BOD pri terenskem vzorcenju, na zacetku in na koncu preskusa) in koncentracij mikro/makro hranilnih snovi Ca, Mg
in Mn (na zacetku in na koncu preskusa) v vodi in meritve skupnega N in skupnega P v usedlinah (pri terenskem vzor-
Cenju in na koncu preskusa).

(") Metoda stopnje mikrobne respiracije (26), metoda zaplinjanja (27) ali meritve s Stetjem (npr. bakterij, aktinomicet, gliv

in skupnih kolonij) pri aerobnih studijah; stopnja metanogeneze pri anaerobnih studijah.

Odvzemanje, obravnavanje in shranjevanje

Odvzemanje

Pri vzor¢enju usedlin je treba upostevati osnutek smernice ISO o vzoréenju usedlin z dna (8). Vzorce usedlin
je treba jemati s celotnih 5 do 10 cm zgornje plasti usedline. Z usedlino povezano vodo je treba odvzeti z
istega mesta ali lokacije in v istem Casu kakor usedlino. Pri anaerobnih $tudijah je treba usedline in z njimi
povezano vodo vzor€iti in prevazati brez navzocnosti kisika (28) (glej oddelek 1.8.2.1). Nekaj pripomockov

za vzorcenje je opisanih v literaturi (8) (23).
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1.8.3.2

1.8.3.3

1.8.4

1.9

1.9.1

Ravnanje

Usedlina se lo¢i od vode s filtriranjem in se mokro preseje skozi 2 mm sito z uporabo odvecne vode z
lokacije, ki se nato zavrze. Nato se znane koli¢ine usedlin in vode zmesajo v Zelenem razmerju (glej oddelek
1.9.1) v inkubacijskih buckah in pripravijo za prilagoditveno obdobje (glej oddelek 1.8.4). Pri anaerobnih
Studijah je treba vse stopnje ravnanja opraviti brez navzocnosti kisika (29) (30) (31) (32) (33).

Shranjevanje

Mocno se priporoca uporaba sveze odvzetih vzorcev usedlin in vode, ¢e pa je nujno shranjevanje, je treba
usedlino in vodo presejati, kakor je opisano zgoraj, in shraniti skupaj, namoceno v vodi (6-10 cm plast vode)
vtemi pri4 £ 2 °C (*) za najvec 4 tedne (7) (8) (23). Vzorce, ki se uporabijo za aerobne Studije, je treba shraniti
s prostim dostopom do zraka (npr. v odprtih posodah), tiste za anaerobne Studije pa brez navzocnosti kisika.
Med prevozom in shranjevanjem ne sme priti do zamrznitve usedlin in vode in izsuSevanja usedline.

Priprava vzorcev usedline/vode za preskus

Obdobje prilagoditve naj poteka pred dodajanjem preskusne snovi, vsak vzorec usedline/vode se polozi v
inkubacijsko posodo za uporabo pri glavnem preskusu, prilagoditev pa naj se izvaja v povsem enakih
razmerah kakor preskusna inkubacija (glej oddelek 1.9.1). Prilagoditveno obdobje je ¢as, potreben, da se
doseze razumna stabilnost sistema, kot jo odrazajo pH, koncentracija kisika v vodi, redoks potencial
usedline in vode in makroskopska locitev faz. Obdobje prilagoditve naj normalno traja od enega tedna do
dveh tednov in ne sme presegati tirih tednov. Porocati je treba o rezultatih dolocitev, ki se izvedejo v tem
obdobju.

IZVEDBA PRESKUSA

Preskusni pogoji

Preskus je treba izvesti v inkubacijski napravi (glej oddelek 1.8.1) z vodno usedlino v volumenskem razmerju
med 3: 1 in 4: 1 in plastjo usedline 2,5 cm ( 0,5 cm) (4). Priporo¢ena najmanjsa koli¢ina na inkubacijsko
posodo je 50 g usedline (na osnovi suhe teze).

Preskus je treba opraviti v temi pri stalni temperaturi v razponu od 10 do 30 °C. Primerna je temperatura
(20 £ 2) °C. Po potrebi se lahko v posameznih primerih, odvisno od informacij, ki se zahtevajo od preskusa,
razmisli o dodatni niZji temperaturi (npr. 10 °C). Inkubacijsko temperaturo je treba spremljati in o njej
porocati.

(")  Novejse Studije so pokazale, da lahko shranjevanje pri 4 °C vodi v zmanjsanje vsebnosti organskega ogljika v usedlini, kar lahko

povzrodi tudi zmanjSanje mikrobne dejavnosti (34).
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Ravnanje s preskusno snovjo in njena uporaba

Uporabi se ena preskusna koncentracija kemikalije (*). Pri kemikalijah za zas¢ito pridelka, ki se vnasajo
neposredno v vodna telesa, se najve¢ji odmerek na nalepki jemlje kot najvecja stopnja aplikacije, racunano
na osnovi povriinskega obmocja vode v preskusni posodi. V vseh drugih primerih naj se uporabijo
koncentracije, ki temeljijo na napovedih iz emisij v okolje. Treba je paziti, da se zagotovi vnos zadostne
koncentracije preskusne snovi za opredelitev poti transformacije ter nastajanje in zmanjSevanje produktov
transformacije. V primerih, ko so koncentracije preskusne snovi blizu mejam detekcije na zacetku Studije
infali kadar glavni produkti transformacije niso zlahka zaznavni ob navzocnosti 10 % stopnje aplikacije
preskusne snovi, je morda treba uporabiti ve¢je odmerke (npr. 10-krat). A ¢e se uporabijo visje preskusne
koncentracije, ne smejo imeti opaznega $kodljivega u¢inka na mikrobno dejavnost sistema vode in usedline.
Da bi dosegli stalno koncentracijo preskusne snovi v posodah razli¢nih velikosti, je morda primerno
razmisliti o prilagoditvi koli¢ine uporabljenega materiala na podlagi globine vodne kolone v posodi glede
na globino vode na terenu (za katero se predvideva, da je 100 cm, vendar se lahko uporabijo druge globine).
Glej Prilogo 4 za primer izracuna.

V idealnem primeru se preskusna snov uporabi kot vodna raztopina v vodni fazi preskusnega sistema. Ce
se temu ne da izogniti, je dovoljena uporaba manjsih koli¢in topil, ki se mesajo z vodo (npr. aceton, etanol),
za nanos in porazdelitev preskusne snovi, vendar ne sme presegati 1 % v/v in ne sme imeti $kodljivih u¢inkov
na mikrobno dejavnost preskusnega sistema. Pri izdelavi vodne raztopine preskusne snovi je potrebna
pazljivost, za zagotavljanje popolne homogenosti je morda primerna uporaba generatorskih kolon in
predhodno mesanje. Po dodajanju vodne raztopine v preskusni sistem se priporoca nezno mesanje vodne
faze, tako da se ¢im manj moti usedlina.

Ne priporoca se rutinska uporaba formuliranih pripravkov, ker lahko formulirane sestavine skodujejo
porazdelitvi preskusne snovi infali produktov transformacije med vodno fazo in fazo usedline. Vendar je
lahko uporaba formuliranega materiala ustrezna resitev pri slabo topnih preskusnih snoveh.

Stevilo inkubacijskih posod je odvisno od §tevila vzorcenj (glej oddelek 1.9.3). Treba je vkljuciti zadostno
stevilo preskusnih sistemov, tako da se lahko pri vsakem vzorcenju Zrtvujeta dva sistema. Ce se pri vsaki
vodni usedlini uporabijo kontrolne enote, se ne smejo tretirati s preskusno snovjo. Kontrolne enote se lahko
uporabljajo za doloc¢anje mikrobne biomase usedline in skupnega organskega ogljika v vodi in usedlini na
koncu studije. Dve kontrolni enoti (to je po ena kontrolna enota iz vsake vodne usedline) se lahko uporabi
za spremljanje potrebnih parametrov v usedlini in vodi med prilagoditvenim obdobjem (glej tabelo v
oddelku 1.8.2.2). Dve dodatni kontrolni enoti je treba vkljuciti v primeru, ¢e se preskusna snov nanese s
pomogjo topila, da se izmeri skodljive u¢inke na mikrobno dejavnost preskusnega sistema.

Trajanje preskusa in vzorcenje

Trajanje poskusa normalno ne presega 100 dni (6) in naj se nadaljuje, dokler se ne vzpostavijo pot razgradnje
in vzorec razporeditve vode/usedline ali dokler se 90 % preskusne snovi ne porabi s transformacijo in/ali
izhlapevanjem. Stevilo vzorcenj naj bo vsaj gest (vklju¢no z ni¢elnim), z neobvezno predhodno $tudijo (glej
oddelek 1.9.4), ki se uporabi za vzpostavitev ustreznega reZima vzorcenja in trajanja preskusa, razen ce je
iz prejdnjih $tudij na voljo dovolj podatkov o preskusni snovi. Za hidrofobne preskusne snovi so lahko v
zaCetnem obdobju Studije potrebne dodatne tocke vzorcenja zaradi dolocitve stopnje razporeditve med
vodno fazo in fazo usedline.

() Preskus z drugo koncentracijo je lahko koristen pri kemikalijah, ki pridejo v povrsinske vode po drugih vstopnih poteh in

povzrodijo znatno drugacne koncentracije, ¢e se lahko manjsa koncentracija dovolj natan¢no analizira.
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1.9.4

1.9.5

2.1

Po ustreznem $tevilu vzorcen;j se vse inkubacijske posode (v ponovitvah) odstranijo za analizo. Usedlina in
nad njo lezeca voda se analizirata posebej (1). Povrsinska voda se previdno odstrani s ¢im manj$im motenjem
usedline. Pri ekstrakciji in opredelitvi preskusne snovi in produktov transformacije je treba upostevati
ustrezne analitske postopke. Paziti je treba, da se odstrani material, ki se je morda adsorbiral na inkubacijsko
posodo ali na povezovalne cevi, ki se uporabljajo za zajemanje hlapnih snovi.

Neobvezni predhodni preskus

Ce se trajanje in rezim vzorcenja ne moreta oceniti po drugih ustreznih tudijah preskusne snovi, je lahko
primeren neobvezni predhodni preskus, ki ga je treba izvesti z uporabo enakih preskusnih razmer, kakor
so predlagane za dejansko studijo. O ustreznih poskusnih razmerah in rezultatih predhodnega preskusa, ce
se izvede, je treba na kratko porocati.

Meritve in analiza

Koncentracijo preskusne snovi in produktov transformacije je treba pri vsaki ponovitvi vzorcenja izmeriti
in o njej porocati (o koncentraciji in o uporabljenem odstotku). Na splosno je treba ugotoviti produkte
transformacije, ki se pri katerem koli vzor¢enju zaznajo pri > 10 % uporabljene radioaktivnosti v skupnem
sistemu voda-usedlina, razen e ni upraviceno utemeljeno drugace. Tudi produkte transformacije, pri katerih
se koncentracije med $tudijo nenehno povecujejo, je treba upostevati pri ugotavljanju, tudi ¢e njihove
koncentracije ne presegajo zgornjih omejitev, ker lahko oznacujejo obstojnost. Slednje je treba upostevati
glede na vsak primer posebej in v porocilu podati utemeljitev.

O rezultatih iz sistemov zajemanja plinov/hlapnih snovi (CO, in drugih, to je hlapnih organskih spojin) je
treba porocati za vsako ponovitev vzorcenja. Porocati je treba o stopnjah mineralizacije. O neizlocljivih
(vezanih) ostankih v usedlini je treba porocati za vsako tocko vzorcenja.

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Skupno masno bilanco ali izkoristek (glej oddelek 1.7.1) dodane radioaktivnosti je treba izracunati za vsako
ponovitev vzorCenja. O rezultatih se poroca v obliki odstotka dodane radioaktivnosti. O porazdelitvi
radioaktivnosti med vodo in usedlino se poroca v obliki koncentracij in odstotkov za vsako ponovitev
vzorcenja.

Razpolovna doba, DT, in po potrebi DT, in DTy, preskusne snovi se izracunajo skupaj z njihovim
intervalom zaupanja (glej oddelek 1.7.3). Informacije o stopnji razprsitve preskusne snovi v vodi in usedlini
se lahko dobijo z uporabo ustreznih ocenjevalnih orodij. Te so lahko vse od uporabe psevdo kinetike prvega
reda, empiri¢nih tehnik prilagajanja krivulje, pri katerih se uporabljajo graficne ali teviléne resitve do bolj
zapletenega ocenjevanja, na primer z uporabo eno- ali vecprekatnih modelov. Nadaljnji podatki so na voljo
v ustrezni objavljeni literaturi (35) (36) (37).

(") V primerih, ko se lahko zlahka pojavi hitra ponovna oksidacija produktov anaerobne transformacije, je treba med vzorcenjem

in analizo vzdrZevati anaerobne razmere.
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3.1

Vsi pristopi imajo svoje prednosti in slabosti in se znatno razlikujejo po sestavljenosti. Predpostavka kinetike
prvega reda je lahko prevelika poenostavitev procesov razgradnje in porazdelitve, a kadar je mogoce, daje
pojem (stopnjo konstante ali razpolovno dobo), ki je lahko razumljiv in ima vrednost pri simulacijskem
modeliranju in izra¢unavanju predvidenih okoljskih koncentracij. Empir¢ni pristopi ali linearne
transformacije se lahko bolje ujemajo s krivuljami podatkov in zato omogocajo boljse ocene razpolovnih
dob, vrednosti DTs, in po potrebi DTs in DTy,. Uporaba izpeljanih konstant pa je omejena. Modeli s
prekati lahko dajo Stevilne uporabne konstante vrednosti pri ocenjevanju tveganja, ki opisujejo stopnjo
razgradnje v razli¢nih prekatih in porazdelitev kemikalije. Uporabljajo se lahko tudi za ocenjevanje stopnje
konstant pri oblikovanju in razgradnji glavnih produktov transformacije. V vseh primerih mora biti izbrana
metoda utemeljena in mora izvajalec poskusa grafi¢no infali statisticno prikazati, zakaj je izbira dobra.

POROCANJE

POROCILO O PRESKUSU
Porocilo mora vsebovati naslednje informacije:

Preskusna snov:

— splosno ime, kemijsko ime, stevilko po CAS, strukturno formulo (z navedbo polozaja oznak(e), kadar
se uporabi radioaktivno oznaceni material) in ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti,

— distost (necistoce) preskusne snovi,
— radiokemijsko Cistost oznacene kemikalije in molarno dejavnost (kjer je primerno).
Referen¢ne snovi:

— kemijsko ime in strukturo referen¢nih snovi, uporabljenih za opredelitev infali dolocitev produktov
transformacije.

Preskusne usedline in vode:
— lokacijo in opis mest(a) vzorcenja vodnih usedlin, vklju¢no, ¢e je mogoce, s preteklo kontaminacijo;

— vse informacije v zvezi z odvzemanjem, shranjevanjem (Ce se izvaja) in prilagoditvijo sistemov vode in
usedlin;

— znacilnosti vzorcev vode in usedlin, ki so nastete v tabeli v oddelku 1.8.2.2.
Preskusni pogoji:

— uporabljeni preskusni sistem (npr. preto¢ni, biometri¢ni, na¢in prezracevanja, metodo mesanja, koli¢ino
vode, maso usedline, gostoto obeh plasti, vode in usedline, mere preskusnih posod itd.),

— uporabo preskusne snovi v preskusnem sistemu: uporabljeno preskusno koncentracijo, Stevilo
ponovitev in nacin uporabe kontrol preskusne snovi (npr. morebitno uporabo topila) itd.,

— inkubacijsko temperaturo,
— Stevilo vzorcenj,
— metode ekstrakcije in u¢inkovitost, pa tudi analitske metode in meje detekcije,

— metode opredelitve/dolocitve produktov transformacije,



13/Zv. 34

Uradni list Evropske unije

751

odstopanja od preskusnega protokola ali preskusnih razmer med Studijo.

Rezultati:

vrednosti surovih podatkov reprezentativnih analiz (vsi surovi podatki se morajo shraniti v GLP arhivu),
ponovljivost in obcutljivost uporabljenih analitskih metod,
stopnje izkoristka (vrednosti v % za veljavno Studijo so podane v oddelku 1.7.1),

tabele rezultatov, izrazene v % uporabljenega odmerka in v-kg™' v vodi, usedlini in skupnem sistemu
(samo %) za preskusno snov in, Ce je primerno, za produkte transformacije in neizlocljivo radioaktivnost,

masno bilanco med potekom in na koncu studij,

graficno predstavitev transformacije v vodi in frakcijah usedlin ter v skupnem sistemu (vkljutno z
mineralizacijo),

stopnje mineralizacije,

razpolovno dobo, vrednosti DT, in po potrebi DT, in DTy, za preskusno snov in, kadar je primerno,
za glavne produkte transformacije, vklju¢no z intervalom zaupanja v vodi, usedlini in skupnem sistemu,

oceno kinetike transformacije za preskusno snov in, kadar je primerno, za glavne produkte
transformacije,

predlagane poti transformacije, kadar je primerno,

razpravo o rezultatih.
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PRILOGA 1

NAPOTKI ZA AEROBNE IN ANAEROBNE PRESKUSNE SISTEME

Aerobni preskusni sistem

Aerobni preskusni sistem, opisan v tej preskusni metodi, je sestavljen iz aerobne vodne plasti (tipicne koncentracije
kisika so v razponu od 7 do 10 mg-l"") in plasti usedline, acrobne na povrsini in anaerobne pod povrsino (tipicni
povpreéni redoks potenciali (Eh) v anaerobni coni usedline so v razponu od —80 do =190 mV). V vsaki inkubacijski
enoti se vlazen zrak spusti preko povrsine vode, da se ohrani dovolj kisika v volumnu nad vzorcem.

Anaerobni preskusni sistem

Pri anaerobnem preskusnem sistemu je preskusni postopek v bistvu enak kakor je opisan za aerobni sistem, le da se
preko povrsine vode v vsaki inkubacijski enoti spusti dusik za ohranjanje dusika v volumnu nad vzorcem. Usedlina
in voda se Stejeta za anaerobna, dokler je redoks potencial (Eh) nizji od —100 mV.

Pri anaerobnem preskusu ocenjevanje mineralizacije vkljucuje meritve vsebovanega ogljikovega dioksida in metana.
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PRILOGA 2

v

PRIMER PLINSKE PRETOCNE NAPRAVE

Zrak ali dusik

L
Deionizirana
voda

Hppoapei®

Varnostni
lovilnik

Dovodni lovilniki

Dovodni
razdelilnik

Povriinska voda

- i

Usedlina I

Inkubacijska
enota

i e
Varnostni
lovilnik

S
Past 1

L—
Past 2

e s
Past 3

Lovilniki hlapnih snovi

Varnostna past, prazna

lovljenje

za

etilenglikol

Past 1:

organskih hlapnih snovi

Past 2:

lena kislina 0,1 M za
lovljenje alkalnih hlapnih snovi

ivep

Razgradnja vodrne usedline

B iy

Y

s s
Past 4

lovljene CO2 in drugih kislih

natrijev hidroksid 2 M za
hlapnih snovi

Pasti 3 & 4:

Ventili Izhodni
razdelilnik

Podtla¢ni vod

Seaso
Deionizirana
voda

Izhodni lovilniki
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PRILOGA 3

PRIMER BIOMETRICNE NAPRAVE

Sistern za absorpcijo CO, in za
remes—y ____ adsorpcijo organskih hlapnih
spojin (O, prepustnih)

Naprava za ekstrakcijo CO,

J——
Odprtina za dolocanje kisika v
H,0

Odprtina za dolo¢anje plina (z

{ ,@ zaprto pregrado)
;
i

esrstsremer— s MeSalnik

- Voda

REC GRS == Usedlina

Magnetni mesalnik
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PRILOGA 4

PRIMER IZRACUNA ZA UPORABO ODMERKA V PRESKUSNIH POSODAH

Notranji premer cilindra: =8 cm
Globina vodne kolone brez usedline: =12 cm
Povriina: 3,142 x 42 =50,3 cm?

Stopnja aplikacije: 500 g preskusne snovi/ha ustreza 5 pg/cm?

Skupno pg: 5 x 50,3 =251,5 pg
Prilagojena koli¢ina glede na globino 100 cm: 12 x 251,5 + 100 =30,18 pg
Volumen vodne kolone: 50,3 x 12 =603 ml

Koncentracija v vodi: 30,18 + 603 = 0,050 pg/ml ali 50 pg/l



