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(Rdttsakter vilkas publicering dr obligatorisk)

KOMMISSIONENS DIREKTIYV 2004/73/EG

av den 29 april 2004

om anpassning till tekniska framsteg for tjugonionde gangen av radets direktiv

67/548/EEG om tillnarmning av lagar och andra forfattningar om klassificering,

forpackning och markning av farliga amnen

(Text av betydelse for EES)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR ANTAGIT DETTA
DIREKTIV

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Europeiska gemenskapen,

med beaktande av rddets direktiv 67/548/EEG av den 27 juni 1967 om tillndrmning av lagar
och andra forfattningar om klassificering, forpackning och mirkning av farliga #@mnen',
sarskilt artikel 28 i1 detta, och

av foljande skal:

(D

2)

Bilaga I till direktiv 67/548/EEG innehéller en forteckning 6ver farliga dmnen samt
uppgifter om klassificering och mérkning av respektive dmne. Forteckningen behover
uppdateras genom inforande av nya dmnen som anmilts och av fler &mnen som redan
existerar. Vidare mdste uppgifterna om de &dmnen som redan &r upptagna i
forteckningen anpassas till de tekniska framstegen, bl.a. genom faststillande av Svre
grinser for koncentrationer av vissa dmnen i miljon. Det dr ocksd nodvéndigt att ta
bort poster med vissa d&mnen eller grupper av dmnen. Andra poster behdver delas upp
pa flera, eftersom klassificeringen inte lingre giller for alla &mnen som nu &r upptagna
1 samma post. Mérkningen av dmnen som innehéller 1,3-butadien bor dndras med
hinsyn till att detta @mne enligt foreliggande direktiv kommer att klassificeras som
mutagent.

I bilaga V till direktiv 67/548/EEG anges metoder for bestdmning av fysikalisk-
kemiska egenskaper, toxicitet och eko-toxicitet hos dmnen och preparat. Denna bilaga
bor dndras si att antalet forsoksdjur som anvidnds minskas sd ldngt som mojligt, i
enlighet med rddets direktiv 86/609/EEG av den 24 november 1986 (om tillndrmning
av medlemsstaternas lagar och andra forfattningar om skydd av djur som anvénds for

"EGT 196, 16.8.1967, s. 1. Direktivet senast dndrat genom kommissionens direktiv 2001/59/EG (EGT L 225,

6.8.2001, s. 1).
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3)

forsok och andra vetenskapliga #ndamal)®>. De metoder for subkronisk och oral
toxicitet som beskrivs i avsnitten B.1, B.4, B.5, B.31 och B.35 bor revideras i enlighet
med detta. Vidare bor bilaga V utdkas med avsnitt B.42 sd att det blir mgjligt att
anvinda en forfinad metod for test av subkronisk oral toxicitet. Slutligen bor bilaga V
utokas med foljande avsnitt: A.21 om fysikalisk-kemiska egenskaper, B.43 om
subkronisk oral toxicitet samt C.21-C.24 om milj6toxicitet. Didrigenom skulle det bli
mojligt att bestimma egenskaper som dnnu inte ticks pd ett tillfredsstéllande sitt av
metoderna 1 den nuvarande versionen av bilagan.

De édtgiirder som foreskrivs i detta direktiv dr forenliga med yttrandet frdn Kommittén
for anpassning till tekniska framsteg av direktiv som syftar till att undanréja tekniska
handelshinder avseende farliga &mnen och preparat.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Direktiv 67/548/EEG dndras pa foljande sitt:

Y

2)

Bilaga I skall @ndras pé foljande sitt:

a)  Texten i anmirkning K i forordet skall ersittas med texten i bilaga 1 A till detta
direktiv.

b)  Texterna i de poster som motsvarar posterna i bilaga 1 B till detta direktiv skall
ersittas med texterna i sistnimnda bilaga.

c) Posterna i bilaga 1 C till detta direktiv skall inforas i bilaga I till direktiv
67/548/EEG och i enlighet med ordningsféljden som i sistndmnda bilaga.

d) Posterna med indexnummer 604-050-00-X, 607-050-00-8, 607-171-00-6 och
613-130-00-3 skall tas bort.

e) Posten med indexnummer 048-002-00-0 skall ersdttas med posterna med
indexnummer 048-002-00-0 och 048-011-00-X 1 bilaga 1 D till detta direktiv.

f)  Posten med indexnummer 609-006-00-3 skall ersittas med posterna med
indexnummer 609-006-00-3 och 609-065-00-5 1 bilaga 1 D till detta direktiv.

g) Posten med indexnummer 612-039-00-6 skall ersidttas med posterna med
indexnummer 612-039-00-6 och 612-207-00-9 1 bilaga 1 D till detta direktiv.

Bilaga V skall dndras pd foljande sitt:
a)  Texten ibilaga 2 A till detta direktiv skall laggas till som avsnitt A.21.
b)  Texten 1 avsnitt B.1 b skall ersiittas med texten 1 bilaga 2 B till detta direktiv.

c)  Texten iavsnitt B.1 c skall ersiittas med texten i bilaga 2 C till detta direktiv.

> EGT L 358, 18.12.1986, s. 1. Direktivet senast indrat genom Europaparlamentets och ridets direktiv

2003/65/EG (EGT L 230, 16.9.2003, s. 32).
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d)  Texten i avsnitt B.4 skall erséttas med texten 1 bilaga 2 D till detta direktiv.
e)  Texten 1 avsnitt B.5 skall ersittas med texten 1 bilaga 2 E till detta direkftiv.
f)  Texten i avsnitt B.31 skall ersittas med texten i bilaga 2 F till detta direktiv.
g)  Texten i avsnitt B.35 skall ersiittas med texten 1 bilaga 2 G till detta direktiv.

h)  Texten i bilaga 2 H till detta direktiv skall ldggas till som avsnitt B.42 och
B.43.

1) Texten i bilaga 2 I till detta direktiv skall ldggas till som avsnitt C.21-C.24.

Artikel 2

1. Medlemsstaterna skall senast den 31 oktober 2005 sitta 1 kraft de lagar och andra
forfattningar som dr nddvédndiga for att folja detta direktiv. De skall till
kommissionen genast Overlimna texten till dessa bestdimmelser samt en
jamforelsetabell dver dem och bestimmelserna i detta direktiv. Nir en medlemsstat
antar dessa bestimmelser skall de innehdlla en héinvisning till detta direktiv eller
atfoljas av en sddan hinvisning nir de offentliggors. Niarmare foreskrifter om hur
hinvisningen skall goras skall varje medlemsstat sjélv utfirda.

2. Medlemsstaterna skall till kommissionen Overlimna de centrala bestdimmelser i
nationell lagstiftning som de antar inom det omride som omfattas av detta direktiv.
Artikel 3
Detta direktiv trider i kraft den tjugonde dagen efter det att det har offentliggjorts i
Europeiska unionens officiella tidning.
Artikel 4
Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna.

Utférdat i Bryssel den 29 april 2004.

Pa kommissionens vdgnar
Margot WALLSTROM
Ledamot av kommissionen
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BILAGA 1A
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Anmirkning K:

Amnet behover inte klassificeras som cancerframkallande eller mutagent om det kan
visas att det innehdller mindre &n 0,1 viktprocent 1,3-butadien (Einecs-nr 203-450-8).
Om dmnet inte klassificeras som cancerframkallande eller mutagent skall 4tminstone S-
fraserna (2-)9-16 anvidndas. Denna anmérkning giller endast vissa komplexa kol- och
oljebaserade dmnen som anges 1 bilaga 1.
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A.21. OXIDERANDE EGENSKAPER (VATSKOR)

1. METOD

1.1 INLEDNING

Denna provningsmetod dr utformad for att miita ett flytande dmnes potential att oka forbrinningshastigheten eller
forbrianningsintensiteten hos ett brinnbart dmne, eller att bilda en blandning med ett brinnbart mne som sjdlvantinds
nir de tvd blandas noggrant. Metoden ir baserad pd FN:s provningsmetod Provning for oxiderande vitskor (1) och ir
likvirdig med den. D& denna metod A.21 emellertid i forsta hand ér utformad for att uppfylla kraven i direktiv
67/548/EEG, krivs endast jimforelse med ett referenstimne. Provning och jimforelse med ytterligare referensiimnen
kan bli nodvindiga om provningsresultaten forvintas anviindas for andra syftenl.

Denna provning behover inte utforas niir en undersdkning av strukturformeln kan faststiilla att dmnet utan rimligt
tvivel dr of6rmoget att reagera exotermiskt med ett brinnbart material.

Det dr virdefullt att ha forinformation om dmnets alla mojliga explosiva egenskaper innan denna provning utfors.
Denna provning r inte tillimplig pé fasta dmnen, gaser, explosiva eller mycket brandfarliga &mnen, eller peroxider.

Denna provning behdver eventuellt inte utforas, om resultat for provsubstansen ifriga frin provning enligt FN:s
Provning for oxiderande vitskor (1) redan finns tillgingliga.

1.2 DEFINITIONER OCH ENHETER

Med 'medeltid for tryckstegring' avses medelviirdet av de uppmiitta tiderna for att en blandning vid provning skall
dtstadkomma en tryckokning frdn 690 kPa till 2 070 kPa &ver det atmosfiriska trycket.

1.3 REFERENSAMNE

65 % (viktprocent) salpetersyra (analysgrad) skall anvidndas som referensimne”.
Om den som utfor forsoken forutser att resultaten frin denna provning eventuellt kommer att anviindas for andra
syften', kan fiven provning med ytterligare referensimnen vara limpligt’.

1.4 PRINCIPEN FOR PROVNINGSMETODEN

Vitskan som skall provas blandas med fibercellulosa, i ett viktforhallande 1 till 1, och infors i ett tryckkirl. Om vid
blandning eller fyllning sjilvantindning intriiffar krivs ingen ytterligare provning.

Om sjilvantiindning inte intriiffar skall hela provningen utforas. Blandningen upphettas i ett tryckkirl och medelvirdet
faststills for den tid det tar for trycket att stiga fran 690 kPa till 2 070 kPa Gver det atmosfiriska trycket. Denna
medeltid jimfors med medeltiden for trycket att stiga for en 1:1-blandning av referensidmnet (-dmnena) och cellulosa.

1.5 KVALITETSKRITERIER

I en serie om fem forsok med ett och samma dmne skall inget resultat avvika med mer 4n 30 % fran det aritmetiska
medelvirdet. Resultat som avviker med mer dn 30 % frin medelviirdet skall forkastas, tillvigagdngssiittet for
blandning och fyllning forbittras och provningen upprepas.

Sésom, till exempel, inom ramen for FN:s transportforeskrifter.
2 Syran skall titreras fore provning for att bekriifta koncentrationen.
* Treferens 1 anviinds t.ex. 50 % (viktprocent) perklorsyra och 40 % (viktprocent) natriumklorat,
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1.6 BESKRIVNING AV METODEN
1.6.1 Preparering
1.6.1.1 Brénnbart dmne

Torkad fibercellulosa med en fiberlingd mellan 50 och 250 um och en medeldiameter av 25 um,4 anvinds som
brinnbart material. Den torkas tills vikten inte dndras, i ett lager som dr hogst 25 mm tjockt vid 105°C under fyra
timmar, och forvaras i en exikator med torkmedel tills den svalnat och skall anvidndas. Vattenhalten i den torkade
cellulosan skall vara mindre #in 0,5 % av torrsubstansen”. Om det behdvs skall torktiden forlingas for att uppna detta’®.
Samma parti cellulosa skall anvéndas under hela provningen.

1.6.1.2 Apparat
1.6.1.2.1 Tryckkdrl

Ett tryckkirl krivs. Kirlet bestdr av ett cylindriskt tryckkiirl som dr 89 mm ldngt med en ytterdiameter av 60 mm (se
figur 1). Tva plana ytor bearbetas fram p& motstiende sidor (minskar kiirlets tviirsnitt till 50 mm) for att underlitta
fasthdllning nir tindstift och urluftningsplugg monteras. Kirlet som har en urborrning med en diameter av 20 mm har
falsats pd insidan i bdda 4ndar till ett djup av 19 mm och gingats till 1" British Standard Pipe (BSP) eller metrisk
motsvarighet. En tryckavlastare, i form av ett sidostycke, ir inskruvad i den rundade delen av tryckkirlet 35 mm frén
ena #nden och vinkelritt mot de plana ytorna. Uttaget for detta borras till ett djup av 12 mm och giingas till 1/2" BSB
(eller metrisk motsvarighet) for att passa till giingan pé sidostyckets éinde. Om s& behovs kan en inert titning anbringas
for att se till att anslutningen blir gastit. Sidostycket sticker ut 55 mm frn tryckkiirlets huvuddel och har ett hil med
en diameter av 6 mm. Sidostyckets dnde #r falsad och gingad for att passa en tryckgivare av membrantyp. Alla
tryckmitningsanordningar kan anvindas under fOrutsittning att de inte pdverkas av de heta gaserna eller
upplosningsprodukterna och klarar att svara pd tryckhdjningshastigheter motsvarande 690-2 070 kPa pd mindre én 5
ms.

Tryckkirlets dnde som ir ldngst frdn sidostycket dr forseglad med ett tindstift som dr utrustat med tva elektroder, den
ena isolerad frdn och den andra ansluten till téndstiftets huvuddel. Den andra énden av tryckkirlet dr forseglad med ett
springbleck (springtryck cirka 2 200 kPa) som hélls pa plats av en fistplugg med ett hdl med en diameter av 20 mm.
Om sd behdvs kan en inert titning anviindas tillsammans med tidndstiftet for att garantera en gastiit anslutning. En
stodstillning (figur 2) hiller enheten i ritt lige vid anviindning. Denna omfattar vanligen en gjutstilsplatta med mdtten
235 mmx184 mmx6 mm och ett 185 mm langt fyrkantsror 70 mmx70 mmx4 mm.

En sektion ir bortskuren frin motstiende sidor i ena inden av fyrkantsrérets lingd s& att en struktur med tvd
plansidiga ben som sticker ut frén ett 86 mm langt helt fyrkantror aterstar. Andarna pé dessa plana sidor kapas av med
en vinkel av 60° mot horisontalplanet och svetsas fast pé bottenplattan. Ett urtag som dr 22 mm brett och 46 mm djupt
bearbetas fram pé den ena sidan av den Ovre dnden av fyrkantsroret, pd sd sitt att sidostycket passar in i urtaget nir
tryckkirlsenheten — med tindstiftsinden forst — sinks ned i stodstidllningen. En stdlbit som dr 30 mm bred och 6 mm
tjock svetsas fast pd den undre inre sidan av fyrkantsroret for att fungera som en distans. Tvd 7 mm tumskruvar,
gingade i motsatta sidor, hiller tryckkiirlet stadigt pd plats. Tvd 12 mm breda band av 6 mm tjockt stdl, svetsade pd de
sidobitar som sitter pé fyrkantsrorets undre del, stodjer tryckkérlet frin undersidan.

T.ex. Whatmans kolonn kromatografiska cellulosapulver CF 11, katalognummer 4021 050.

Bekriiftad genom (t.ex.) Karl-Fisher titrering.
% Denna vattenhalt kan alternativt astadkommas genom (t.ex.) uppviarmning vid 105 C i vakuum under 24 h.
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1.6.1

22 Tdndsystem

Tiéndsystemet bestdr av en 25 cm ldng Ni/Cr-trdd med en diameter av 0,6 mm och ett motstdnd av 3,85 ohm/m.
Traden &r lindad, med hjilp av en 5 mm tjock sting, till formen av en spriral och ir fastsatt vid tindstiftets elektroder.
Spiralen skall ha ett av de utseenden som visas i figur 3. Avstindet mellan tryckkirlets undersida och undersidan av
tindspiralen skall vara 20 mm. Om elektroderna inte gér att justera skall tindtrddens dndar mellan spiralen och kiirlets
undersida isoleras med ett keramiskt 6verdrag. Traden virms upp av en kraftkilla med konstant spidnning som kan ge

Apparaten, helt monterad med tryckgivare och uppvirmningssystem men utan spriangblecket pd plats, stods med
tindstiftsidnden neddt. 2,5 g av den viitska som skall provas blandas med 2,5 g torkad cellulosa i dekanteringsglas med
hjilp av en omromingsstav av glas®, For sikerhets skull skall blandningen utféras med en skyddsskirm mellan
operatdren och blandningen. Om vid blandning eller fyllning sjilvantindning uppstdr kriivs ingen ytterligare provning.
Blandningen tillsdtts tryckkérlet i smé portioner under knackning, sd att blandningen sikert packas runt tindspiralen
och iir i god kontakt med den. Det dr viktigt att spiralen inte forvrids under packningsprocessen dd detta kan leda till
oriktiga resultat’. Spriingblecket siitts pd plats och fistpluggen skruvas &t ordentligt. Det fylida kirlet placeras, med
spriingblecket Gverst, i stodstillningen vilken skall std i ett limpligt, forstirkt dragskdp eller eldningsutrymme.
Kraftforsorjningen ansluts till tindstiftets yttre anslutningar och 10 A liggs pd. Tiden mellan det att blandningen

pédborijas och inkopplingen av strémmen fir inte overstiga 10 minuter.

Signalen som avges av tryckgivaren registreras med ett limpligt system som mojliggor bade utvirdering och alstring
av en permanent dokumentering av den tidtrycksprofil som erhdlls (t.ex. en transientregistrerare kopplad till en
skrivare). Blandningen upphettas tills spriingblecket gr sonder eller tills minst 60 s har gdtt. Om springblecket inte
gir sonder, skall man lata blandningen svalna innan man forsiktigt demonterar apparaten, med vidtagande av
forsiktighetsdtgirder for att hantera eventuellt overtryck. Fem forsok utfors med provimnet och referensidmnet (-
dmnena). Den tid det tar for trycket att stiga frin 690 kPa till 2 070 kPa 6ver det atmosfiriska trycket noteras.

Medelvirdet for tryckstegringstiden beriknas.

I vissa fall kan d@mnen alstra en tryckstegring (alltfor snabb eller alltfor lingsam) som orsakas av kemiska reaktioner
och som inte dr relaterad till dmnets oxiderande egenskaper. I dessa fall kan det vara nddvindigt att upprepa

provningen med ett inert imne, t.ex. diatomit (kiselgur), i stillet for cetlulosa for att klargora reaktionens natur.

minst 10 A.
1.6.2 Provningens utférande’
7

9

Blandningar av oxidationsmedel och cellulosa skall behandlas som potentiellt explosiva och hanteras med forsiktighet.

I praktiken kan detta dstadkommas genom att gora i ordning en 1:1 blandning av viitskan, som skall provas, och cellulosa i en
storre méidngd #n vad som behovs for forsdket och dverfora S £0,1 g till tryckkérlet. Blandningen méste vara nygjord for varje

forsok.
Framfor allt méste kontakt mellan spiralens pd varandra foljande varv undvikas.
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2 DATA
Tryckstegringstiderna bdde for proviimnet och referensiémnet (-imnena).
Tryckstegringstiderna for provningarna med ett inert dmne, om sddana utforts.
2.1 BEHANDLING AV RESULTAT

Tryckstegringstiderna bdde f6r proviimnet och referensidmnet (-imnena) beriiknas.

Medelvirdet for tryckstegringstiderna for provningarna med ett inert mne (om sddana utforts) beriknas.

[ tabell 1 visas ndgra exempel pd resultat.

Tabell 1
Exempel pé resultat @

Medeltryckstegringstid

Inert dmne
Vatten:cellulosa

Amne © for en 1:1 blandning
med cellulosa
(ms)
Ammoniumdikromat, mittad vattenlosning 20 800
Kalciumnitrat, méttad vattenlosning 6 700
Farn(IDnitrat, méttad vattenlosning 4133
Litiumperklorat, méttad vattenldsning 1 686
Magnesiumperklorat, mittad vattenlosning 777
Nickelnitrat, mittad vattenlosning 6 250
Salpetersyra, 65 % 47679
Perklorsyra, 50 % 121%
Perklorsyra, 55 % 59
Kaliumnitrat, 30 % vattenldsning 26 690
Silvernitrat, mittad vattenlosning -0
Natriumklorat, 40 % vattenlosning 25559
Natriumnitrat, 45 % vattenlosning 4133

b

a) Medelvirde frin jimforande forsok frin flera laboratorier.

b) Det maximala trycket 2 070 kPa uppnéddes ej.

¢) Miittade 16sningar skall iordningstillas vid 20 °C.

d) Se referens (1) for klassificering enligt FN:s transportsystem.
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3 RAPPORT

3.1 PROVNINGSRAPPORT
Provningsrapporten skall omfatta foljande information:

— Identiteten, sammanséttningen, renheten, etc. for det dmne som provas.

— Provimnets koncentration.

— Torkprocessen for anviind cellulosa.

— Vattenhalten for anviind cellulosa.

— Resultatet av mitningarna.

— Resultatet frin provningar med ett inert dmne, om sddana utforts.

— Det beriknade medelvirdet for tryckstegringstiden.

— Alla avvikelser frn denna metod och orsaken till dem.

— All ytterligare information eller kommentarer som har betydelse for resultatets tolkning.

3.2 TOLKNING AV RESULTATET"
Provningsresultaten har bedomts pd grundval av
a) huruvida blandningen av proviimne och cellulosa sjilvantinder, och

b) jimforelse av medelviirdet for den tid det tar for trycket att stiga frdn 690 kPa till 2 070 kPa med respektive
referensdmne (-dmnen).

Ett flytande 4mne anses vara ett oxidationsmedel om

a) en 1:1 blandning, i viktdelar, av @mnet och cellulosa sjdlvantinder, eller

b) en 1:1 blandning, i viktdelar, av d@mnet och cellulosa uppvisar ett medelvirde for tryckstegringstiden som é&r
mindre #n eller lika med medelvirdet for tryckstegringstiden for en 1:1 blandning, 1 viktdelar, av 65 %

(viktprocent) salpetersyra och cellulosa.

For att undvika falska positiva resultat skall, om s behovs, dven de resultat som erhdlls vid provning av dmnet med
ett inert material beaktas d resultaten tolkas.

4 REFERENSER

(1) FN:s rekommendationer om transport av farligt gods, manual for provningar och kriterier. 3:e reviderade
utgdvan. FN:s publikation nr: ST/SG/AC.10/11/rev. 3, 1999, sid. 342. provning O.2: Provning for oxiderande
vitskor.

9" Se referens 1 for tolkning av resultaten enligt FN:s transportforeskrifter med anviindning av flera referensimnen.
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Figur 1
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Figur 2

Stodstillning
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Figur 3

Tandsystem

A. Téndspiral B. Isolering C. Elektroder D. Téndstift

Not: Endera av de hiir systemen kan anviindas
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BILAGA 2B
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B.1 b. AKUT TOXICITET (ORALT) - METOD MED FASTA SARSKILJANDE DOSER

1. METOD

Denna testmetod motsvarar OECD TG 420 (2001).

1.1 INLEDNING

Vid traditionella metoder for beddmning av akut toxicitet anviinds djurens dod som slutpunkt. 1984 foreslog British
Toxicology Society en ny metod for test avseende akut toxicitet. Den nya metoden bygger pé att djuren ges en serie doser
pd definierade nivéer (se hinvisning 1). Da behover djurens dod inte anviindas som slutpunkt, eftersom metoden bygger pa
observationer av klara tecken pé toxicitet vid nigon av de definierade dosnivderna. Efter brittiska och internationella (se
hiinvisning 2 respektive 3) valideringsstudier in vivo 1992 detta forfarande som en testmetod. Direfter har metodens
statistiska egenskaper utviirderats med hjilp av matematiska modeller i en serie studier (se hinvisning 4, 5, och 6). Med
hjiilp av dessa in vivo- och modelleringsstudier har man kunnat demonstrera att metoden ér reproducerbar, kriiver ett mindre
antal djur och orsakar mindre lidande dn de traditionella metoderna, och att metoden dven gor det mojligt att klassificera
dmnen pé ett liknande sitt som med de Ovriga testmetoderna for akut toxicitet.

Riktlinjer for valet av den ldmpligaste testmetoden for ett visst dndamél finns i viigledningen om testning av akut toxicitet
oralt (se hiinvisning 7). I viigledningen finns dven tilldggsinformation rérande utfdrandet av testmetod B.1b och tolkningen
av resultaten.

Metoden bygger pé principen om att endast skiligen toxiska doser anviinds i huvudtestet, och att doser som forviintas vara
dodliga skall undvikas. Doser som, pd grund av fritande eller allvarligt irriterande verkningar, dr kinda att orsaka klar
smirta och svért lidande behover inte anviindas. Déende djur eller djur som uppvisar klara tecken pd smiirta eller altvarligt
och ihallande lidande skall aviivas skonsamt, och vid tolkningen av testresultaten skall dessa djur beaktas pd samma sitt
som djur som har dott under testets gdng. Kriterierna for beslut rérande avlivning av doende eller svért lidande djur, liksom
dven riktlinjer for tecknen pé forutsigbar eller annalkande dod, behandlas i en separat viigledning (se hiinvisning 8).

Metoden ger information om ett dmnes farliga egenskaper och mojliggor klassificering av dmnet enligt det globala
harmoniserade systemet (GHS) for klassificering av kemikalier som orsakar akut toxicitet (se hdnvisning 9).

Testningslaboratoriet bor analysera all tillgdnglig information om testdmnet innan sjdlva testningen genomftrs. Sddan
information inbegriper dmnets identitet och kemiska struktur, fysikalkemiska egenskaper, resultaten frdn andra eventuella in
vitro- eller in vivo-test avseende toxicitet, toxikologiska data om strukturellt nédrbesliktade d@mnen och dmnets tilltinkta
anvindningsindamdl. Denna information behovs for att avgora huruvida testet ir relevant for skyddet av minniskors hilsa,
och hjiilper vid valet av en optimal startdos.

1.2 DEFINITIONER

Akut toxicitet (oralt): De skadliga verkningar som upptrider efter oral tillférsel av en engdngsdos av ett dmne eller
upprepade doser som ges inom 24 timmar.

Fordrojd dod: Det att ett djur inte dor eller dr ddende inom 48 timmar, men dor senare under den 14 dagar linga
observationsperioden.

Dos: Den méingd testimne som tillfors. Dosen uttrycks som vikten testimne per viktenhet forsoksdjur (exempelvis mg/kg).

Uppenbar toxicitet: En allmiin term for att beskriva klara tecken pd toxicitet efter tillforset av testimnet (exempel finns i
hénvisning 3). Verkningarna dr da sd allvarliga att nirmaste hogre dos troligen leder till att storsta delen av djuren utsitts for
svar smirta eller uppvisar ihdllande tecken pd allvarligt lidande, #r doende (kriterierna anges i vigledningen om
konsekvenser for ménniskor, se hdnvisning 8) eller sannolikt dor.
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GHS: Globala harmoniserade systemet for klassificering och mirkning av kemikalier och blandningar. Systemet utarbetas
gemensamt inom OECD (ménniskors hilsa och miljo), FN:s expertkommitté om transport av farligt gods (fysikalkemiska
egenskaper) och [LO (varningar). Samordningen sker genom det gemensamma programmet for sund kemikaliehantering
(IOMC).

Annalkande dod: Nir ett djur troligen dr ddende eller har dott fore den nidsta planenliga observationstidpunkten. Hos
gnagare kan tecknen péd annalkande dod inbegripa konvulsioner, lateral kroppsstiillning, halvliggande stillning och tremor
(niirmare uppgifter finns i viigledning om konsekvenserna for minniskor, se hinvisning 8).

LDs¢ (median letal dos): En statistiskt faststdlld engdngsdos som kan forvintas leda till déden for 50 % av de djur som har
tiltforts dosen oralt. LDsg-viirdet uttrycks som vikten testiimne per viktenhet forsdksdjur (mg/kg).

Grinsdos: En dos pé den dvre grinsnivén (2000 eller 5000 mg/kg).

Doende djur: Ett djur som hdller pd att do eller som har smd chanser att 6verleva, iiven om det fir behandling (néirmare
uppgifter finns i viigledningen om konsekvenserna for minniskors hiilsa, se hiinvisning 8).

Forutsagbar dod: Forekomsten av kliniska tecken som tyder pd dod vid en kiind framtida tidpunkt som infaller fore
forsokets planerade avslutningstidpunkt, exempelvis oformdga att nd vatten eller foda (ndrmare uppgifter finng i
viigledningen om konsekvenserna for ménniskors hiilsa, se hiinvisning 8).

1.3 PRINCIP FOR TESTMETODEN

Grupper med djur av samma kon tillfors doser enligt ett stegvis forfarande med fast definierade doser pd 5, 50, 300 och
2000 mg/kg (i undantagsfall kan en ytterligare fast definierad dos pd 5000 mg/kg Overviigas, se avsnitt 1.6.2). Startdosen
bestims pd grundval av ett inledande test sdsom den dos som troligen ger upphov till vissa tecken pé toxicitet utan att
orsaka allvarliga toxiska verkningar eller mortalitet. Kliniska tecken och symptom pé smiirta, lidande och annalkande dod
beskrivs ndrmare i en separat OECD-vigledning (se hinvisning 8). Ytterligare grupper med djur kan tillforas doser pd en
hogre eller ligre fast dosnivd, beroende pé forekomsten eller avsaknaden av tecken pd toxicitet eller mortalitet. Forfarandet
fortsitts tills man nar den dos som orsakar uppenbar toxicitet eller ett dodsfall, eller tills inga verkningar kan iakttas pa den
hogsta dosnivan elter dodsfall intriffar pa den ligsta dosnivan.

1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN
1.4.1 Val av djurart

Rekommenderad gnagare dr rtta, dven om testet kan utforas med andra gnagare. I regel anviinds hondjur (se héinvisning 7).
Detta beror pa att litteraturstudier av konventionella LDsg-test indikerar att kdnslighetsskillnaderna mellan knen dr sma,
men att honorna i forekommande fall ofta 4r en aning mer kénsliga (se hdnvisning 10). Om dédremot kunskaperna om
strukturellt ndrbesldktade dmnens toxikologiska eller toxikokinetiska egenskaper tyder pa att hanarna sannolikt &r kéinsligare
in honorna bor hanar anvindas. Om testet gors pa hanar bor tiltborlig motivering ges.

Djuren bor vara unga och friska vuxna exemplar som hérror frin normala laboratoriestammar. Hondjuren fir inte ha fott
ungar och fér inte vara driktiga. Nér dostillforseln inleds skall djuret vara mellan 8 och 12 veckor gammalt, och
variationerna i vikt far vara hogst + 20% av medelvikten for alla tidigare djur som har doserats.

1.4.2 Forvarings- och utfodringsbetingelser

Temperaturen i testdjurens utrymmen bor vara 22°C (+ 3°C). Den relativa fuktigheten bor vara minst 30% och skall helst
inte Overstiga 70 %, utom nir rummet rengdrs. Mélviirdet bor dock vara 50-60 %. Belysningen bor vara artificiell med
omvixlande 12 timmar ljus och 12 timmar morker. For utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder anviindas, och
djuren bor ha obegriinsad tillgdng till dricksvatten. Djur som tillférs doser pd samma niva kan inhysas i samma bur, men
antalet djur per bur fr inte vara hogre dn att klara observationer kan goras av varje djur.
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1.43

1.4.4

1.5

1.5.1

1.5.2

Forberedelse av djuren

Djuren viljs ut slumpmissigt och forses med mirkning sd att de kan identifieras individuellt Direfter far djuren
acklimatisera sig till laboratoriets betingelser i sina burar i minst 5 dagar fore doseringsstart.

Forberedelse av doserna

[ regel skall de olika doserna av testimnet tillféras i en konstant volym, vilket innebidr att doserna har varierande
koncentration. Nir en slutprodukt i vitskeform eller en blandning testas, kan det med tanke pé riskbeddmningen vara mer
relevant att anviinda testimnet i outspidd form (konstant koncentration), vilket dven forutsitts av vissa tillsynsmyndigheter.
Den maximala dosvolymen for tiltforsel far aldrig overskridas. Den storsta mingd viitska som kan tillforas vid ett och
samma tillfille beror pé testdjurets storlek. For gnagare bor denna volym i regel inte dverskrida 1 ml per 100 g kroppsvikt. I
friga om vattenldsningar fir dock 2 ml per 100 g kroppsvikt anvindas. For tillforsel av dosen rekommenderas alltid 1 forsta
hand 16sning, suspension eller emulsion i vatten, sedan 10sning, suspension eller emulsion i olja (exempelvis majsolja) och
direfter eventuella andra vehiklar. I friga om andra vehiklar 4n vatten mdste de toxikologiska egenskaperna vara kiinda.
Doserna mdste beredas strax fore tillforseln, utom i fall dér preparatets stabilitet dr kiind och har pévisats vara godtagbar
over hela anvindningsperioden.

FORFARANDE
Tillforsel av doser

Testimnet tillférs som en engingsdos genom sondmatning med hjilp av magsond eller ldmplig intubationskanyl. I det
sillsynta fallet att det inte dr mojligt med en engdngsdos, kan dosen tillforas i mindre delar Over en period som inte
overskrider 24 timmar.

Fore dostillforseln hélls djuren fastande (utan foda och med tillging till vatten, for rittor 6ver natten och for moss i 3-4
timmar). Efter fasteperioden vigs djuren och testimnet tillfors. Efter tillforsel av d@mnet kan djuren héllas utan foda i
ytterligare 3—4 timmar (rdttor) respektive 1-2 timmar (mdss). Om dosen tillférs i delar over en tidsperiod kan det vara
nodvindigt att ge djuren foda och vatten, beroende pd periodens liingd.

Inledande test

Avsikten med ett inledande test dr att fd en grund for valet av optimal startdos for huvudtestet. Testimnet tillfors enskilda
djur enligt den sekvens som anges i flodesschemat i bilaga 1. Det inledande testet kan avslutas nér sekvensen nir fram till
ett utfall om en startdos for huvudtestet (eller om ett djur dor pa den ligsta angivna dosnivin).

Som startdos for det inledande testet viljs en av de angivna dosnivderna 5, 50, 300 och 2000 mg/kg. Startdosen viiljs sd att
den troligen ger tecken pd uppenbar toxicitet, och den skall i mdn av mojlighet grunda sig pa resultat frdn in vivo- och in
vitro-test av samma kemikalie och strukturellt nidrbesliktade kemikalier. Om sddan information inte finns att tillgd, anvinds
startdosen 300 mg/kg.

Det bor gd minst 24 timmar fran doseringen av att djur till doseringen av foljande djur. Alla djur bor observeras i minst 14
dagar.

Undantagsvis, och endast nir det kan motiveras med specifika tillsynskrav, fir en ytterligare hogre dosnivd pd 5000 mg/kg
anvindas (se bilaga 3). Med hiinsyn till djurens vilbefinnande avrdds testning pa djur nér det giller GHS-kategori 5 (2000-
5000 mg/kg). S&dan testning fir endast goras niir det finns en stark sannolikhet for att resultaten har en direkt relevans for
skyddet av djurs eller ménniskors hilsa etler av miljon.
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1.53

1.5.3.1

1.5.3.2

1.6

[ ett inledande test dir ett djur dor vid den ligsta dosnivdn (5 mg/kg), bor forfarandet i regel avslutas och dmnet
klassificeras som tillhorande GHS-kategori | (se bilaga 1). Om det éndd behovs ytterligare bekriiftelse av klassificeringen
kan ett valfritt tilliggsforfarande genomforas. Detta gér ut pd att ett andra djur doseras vid nivdn 5 mg/kg. Om detta andra
djur dor, anses GHS-kategorin | vara bekriiftad och testet avslutas omedelbart. Om det andra djuret 6verlever doseras hogst
tre tilliggsdjur vid nivin 5 mg/kg. Eftersom mortalitetsrisken dr hog bor dessa djur av hiinsyn till djurens vilbefinnande
doseras sekventiellt. Efter doseringen av ett djur fir foljande djur inte doseras forridn det dr klart att det tidigare djuret
sannolikt dverlever. Om ndgot av dessa djur dor skall doseringssekvensen omedelbart avslutas, och inga ytterligare djur
skall doseras. Eftersom forekomsten av ett dodsfall till (oavsett hur manga djur som har testats vid testets slut) leder till
utfall A (tva eller flera dodsfall), skall klassificeringen enligt bilaga 2 goras tor dosen 5 mg/kg (kategori 1 om det
forekommit tvd eller flera dodsfall eller kategori 2 om det inte forekommit fler &n ett dodsfall). Dessutom innehéller bilaga
4 viigledning om klassificeringen entigt EU-systemet, som giller tills det att det nya GHS-systemet har genomforts.

Huvudtest
Antalet djur och dosnivder

I flodesschemat i bilaga 2 anges de steg som bor foljas efter testning vid startdosnivd. Ett av tre steg mdaste tas — avsluta
testet och riskklassificera dmnet pd grundval av utfallet, testa vid en hogre dosniva eller testa vid en ldgre dosnivd. Med
hinsyn till djurens vilbefinnande bor dosniviier som har orsakat dodsfall i det inledande testet inte anvindas i huvudtestet
(se bilaga 2). Erfarenheterna tyder pd att det mest sannolika utfallet vid startdosnivan &r att &mnet kan klassificeras och att
ingen ytterligare testning behovs.

I regel anvinds totalt fem djur av samma kon vid varje dosnivd. Dessa fem djur inbegriper det djur som i det inledande
testet doserades vid den valda nivdn och dirutdver fyra djur (utom, i undantagsfall, om en dosnivd som anvinds i
huvudtestet inte har ingdtt i det inledande testet).

Tidsintervallet mellan doseringen vid varje nivd bestims av start, varaktighet och allvarlighetsgrad for de toxiska tecknen.
Doseringen av djuren pd foljunde dosnivd bor inte inledas forrin det rider sikerhet om de tidigare doserade djurens
overlevnad. [ forekommande fall rekommenderas ett intervall pd 3—4 dagar mellan doseringen vid de olika nivderna, sd att
eventuella tecken pd tordrojd toxicitet kan observeras. Tidsintervallet kan anpassas pé tillborligt sitt, exempelvis i fall dir
responsen ir tvetydig.

[ fall ddr man Gverviger att anvédnda en 6vre dos pd 5000 mg/kg bor forfarandet enligt bilaga 3 foljas (se dven avsnitt 1.6.2).
Grdnstest (limit test)

Grinstest anvinds primért 1 situationer dér laboratoriet har information som tyder pa att testdmnet sannolikt inte #r toxiskt
(toxiskt endast ovanfor de grinsdoser som anges i bestimmelser). Information om testimnets toxicitet kan hirledas fran
kunskaperna om liknande testade iimnen eller liknande testade blandningar eller produkter, med hiinsyn tagen till identiteten
och halten av de komponenter som har kiind toxikologisk signifikans. Om informationen om dmnets toxicitet dr bristfillig
eller saknas, eller om dmnet troligen &r toxiskt, bor huvudtestet genomforas.

Som grinstest for den metod som beskrivs hiir kan man anviinda ett inledande test med en startdos pd 2000 mg/kg (eller
undantagsvis 5000 mg/kg) som atf6ljs av dosering av ytterligare fyra djur vid denna niva.

OBSERVATIONER

Efter doseringen observeras djuren individuellt minst en géng under de forsta 30 minuterna, periodiskt under de forsta 24
timmarna (med s#rskild uppmirksamhet under de forsta 4 timmarna) och didrefter dagligen under totalt 14 dagar. Detta
géller inte for djur som av hidnsyn till djurens vilbefinnande méste avlivas skonsamt eller for djur som hittas doda.
Observationsperiodens lingd bor dock ha en anpassningsmdn. Lingden bor bestimmas enligt de toxiska reaktionerna,
tidpunkten for nir de sitter in och aterhdmtningsperiodens lingd. Observationsperioden kan sdledes forlingas om det anses
vara nodviindigt. Tidpunkten di tecken pd toxicitet upptrider och forsvinner dr viktig, sdrskilt om de toxiska tecknen
tenderar att vara fordrojda (se hénvisning 11). Alla observationer registreras systematiskt, med individuella registreringar
for varje djur.
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Tilliggsobservationer behdvs om djuren fortsitter att uppvisa tecken pd toxicitet. Observationerna bor omfatta dndringar i
hud och pils, 0gon och slemhinnor samt #dven andningsorganen, cirkulationsorganen och det autonoma och centrala
nervsystemet. Likasd bor den somatomotoriska aktiviteten och beteendemonstret observeras. Uppmirksamhet bor fistas vid
observationer av tremor, konvulsioner, salivutsondring, diarré, letargi, soémn och koma. Hénsyn bor tas till de principer och
kriterier som anges i viigledningen om konsekvenserna for ménniskor (se hinvisning 8). Djur som befinns vara déende och
djur som visar tecken pd& svdr smirta eller ihdllande lidande bor avlivas skonsamt. I fall didr djur avlivas av hinsyn till
djurens vilbefinnande eller hittas doda, bor tidpunkten for dodsfallet registreras sd exakt som mojligt.

1.6.1 Kroppsvikt

Djurens individuella vikter bor registreras strax fore testimnet tillfors och dérefter minst en géng per vecka. Alla
viktindringar bor bestimmas och registreras. Vid testets slut viigs alla dverlevande djur och direfter aviivas de skonsamt.

1.6.2 Patologi
Alla forsoksdjur (inbegripet de som dott under testet eller som har avlivats av hiinsyn till djurens viilbefinnande) bor
obduceras. Alla betydande patologiska fordndringar bor registreras for varje djur. Anviindbar information kan dven fas

genom mikroskopundersokning av organ som uppvisar betydande skador och som hirrdr frin djur som overlevt minst 24
timmar efter tillforsel av startdosen.

2 DATA
Data bor rapporteras individuellt per djur. Dessutom bor alla data sammanstillas i tabellform. Tabellen skall for varje
testgrupp visa antalet djur som anvints, antalet djur som uppvisat tecken pa toxicitet, antalet djur som under testets gdng har

dott eller avlivats av hdnsyn till djurens vilbefinnande, tidpunkterna for alla individuella dodsfall, en beskrivning av och
forloppet for de toxiska verkningarna och deras reversibilitet samt obduktionsfynd.

3 RAPPORTERING
3.1 Testrapport
Testrapporten skall innehdlla nedan angivna uppgifter, enligt det som ir relevant:
Testidmne:

— Fysikalisk natur, renhet och, dér det ir relevant, fysikalkemiska egenskaper (inbegripet isomerisering).
— Identifieringsdata, inbegripet CAS-nummer.

Vehikel (i forekommande fall).

— Motivering for val av vehikel, om annan édn vatten.

Forsoksdjur:

— Art och stam som anvénts.

— Mikrobiologiska data for djuren, om dessa data ir kinda.

— Antalet djur, deras dlder och kon (och i forekommande fall en motivering for anvindning av hanar i stiillet for honor).
— Ursprung, férvaringstorhillanden, foder och dylikt.

Testbetingelser:

— Detaljerade uppgifter om testimnets sammansittning, inbegripet uppgifter om den tillférda dosens fysikaliska form.
— Uppgifter om hur testdmnet har tillforts, inbegripet dosens volym och doseringstidpunkt.

— Detaljerade uppgifter om foder- och vattenkvalitet (inbegripet diettyp/killa, vattenkiilla).
— Motivering for valet av startdos.
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Resultat:

— En tabell med responsdata och dosnivd for varje djur (djur som uppvisat tecken pd toxicitet samt mortalitet,
verkningarnas art, allvarlighetsgrad och varaktighet).

— Tabell med kroppsvikt och forindringar av kroppsvikt.

— Djurens individuella vikt pa doseringsdagen och direfter med en veckas intervall, samt tidpunkten for dodsfall eller
avlivning.

— Datum och tidpunkt for dodsfall som intriffat fore den planenliga avlivningen.

— Tidstorloppet for nér tecken pé toxicitet sitter in och huruvida tecknen &r reversibla, for varje djur.

— Obduktionsfynd och histopatologiska fynd for varje djur, i forekommande fall.

Diskussion och tolkning av resultaten.

Slutsatser.
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BILAGA 3

KRITERIER FOR HUR TESTAMNEN MED FORVANTADE LDs,-VARDEN OVER 2000 MG/KG KAN
KLASSIFICERAS UTAN TESTNING

Med hjilp av kriterierna for riskkategori 5 kan man identifiera testimnen som har en relativt lag risk for akut toxicitet men
som under vissa omstindigheter kan utgora en risk for sarbara populationer. Dessa dmnen torvintas ha ett LDsg-viirde (oralt
eller via huden) inom omradet 2000-5000 mg/kg eller motsvarande doser i fraga om andra tillférselviigar. Ett testimne kan
klassiticeras enligt riskkategorin 2000 mg/kg < LDsg < 5000 mg/kg (GHS-kategori 5) i foljande fall:

a) Om dmnet hidnfors till denna kategori enligt utfallet i ndgot av de testningsscheman som finns i bilaga 2, pé
grundval av mortalitet.

b) Om det redan finns tillforlitliga bevis for att LDsg-virdet ligger inom det intervall som motsvarar kategori 5 eller
om tidigare djurforsok eller toxiska verkningar hos minniskor tyder pé akut fara tor méinniskors hilsa.

¢) Pd grundval av extrapolering, uppskattning eller miitning av data, om det inte dr motiverat att placera dmnet i en
hogre riskklass.

— Om det finns tillforlitlig information som tyder pd betydande toxiska verkningar hos minniskor, eller nigot av
foljande:

— Mortalitet kan observeras vid testning med viirden upp till kategori 4.

— En beddmning av sakkunniga bekriiftar betydande kliniska tecken pd toxicitet vid testning upp till viirden for
kategori 4, med undantag av diarré, upprest piils eller ovérdat utseende.

— En beddmning av sakkunniga bekriiftar tillforlitlig information frin andra djurtérsék som tyder pd formégan till
betydande akuta verkningar.

TESTNING PA DOSNIVAER OVER 2000 MG/KG

Undantagsvis, och endast nidr det kan motiveras med specifika tillsynskrav, fir en ytterligare dvre dosnivd pia 5000 mg/kg
anviindas. Med hiinsyn till djurens viilbefinnande avrads testning pé djur vid dosnivan 5000 mg/kg. Sidan testning bor endast
Overviigas niir det finns en stark sannolikhet for att resultaten har en direkt relevans for skyddet av djurs eller minniskors hiilsa

).
Inledande test

De beslutsregler som styr det sekventiella forfarandet enligt bilaga 1 utdkas till att innefatta en dosniva pd 5000 mg/kg. Nir en
startdos pd 5000 mg/kg anviinds vid ett inledande test och utfallet blir A (d6d) madste siledes ytterligare ett djur testas vid
nivan 2000 mg/kg, medan utfallen B och C (uppenbar toxicitet eller ingen toxicitet) gér det majligt att anvinda 5000 mg/kg
som startdos 1 huvudtestet. P4 samma siitt giiller att om en startdos annan dn 5000 mg/kg anviinds 1 ett test déir man géir vidare
till 5000 mg/kg efter att ha fitt utfall B eller C vid nivdn 2000 mg/kg, leder ett utfall A pd nivan 5000 mg/kg till att
huvudtestets startnivd blir 2000 mg/kg medan utfallen B och C leder till 5000 mg/kg som startniva.

Huvudtest

De beslutsregler som styr det sekventiella forfarandet enligt bilaga 2 utdkas till att innefatta en dosnivd pa 5000 mg/kg. Detta
innebir att utfallet A (= 2 dodsfall) i ett huvudtest med startdosen 5000 mg/kg leder till att en ytterligare grupp mdste testas vid
nivan 2000 mg/kg, medan utfallet B (uppenbar toxicitet och/eller < I dédsfall) eller C (ingen toxicitet) leder till att imnet inte
far nagon klassificering enligt GHS. P4 liknande siitt giiller att om en startdos annan dn 5000 mg/kg anvinds i ett test och man
har gétt vidare till dosnivin 5000 mg/kg efter att ha fétt uttall C vid dosnivan 2000 mg/kg, leder utfallet A vid dosnivin 5000
mg/kg till att imnet anses tillhéra GHS-kategorin 5 medan utfall B eller C leder till att dmnet inte fr ndgon klassificering.
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B.1 C. AKUT TOXICITET ORALT — METOD FOR BESTAMNING AV AKUT TOXICITETSKLASS

1. METOD

Denna testmetod motsvarar OECD TG 423 (2001).

1.1 INLEDNING

Denna metod for bestimning av akut toxicitetsklass (se hidnvisning 1) ér ett stegvis forfarande dir tre djur
av samma kon anvinds per steg. Beroende pad mortaliteten och/eller forekomsten av doende djur behovs
det i genomsnitt 2-4 steg for bedomningen av testimnets akuta toxicitet. Forfarandet ér reproducerbart,
kriver mycket fi djur och ger en méjlighet att klassificera dmnen pé ett liknande sitt som med de Ovriga
metoderna for testning av akut toxicitet. Metoden for bestiimning av akut toxicitetsklass baserar sig pa
biometriska bedomningar (se hidnvisningarna 2, 3, 4 och 5) och fast definierade doser pa tillrdckligt
separerade nivaer for att testimnet ska kunna kategoriseras for klassificering och riskbedomning. Metoden
antogs 1996 och har validerats omfattande in vivo mot LDso-data som erhdtlits vid litteraturstudier, béde
nationellt (se héinvisning 6) och internationellt (se hdnvisning 7).

Riktlinjer for valet av den ldmpligaste testmetoden for ett bestimt #ndamél finns i vigledningen for
testning av akut oral toxicitet (se hinvisning 8). | vigledningsdokumentet finns dven tilliggsinformation
rorande utforandet av testmetod B.1.c och tolkningen av resultaten.

Testimnesdoser som, pd grund av fritande eller allvarligt irriterande verkningar, dr kiinda att orsaka klar
smirta och svart lidande behover inte ges. Doende djur eller djur som uppvisar klara tecken pd smiirta eller
allvarligt och ihdllande lidande skall aviivas skonsamt, och vid tolkningen av testresultaten skall dessa djur
beaktas pd samma sitt som djur som har dott under testets gang. Kriterierna for beslut rorande avlivning av
doende eller svirt lidande djur, liksom dven vigledning om igenkinning av forutsidgbar eller annalkande
dod, behandlas i en separat viigledning (se hdnvisning 9).

Metoden bygger pd anvindning av fast definierade doser, och resultatet ger en mojlighet att kategorisera
och klassificera ett imne enligt det globala harmoniserade systemet (GHS) for klassificering och mérkning
av kemikalier som orsakar akut toxicitet (se hinvisning 10).

Aven om metoden i princip inte 4r avsedd att anviindas for berikning av exakta LDsq-virden ger den 4nda
en mojlighet att bestimma exponeringsomriden ddr dmnets verkan sannolikt dr dodlig, eftersom den
viktigaste indpunkten for detta test fortfarande dr andelen djur som dor. Bestimning av ett LDso-virde med
denna metod kan endast goras nidr minst tvd doser leder till en mortalitet som ir hogre dn 0 % och kigre in
100 %. Eftersom testningen alltid utfors med fast definierade doser, oavsett vilket 4mne som testas, och
klassificeringen uttryckligen dr bunden till antalet djur som reagerar pé ett visst sitt, 6kas mojligheterna till
enhetliga testrapporter och repeterbarhet mellan olika laboratorier.

Testningslaboratoriet bor analysera all tillginglig information om testimnet innan sjdlva testningen
genomfors. Sddan information inbegriper #dmnets identitet och kemiska struktur, fysikalkemiska
egenskaper, resultaten frdn andra eventuella in vivo- eller in vitro-test avseende toxicitet, toxikologiska
data om strukturellt nirbesliktade 4mnen och dmnets forutsedda anvindningsindamdl. Denna information
behovs for att avgora huruvida testet ir relevant for skyddet av minniskors hilsa, och utgtr en hjilp vid
valet av en optimal startdos.
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1.2 DEFINITIONER

Akut toxicitet (oralt): De skadliga verkningar som upptriider efter oral tillforsel av en englngsdos av ett
dmne eller upprepade doser som ges inom 24 timmar.

Fordrojd dod: Det att ett djur inte dor eller d&r doende inom 48 timmar, men dor senare under den 14 dagar
langa observationsperioden.

Dos: Den miingd testiimne som tillfors. Dosen uttrycks som vikten testdimne per viktenhet forscksdjur
(exempelvis mg/kg).

GHS: Globala harmoniserade systemet for klassificering och mérkning av kemikalier och blandningar.
Systemet utarbetas gemensamt inom OECD (minniskors hilsa och miljo), FN:s expertkommitté om
transport av farligt gods (fysikalkemiska egenskaper) och ILO (varningar). Samordningen sker genom det
gemensamma programmet for sund kemikaliehantering (IOMC).

Annalkande dod: Nir ett djur troligen &r doende eller har dott fore den nista planenliga
observationstidpunkten. Tecken som tyder pd detta tillstdnd kan hos gnagare inbegripa konvulsioner,
kroppsstiillning pd sidan, bakatlutad kroppsstiillning och tremor (ndrmare uppgifter finns i viigledningen
om konsekvenser f6r ménniskor, se hiinvisning 9).

LDsy (median letal dos (oralt): En statistiskt faststidlld engéngsdos som troligen leder till doden for 50 %
av de djur som har tillforts dosen oralt. LDs,-viirdet uttrycks som vikten testidmne per viktenhet forsoksdjur
(mg/kg).

Grinsdos: En testdos vid den 6vre griinsnivdn (2000 eller 5000 mg/kg).

Doende djur: Ett djur som haller pd att do eller som har sm& chanser att verleva, dven om det far
behandling (ndrmare uppgifter finns i véigledningen om konsekvenser for ménniskor, se hiinvisning 9).

Forutsigbar dod: Forekomsten av kliniska tecken som tyder pd dod vid en kiind framtida tidpunkt som
infaller fore forsokets planerade avslutningstidpunkt, exempelvis oférméga att nd vatten eller foda
(ndrmare uppgifter finns i vigledningen om konsekvenser for ménniskor, se hidnvisning 9).

1.3 PRINCIP FOR TESTMETODEN

Testmetoden bygger pd principen om att man genom ett stegvis forfarande med ett minimalt antal djur per
steg kan f4 tillricklig information om testimnets akuta toxicitet for att det skall vara mojligt att klassificera
amnet. Amnet tillfors oralt till en grupp forsoksdjur vid en av de definierade dosniviierna. Amnet testas
genom ett stegvis forfarande med tre djur av samma kon (i regel honor) per steg. Avsaknaden eller
forekomsten av dmnesrelaterad mortalitet hos de djur som doserats pd ett visst steg avgor vilket av f6ljande
som blir nista steg:

- Ingen ytterligare testning behovs.
- Ytterligare tre djur tillférs en lika stor dos.
- Ytterligare tre djur tillférs en dos pé nésta hogre eller ligre dosniva.

Testningsforfarandet beskrivs ndrmare i bilaga 1. Nir denna metod anviinds kan testimnet genom de olika
utfallen placeras i en av de toxicitetsklasser som definieras genom fasta LDso-grinsvirden.
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1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1 Val av djurart

Rekommenderad gnagare dr ratta, dven om testet kan utforas med andra gnagare. I regel anvinds hondjur
(se hinvisning 9). Skiilet till detta dr att litteraturundersdkningar av konventionella LDsp-test tyder pd att
kéinslighetsskillnaderna mellan konen dr smd, men att honorna i férekommande fall ofta ér en aning mer
kiinsliga (se hidnvisning 11). Om ddremot kunskaperna om strukturellt niirbesliktade dmnens toxikologiska
eller toxikokinetiska egenskaper tyder pd att hanarna sannolikt #dr kiinsligare #dn honorna bor hanar
anvindas. Om testet gors pd hanar bor tillborlig motivering ges.

Djuren bor vara unga och friska vuxna exemplar som hérror frin normala laboratoriestammar. Hondjuren
fir inte ha fott ungar och fir inte vara driktiga. Nir dostillforseln inleds skall djuret vara mellan 8 och 12
veckor gammalt, och variationerna i vikt fir vara hogst £20 % av medelvikten for alla tidigare djur som har
doserats.

1.42 Forvarings- och utfodringsbetingelser

Temperaturen i testdjurens utrymmen bor vara 22°C (£3°C). Den relativa fuktigheten bor vara minst 30 %
och skall helst inte Overstiga 70 %, utom nidr rummet rengdrs. Madlviirdet bor dock vara 50-60 %.
Belysningen bor vara artificiell med omviixlande 12 timmar ljus och 12 timmar mérker. For utfodringen
kan konventionellt laboratoriefoder anviindas, och djuren bor ha obegriinsad tillging till dricksvatten. Djur
som tillfors doser pd samma niva kan inhysas i samma bur, men antalet djur per bur fér inte vara hdgre dn
att klara observationer kan goras av varje djur.

1.4.3 Forberedelse av djuren

Djuren viljs ut slumpmiissigt och forses med mirkning s att de kan identifieras individuellt Dérefter fér
djuren acklimatisera sig till laboratoriets betingelser i sina burar i minst 5 dagar fore doseringsstart.

1.44 Forberedelse av doserna

I regel skall de olika doserna av testimnet tillforas i en konstant volym, vilket innebiir att doserna har
varierande koncentration. Nir slutprodukter i vitskeform eller blandningar testas, kan det med tanke pa
riskbeddmningen vara mer relevant att anvinda testdmnet i outspiddd form (konstant koncentration), vilket
dven forutsiitts av vissa tillsynsmyndigheter. Den maximala dosvolymen for tillforsel far aldrig
overskridas. Den storsta midngd viitska som kan tillforas vid ett och samma tillfille beror pé testdjurets
storlek. For gnagare bor denna volym i regel inte overskrida 1 ml per 100 g kroppsvikt. I friga om
vattenlosningar far dock 2 ml per 100 g kroppsvikt anvindas. For tillforsel av dosen rekommenderas alltid
i forsta hand 16sning, suspension eller emulsion i vatten, sedan 16sning, suspension eller emulsion i olja
(exempelvis majsolja) och direfter eventuella andra vehiklar. T friga om andra vehiklar 4n vatten mdste de
toxikologiska egenskaperna vara kinda. Doserna mdste beredas strax fore tiliforseln, om inte preparatets
stabilitet dr kiind och har pavisats vara godtagbar 6ver hela anvindningsperioden.

1.5 FORFARANDE

1.5.1 Tillforsel av doser

Testdmnet tillfors som en engingsdos genom sondmatning med hjilp av magsond eller limplig
intubationskanyl. I det sillsynta fall det inte dr mojligt med en engdngsdos, kan dosen tillféras i mindre
delar 6ver en period som inte overskrider 24 timmar.
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Fore dostillforseln hdlls djuren fastande (utan foda och med tillgdng till vatten, for rittor Over natten och
for moss i 3—4 timmar). Efter fasteperioden vigs djuren och testimnet tillfors. Efter tillforsel av dmnet kan
djuren héllas utan t6da i ytterligare 3—4 timmar (rittor) respektive 1-2 timmar (moss). Om dosen tillfors i
delar 6ver en tidsperiod kan det vara nodvindigt att ge djuren foda och vatten, beroende pd tidsperiodens
lingd.

1.52 Antalet djur och dosnivaer

Tre djur anviinds per steg. For startdosen viiljs en av fyra fast definierade nivéer (5, 50, 300 eller 2000 mg
per kg kroppsvikt). For startdosen viljs den nivd som hogst sannolikt leder till att ett antal av de doserade
djuren dor. I flodesschemat i bilaga 1 beskrivs de forfaranden som giller for de olika startdoserna.
Dessutom innehdller bilaga 4 viigledning om klassificeringen enligt EU-systemet, som giiller tills det att
det nya GHS-systemet har genomforts.

Om den tillgiingliga informationen tyder pa att inga djur dor vid den hogsta startdosnivan (2000 mg per kg
kroppsvikt) bor ett griinstest utforas. Om det inte finns ndgon information tillgiinglig om testimnet,
rekommenderas med hinsyn till djurens vilbefinnande att startdosen 300 mg per kg kroppsvikt anvinds.

Tidsintervallet mellan dostillforseln till de olika grupperna bestims av start, varaktighet och
allvarlighetsgrad for de toxiska tecknen. Doseringen av djuren pd niista dosniva bor inte inledas forrin det
rader sikerhet om de tidigare doserade djurens Sverlevnad.

Undantagsvis, och endast nir det kan motiveras med specifika tillsynskrav, far en ytterligare 6vre dosniva
pd 5000 mg per kg kroppsvikt anviindas (se bilaga 2). Med hinsyn till djurens vilbefinnande avrids
testning p& djur nér det giller GHS-kategori 5 (2000-5000 mg per kg kroppsvikt). Sddan testning bor
endast Overvigas niir det finns en stark sannolikhet for att resultaten har direkt relevans for skyddet av
minniskors eller djurs hilsa eller av miljon.

1.53 Grinstest

Grinstest anvénds primirt i situationer didr laboratoriet har information som tyder pd att testimnet
sannolikt inte #r toxiskt (toxiskt endast ovanfor de grinsdoser som anges i gillande foreskrifter).
[nformation om testiimnets toxicitet kan hirledas frin kunskaperna om liknande testade dmnen eller
liknande testade blandningar eller produkter, med hinsyn tagen till identiteten och halten av de
komponenter som har kéind toxikologisk signifikans. Om informationen om #mnets toxicitet dr bristfillig
eller saknas, eller om dmnet troligen &r toxiskt, bor huvudtestet genomforas.

Ett griinstest vid en dosnivd 2000 mg per kg kroppsvikt kan utféras med sex djur (tre djur per steg).
Undantagsvis kan ett grinstest pd dosnivdn 5000 mg per kg kroppsvikt utforas med tre djur (se bilaga 2).
Om testdmnet orsakar dodsfall méaste eventuellt ytterligare testning utforas pa nirmaste ligre niva.

1.6 OBSERVATIONER

Efter doseringen observeras djuren individuellt minst en ging under de forsta 30 minuterna, periodiskt
under de forsta 24 timmarna (med sirskild uppmirksamhet under de forsta 4 timmarna) och direfter
dagligen under totalt 14 dagar. Detta giller inte for djur som av hénsyn till djurens vilbefinnande méste
avlivas skonsamt eller for djur som hittas doda. Observationsperiodens lingd bor dock ha en
anpassningsmdn. Langden bor bestdmmas enligt de toxiska reaktionerna, tidpunkten for ndr de sitter in och
dterhdmtningsperiodens lingd. Observationsperioden kan siledes forlingas om det anses vara nédvindigt.
Tidpunkten dé tecken pé toxicitet upptrider och forsvinner dr viktig, sdrskilt om de toxiska tecknen
tenderar att vara fordrojda (se hdnvisning 12). Alla observationer registreras systematiskt, med individuella
registreringar for varje djur.



30.4.2004 Europeiska unionens officiella tidning L 152/166

Tilldggsobservationer behdvs om djuren fortsiitter att uppvisa tecken pé toxicitet. Observationerna bor
omfatta fordndringar i hud och pils, 6gon och slemhinnor samt dven andningsorganen, cirkulationsorganen
och det autonoma och centrala nervsystemet. Likasd bor den somatomotoriska aktiviteten och
beteendemonstret observeras. Uppmirksamhet bor fistas vid observationer av tremor, konvulsioner,
salivutsondring, diarré, letargi, somn och koma. Hiinsyn bor tas till de principer och kriterier som anges i
viigledningen om konsekvenser for médnniskor (se hinvisning 8). Djur som befinns vara déende och djur
som visar tecken pd svdr smirta eller ihdllande lidande bor avlivas skonsamt. I fall dir djur avlivas av
hiinsyn till djurens vilbefinnande eller hittas doda, bor tidpunkten for dodsfallet registreras sd exakt som
mojligt.

1.6.1 Kroppsvikt

Djurens vikt bor registreras individuellt strax fore testimnet tillfors och direfter minst en ging per vecka.
Alla viktindringar bor bestiimmas och registreras. Vid testets slut vigs alla overlevande djur och avlivas
direfter skonsamt.

1.6.2 Patologi

Alla forsoksdjur (inbegripet de som dott under testet eller som har avlivats av hidnsyn till djurens
viilbefinnande) bor obduceras. Alla betydande patologiska forindringar bor registreras for varje djur.
Anviindbar information kan dven fis genom mikroskopundersokning av organ som uppvisar betydande
skador och som hirror frin djur som Overlevt minst 24 timmar efter tillforsel av startdosen.

2. DATA

Data bor rapporteras individuellt per djur. Dessutom bor alla data sammanstéllas i1 tabellform. Tabellen
skall for varje testgrupp visa antalet djur som anvéints, antalet djur som uppvisat tecken pd toxicitet, antalet
djur som under testets gng har dott eller avlivats av hénsyn till djurens vilbefinnande, tidpunkterna for
alla individuella dodsfall, en beskrivning av och forloppet for de toxiska verkningarna och deras
reversibilitet samt obduktionsfynd.

3. RAPPORTERING

3.1 TESTRAPPORT
Testrapporten skall innehdlla nedan angivna uppgifter, enligt det som &r relevant:

Testimne:

- Fysikalisk natur, renhet och, dir det ér relevant, fysikalkemiska egenskaper (inbegripet
isomerisering).

—  Identifieringsdata, inbegripet CAS-nummer.

Vehikel (i forekommande fall).

- Motivering for val av vehikel, om annan én vatten.

Forsoksdjur:

- Artoch stam som anvints.

—  Mikrobiologiska data for djuren, om dessa data dr kidnda.

- Antalet djur, deras dlder och kén (och i férekommande fall en motivering for anvindning av
hanar i stiillet for honor).

—  Ursprung, forvaringsférhillanden, foder och dylikt.
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Testbetingelser:

—  Detaljerade uppgifter om testimnets sammansittning, inbegripet uppgifter om den tillférda
dosens fysikaliska form.

- Uppgifter om hur testdmnet har tillforts, inbegripet dosens volym och doseringstidpunkten.

—  Detaljerade uppgifter om foder- och vattenkvalitet (inbegripet diettyp/killa, vattenkiilla).

—  Motivering for valet av startdos.

Resultat:

—  En tabell med responsdata och dosniva for varje djur (djur som uppvisat tecken pé toxicitet
samt mortalitet, verkningarnas natur, allvarlighetsgrad och varaktighet).

—  Tabell med kroppsvikt och foriindringar av kroppsvikt.

—  Djurens individuella vikt pd doseringsdagen och dérefter med en veckas intervall, samt
tidpunkten for dédsfall eller avlivning.

- Datum och tidpunkt for dédsfall som intriffat fore den planenliga avlivningen.

—  Tidsforloppet for nir tecken pé toxicitet sitter in och huruvida dessa ir reversibla, for varje djur.

—  Obduktionsfynd och histopatologiska fynd for varje djur, i férekommande fall.

Diskussion och tolkning av resultaten.

Slutsatser.
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BILAGA |

FORFARANDEN SOM BOR FOLJAS BEROENDE PA STARTDOS

ALLMANNA ANMARKNINGAR

For de olika startdoserna finns det olika testningsscheman som bor foljas, enligt beskrivningen i denna bilaga.

Bilaga 1 a: Startdosen #r 5 mg per kg kroppsvikt.
Bilaga 1 b: Startdosen ér 50 mg per kg kroppsvikt.
Bilaga 1 c: Startdosen ir 300 mg per kg kroppsvikt.
Bilaga 1 d: Startdosen &r 2000 mg per kg kroppsvikt.

Testningens forlopp anges av pilarna och beror pd antalet avlivade djur eller djur som dott.
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BILAGA 2

KRITERIER FOR HUR TESTAMNEN MED FORVANTADE LDs,-VARDEN OVER 2000 MG/KG KAN
KLASSIFICERAS UTAN TESTNING

Med hjilp av kriterierna for riskkategori 5 kan man identifiera testimnen som har en relativt 1g risk for akut toxicitet men
som under vissa omstindigheter kan utgtra en risk for sirbara populationer. Dessa dmnen forviintas ha ett LDsg-viirde (oralt
eller via huden) inom omrédet 2000-5000 mg/kg eller motsvarande doser 1 friga om andra tillforselvigar. Ett testiimne kan
klassiticeras enligt riskkategorin 2000 mg/kg < LDsg < 5000 mg/kg (GHS-kategori 5) i foljande fall:

a) Om dmnet hiintors till denna kategori enligt utfallet i ndgot av de testningsscheman som finns i bilaga 2, pd
grundval av mortalitet.

b) Om det redan finns tillforlitliga bevis for att LDs¢-virdet ligger inom det intervall som motsvarar kategori 5
eller om tidigare djurtorsok eller toxiska verkningar hos ménniskor tyder pa akut fara for minniskors hilsa.

¢) Pé grundval av extrapolering, uppskattning eller miitning av data, om det inte dr motiverat att placera dmnet i
en hogre riskklass.

—  Om det finns tillforlitlig information som tyder pd betydande toxiska verkningar hos miinniskor,
eller nigot av f6ljande:

- Mortalitet kan observeras vid testning med viirden upp till kategori 4 via oral tillfrsel.

—  Om en beddmning av sakkunniga bekrittar signifikanta kliniska tecken pé toxicitet vid testning med
viirden upp till kategori 4, med undantag av diarré, upprest pils eller ett ovirdat utseende.

- Om en bedémning av sakkunniga bekriftar tillforlitlig information fran andra djurférsék som tyder
pé formdga till signifikanta akuta verkningar.

TESTNING PA DOSNIVAER OVER 2000 MG/KG

Med hiinsyn till djurens viilbefinnande avrdds testning péd djur nér det giller kategori 5 (5000 mg/kg). Sadan testning bor
endast dverviigas niir det finns en hog sannolikhet for att resultaten har direkt relevans for skyddet av djurens eller ménniskors
hiilsa (se hinvisning 10). Ingen ytterligare testning bor utféras vid hogre dosnivaer.

[ noédviindiga fall anvinds en dos pd 5000 mg/kg i ett enda steg (tre djur). Om det forst doserade djuret dor, fortsiitts
doseringen till 2000 mg/kg i enlighet med flédesschemat i bilaga 1. Om det forsta djuret dverlever, doseras ytterligare tva djur.
Om endast ett av de tre djuren dor antas LDsq-viirdet dverskrida S000 mg/kg. Om de tvd djuren dor fortsiitts doseringen med
2000 mg/kg.
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BILAGA 3
TESTMETOD B.1 ¢: Vagledning for klassificering enligt EU-systemet, som giller tills det globala harmoniserade
systemet for klassificering och mirkning av kemikalier (GHS) har genomforts helt (ur hanvisning (8))

5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur » 3 djur ' g 3 djur 3 djur
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
h 4 A \ 4 A 1 ‘
Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5
GHS > 0-5 > 5-50 > 50-300 > 300-2000 > 2000-5000
VJ_\
3 2 1 0
A A A A 4 A 4 \ 4 + + A 4 + +
i 5 25 30 | 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 o
. - A A A A 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 A 4
EU /kemikalier,
bekdmpningsmedel i 25 200 2000 @0
viitskeform
11 I I I I I I I I I
EU / bekimpningsmedel
1 fast ftcm‘;mpmnpmc ‘ 3 300 @©
I1 | | | | | | | 1 |
EN / viitskor 5 50 500 w0
1 I I I I I I I I I
FN / fasta &mnen 5 50 200 o0
I1 | | | | | | | | |
Schweiz 5 50 500 2000 | 5000 | o
1 I I I I I I I I I
USA /EPA crk 25 .
I1 | | | | | | | | |
Japan / PDSCA 30 300 [vel
1 I I I I I I I I I
Kanada / WHMIS, 50 500 ©
USA /OSHA
I1 | | | | | | | | |
USA/EPA,
bekimpningsmedel 30 500 3000 ®
1 I I I I I I I I I
USA/CPSC 50 5000 o0
1 | | | | | | | | |
Kanada /
bekﬁm}ming:;‘e diel 50 500 1000 2000 0

—0, 1,2, 3 = antalet déende eller déda djur pd ett steg.

— Pd varje steg anviinds 3 djur av samma kén (i regel honor).

- oc: Ingen klassificering,.
- GHS: Globala harmoniserade systemet {6r klassificering (mg/kg).
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GIIS

[.Dgg grinsvirde,
myg/kg kropsvikt

EU / kemikalier,
bekdmpningsmedel 1
viitskelorm

LU / bekdmpningsmede!l

i fast form

T'N / viitskor

TN / lasta dmnen

Schweiz

USA/EPA crk

Japan / PDSCA

Kanada / WHMIS,
USA /OSHA

USA/EPA,

bekdampningsmedel

USA/CPSC

Kanada /
bekdmpningsmedel

BILAGA 3 (FORTS. 1)
TESTMETOD B.1 ¢: Vagledning for klassificering enligt EU-systemet, som giller tills det globala harmoniserade

systemet for klassificering och mirkning av kemikalier (GHS) har genomforts helt (ur hanvisning (8))

o>

v
5 mg/kg < 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur P 3 djur P 3 djur P 3 djur
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
%D © O O >
v v A 4 A 4
Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5 0
>0-5 > 5-50 > 50-300 > 300-2000 > 2000-5000
VJ_\
3% (vid Annan 3 2 1 0
50)
A A ¢ ¢ h 4 \ 4 ¢ ¢ \ 4 ¢ ¢
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 0
A A h 4
25 200 2000 o0
Ll | | | | | | | | | |
5 500 .
11 | | | | | | | | |
5 50 500 o0
I1 | | | | | | | | |
5 50 200 0
1 | | | | | I | | |
5 50 500 2000 | 5000 | o
I1 | | | | | | I I I
25 ©
1 | | | | | | | | |
30 300 o)
I1 | | | | | | | | |
50 500 o)
1 | | | | | | | | |
50 500 5000 o)
I1 | | | | | | | | |
50 5000 [es)
1 | | | | | | | | |
50 500 1000 2000 o)

— Pa varje steg anviinds 3 djur av samma kén (i regel honor).
-0, 1, 2, 3 = antalet déende cller doda djur pd ett steg.

- ooz Ingen klassificering.

- *: Pé fOrsta steget.

- GHS: Globala harmoniserade systemet [or klassificering (mg/kg).
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GHS

L.Dgg grinsviirde
mg/kg kroppsvikt

EU /kemikalier,
bekdmpningsmedel i
viitskeform

EU / bekdmpningsmedel
1 fast form

FN / viitskor

T'N / fasta iimnen

Schweiz

USA/TPA erk

Jupan / PDSCA

Kanada / WHMIS,
USA/OSHA

USA/EPA

hekdmpningsmedel

USA/CPSC

Kanada /
bekdmpningsmedel

BILAGA 3 (FORTS. 2)

TESTMETOD B.1 ¢: Vagledning for klassificering enligt EU-systemet, som giller tills det globala harmoniserade

systemet for klassificering och mirkning av kemikalier (GHS) har genomforts helt (ur hanvisning (8))

>

5 mg/kg < 50 mg/kg < 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
< o g
@ 2l 213 e
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
1
% e ol 0
Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5 o0
> 0-5 >5-50 > 50-300 > 300-2000 > 2000-5000
| | | L
[ ] I |
3% (vid Annan 3% (vid Annan I I
50) 300) 5 ) | 0
VY A 4 A 4 A 4 + + v + +
5 25 30 30 200 300 500 1000 2000 2500 5000 o0
A A v y v v v A v v
25 200 2000 1)
i1 | | | | | I I I I
5 500 .
I1 I I I I I | | | |
5 50 500 [es)
1 | | | I I I I I I
5 50 200 o0
I1 I I I | | | | | |
5 50 500 2000 | 5000 | ©
I1 | | | | | | | | |
25 o)
1 I I I I I I I I I
30 300 o)
I1 | | | | | | | | |
50 500 .
1 I I I I I I | | |
50 500 5000 [es)
1 I I | | | | | | |
50 5000 w0
I1 | | | | | I | | |
50 500 1000 2000 [es)

— Pa varje steg anviinds 3 djur av samma kon (i regel honor).
-0, 1,2, 3 = antalet déende eller déda djur pa ett steg.

- 20: Ingen klassificering.
- *: Pa fOrsta steget.
- GIIS: Globala harmoniserade systemet for klassificering (mg/kg).
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GHIS

LDsy grinsvirde
mg/kg kroppsvikt

EU / kemikalier,
bekdmpningsmedel 1
viitskelorm

EU / bekdmpningsmedel

i fast form

T'N / viitskor

FN / fasta imnen

Schweiz

USA/EPA crk

Japan / PDSCA

Kanada / WHMIS,
USA/OSHHA

USA/T:PA

hekdmoningsmedel

USA/CPSC

Kanada /
bekdmpningnsmedel

BIL

AGA 3 (FORTS. 3)

TESTMETOD B.1 ¢: Vagledning for klassificering enligt EU-systemet, som giller tills det globala harmoniserade

systemet for klassificering och mirkning av kemikalier (GHS) har genomforts helt (ur hanvisning (8))

o>

<+ <+—
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur < 3 djur 3 djur € 3 djur
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5 e
> 0-5 > 5-50 > 50--300 > 3602000 > 26005000
I I
| I | I I |
3% Annan 3% Annan 3% 2% Annan 1 0
(vid 50) (vid 300) (vid 2000)|(vid 2000)
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 0
25 200 2000 @0
11 | | | | 1 | | | |
5 500 .
I1 I I I I I | | | |
5 50 500 o0
| | | | | | | | | | |
5 50 200 o0
1 | | | | | | | | |
5 50 500 2000 | 5000 | ©
11 | | | | | | | | |
25 o)
I1 | | | | | | | | |
30 300 ['s}
I1 | | | | | | | | I
50 500 .
L1 I I I I I I I I I
50 500 5000 [es)
L1 | | | | | | | I |
50 5000 [es)
1 | | | | | | | | |
50 500 1000 2000 o)

— Pa varje steg anviinds 3 djur av samma kén (i regel honor).
-0, 1, 2,3 = antalct ddende cller doda djur pé ett steg.

- o0: Ingen klassificering.
- #: Pa fOrsta steget.

- GIIS: Globala harmoniserade systemet [or klassificering (mg/kg).
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BILAGA 2D
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B.4. AKUT TOXICITET: HUDIRRITATION/HUDKORROSION

1. METOD

Denna testmetod motsvarar OECD TG 404 (2002).

1.1 INLEDNING

Vid utarbetandet av denna uppdaterade metod lades siirskilt stor vikt vid mojligheterna till biittre
testningsforfaranden, didr djurskyddstrigor beaktas sd viill som mdojligt. Sddana forfaranden innebir att all
existerande information om testimnet utviirderas i syfte att undvika onddiga djurtérsdk. Metoden inbegriper en
rekommendation om att laboratoriet, innan det beskrivna in vivo-testet t6r hudkorrosion/hudirritation utfors, gor
en weight-of-the-evidence-analys av existerande relevanta data. Om de data som finns att tillgd inte &r
tillrickliga, kan behdvliga data genereras med hjilp av stegvis testning (1). Den rekommenderade
testningsstrategin inbegriper validerade och godkinda in vitro-test (se bilagan till denna metod). Dessutom
rekommenderas att de tre testkompresserna, dir det ir limpligt, appliceras pd djuret 1 foljd, 1 stillet for
samtidigt, vid det inledande in vivo-testet.

Med hiinsyn till sund vetenskaplig praxis och djurens vilbefinnande bor in vivo-testning inte genomféras férrin
alla tillgiingliga data som ér relevanta for dmnets formdaga att framkalla hudkorrosion/hudirritation har
utviirderats genom en weight-of-the-evidence-analys. Sidana data dr beligg fran gjorda undersékningar pa
minniskor och/eller térsdksdjur, belidgg pd korrosion/irritation i friga om ett eller flera strukturellt besliktade
dmnen eller blandningar av sddana dmnen, data som demonstrerar att imnet ér stark surt eller alkaliskt (2), (3)
samt resultat frin validerade och godkiinda in vitro- eller ex vivo-test (4), (5), (5a). Genom analysen bér man
kunna minska behovet av in vivo-testning med avseende pd hudkorrosion/hudirritation nir det giiller imnen for
vilka det redan finns tillrickliga beligg fran andra undersdkningar av dessa tvd end points.

En rekommenderad strategi for stegvis testning, som inbegriper validerade och godkiinda in vitro- eller ex vivo-
test med avseende pd korrosion/irritation finns som bilaga till denna metod. Strategin utvecklades av och
rekommenderades enhilligt av deltagarna i en OECD-arbetsgrupp (6). Strategin har antagits som den
rekommenderade testningsstrategin i Globally Harmonised System for the Classification of Chemical
Substances (GHS) (7). Strategin for stegvis testning ingdr inte i testmetod B.4, men anviindning av den
rekommenderas dndd innan man gér in f6r /n vivo-testning. For nya dmnen rekommenderas den som ett stegvis
testningstorfarande for generering av vetenskapligt sunda data om ett dmnes forméga att framkalla
korrosion/irritation. For befintliga dmnen med otillriickliga data om hudkorrosion/hudirritation bor strategin
anviindas for att fylla upp luckor i tillgingliga data. Om en annan testningsstrategi eller en annan procedur
anviinds, eller om man beslutar att inte anviinda ett stegvis testningstorfarande, bor detta motiveras.

Om bestimningen av korrosivitet eller irritationsformfga inte kan goras med hjilp av en weight-of-the-
evidence-analys som stir i 6verensstiimmelse med strategin for stegvis testning, bor ett in vivo-test dverviigas
(se bilagan).

1.2 DEFINITIONER
Hudirritation: Uppkomsten av reversibel skada pd huden efter att testiimnet har applicerats i upp till 4 timmar.

Hudkorrosion (hudfritning): Uppkomsten av irreversibel skada pd huden i form av synlig nekros genom
epidermis och in i dermis, efter att ett testimne har applicerats i upp till fyra timmar. Fritningsreaktioner
karakteriseras av sir, blodning, blodiga sirskorpor och, vid slutet av observationsperioden pd 14 dagar,
avfirgning genom blekning av huden, hela omrdaden med alopeci (hdravfall) och &rr. Histopatologi bor
overvigas for utvirdering av skador som inte ir entydiga.
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1.3 PRINCIP FOR TESTMETODEN

Testiimnet appliceras som en engingsdos pé forsoksdjurets hud. Djurets obehandlade hudomraden anviinds som
reterens. Graden av irritation eller korrosion granskas och poiingsiitts med specifierade intervall, och beskrivs
nirmare i syfte att f en fullstindig utvirdering av verkningarna. Testet bor paga tillriickligt linge for att ge
mojlighet att utviirdera om de observerade verkningarna ir reversibla eller irreversibla.

Djur som uppvisar ihdllande tecken pd allvarligt lidande eller smiirta vid ndgot skede av testningen bor avlivas
pd ett skonsamt siitt, och detta bor beaktas vid utviirderingen av dmnet. Kriterier for att fatta beslut om skonsam
avlivning av déende eller svart lidande djur finns i hinvisning (8).

1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN
1.4.1 Forberedelser for in vivo-test
1.4.1.1 Val av djurart

Rekommenderat torsdksdjur ér albinokanin. Friska, unga vuxna exemplar bor anviindas. Om andra arter
anviinds bor detta motiveras.

1.4.1.2 Forberedelse av djuren

Cirka 24 timmar fore testet bor djurens pils avligsnas genom kortklippning av flankens ryggsida. Varsamhet
bor iakttas for att inte repa huden, och endast djur med frisk och intakt hud bér anviindas.

Kaniner frin vissa stammar har omraden med speciellt tiit pils, sidrskilt under vissa arstider. Sddana omraden
bor inte anviindas for testning.

1.4.1.3 Forvarings- och utfodringsbetingelser

Djuren skall inhysas individuellt. Temperaturen i férséksdjurens utrymmen bor vara 20°C (£3°C) for kaniner.
Den relativa fuktigheten bor vara minst 30 % och skall helst inte Gverstiga 70%, utom nir rummet rengdrs.
MAlvirdet bor dock vara 50-60%. Belysningen bor vara artificiell med omviixlande 12 timmar ljus och 12
timmar morker. Konventionellt laboratoriefoder kan anviindas for utfodringen, och djuren bér ha obegrinsad
tillgéng till dricksvatten.

1.4.2 Testforfarande
1.4.2.1 Applicering av testdmnet

Testiimnet appliceras pd en liten yta (cirka 6 ¢m?) av huden och ticks med en kompress som hills pd plats med
ett icke-irriterande hiifttrband. Om det inte ir mgjligt att applicera dmnet direkt (exempelvis viitskor eller vissa
pastor) bor dmnet forst appliceras pd kompressen, som direfter placeras pa huden. Kompressen skall under
exponeringsperioden hdllas i 16s kontakt med huden med hjilp av ett limpligt halvocklusivt forband. Om
testiimnet appliceras pd kompressen bor denna fistas vid huden pd sidant siitt att det finns god kontakt och en
jimn férdelning av dmnet pd huden. Man bér se till att djuret inte nar kompressen, eller kan ita eller andas in
dmnet.

Amnen i vitskeform anviinds i regel outspidda. Vid testning av fasta imnen (som vid behov kan pulveriseras)
skall dmnet viitas med minsta m&jliga mingd vatten (eller vid behov nigon annan limplig vehikel), som behdvs
for att siikerstiilla god hudkontakt. Om annan vehikel én vatten anviinds bor vehikelns potentiella inverkan pd
den hudirritation som testimnet framkallar vara minimal eller noll.

[ slutet av exponeringsperioden (som i regel varar fyra timmar) skall dverskottsiimne om mdajligt avligsnas med
vatten eller ett impligt 10sningsmedel, utan att stdra existerande respons eller skada huden.
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1.42.2 Dosniva
En dos pd 0,5 ml viitska eller 0,5 g tast imne eller pasta appliceras pa huden.
1423 Inledande test (test avseende hudirritationfhudkorrosion in vivo pa ett enskilt djur)

Det rekommenderas starkt att ett forsta in vivo-test gors pd ett enskilt djur, sidrskilt om det foreligger misstanke
om att dmnet kan vara korrosivt. Detta dr 1 enlighet med strategin for stegvis testning (se bilaga 1).

Om ett dmne har bedomts vara korrosivt pd grundval av en weight-of-the-evidence-analys, behdvs ingen
ytterligare testning pa djur. For de flesta dimnen som misstiinks vara korrosiva, behovs i regel ingen ytterligare
in vivo-testning. I fall didr det pd grund av otillrickliga bevis dr motiverat att generera ytterligare data, kan
begriinsade test pd djur genomtoras enligt foljande princip: Upp till tre testkompresser appliceras sekventiellt pd
djuret. Den forsta kompressen tas bort efter tre minuter. Om ingen allvarlig hudreaktion kan observeras,
appliceras en andra kompress, som i sin tur tas bort efter en timme. Om observationerna i detta skede tyder pé
att exponeringen kan forlingas till fyra timmar utan lidande for testdjuret, appliceras en tredje kompress, som
tas bort efter fyra timmar. Direfter kan responsen graderas.

Om korrositivitet kan observeras efter nagon av de tre sekventiella exponeringarna, avslutas testet omedelbart.
Om ingen korrosion observeras efter att den sista kompressen har tagits bort, hills djuret under observation i 14
dagar, utom om korrosion framkallas tidigare.

[ fall dir testimnet inte frviintas framkalla korrosion men dir det kan vara irriterande , appliceras en enstaka
kompress pd ett djur i fyra timmar.

1.4.2.4 Bekrdftande test (in vivo-test avseende hudirritation med ytterligare djur)

Om ingen korrosion observeras vid det inledande testet bor irritationsrespons eller negativ respons bekriiftas
med hjilp av ytterligare tvd djur. En kompress appliceras pd vardera djuret for en exponeringsperiod pd fyra
timmar, Om irritation har observerats vid det inledande testet, kan bekriiftelsetestet goras enligt det sekventiella
forfarandet eller genom samtidig exponering pd ytterligare tvd djur. Om inledande test i undantagsfall inte
utfors, kan tvd eller tre djur behandlas med en enskild kompress som tas bort efter fyra timmar. Om tva djur
anviinds, och samma respons observeras hos bédda, behdvs ingen ytterligare testning. I annat fall testas dven det
tredje djuret. Om den respons som observeras inte ér entydig, kan det vara nodviindigt att klargora responsen
med hjilp av ytterligare djur.

1.4.2.5 Observationsperiod

Observationsperioden bor vara tillriickligt ling for att man till fullo skall kunna utvirdera om de observerade
verkningarna ér reversibla eller inte. Forsoket bor dock avslutas omedelbart, oavsett hur linge det pigitt, om ett
djur uppvisar tecken pé svéira smiirtor eller lidande. For utviirderingen av om verkningarna ir reversibla, bor
djuren observeras i upp till 14 dagar efter att kompresserna har tagits bort. Om reversibilitet kan observeras
innan 14 dagar har gétt kan forsoket omedelbart avslutas.
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1.42.7 Kliniska observationer och gradering av hudreaktionerna

Alla djur bor undersokas for tecken pa erytem och édem, och den respons som erhillits vid 60 minuter och
direfter vid 24, 48 och 72 timmar efter borttagning av kompresserna registreras. Vid inledande test pd ett enskilt
djur undersoks applikationsstiillet omedelbart efter att kompressen har tagits bort. Hudreaktionerna graderas och
registreras enligt klassificeringsskalan i tabellen nedan. Om djuret har fatt en hudskada som vid 72 timmar inte
kan identifieras som irritation eller korrosion, kan observationer behdvas fram till dag 14 for att avgbra om
verkningarna dr reversibla. Utdver observationerna av irritation, bor alla lokala toxiska effekter, sfsom
avfettning av huden och alla eventuella systemiska skadliga verkningar (exempelvis kliniska tecken pi toxicitet
eller verkningar pd kroppsvikten) till fullo beskrivas och registreras. I fall av tvetydig respons bodr en
histopatologisk undersdkning 6verviigas i klargérande syfte.

Graderingen av hudrespons édr oundgiingligen subjektiv. For att frimja en harmonisering i friga om graderingen
av hudrespons och som stod for testningslaboratorier och alla som édr med om att utfora och tolka observationer,
bor den personal som gor observationsarbetet fa tillborlig utbildning i det poingsittningssystem som anvinds
(se tabellen nedan). En illustrerad viigledning f6r gradering av hudirritation och andra hudskador kan vara till
hjilp (9). Graderingen av hudrespons bor goras i blindo.(Can’t find this last sentence in the English version!)

2. DATA
2.1 PRESENTATION AV RESULTATEN

Understkningens resultat bor sammanstiillas i tabellform i den slutliga testrapporten. Resultaten bor omfatta alla
aspekter som uppriiknas i avsnitt 3.1.

22 UTVARDERING AV RESULTATEN

Graderna av hudirritation bor bedémas med hiinsyn till skadornas natur och allvarlighetsgrad samt till om
skadorna ér reversibla eller irreversibla. Individuella resultat av graderingen representerar ingen absolut
standard for ett dimnes formdga att framkalla irritation, eftersom dven andra verkningar av testimnet utvirderas.
De enskilda bedomningarna bor didremot ses som referensviirden, som bor utviirderas i kombination med alla
andra observationer frin understkningen.

Reversibiliteten hos hudskador bér beaktas nir man utviirderar respons med avseende pd irriterande egenskaper.
Om verkningar av typen alopeci (begrinsat omrade), hyperkeratos, hyperplasi och flagning héller i till slutet ay
den 14 dagar linga observationsperioden, bor testiimnet betraktas som irriterande.
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3. RAPPORTERING
3.1 TESTRAPPORT
Testrapporten skall innehdlla nedan angivna uppgifter.

Motivering for in vivo-testning: weight-of-evidence-analys av tidigare existerande data, inbegripet resultat frin
stegvis testning enligt den rekommenderade strategin, enligt foljande:

— Beskrivning av relevanta data som erhallits fére testningen.

— Data som erhéllits frin de enskilda stegen enligt testningsstrategin.

— Beskrivning av utforda in vitro-test, inbegripet detaljerade uppgifter om forfaranden och
resultat som erhdllits med test- och referensimnen.

— Weight-of-the-evidence-analys for utforandet av in vivo-test.

Testimne:
— Identifieringsdata (till exempel CAS-nummer, killa, renhet, kiinda orenheter, satsnummer),
— Fysikalisk natur och fysikalkemiska egenskaper (till exempel pH, flyktighet, 15slighet,
stabilitet).
— For blandningar anges sammansiittning och bestindsdelarnas relativa andelar (i procent).
Vehikel:
— Identifieringsdata, koncentration (om tillimpligt), volym som har anviints.
— Motivering tor valet av vehikel.
Testdjur:
— Art och stam som har anviints, motivering om albinokanin inte har anviints.
— Antalet djur per kon.
— De enskilda djurens vikt vid testets start och slut.
— Djurens alder vid testets start.
— Ursprung, forvarsforhallanden, foder och dylikt.
Testbetingelser:
— Teknik som anviints for att forbereda appliceringsstiillet.
— Detaljerade uppgifter om de kompressmaterial som har anviints och om férbandstekniken.
— Detaljerade uppgifter om beredning, applicering och borttagning av testiimnet.
Resultat:

— En tabell med graderad irritations-/korrosionsrespons for varje djur vid alla
observationspunkter.

— Beskrivningar av alla observerade skador.

— Beskrivande redogorelse av naturen och graden av den irritation eller korrosion som har
observerats samt eventuella histopatologiska tynd.

— Beskrivning av ovriga skadliga lokala (till exempel avfettning av huden) och systemiska
verkningar utdver hudirritation eller hudkorrosion.

Diskussion om resultaten.



30.4.2004 Europeiska unionens officiella tidning L 152/185

4, HANVISNINGAR

(1)  Barratt, M.D., Castell, J.V., Chamberlain, M., Combes, R.D., Dearden, J.C., Fentem, J.H., Gerner, 1.,
Giuliani, A., Gray, T.J.B., Livingston, D.J., Provan, W.M., Rutten, F.A.J.J.L., Verhaar, H.J.M., Zbinden,
P. (1995) The Integrated Use of Alternative Approaches for Predicting Toxic Hazard. ECVAM
Workshop Report 8. ATLA 23,410 - 429.

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

(3)  Worth, A.P., Fentem, J.H., Balls, M., Botham, P.A., Curren, R.D., Earl, L.K., Esdaile, D.J., Liebsch, M.
(1998) Evaluation of the proposed OECD Testing Strategy for skin corrosion. ATLA 26, 709-720.

(4 ECETOC (1990) Monograph No. 15, "Skin Irritation”, European Chemical Industry, Ecology and
Toxicology Centre, Brussels.

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

(5a) Testing Method B.40 Skin Corrosion.

(6) OECD (1996) OECD Test Guidelines Programme: Final Report of the OECD Workshop on
Harmonization of Validation and Acceptance Criteria for Alternative Toxicological Test Methods. Held
in Solna, Sweden, 22 - 24 January 1996 (http://www.oecd1.org/ehs/test/background.htm).

(7)y OECD (1998) Harmonized Integrated Hazard Classification System for Human Health and
Environmental Effects of Chemical Substances, as endorsed by the 28™ Joint Meeting of the Chemicals
Committee and the Working Party on Chemicals, November 1998
(http://www.oecd1.org/ehs/Class/HCL6.htm).

(8)  OECD (2000). Guidance Document on the Recognition, Assessment and Use of Clinical Signs as
Humane Endpoints for Experimental Animals Used in Safety Evaluation. OECD Environmental Health
and Safety Publications. Series on Testing and Assessment No. 19
(http://www.oecd | .org/ehs/test/monos.htm).

(9)  EPA (1990). Atlas of Dermal Lesions, (207-2004). United States Environmental Protection Agency,
Office of Pesticides and Toxic Substances, Washington, DC, August 1990.
[Available from OECD Secretariat upon request].



30.4.2004 Europeiska unionens officiella tidning L 152/186

TABELL I: GRADERING AV HUDREAKTIONER

Rodnad och sarskorpebildning

INEEN TOUNMAA  .eieiiiiiieee ettt ettt et st st e e e s e e s e e b e e s re e sa et e s e e s re e sae e e s b e e sreesme e e seesreesmnesmneenreesaneen 0
Mycket svag rodnad(knappt skonjbart) w1
Vildefinierad TOANad ... ... e e s 2
Moderat Hl] SVAT TOANMAG ..ottt a e e e e e s st et e e e s et et e s e e et et et e s ae et e e e saeeeenenn 3
Svar rodnad(kéttrodnad) till sdrskorpebildning som utgdr hinder for gradering av rodnaden ..., 4
Maximum: 4

Odembildning

TNEEL GUBTII .eeniiiiiiie ettt sttt st st e e s e s et e e e s e e s et e bt e s se e sae e e s e e s re e smn e e s b e e sreesme e e s s e e sreesmneenseenaesrneens 0
Mycket svagt Sdem (KNappt SKOTDAIT) .ot e e e e et e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e nneeeeeseeaneeeeeeaseeaneeeneeeaneean 1
Milt 6dem (omradet ir vil avgriinsat genom Klar SVUIINAA) ..o e 2
Moderat 6dem (svullnadens héjd cirka 1 mm) .3
Svirt 6dem (hojd 6ver | mm och svullnaden striicker sig utdver exponeringsomridet) 4

Maximum: 4

[ fall av tvetydig respons kan en histopatologisk undersokning utforas i klargdrande syfte.
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BILAGA

Strategi for stegvis testning med avseende pa hudirritation och hudkorrosion

ALLMANT

(The order of the three paragraphs below has been changed as compared to the English version!)

Aven om denna strategi for stegvis testning inte ingar som en del av testmetod B.4, iir den ett uttryck for det tillvigagingssitt
som rekommenderas for bestimning av hudirriterande eller hudkorrosiva egenskaper. Detta tillviigagingssiitt representerar
béde biista praxis och etiska riktlinjer for /n vivo-testning med avseende pé hudirritation/hudkorrosion. Testmetoden utgor en
viigledning for utférandet av in vivo-test och en sammanfattning av de faktorer som bor beaktas innan ett sddant test piborjas.
Strategin utgor ett tillvigagangssitt for utvirderingen av existerande data om olika testimnens egenskaper med avseende pé
hudirritation/hudkorrosion. Den utgor ocksd ett stegvis forfarande for generering av relevanta data om dmnen for vilka det
krivs ytterligare testning eller fér dmnen som énnu inte har testats. Enligt strategin rekommenderas dven validerade och
godkiinda test in vitro eller ex vivo med avseende pd hudkorrosion/hudirritation under specifika betingelser.

Med hiinsyn till sund vetenskaplig praxis och djurens vilbefinnande ir det viktigt att undvika onddig anviindning av djur, och
att minimera all testning som sannolikt framkallas allvarlig respons hos djuren. All information som ir relevant for dmnets
formaga att framkalla hudkorrosion/hudirritation bor utvirderas innan man &verviger in vivo-testning. Det kan eventuellt
redan finnas tillriickliga bevis for att klassificera ett testiimne med avseende pé dess formdga att framkalla hudkorrosion eller
hudirritation, utan att for den skull behéva utfora testning pa laboratoriedjur. Nir man anvinder en weight-of-the-evidence-
analys och en strategi for stegvis testning minimeras behovet av in vivo-testning, sirskilt for dmnen som sannolikt framkallar
allvarliga reaktioner.

Det rekommenderas att en weight-of-the-evidence-analys anvinds for att utviirdera existerande information om olika dmnens
formaga att framkalla hudirritation eller hudkorrosion for att avgora om det behtvs ytterligare testningar, andra &n
hudtestningar in vivo, som hjilp for att karakterisera en sidan egenskap. [ fall dir ytterligare undersokningar behovs,
rekommenderas strategin for stegvis testning nir det giiller att generera relevanta forstksdata. For imnen som inte har testats
tidigare bor strategin for stegvis testning anvindas for att generera de data som behovs for att utviirdera dmnets formaga att
framkalla hudkorrosion eller hudirritation. Den testningsstrategi som beskrivs i denna bilaga har utarbetats inom ramen for en
OECD-arbetsgrupp (1). Strategin bekriiftades och utvidgades senare i Harmonised Integrated Hazard Classification System
Sfor Human Health and Environmental Lffects of Chemical Substances, 1 den form det godkindes vid 28tk Joint Meeting of the
Chemicals Committee and the Working Party on Chemicals, i november 1998 (2).

BESKRIVNING AV UTVARDERINGS- OCH TESTNINGSSTRATEGIN

[nnan testning utfors som en del av strategin for stegvis testning (se schemat), bor all tillgiinglig information utviirderas i syfte
att faststilla behovet av in vivo-testning. Trots att signifikant information kan fis genom utvirdering av enskilda parametrar
(till exempel extrema pH-viirden), bor den tillgiingliga informationen utvirderas som en helhet. Alla relevanta data om det
berdrda dmnets (eller analoga dmnens) verkningar bor utvirderas genom beslut som grundas pd en weight-of-the-evidence-
analys, och en motivering for beslutet bér anges. Huvudvikten bor liggas vid existerande data om dmnet (bdde i friga om
miinniskor och djur). Dérefter f6ljer resultatet av testning in vitro eller ex vivo. In vivo-testning av korrosiva imnen bor alltid
undvikas nir det dr majligt. Till de faktorer som bér beaktas inom ramen for testningsstrategin hor foljande:

Utvdrdering av existerande data rirande mdénniskor och djur (steg 1). Existerande data rérande minniskor, till exempel
kliniska undersSkningar eller undersdkningar inom arbetslivet och fallstuder och/eller data om testning pd djur, sdsom data
frin toxicitetsundersdkningar med enstaka eller upprepadhudexponering, bor beaktas forst, eftersom de ger tillgdng till
information som direkt hér samman med verkningarna pa huden. Amnen med kiinda irriterande eller korrosiva egenskaper,
samt dmnen med klara bevis om att de inte har sidana egenskaper, behover inte testas in vivo.
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Analys av strukturaktivitetssamband (SAR) (steg 2). 1 man av tillginglighet bor resultaten frdn testning av strukturellt
nérbesliktade dmnen beaktas. Om det finns tillgdng till data rorande minniska och/eller djur for strukturellt néirbesliktade
dmnen eller blandningar av sddana dmnen, och dessa data ir tillriickliga for att indikera att dessa dmnen har formaga att
framkalla hudkorrosion/hudirritation, kan man anta att det dmne som utviirderas kommer att framkalla samma respons. |
sddana fall behover dmnet eventuellt inte testas. Negativa data tfrin undersokningar med strukturellt néirbesliktade dmnen eller
blandningar av sddana dmnen utgdr inte, inom ramen for strategin for stegvis testning, tillrickliga bevis pa att ett imne inte
skulle ha korrosiva eller irriterande egenskaper. Validerade och godkinda metoder f6r bestimning av
strukturaktivitetssamband bér anviindas for att identifiera formégan att framkalla hudkorrosion och hudirritation.

Pysikalkemiska egenskaper och kemisk reaktivitet (steg 3). Amnen med extrema pH-viirden, till exempel <2,0 eller 211,5 kan
ha kraftiga lokala verkningar. Om ett extremt pH-viirde anviinds som grund for att konstatera att ett @mne &r korrosivt eller
irriterande  f6r huden, behover eventuellt ocksd #mnets syra/bas-reserv (buffertkapacitet) beaktas (3), (4). Om
buffertkapaciteten tyder pd att dmnet eventuellt inte &r korrosivt for huden, bor ytterligare testning utféras for att bekriifta
detta. Hiirvid bor man helst anviinda validerade och godkiinda in vitro- eller ex vivo-tester (se stegen S och 6).

Toxicitet for huden (steg 4). Om ett dmne har konstaterats vara mycket toxiskt nir det tillférs via huden, kan en in vivo-
undersdkning med avseende pd hudirritation/hudkorrosion eventuellt inte utféras pd grund av att den normalt applicerade
miingden testimne skulle overskrida den mycket toxiska dosen, vilket skulle leda till att djuren dor eller utsiitts for svirt
lidande. Om dessutom undersékningar med avseende pé toxicitet for huden har gjorts pa albinokanin med doser upp till
griinsnivin pd 2000 mg/kg kroppsvikt eller hdgre, och ingen hudirritation eller hudkorrosion har observerats, behovs sannolikt
ingen ytterligare testning for hudirritation eller hudkorrosion. Ett antal faktorer bor beaktas vid utvirderingen av resultaten
frin tidigare utforda undersokningar med avseende pd akut toxicitet for huden. Som exempel kan niimnas att den rapporterade
informationen om hudskador kan vara ofullstindig. Testningen och observationerna kan ha gjorts pd en annan art dn kanin,
och arterna kan vara mycket olika niir det giller responskiinsligheten. Testiimnet kan ocksa ha applicerats pd djuren i en form
som inte fr limplig nidr det giiller bedomning av hudirritation/hudkorrosion, till exempel utspidda dmnen for testning av
toxicitet for huden (5). I fall dir viilplanerade och viilutférda undersékningar med avseende pd toxicitet for huden har gjorts pa
kanin, kan dock negativa tynd anses vara tillriickligt bevis pé att imnet 1 friga inte dr korrosivt eller irriterande.

Resultat fidn in vitro- eller ex vivo-test (steg S och 6). Amnen som har uppvisat korrosiva eller starkt irriterande egenskaper i
ett validerat och godkiint test in vitro eller ex vivo (6), (7) avsett for utviirdering av dessa specifika verkningar, behdver inte
testas pd djur. Man kan anta att sidana dgmnen framkallar liknande allvarliga verkningar in vivo.

In vivo-test pa kanin (steg 7 och 8). Om ett beslut grundat pd en weight-of the-evidence-analys fattats for in vivo-testning, bor
man borja med ett inledande test dir ett enskilt djur anviinds. Om resultatet av ett sidant test tyder pd att dmnet framkallar
korrosion pé huden, bor ingen ytterligare testning utforas. Om ingen korrosion observeras vid det inledande testet bor
irritationsrespons eller negativ respons bekriftas med hjilp av ytterligare tvd djur och en exponeringsperiod pd fyra timmar.
Om irritation har observerats vid det inledande testet, kan bekriiftelsetestet goras enligt den stegvisa principen eller genom
samtidig exponering pa ytterligare tvd djur.
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SCHEMA

TESTNINGS- OCH UTVARDERINGSSTRATEGI FOR HUDIRRITATION/HUDKORROSION

Aktivitet

1 | Existerande human- eller djurdata som
pévisar verkningar pd huden eller
slemhinnor.

Ingen information tillgdnglig, eller den
tillgdngliga informationen dr inte
avgorande.

5

2 Undersok strukturaktivitetssamband for
hudkorrosion/hudirritation.

Inga verkningar kan férutspds eller det
som kan [Grutspds dr inte avgdrande
eller dr negativt.

{

3 | Miitning av pH (buffertkapacitet, om

relevant).
{

2<pli<i!5 eller plI<2,0 eller 211,5
med ldglingen buffertkapacitet, om
relevant.

5

4 | Utvirdera data om systemisk toxicitet
vid tillférsel via huden".

Sadan information dr inte tillginglig,
eller den dr inte avgdrande.

{

5 | Utfor validerat och godkiint in vitro- eller
ex vivo-test for hudkorrosion.

Amnet dr inte korrosivt.

{

6 | Utfor validerat och godkiint in vitro- eller
ex vivo-test for hudirritation.

1

' kan dvervagas fore stegen 2 och 3.

Fynd
Korrosivt.

Irriterande.

Ej korrosivt eller irriterande.

Allvarlig skada pa huden kan
forutspds.

[rritation pd huden kan forutspas.

pH<2 eller 211,5 (med hog
buffertkapacitet, om relevant).

Mycket toxiskt.

[cke-korrosivt eller icke-
irriterande ndr testat till
griinsdosen pd 2000 mg/kg
kroppsvikt eller mer med
anvindning av kaniner.

Korrosiv respons.

[rriationsrespons.

Slutsats
Apikal end point, bor anses vara
korrosivt. Ingen testning behovs.
(Foreslar att apikal stryks i de tre
slutsatsernal)

Apikal end point, bor anses vara
irriterande. Ingen testning behdvs.

Apikal end point, bor anses vara
icke-korrosivt och icke-irriterande.
Ingen testning behovs.

Bor anses vara korrosivt. Ingen
testning behovs.

Bor anses vara irriterande. Ingen
testning behovs.

Bor antas vara korrosivt. Ingen
testning behovs.

Ingen ytterligare testning behdvs.

Bor antas vara icke-korrosivt och
icke-irriterande. Ingen ytterligare
testning behovs.

Bor antas vara korrosivt in vivo.

Ingen ytterligare testning behdvs.

Bor antas vara irriterande in vivo.
Ingen ytterligare testning behdvs.
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Validerade in vitro- eller ex vivo-
testmetoder for hudirritation finns dnnu
inte lillgingliga eller dmnet dr icke-

irriterande.
{
7 | Utfor inledande hudtest in vivo pd kanin Allvarlig skada pa huden. Bor anses vara korrosivt. Ingen
med anviindning av ett enskilt djur. ytterligare testning behovs.

{

Ingen allvarlig skada.

8 | Utfor bekriftande test med anviindning Korrosivt eller irriterande. Bor anses vara korrosivt eller
av ytterligare ett eller tva djur. irriterande. Ingen ytterligare testning
behovs.
Ej korrosivt eller irriterande. Bor anses vara icke-korrosivt och
icke-irriterande. Ingen ytterligare
testning behovs
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BILAGA 2E
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B. 5. AKUT TOXICITET: OGONIRRITATION/OGONKORROSION

1. METOD
Denna testmetod motsvarar OECD TG 405 (2002).

1.1 INLEDNING

Vid utarbetandet av denna uppdaterade metod lades sirskilt stor vikt vid mojligheterna till bittre
testningsforfaranden, dir djurskyddsfrigor beaktas sd vil som mojligt. Sddana forfaranden innebir att all
existerande information om testimnet utviirderas i syfte att undvika onddiga djurforsok. Metoden
innehdller en rekommendation om att laboratoriet, innan det beskrivna in vivo-testet for akut
Ogonkorrosion/dgonirritation inleds, gér en weight-of-the-evidence-analys av existerande relevanta data.
Om de data som finns att tillgd inte #r tillrickliga, kan behovliga data genereras med hjilp av stegvis
testning (2), (3). Den rekommenderade testningsstrategin inbegriper validerade och godkinda in vitro-test
(se bilagan till denna metod). Likasd rekommenderas, innan in vivo-Ogontest Overviigs, utforandet av ett in
vivo-test med avseende p& hudirritation/hudkorrosion i syfte att forutsiiga eventuell dgonkorrosion.

Med hiinsyn till sund vetenskaplig praxis och djurens vilbefinnande bor in vivo-testning inte Svervigas
forrin alla tillgdngliga data som &r relevanta for dmnets formdaga att framkalla 6gonkorrosion/6gonirritation
har utvirderats genom en weight-of-the-evidence-analys. Till sddana data hor bevis frin gjorda
undersokningar pd minniskor och/eller forsoksdjur, bevis pd formaga att framkalla korrosion/irritation som
finns hos ett eller flera strukturellt nidrbesliktade dmnen eller blandningar av sddana dmnen, data om att
dmnet r stark surt eller alkaliskt (4), (5) samt resultat frén validerade och godkinda in vitro- eller ex vivo-
test med avseende pd hudkorrosion och hudirritation (6), (6a). Sddana undersdkningar kan ha gjorts fore,
eller motiverade av, weight-of-the-evidence-analys.

For vissa d@mnen kan en sfidan analys peka pd att det behdvs in vivo-testning av dmnets formdaga att
framkalla hudkorrosion/hudirritation. I alla sddana fall bor man, innan ett in vivo-Ogontest Gverviigs, helst
gOra ett in vivo-test (testmetod B.4) for utvirdering av dmnets verkningar pd huden (7). Med hjilp av
weight-of-the-evidence-analys och strategin for stegvis testning bor man kunna minska behovet av in vivo-
testning med avseende pd Ogonkorrosion/Ogonirritation ndr det giller dmnen for vilka det redan finns
tillrdckliga bevis frdn andra undersokningar. Om det inte gér att faststilla ett &mnes formdaga att framkalla
dgonkorrosion eller dgonirritation i enlighet med strategin for stegvis testning, inte ens efter att man utfort
en in vivo-undersokning med avseende pa hudkorrosion och hudirritation, kan ett in vivo-test med avseende
pé dgonkorrosion och dgonirritation genomforas,

En rekommenderad strategi for stegvis testning, som inbegriper validerade och godkinda in vitro- eller ex
vivo-test med avseende pd korrosion/irritation, finns som bilaga till denna metod. Strategin utvecklades av
och rekommenderades enhélligt av deltagarna i en OECD-arbetsgrupp (8). Strategin har antagits som den
rekommenderade testningsstrategin i Globally Harmonised System for the Classification of Chemical
Substances (GHS) (9). Denna strategi for stegvis testning ingdr inte i testmetod B.4, men anvindning av
den rekommenderas dnda innan man gér in for in vivo-testning. For nya imnen rekommenderas den som en
stegvis testningsmetod for generering av vetenskapligt sunda data om ett dmnes korrosion/irritation. For
befintliga dmnen med otillrickliga data om korrosion/irritation for hud och 6gon bor strategin anvéndas for
att fylla upp luckor i tillgidngliga data. Om en annan testningsstrategi eller ett annat forfarande anviinds,
eller om man beslutar att inte anvédnda ett forfarande med stegvis testning, bor detta motiveras.

1.2 DEFINITIONER

Ogonirritation Andringar som uppstar i dgat efter applicering av ett testimne pa dgats frimre yta och som
inte dr fullt reversibla inom 21 dagar frin appliceringen.



30.4.2004 Europeiska unionens officiella tidning L 152/194

Ogonkorrosion (6gonfritning): Vivnadsskador som uppstar i Sgat, eller allvarlig fysisk synnedsittning,
efter applicering av ett testimne pd ogats frimre yta, och som inte dr fullt reversibla inom 21 dagar frin
appliceringen.

1.3 PRINCIP FOR TESTMETODEN

Testdmnet appliceras som en engdngsdos 1 forsoksdjurets ena dga. Det obehandlade 6gat anvidnds som
referens. Graden av Ogonirritation eller dgonkorrosion utvirderas genom klassificering av skadorna pé
konjunktiva, hornhinnan och iris med specifika intervall. Likasd bor Svriga verkningar i 8gat och skadliga
systemiska verkningar beskrivas for att en fullstindig utviirdering av verkningarna skall fis. Testet bor
paga tillrdckligt linge for att ge mojlighet att utvirdera om de observerade verkningarna ér reversibla eller
irreversibla.

Djur som uppvisar ihdllande tecken pa allvartigt lidande eller smirta vid ndgot skede av testningen bor
avlivas pd ett skonsamt siitt, och detta bor beaktas vid utvirderingen av dmnet. Kriterier for att fatta beslut
om skonsam avlivning av déende eller allvarligt lidande djur finns i hdnvisning (10).

1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN
1.4.1 Forberedelser for in vivo-test
1.4.1.1 Val av art

Rekommenderat forsoksdjur dr albinokanin. Friska, unga vuxna exemplar bor anviindas. Om andra arter
eller stammar anviinds bor detta motiveras.

1.4.1.2 Forberedelse av djuren

De djur som preliminért har valts ut for testning bor undersokas med avseende pd bdda 6gonen inom 24
timmar fore testets borjan. Djur som har irriterade 6gon, okuldra defekter eller existerande skada pd
hornhinnan bér inte anvindas.

1413 Fdrvarings- och utfodringsbetingelser

Djuren skall inhysas individuellt. Temperaturen i forsoksdjurens utrymmen bor vara 20°C (+3°C) for
kaniner. Den relativa fuktigheten bor vara minst 30% och skall helst inte 6verstiga 70%, utom nér rummet
rengors. Milvirdet bor dock vara 50-60%. Belysningen bor vara artificiell med omvixlande 12 timmar
ljus och 12 timmar morker. Konventionellt laboratoriefoder kan anviindas for utfodringen, och djuren bor
ha obegriinsad tillgdng till dricksvatten.

1.42 Testforfarande
1.42.1 Applicering av testimnet

Testidmnet tillfors i ena 6gats konjunktivasick (alla djur). Fore tillforseln bor det undre 6gonlocket varsamt
dras ut en bit ut frin 6gongloben. Ogonlocken fors direfter samman for cirka en sekund for att forhindra att
dmnet kommer ut. Det andra, obehandlade 6gat anviinds som referens.

1422 Skéljning

Forsoksdjurens 6gon bor inte skoljas under minst 24 efter tillforseln av testimnet, utom nér det giller fasta
dmnen (se avsnitt 1.4.2.3.2) eller om det uppstir omedelbara korrosiva eller irriterande verkningar. Efter 24
timmar kan 6gonen skoljas, om detta bedoms vara lampligt.

Anvindningen av en satelligrupp for att undersdka inverkan av skoljningen rekommenderas inte, utom om
det dr vetenskapligt motiverat. Om en satellitgrupp anviinds, skall den bestd av tvd kaniner.
Skoljningsbetingelserna bor dokumenteras omsorgsfullt, till exempel skoljningstidpunkten, 16sningens
sammansittning och temperatur samt skoljningstiden, applicerad volym och skdéljningsintensitet
(volymstrom).
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1423 Dosniva
1.42.3.1  Testning av vitskor

Vid testning av vitskor anvinds en dos pd 0,1 ml. Pumpsprej bor inte anvindas for att tillfora @mnet direkt
i Ogat. I stiillet bor viitskan sprejas in i en behallare, som anviinds for att tillféra 0,1 ml i 6gat.

1.42.32  Testning av fasta dmnen

Vid testning av fasta dmnen, pastor och dmnen i partikelform, bor den tiliférda méingden ha en volym péd
0,1 ml eller en medelvikt pd hogst 100 mg. Testimnet bor malas ned till fint stoft. Det fasta materialets
volym bor miitas efter en varsam kompaktering, som gors till exempel genom att klappa miitbehdllaren.
Om ett fast testimne inte har tagis bort ur forscksdjurets 6ga med hjilp av fysiologiska mekanismer vid
den forsta observationstidpunkten (en timme efter behandlingen), kan ogat skoljas med saltsldsning eller
destillerat vatten.

1.42.33  Testning av aerosoler

Det rekommenderas att material 1 form av pumpsprej eller aerosol sprejas i en behdllare, som sedan
anvinds for tillforsel 1 6gat. Det enda undantaget dr aerosoler i tryckbehdllare som inte glr att samla in pd
grund av fordngning. I sdana fall hdlls djurets 6ga Oppet och testiimnet sprutas in i 6gat under cirka en
sekund, pé cirka 10 cm avstdnd direkt framfor 6gat. Avstindet kan variera beroende pd behdllarens tryck
och innehdll. Det ir viktigt att se till att dgat inte skadas av sprejtrycket. I tillimpliga fall kan det vara
nodvindigt att utvirdera om sprejstyrkan kan framkalla "mekanisk” skada i 6gat.

En uppskattning av dosen frén en aerosol kan goras genom en simulering pa foljande sitt: Amnet sprejas
pd ett viigningspapper genom en Oppning som har storleken av ett kanindga och som halls strax framfor
papperet. Papperets viktokning anviinds som grund for att uppskatta den méngd som har sprejats i 6gat. For
flyktiga dmnen kan dosen uppskattas genom att viiga en mottagningsbehdllare fore och efter borttagning av
testimnet.

1424 Inledande test (in vivo-test avseende dgonirritation/égonkorrosion pa ett enskilt djur)

[ enlighet med det som anges i strategin for stegvis testning (se bilaga 1), rekommenderas starkt att in vivo-
testet fOrst gors pa ett enskilt djur.

Om resultatet av ett sddant test tyder pa att dmnet dr korrosivt eller framkallar allvarlig irritation i 6gat nér
man anviinder det beskrivna forfarandet, bor ingen ytterligare testning utforas.

1.4.2.5 Lokalbeddvning

Lokalbedomning kan anviindas beroende pé fall. Om weight-of-the-evidence-analysen tyder pé att dmnet
kan framkalla smiirta, eller om en inledande testning tyder pd att en smirtsam reaktion kommer att ske, kan
djuret fa lokalbedbvning innan testimnet tillfors. Typen, koncentrationen och dosen for
lokalbedovningsmedlet bor viljas omsorgsfullt for att sikerstilla att lokalbedévningen inte paverkar den
reaktion som testdmnet framkallar. Lokalbeddvning bor dven ges i det andra dgat (referensdgat).

1.42.6 Bekréiftande test (in vivo-test avseende égonirritation med ytterligare djur)

Om ingen korrosiv verkan observeras vid det inledande testet, bor responsen (irriterande eller negativ)
bekriftas med hjidlp av hogst tvd ytterligare djur. Om en allvarlig irritation har observerats vid det
inledande testet, vilket tyder pd en eventuell stark (irreversibel) verkan vid den bekriiftande testningen,
rekommenderas bekriftande test som gors stegvis pd ett djur i taget, i stillet for samtidigt test pd bada
tilliggsdjuren. Om fritning eller kraftig irritation kan observeras pé det tilliggsdjur som forst anvénds, bor
testningen avbrytas. Om irritationsresponsen dr mild till moderat behdvs eventuellt dven det andra
tillaggsdjuret for bekriiftelse.
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1427 Observationsperiod

Observationsperioden bor vara tillriickligt 1ang for att det till fullo skall gd att utvéirdera omfattningen och
reversibiliteten hos de observerade verkningarna. Forsoket bor dock avslutas omedelbart, oavsett hur linge
det pagétt, om det berdrda djuret uppvisar tecken pé svdra smirtor eller lidande (9). For faststillandet av
verkningarnas reversibilitet bor djuren i regel observeras i 21 dagar efter tillforsel av testimnet. Om
reversibilitet kan observeras innan 21 dagar har gitt kan forsdket omedelbart avslutas.

1.42.7.1 Kliniska observationer och gradering av dgonreaktionerna

Ogonen bor undersdkas 1, 24, 48 och 72 timmar efter tillforsel av testimnet. Djuren bor inte utsittas for
testning ldngre dn det dr nodvindigt for att fi definitiv information. Djur som uppvisar allvarliga och
ihdllande tecken pé smiirta eller lidande bor omedetbart avlivas pé ett skonsamt siitt, och detta bor beaktas
vid utvidrderingen av dmnet. Djur som fitt foljande Sgonskador efter tillforsel av dmnet bor avlivas pd ett
skonsamt siitt: perforering eller signifikant ulceration av kornea inklusive stafylom, blod i frimre
ogonkammaren, korneaopacitet av grad 4 som varar i 48 timmar; ingen ljusreaktion (irisreaktion av grad 2)
som varar i 72 timmar, ulceration av konjuktivamembran, nekros i konjunktiva- eller blinkhinna eller
bildning av sérskorpa. Skiilet till avlivningen ir att dessa skador i regel ér irreversibla.

Djur som inte utvecklar okuldra skador skall inte avlivas forrin det har gétt tre dagar frin tillforsel av
dmnet. Djur med milda till moderata skador bor observeras tills skadorna liks, eller under 21 dagar. Efter
det avslutas undersokningen. Observationer bor goras pd dag 7, 14 och 21 i syfte att faststilla skadornas
status och huruvida de ir reversibla eller inte.

Graderna av okulir reaktion (konjunktiva, kornea och and iris) bor registreras vid varje undersokning (se
tabell 1). Likasd bor alla andra dgonskador (till exempel pannus, misfirgning) eller skadliga systemiska
verkningar fven rapporteras.

Som hjilpmedel vid undersokningen av reaktionerna kan anviindas en binokulirlupp, ficklampa,
biomikroskop eller annan Iimplig utrustning. Efter att observationerna har registrerats vid 24 timmar efter
tillférseln, kan 6gonen undersdkas ytterligare med hjilp av fluorescein.

Graderingen av okuldr respons dr oundgiingligen subjektiv. For att frimja en tillndirmning av graderingen
av okulir respons, och som stdd for testningslaboratorier och alla som dr med om att utféra och tolka
observationer, bor den personal som gor observationsarbetet fi tillborlig utbildning om
klassificeringssystemet. Graderingen av okulér respons bor goras i blindo.

2. DATA
2.2 UTVARDERING AV RESULTATEN

Klassificeringen av okulidr respons bor goras med hidnsyn till skadornas natur och allvarlighetsgrad samt
deras reversibilitet eller irreversibilitet. Individuella klassificeringsresultat representerar ingen absolut
standard for ett dmnes formdga att framkalla irritation, eftersom dven andra verkningar av testimnet
utviirderas. Enskilda klassificeringsresultat bor i stiillet ses som referensviirden, och de iir meningsfulla
endast nir de atfoljs av en fullstiindig beskrivning och utvirdering av alla observationer.
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3. RAPPORTERING
3.1 TESTRAPPORT
Testrapporten skall innehdlla nedan angivna uppgifter.

Motivering for in vivo-testning: weight-of-evidence-analys av tidigare existerande data, inbegripet resultat
frén ett forfarande enligt strategin for stegvis testning, enligt foljande:

— Beskrivning av relevanta data som erhdllits fore testningen.
— Data som erhdllits vid de olika stegen enligt testningsstrategin.
— Beskrivning av utforda in vitro-test, inbegripet detaljerade uppgifter om forfaranden och resultat som
erhéllits med test- och referensimnen.
— Beskrivning av utforda in vivo-test med avseende pa hudirritation/hudkorrosion, inbegripet de resultat
som erhdllits.
— Weight-of-the-evidence-analys for utforandet av in vivo-test.

Testdmne:

— Identifieringsdata (till exempel CAS-nummer, killa, renhet, kiinda orenheter, satsnummer).
— Fysikalisk natur och fysikalkemiska egenskaper (till exempel pH, flyktighet, 16slighet, stabilitet,
reaktivitet med vatten).
— For blandningar anges sammansittning och bestindsdelarnas relativa andelar (i procent).
— Om lokalbed6vning anviinds, anges identifieringsdata, renhet, typ, dos och potentiell viixelverkan
med testdmnet.

Vehikel:

— Identifieringsdata, koncentration (om tillimpligt), volym som har anvints.
— Motivering for valet av vehikel.

Testdjur:

— Art och stam som har anvints, motivering om albinokanin inte har anvints.
— Djurens dlder, enskilt for varje djur vid testets start.

— Antalet djur per kon i test- och kontrollgrupperna (vid behov).

— De enskilda djurens vikt vid testets start och slut.

— Ursprung, forvaringsbetingelser, foder och dylikt.

Resultat:

— Beskrivning av den metod som har anviints for att klassificera irritationen vid varje
observationstidpunkt (till exempel ficklampa, biomikroskop, fluorescein),

— En sammanstiillning i tabellform av responsdata rérande irritation/korrosion for varje djur vid varje
observationstidpunkt fram till att testningen avslutas f6r det djurets del.

— Narrativ beskrivning av graden och naturen hos den irritation eller korrosion som har observerats.

— Beskrivning av alla andra eventuella 6gonskador som har observerats (till exempel vaskularisering,
pannusbildning, adhesioner, missfirgning).

— Beskrivning av icke-okuldra lokala och systemiska skadliga verkningar och, i férekommande fall,
histopatologiska fynd.

Diskussion om resultaten.

32 TOLKNING AV RESULTATEN
En extrapolering av resultaten frin understkningar av Ogonirritation som gjorts pd forsoksdjur ér valid
endast till en begrinsad utstriackning. [ minga fall dr albinokaniner mycket kinsligare 4n minniskor i friga

om dmnen som ir irriterande eller korrosiva for ogat.

Sirskild noggrannhet bor iakttas vid tolkning av resultaten i syfte att utesluta irritation som beror pd en
sekundir infektion.
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TABELL 1: GRADERING AV OKULARA SKADOR

Hornhinna (kornea)

Opacitet: graden av densitet (avlisningarna bor goras pd omridet med den hogsta densiteten)™

Ingen ulceration eller OPACIEEL .....ccuivuiiiiiii ettt sttt bt s e ee s 0

Spridda eller diffusa omriden med opacitet (annan én svag avmattning av den normala lystern),

iris alla detaljer Ar KIArt SYNIIZA .ooovveiiiiie ettt sttt s st e e e e s 1

Enkelt skonjbart translucent omréde, detaljerna i iris dr latt formorkade 2

Pirlemorliknande omréde, inga detaljer i iris synliga, pupillens storlek kan knappt skonjas .....coccevvveerennnnenncnnenne 3

Opak hornhinna, iris kan inte sk6njas genom OPACIIELEN. .......ccvivrirririirinirerc e 4
Maximum: 4

Omrédet for hornhinneopacitet bor noteras*

Iris

INOITIAL 1ot e et st e e e R e e r e n e en 0

Mirkbart fordjupade rugae, blodstockning, svullnad, moderate hyperemi kring kornea eller injektion;

iris reagerar for ljus (en langsam reaktion beddms sOm en VETKNING) «oovvevvveeriiiiieiiiiee e e 1

Blodning, kraftig destruktion eller ingen reaktion fOr LJUS ...ooeoiiriririinieee s 2
Maximum: 2

Konjunktiva

Rodnad (hiénfor sig till palpebral och bulbiir konjunktiva, exklusive hornhinnan och iris) Normalt. ...occcoooeivinnnnnnnne 0

Vissa blodkirl dr hyperemiska (injeKterade) ........coccoivivinininineceecee e w1

Diffus, blodréd firg; individuella blodkiirl kan inte skonjas med litthet .. . 2

DHFFUSE KOIIOM o coeeeiiiiies et r e s e ee et s R e e et r e ememe et rn s 3
Maximum: 3

Chemos

Svulinad (hdnfor sig till 6gonlocken och/eller blinkhinnor)

Normalt 0
En viss svullnad dver det NOIMAala ..o e e s s 1
Klar svullnad, delvis eversion av 6gonlocken .. .2
Svullnad, 6gonlocken ungefir halvstingda ...... e 3
Svullnad, 6gonlocken mer 4n halvStANGAA ..ooovviiiiiiiii e e 4

Maximum: 4
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BILAGA

Strategi for stegvis testning med avseende pa ogonirritation och 6gonkorrosion

ALLMANT

For en sund vetenskaplig praxis och for djurens viilbefinnande &r det viktigt att undvika onddig anviindning av djur, och
minimera all testning som sannolikt framkallar allvarlig respons hos djuren. All information som &r relevant for ett dmnes
forméga att framkalla 6gondkorrosion/ogonirritation bor utvirderas innan in vivo-testning dverviigs. Det finns eventuellt
redan tillrickliga bevis for att klassificera ett testimne med avseende pd dess formiga att framkalla dgonkorrossion eller
Ogonirritation, utan behov av testning pa laboratoriedjur. Man kan dérfor, genom att anvinda en weight-of-the-evidence-
analys och folja strategin for stegvis testning, minimera behovet av in vivo-testning, sérskilt i friga om dmnen som
sannolikt framkallar allvarliga reaktioner.

Det rekommenderas att en weight-of-the-evidence-analys anvinds for att utvirdera existerande information om olika
dmnens formdga att framkalla Sgonirrition eller dgonkorrosion. Direfter kan man avgdra om det behdvs ytterligare
undersokningar, andra dn in vivo-test, som hjilp for att karakterisera sidan egenskap. I fall dir ytterligare undersokningar
behovs, rekommenderas ett forfarande enligt strategin for stegvis testning for att fi fram relevanta forsoksdata. For
dmnen som inte har testats tidigare bor strategin for stegvis testning foljas for att fi fram de data som behovs for att
utvéirdera dmnets forméga att framkalla dgonkorrosion eller Sgonirritation. Testningsstrategin som beskrivs i denna bilaga
har utarbetats inom ramen for en OECD-arbetsgrupp (1). Strategin bekriftades och utvidgades senare i Harmonised
Integrated Hazard Classification System for Human Health and Environmental Effects of Chemical Substances, i den
form systemet godkindes av vid det 28e gemensamma motet for kemikaliekommittén och kemikaliearbetsgruppen
(Chemicals Committee och Working Party on Chemicals), i november 1998 (2).

Aven om denna strategi for stegvis testning inte ingdr som en del av testmetod B.S5, ér den ett uttryck for de
rekommenderade principerna for bestimning av ett dmnes formdga att framkalla Ggonirritation eller dgonkorrosion.
Dessa principer representerar bdde bista praxis och etiska riktlinjer for in vivo-testning med avseende pé
Ogonirritation/dgonkorrosion. Testmetoden dr en viigledning for utforandet av test in vivo, och utgdr en sammanfattning
av de faktorer som bor beaktas innan ett sidant test overviigs. Inom ramen for strategin fOr stegvis testning anvinds
weight-of-the-evidence-analyser for utvirderingen av existerande data om olika testdimnens egenskaper med avseende pd
Ogonirritation/dgonkorrosion. Samtidigt fs tillgdng till en stegvis metod for generering av relevanta data om dmnen for
vilka det krivs ytterligare testning eller for édimnen som dnnu inte har testats. Enligt strategin utfor man forst validerade
och godkiinda in vitro- eller ex vivo-tester, och direfter gors testning enligt testmetod B.4 (hudirritation/hudkorrosion)
under specifika omstindigheter (3), (4).

BESKRIVNING AV DEN STEGVISA TESTNINGSSTRATEGIN

Innan testning utfors som en del av forfarandet enligt strategin for stegvis testning (se figuren), bor all tillginglig
information utviirderas i syfte att faststiilla behovet av in vivo-test pd Sgonen. Trots att signifikant information kan fis
genom utviirdering av enskilda parametrar (till exempel extrema pH-virden), bor den tillgiingliga informationen
utviirderas som en helhet. Alla relevanta data om det berdrda dmnets verkningar och strukturellt niirbeskiktade dmnen bor
utviirderas nir man fattar ett beslut grundat pa en weight-of-the-evidence-analys, och en motivering for beslutet bor anges.
Huvudvikten bor liggas vid existerande data om dmnet (bdde i friga om minniskor och djur). Direfter foljer resultatet av
testning in vitro eller ex vivo. Testning in vivo av korrosiva dmnen bor undvikas alltid nidr det dr mojligt. Till de faktorer
som bor beaktas inom ramen for testningsstrategin hor féljande:

Uwvdrdering av existerande data rérande ménniskor och djur (steg 1). Existerande data rérande ménniskor, till exempel
kliniska undersokningar eller understkningar inom arbetslivet och fallstuder och/eller data fridn undersdkningar med
avseende pd 6gon bor beaktas forst, eftersom de ger tillgdng till information som direkt hor samman med verkningarna pa
ogonen. Direfter bor tillgéingliga data frin human- -och/eller djurstudier rérande hudkorrosion/hudirritation utvirderas.
Amnen som veterligen har férméga att framkalla korrosion eller allvarlig irritation i dgat bor inte tillfras i djurgon.
Samma giller for dmnen som har korrosiva eller irriterande egenskaper for huden, eftersom sddana dmnen kan anses vara
korrosiva och/eller irriterande dven for 6gonen. Om resultaten frin tidigare utforda okuldra undersdkningar visar att ett
imne inte ir korrosivt eller irriterande, bor det inte heller testas pd dgonen in vivo.
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Analys av strukturaktivitetssamband (SAR) (steg 2). 1 mén av tillgidnglighet bor resultaten frdn testning av strukturellt
nérbesliiktade dimnen beaktas. Om det finns tillgdng till data rorande minniska och/eller djur for strukturellt ndrbesliktade
dmnen eller blandningar av sddana dmnen, och dessa data ir tillridckliga for att indikera att dessa dmnen har forméga att
framkalla 6gonkorrosion/0gonirritation, kan man anta att testimnet kommer att framkalla samma respons. 1 sddana fall
behover dmnet eventuellt inte testas. Negativa data frin undersdkningar med strukturellt nérbesliktade dmnen eller
blandningar av sddana d4mnen utgdr inte, inom ramen for strategin for stegvis testning, tillrdckliga bevis pd att ett dmne
skulle sakna korrosiva eller irriterande egenskaper. Validerade och godkinda metoder som bygger pé strukturellt
aktivitetssamband bor anviindas for att identifiera formdgan att framkalla korrosion och irritation pd huden och 6gonen.

Fysikalkemiska egenskaper och kemisk reaktivitet (steg 3). Amnen med extrema pH-viirden, till exempel <2,0 eller >11,5
kan ha kraftiga lokala verkningar. Om ett extremt pH-viirde anviinds som grund for att konstatera att ett imne 4r korrosivt
eller irriterande for Ogonen, behdver eventuellt ocksd dmnets syra/bas-reserv (buffertkapacitet) beaktas (5), (6). Om
buffertkapaciteten tyder pd att d&mnet eventuellt inte dr korrosivt for dgonen, bor ytterligare testning utforas for att
bekriifta detta. Hirvid bor man helst anvinda validerade och godkinda in vitro- eller ex vivo-tester (se steg S och 6).

Beaktande av annan existerande information (steg 4). P detta steg bor man beakta all tillgiinglig information om
systemisk toxicitet nir ett dmne tillfors via huden. Aven testimnets akuta toxicitet for huden bor beaktas. Om testimnet
har konstaterats vara mycket toxiskt niir det tillfors via huden, behdver det eventuelit inte testas pd dgonen. Aven om det
inte nodvindigt finns ett forhdllande mellan akut toxicitet for huden och formdga att framkalla
Ogonirritation/dgonkorrosion, kan man anta att ett dmne som har hog toxicitet vid tillforsel via huden, dven har hog
toxicitet nir dgmnet tillfors i dgonen. SAdana data kan dven beaktas mellan steg 2 och steg 3.

Resultat fran in vitro- eller ex vivo-test (steg 5 och 6). Amnen som har visat sig framkalla korrosion eller allvarlig
irritation i ett in vitro- eller ex vivo-test (7), (8) som har validerats och godkiints specifikt for utviirdering av korrosion
eller irritation p& huden eller dgonen, behdver inte testas pd djur. Man kan anta att sddana dmnen framkallar liknande
allvarliga verkningar in vivo. Om det inte finns tillgdng till resultat frdn validerade och godkinda in vitro- eller ex vivo-
test, skall man hoppa Over stegen 5 och 6 och fortsiitta forfarandet direkt frin steg 7.

Utvérdering in vivo av dmnets irriterande eller korrosiva egenskaper for huden (steg 7). Om det pd grundval av data frin
de undersokningar som uppriknas ovan inte finns tillrickliga bevis for en avgorande weight-of-the-evidence-analys av ett
dmnes forméga att framkalla Sgonirritation/dgonkorrosion, bor formagan att framkalla hudirritation/hudkorrosion in vivo
utvirderas forst, med anviindning av testmetod B.4 (4) och dess bilaga (9). Om dmnet veterligen framkallar korrosion
eller allvarlig hudirritation, bor det betraktas som ett korrosivt dgonirriterande dmne, utom om det finns nigon annan
information som stdd for en alternativ slutsats. D& behdver Sgontestning in vivo inte utforas. Om dmnet inte dr korrosivt
eller allvarligt irriterande for huden, bor 6gontest in vivo utforas.

In vivo-test pd kanin (steg 8 och 9): In vivo-Ogontest skall borja med ett inledande test pd ett enskilt djur. Om resultatet av
ett sddant test tyder pé att imnet framkallar korrosion eller allvarlig irritation i Ggat, bor ingen ytterligare testning utforas.
Om testresultatet tyder pd att dmnet inte framkallar korrosion eller allvarlig irritation, utfors ett bekriftande test med
ytterligare tva djur.
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SCHEMA
TESTNINGS- OCH UTVARDERINGSSTRATEGI FOR OGONIRRITATION/OGONKORROSION
Aktivitet Fynd Slutsats
1 Existerande human- eller djurdata som Allvarlig skada pd dgonen. Apikal end point, bor anses vara
pévisar verkningar pd gonen. korrosivt for 6gonen. Ingen testning
behovs.

[rriterande for 6gonen. Apikal end point, bor anses vara
irriterande for 6gonen. Ingen
testning behovs.

Ej korrosivt eller irriterande Apikal end point, bor anses vara

for dgonen. icke-korrosivt och icke-irriterande
for 6gonen. Ingen testning behovs.

Existerande human- eller djurdata som Korrosivt for huden. Bor antas vara korrosivt for Sgonen.
pavisar korrosiva verkningar p& huden. Ingen testning behovs.
Existerande human- eller djurdata som Framkallar allvarlig korrosion Bor antas vara irriterande for
pavisar allvarlig irritation pa huden. pé huden. Ogonen. Ingen testning behovs.

{
Ingen information tillgdnglig, eller den

tillgdngliga informationen dr inte
avgdrande.
{
2 Undersok strukturaktivitetssamband for | Allvarlig skada pd 6gonen kan ~ Bor antas vara korrosivt for 6gonen.

dgonkorrosion/dgonirritation. forutspés. Ingen testning behovs.

Irritation pd gonen kan Bor antas vara irriterande for

forutspas. ogonen. Ingen testning behovs.

Undersok strukturaktivitetssamband for | Korrosivitet for huden kan Bor antas vara korrosivt for 6gonen.
hudkorrosion. forutspés. Ingen testning behovs.
{
Inga verkningar kan forutspds eller det
som kan forutspds dr inte avgdrande
eller dr negativt.
{
3 Miitning av pH (buffertkapacitet, om pH <2 eller 21 1,5 (med hog Bor antas vara korrosivt for 6gonen.
relevant). buffertkapacitet, om relevant).  Ingen testning behovs.
{
2 <pH <115 eller pH 2,0 eller 211.5
med lag buffertkapacitet, om relevant.
4 Utvirdera systemisk toxicitet vid Mycket toxisk vid Amnet 4r for toxiskt for att testas.
tillfdrsel via huden. koncentrationer som skulle Ingen testning behovs.
anvinds vid test pd dgonen.
{
Sadan information ér inte tillgdnglig
eller dmnet har inte hég toxicitet.
{
5 Utfor validerat och godkint in vitro- Korrosiv respons. Bor antas vara korrosivt for 6gonen.

eller ex vivo-test for dgonkorrosion.

l

Ingen ytterligare testning behovs.
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Amnet dr inte korrosivt, eller validerat
in vitro- eller validerat ex vivo-
testmetoder for 6gonkorrosion finns
dnnu inte tillgingliga.

Uttor validerat och godkiint in vitro-
eller ex vivo-test for dgonirritation.

{

Amnet dir inte irriterande, eller validerat
in vitro- elle rvaliderat ex vivo-
testmetoder for égonirritation finns
dnnu inte tillgdngliga.

Utvérdera formdgan att framkalla
hudirritation/hudkorrosion genom
forsok in vivo (se testmetod B.4

inklusive bilagan).
\

Amnet framkallar inte korrosion eller
allvarlig irritation pa huden.

Uttor inledande Sgontest in vivo pé
kanin med anviindning av ett enskilt

djur.
A

Ingen allvarliy skada eller ingen
respons.

l

Utfor bekriftande test med anvindning
av ytterligare ett eller tvé djur.

Irriationsrespons.

Respons i form av korrosion
eller allvarlig irritation.

Allvarlig skada pd 6gonen

Korrosivt eller irriterande.

Ej korrosivt eller irriterande.

Bor antas vara irriterande for
ogonen. Ingen ytterligare testning
behovs.

Bor antas vara korrosivt for 6gonen.
Ingen ytterligare testning behovs.

Bor anses vara korrosivt for Sgonen.
Ingen ytterligare testning behdvs.

Bor anses vara korrosivt eller
irriterande for 6gonen. Ingen
ytterligare testning behdvs.

Bor anses vara icke-irriterande och
icke-korrosivt for 6gonen. Ingen
ytterligare testning behovs.
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BILAGA 2F
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B.31. TEST AVSEENDE PRENATAL UTVECKLINGSTOXICITET

1. METOD

Denna metod ir i stort sett identisk med OECD TG 414 (2001).

1.1 INLEDNING

Denna metod for test av utvecklingstoxicitet ir avsedd att ge allmiin information om verkningarna av prenatal
exponering péd driktiga forsoksdjur och pd den organism som utvecklas i livmodern, Detta kan inbegripa
utviirdering av verkningarna pd modern sdvill som pé fostret (dod, strukturella abnormaliteter eller avvikande
tillviixt), Funktionsstérningar omfattas inte av denna testmetod, dven om de utgdr en viktig del av utvecklingen.
Funktionsstdrningar kan testas separat eller 1 kombination med detta test genom anviindning av metoden for test
avseende utvecklingsneurotoxicitet. Fér information om testning av funktionsstérningar och andra postnatala
verkningar hinvisas till testmetoden for reproduktionstoxicitet pd tvd generationer och till testmetoden for
utvecklingsneurotoxicitet.

Denna testmetod kan 1 enskilda fall behova anpassas i enlighet med speciell kiinnedom om t.ex. de fysikalisk-
kemiska eller toxikologiska egenskaperna hos det dmne som testas. Sddan anpassning kan godtas om det
foreligger Overtygande vetenskapliga bevis om att anpassningen leder till ett mer informativt test. [ sddana fall
bor testrapporten innehélla en detaljerad redogorelse tor de vetenskapliga bevis som dberopas.

1.2 DEFINITIONER

Utvecklingstoxikologi: Understkning av sddana skadliga verkningar pd en organism under utveckling som kan
uppstd till foljd av exponering fore betruktningen, under den prenatala utvecklingen eller postnatalt fram till
konsmognaden. Utvecklingstoxiciteten tar sig friilmst uttryck som 1) organismens dod, 2) strukturell
abnormalitet, 3) avvikande tillviixt och 4) funktionsstorningar. Utvecklingstoxicitet benimndes tidigare ofta
teratogenicitet.

Skadlig verkning: Varje siidan behandlingsrelaterad avvikelse frin normaltillstindet som minskar organismens
forméga att Sverleva, foroka sig eller anpassa sig till omgivningen. Begreppet utvecklingstoxicitet i dess vidaste

mening omfattar alla verkningar som stor den normala utvecklingen hos conceptus, bide fore och efter fodseln.

Avvikande tillvixt: En vikt- eller storleksavvikelse hos avkommans organ eller kropp.
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Avvikelser (anomalier): Strukturella utvecklingsavvikelser; hiir inbegrips bide missbildningar och variationer
(28).

Missbildning/betydande abnormalitet: En strukturell lindring som beddms vara skadlig for djuret (kan

ocksd vara dodlig) och som i regel ir sillsynt.

Variation/mindre abnormalitet: En strukturell indring som beddms vara endast lite eller inte alls

skadlig for djuret; den kan vara 6vergdende och vara relativt vanlig hos kontrollpopulationen.

Conceptus: Summan av derivat frin ett befruktat fgg vid varje utvecklingsstadium fran befruktning till fodsel;

hiir inbegrips omgivande membran samt sjilva embryot eller fostret.

Implantation (nidation): Det forlopp dd blastocyten fiister sig vid livmoderns epitelhinna; hiir ingédr

blastocytens penetrering av livmoderepitelet och inbiddning i endometriet.
Embryo: Det tidiga utvecklingsstadiet hos en organism, sirskilt den produkt som utvecklas till foljd av
befruktningen av ett dgg, frdn det att den ldnga axeln har framtritt tills det att alla viktiga strukturer finns

nirvarande,

Embryotoxicitet: Skadlig for den normala strukturen, utvecklingen, tillviixten eller livsdugligheten hos ett

embryo.

Foster: Den of6dda avkomman under den postembryonala perioden.

Fostertoxicitet: Skadlig for den normala strukturen, utvecklingen, tillviixten eller livsdugligheten hos ett foster.
Abort: Prematur utstdtning av befruktningsprodukterna (embryot eller ett icke-livsdugligt foster) ur livmodern.
Resorption: Conceptus som har dott efter implantationen i livmodern och som resorberas eller har resorberats.

Tidig resorption: Tecken pd implantation utan ett igenkiinnbart embryo eller foster.

Sen resorption: Dott embryo eller foster med externa degenerativa foriindringar.

NOAEL: Forkortning av "No-Observed-Adverse-Effect Level” (nivé diir inga skadliga verkningar observeras),
dvs. den hogsta dos- eller exponeringsniva vid vilken inga skadliga behandlingsrelaterade verkningar kan
observeras.
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1.3 REFERENSAMNE
Inga.
1.4 PRINCIP FOR TESTMETODEN

Normalt tillférs testimnet till de driiktiga djuren minst fran tidpunkten for implantationen till en dag tore den
planenliga avlivningsdagen. Den senare bor ligga sd nidra den normala nedkomstdagen som méjligt utan att det
finns risk for att testdata gir forlorade pd grund av prematur nedkomst. Testmetoden ér inte avsedd for
undersokning enbart av organogenesperioden (t.ex. dag 5-15 hos gnagare och dag 6-18 hos kanin), utan dven
av verkningarna frin tidpunkten for preimplantation (nir det &r tillimpligt) genom hela driktighetsperioden
fram till dagen fore kejsarsnittet. Kort fore kejsarsnittet avlivas hondjuren, livmoderinnehillet undersdks och
fostren undersoks med avseende pd externt observerbara anomalier och med avseende pd mjukvivnads- och

skelettavvikelser.
1.5 BESKRIVNING AV TESTMETODEN
1.5.1 Val av djurart

Det rekommenderas att testningen gors pd de mest relevanta arterna, och att laboratoriearterna och stammarna
ir desamma som normalt anviinds for testning av prenatal utvecklingstoxicitet. Rekommenderad gnagare ér
ritta och rekommenderad icke-gnagare iir kanin. Om andra arter anvéinds miste detta motiveras.

1.52 Forvarings- och utfodringsbetingelser

Temperaturen i forsdksdjurens rum bor vara 22°C (£ 3°C) for gnagare och 18°C (£ 3°C) for kaniner. Den
relativa fuktigheten bor vara minst 30 % och helst inte overstiga 70%, utom niir rummet rengors. Mélviirdet bor
dock vara 50-60%. Belysningen bor vara artificiell med omviixlande 12 timmar ljus och 12 timmar morker. For
utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder anviindas, och djuren bor ha obegrinsad tillging till
dricksvatten.

For parningsprocedurerna anvinds burar som &r limpliga for dndamdlet. Aven om individuell inhysning av
parade djur ér att rekommendera, godtas dven inhysning i smé grupper.
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153 Forberedelse av djuren

For testet anviinds friska djur som har acklimatiserats till laboratoriemiljén under minst fem dagar och som inte
har anvints for tidigare test. Forsoksdjuren karakteriseras enligt art, stam, ursprung, kén, vikt och alder. Djuren
1 alla testgrupper bor vara sd lika som mojligt med avseende pd vikt och dlder. For alla dosnivder anviinds unga
vuxna hondjur som inte har fitt ungar. Hondjuren bor paras med handjur av samma art och stam. Parning av
syskon bor undvikas. For gnagare ritknas driiktighetsdag 0 som den dag dd en vaginalpropp eller sperma kan
observeras. For kaniner riknas dag 0 i regel som dagen for coitus eller artificiell insemination, om sadan
anviinds. De parade hondjuren fordelas slumpmiissigt 1 kontroll- och behandlingsgrupper. Burarna placeras 1
sadan ordning att eventuella verkningar pd grund av placeringen minimeras. Varje djur forses med ett unikt
identifieringsnummer. De parade hondjuren fordelas slumpmiissigt i kontroll- och behandlingsgrupper. Om
hondjuren paras i satser bor djuren i varje sats tordelas jimt dver grupperna. Likasd bor hondjur som har
befruktats av samma handjur fordelas jamnt 6ver grupperna.

1.6 FORFARANDE
1.6.1 Djurens antal och kén

Varje test- och kontrollgrupp boér innehdlla ett tillréickligt antal hondjur for att det vid obduktionen skall finnas
cirka 20 hondjur som har implantation. Grupper diir mindre dn 16 djur har implantation kan vara olimpligt.
Mortalitet hos moderdjuren leder inte nddviindigtvis till att testet blir ogiltigt, forutsatt att mortaliteten inte
overskrider cirka 10 %.

1.6.2 Forberedelse av doserna

Om vehikel eller nigon annan tillsats anviinds for att underlitta tillforseln bor toljande beaktas: Verkningarna
pd absorption, distribution, metabolism och kvarhillande eller utséndring av testimnet; verkningarna pé
testimnets kemiska egenskaper till den del dessa verkningar kan pdverka testimnets toxiska egenskaper samt
verkningarna pd torsoksdjurens foder- eller vattenintag eller deras néiringstillstind. Den vehikel som anviinds
far inte vara utvecklingstoxisk eller piverka reproduktionen.
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1.6.3 Dosering

Testimnet bor i regel ges dagligen frin och med implantationen (t.ex. dag 5 efter parningen) fram till dagen fore
det planenliga kejsarsnittet. Om preliminira test, 1 den mén sidana har gjorts, inte indikerar en hog potential for
forluster fore implantationen kan behandlingen forlingas till att omfatta hela driktighetsperioden, frin
parningen till dagen fore den planenliga avlivningen. Det ér allméint kiint att olimplig hantering eller stress
under driktigheten kan leda till prenatala forluster. For att forebygga prenatala forluster pd grund av faktorer
som inte ir behandlingsrelaterade bor onddig hantering av driktiga djur undvikas. Likasd bor man undvika att
utsiitta sddana djur for stress pa grund av externa faktorer sdsom buller.

Minst tre dosnivder och en parallell kontrollgrupp bor anviindas. Friska djur fordelas slumpmiissigt i kontroll-
och behandlingsgrupper. Dosnivéerna bor viljas sd att en gradering av de toxiska effekterna erhélls. Savida det
inte finns nigra begriinsningar till f61jd av testimnets fysikalisk-kemiska eller biologiska egenskaper bor den
hogsta dosen viljas sd att den forviintas fororsaka en viss utvecklingstoxicitet och/eller toxiska verkningar pa
moderdjuret (kliniska tecken eller minskning av kroppsvikten), men inte dod eller allvarligt lidande. Minst en
av de mellanliggande dosnivierna bor ge minsta méjliga observerbara toxiska verkningar. Den ligsta dosnivin
bor inte ge ndgra tecken pd toxicitet hos moderdjuret eller utvecklingstoxicitet, Direfter viljs dosnivaerna i
fallande skala sd att en dosrelaterad reaktion kan pévisas. En nivd bor viiljas sd att inga pdvisbara skadliga
verkningar (NOAEL) uppstér. For fallande dosnivder dr tva- till fyrfaldiga dosintervall ofta optimala. Tilligg av
en fjirde testgrupp ir att foredra framfor anviindning av mycket breda intervall mellan dosnivderna (t.ex. en
faktor som #r hogre in cirka 6-10). Aven om faststillandet av en NOAEL-nivan fér moderdjuret ér ett mal, kan
idven test diir en sddan niva inte faststills vara godtagbara (1).

Dosnivierna bor viiljas med hinsyn till alla kiinda toxicitetsuppgifter och all kiind tilliggsinformation om
metabolismen och de toxikokinetiska egenskaperna hos testimnet eller niirbesliktade material. Denna
information dr ocksé till hjilp nér det giiller att demonstrera limpligheten hos dossystemet.

En parallell kontrollgrupp bér anviindas. Kontrollgruppen skall vara en obehandlad grupp eller en
vehikelkontrollgrupp, om vehikel anviinds for tillforsel av testimnet. Alla grupper ges samma volym av
testimnet eller vehikeln. Djuren i kontrollgruppen (kontrollgrupperna) bor hanteras pd samma sitt som
testgruppsdjuren. Vehikelkontrollgrupperna bor fi vehikel i den storsta mingd som anvinds (samma miingd
som ges till den grupp som fir den lidgsta dosen).

1.6.4 srianstest (Limit-test)

Om ett test med en dosnivd om minst 1 000 mg oralt per kroppsvikt och dag genomtors pd det siitt som beskrivs
hiir, och inga toxiska verkningar kan observeras hos de driiktiga djuren eller deras avkomma, och om verkningar
inte forviintas pd grundval av kiinda data (t.ex. data om strukturellt eller metaboliskt nirbesliktade dmnen), kan
ett fullstiindigt test med tre dosnivéer bedémas vara dvertlddigt. Om det @r sannolikt att mdnniskor kommer att
utsiittas for exponering méste eventuellt en hogre oral dosnivd anviindas vid griinstestet. For andra former av
tillférsel, sdsom inandning eller applicering pd huden, kan testimnets fysikalisk-kemiska egenskaper ofta
indikera och begriinsa den maximala exponeringsnivin (t.ex. applicering pd huden tér inte tororsaka allvarlig
lokal toxicitet).
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1.6.5 Tillforsel av doser

Testiimnet eller vehikeln tillfors i regel oralt via intubation. Om ndgon annan tillforselviig anvinds bor detta
motiveras och det kan vara nodviindigt med tilliimpliga modifikationer (2)(3)(4). Testiimnet bor tillforas vid
ungefir samma tid varje dag.

Dosen till individuella djur bor i regel basera sig pd den senaste bestimningen av djurets kroppsvikt.
Forsiktighet bor dock iakttas niir dosen justeras under driktighetens sista tredjedel. Dosen bor viiljas med
hiinsyn till kiinda data sd att dverdrivet kraftig toxicitet pd moderdjuret kan undvikas. Om kraftig toxicitet indd
observeras pa behandlade moderdjur bor dessa avlivas pd ett humant sitt. Om flera driiktiga djur visar tecken pa
kraftig toxicitet bor man Overviga att avsluta den dosgruppen. Om testimnet tillférs genom sondmatning
rekommenderas att hela dosen tillférs pd en ging via magsond eller limplig intubationskanyl. Den storsta
mingd viitska som kan tillféras vid ett och samma tillfille beror péd forsoksdjurets storlek. Volymen fir inte
overstiga 1 ml per 100 g kroppsvikt, utom for vattenlosningar dir volymen kan uppgd till 2 ml per 100 g
kroppsvikt. Om majsolja anviinds som vehikel far volymen inte &verskrida 0,4 ml per 100 g kroppsvikt.
Variationerna i testvolym bor minimeras genom att man justerar koncentrationerna s att en konstant volym kan
siikerstiillas pa alla dosnivéer.

1.6.6 Observationer av moderdjuren

Kliniska observationer bor goras och registreras minst en ging per dag, helst vid samma tid(er) varje dag.
Tidpunkterna bor viiljas med beaktande av perioden for nidr maximala verkningar forviintas efter dosering. Vid
observationerna registreras djurens tillstind (mortalitet, doende djur, relevanta beteendeiindringar och alla
tecken pa uppenbar toxicitet).

1.6.7 Kroppsvikt och foderkonsumtion

Djuren bor viigas pd drilktighetsdag O (eller inte senare #n driiktighetsdag 3 om djuren kommer frin en
utomstiende uppfodare hos vilken djuren har parats vid en viss tidpunkt), pd den forsta doseringsdagen, dérefter
minst var tredje dag under doseringsperioden och till slut pd den planenliga avlivningsdagen.

Foderkonsumtionen bor registreras med tre dagars intervall, p& samma dagar som djuren viigs.
1.6.8 Undersokning post-mortem

Hondjuren avlivas en dag fore den forviintade fodslodagen. Hondjur som visar tecken pd abort eller prematur
fodsel tore den planenliga avlivningen bor avlivas och bli foremal for en grundlig makroskopisk undersékning.

Vid testets slut eller om djur dor under pigiende test skall moderdjuret undersokas makroskopiskt med
avseende pd strukturella abnormaliteter eller patologiska forindringar. For att fd en sa hog grad av objektivitet
som mojligt bor utvirderingen av moderdjuren under kejsarsnittet och fosteranalyserna helst goras utan
kinnedom om behandlingsgrupp.
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1.69 Undersokning av livmoderinnehall

Omedelbart efter testets slut eller s snart som mdjligt efter ett dodsfall avligsnas livmodern och djurens
driiktighetsstatus faststiills. Om en livmoder inte har nigra tecken pd driktighet bor dess status bekriiftas t.ex.
genom ammoniumsulfidfirgning (for gnagare) eller Salewski-firgning eller nigon annan limplig metod (for
kaniner) (5).

Varje driktig livmoder viigs inklusive livmoderhals. Livmodern behover inte viigas for djur som har sjilvdott
under testets ging.

For driiktiga djur faststiills antalet corpora lutea.

Livmoderinnehillet undersoks med avseende pd eventuella doda embryon eller foster och antalet levande foster.
Graden av resorption bor beskrivas i syfte att uppskatta den relativa tidpunkten for nidr conceptus har détt (se
avsnitt 1.2).

1.6.10 Undersokning av foster
For varje foster faststills kon och kroppsvikt.
Fostren undersoks for externa avvikelser (6).

Fostren underscks ocksi tor avvikelser i skelettet och mjukdelarna (t.ex. variationer och missbildningar eller
anomalier)  (7)(&)(O)10)(1 H(12)(13)(AH(I5)(16)(A1TH(18)(1920)(21)(22)(23)(24).  Kategorisering  av
fosteravvikelserna rekommenderas, men kriivs inte. Om kategorisering gors, bor kriterierna for definition av de
olika kategorierna klart anges. Sirskild uppmirksamhet bor fiistas vid reproduktionsorganen, som skall
undersokas for tecken pa avvikande utveckling.

I friga om gnagare forbereds cirka hiilften av varje kull for undersdkningar avseende avvikelser i skelettet.
Aterstoden forbereds och undersoks for avvikelser i mjukdelarna. For detta anviinds godkiinda eller limpliga
metoder for seriell sektionering eller tekniker for noggrann dissektion.

[ friga om icke-gnagare, t.ex. kaniner, bor alla foster undersokas for avvikelser i bdde mjukdelarna och
skelettet. Fosterkropparna dissekeras noggrant och utvirderas med avseende pd avvikelser i mjukdelarna. Detta
kan inbegripa procedurer tor ytterligare utviirdering av den interna hjirtstrukturen (25). Frén hilften av de foster
som har understkts péd detta siitt avligsnas huvudet och forbereds for utvirdering av avvikelser i mjukvivnad
(6gon, hjirna, nasalpassager och tunga) med anvindning av normala seriella sektioneringsmetoder (26) eller
niigon annan lika kiinslig metod. Kropparna hos dessa foster och dterstiende intakta foster forbereds och
undersdks for avvikelser i skelettet, med anviindning av samma metoder som har beskrivits for gnagare.
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2 DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Data rapporteras individuellt t6r moderdjuren och deras avkomma och sammanstiills i en tabell, Tabellen skall
for varje testgrupp visa antalet djur vid testets borjan, antalet djur som under testets gdng har dott eller avlivats
av humana skil, tidpunkten for alla dédsfall eller humana avlivningar, antalet driiktiga hondjur, antalet djur som
visat tecken pd toxicitet, en beskrivning av observerade toxicitetstecken (tidpunkten di sddana forst upptiicktes,
de toxiska verkningarnas varaktighet och allvarlighetsgrad), typerna av observationer om embryon/foster och
alla relevanta data om kullarna.

De numeriska resultaten utvirderas med en limplig statistisk metod, med kullen som enhet for analysen av data.
Den statistiska metod som anviinds bor vara allmiint erkiind. Valet av statistiska metoder bor ingd som en del av
testets utformning och bér motiveras. Rapporten bor dven omfatta data om djur som inte dverlever fram till den
planenliga avlivningen. Sédana data kan, niir det dr relevant, inkluderas i gruppens medelviirden. Relevansen
hos data frin sddana djur bér motiveras och bedémas pa individuell grund. Detsamma giiller for avgéranden om
huruvida dessa data skall ingé i en grupps medelviirden eller inte.

2.2 UTVARDERING AV RESULTATEN

Resultaten frin testet avseende prenatal utvecklingstoxicitet skall utvirderas med avseende pa de observerade
verkningarna. Utviirderingen bor omfatta féljande information:

— Resultaten frin test pd moderdjur och embryo/foster, inbegripet en utvirdering av forhillandet (eller
avsaknaden av ett forhdllande) mellan djurens exponering tor testiimnet och férekomsten av och
allvarligheten hos alla fynd.

—  Kiriterier som anviinds for att kategorisera avvikelser pé fostret (externt, mjukviivnad och skelett), om
kategorisering har gjorts.

— Ttilldimpliga fall historiska kontrolldata som stdd for tolkningen av resultaten.
—  De antal som har anviints vid berfikning av procenttal eller index.

— | tillimpliga fall adekvat statistisk analys av testresultaten. En sddan analys bor inbegripa tillriicklig
information om analysmetoden sd att en oberoende granskare eller statistiker kan géra en ny
utviirdering och rekonstruera analysen.

Om utfallet tyder pd frinvaron av toxiska verkningar bor ytterligare undersokningar for att faststiilla testimnets
absorption och biotillgiinglighet dverviigas.

23 TOLKNING AV RESULTATEN

Ett test avseende prenatal utvecklingstoxicitet ger information om verkningarna av upprepad exponering for ett
dmne pd moderdjuren under driktigheten och pd avkommans utveckling inne i livmodern. Testresultaten skall
tolkas tillsammans med resultaten frin test avseende subkronisk toxicitet, reproduktionstoxicitet, toxikokinetik
och andra test. Eftersom betoning liggs bide vid "endpointen” for allméin toxicitet uttryckt som toxicitet for
moderdjuret och vid "endpointen” t6r utvecklingstoxicitet, ger testresultatet en viss méjlighet till diskriminering
mellan verkningar pd utvecklingen i frinvaron av allmiin toxicitet och verkningar som endast induceras pé
niviier som fiven ir toxiska for moderdjuret (27).
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3 RAPPORTERING
TESTRAPPORT
Testrapporten skall innehdlla nedan angivna specifika uppgitter.
Testiimne:

— Fysikalisk natur och, niir det iir relevant, fysikalisk-kemiska egenskaper.
— Identifikation inklusive CAS-nummer, om detta dr kint/faststillt,
— Renhetsgrad.

Vehikel (i forekommande fall):
— Motivering for val av vehikel, om annan in vatten.
Forsoksdjur:

— Art och stam som anvints.

— Djurens antal och kén.

— Ursprung, forvaringsbetingelser, foder osv.
— Dijurens individuella vikt vid testets borjan,

Testbetingelser:

— Motivering tor val av dosnivier.

— Utforliga uppgifter om testimnets sammansittning och beredning av fodret, uppnidd koncentration,
preparatets stabilitet och homogenitet.

— Utforliga uppgifter om hur testimnet har tillforts.

— Omriikning av testimneskoncentrationen i foder eller vatten (ppm) till faktisk dos (mg per kg
kroppsvikt och dag), om tillimpligt.

— Miljébetingelser.

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.
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Resultat:
Data om moderdjurens toxicitetsrespons, inklusive men inte begriinsat till féljande:

— Antalet djur vid testets borjan, antalet Gverlevande djur, antalet driiktiga djur, antalet djur som haft
abort och antalet djur med prematur fodsel.

— Tidpunkten (dag) for dodstall under testets géing och huruvida djuren 6verlevde till testets slut.

— Data om djur som inte Overlevde till den planenliga avlivningen bor rapporteras, men inte
inkluderas i de statistiska jaimforelserna mellan grupper.

— Dagen for observation av varje abnormalt kliniskt tecken och dess fortsatta forlopp.

— Kroppsvikt, kroppsviktstorindringar och livmoderns driiktighetsvikt, inklusive (om sd onskas)
kroppsviktsforindringar justerade for livmoderns driktighetsvikt.

— Foderkonsumtion och, om uppmiitt, vattenkonsumtion.

— Obduktionsresultat, inklusive livmoderns vikt.

— NOAEL-virden f6r verkningar pd moderdjuren och pa utvecklingen bor rapporteras.

'

Endpoints” for utvecklingen per dos for kullar med implantation, inklusive féljande:

— Antalet corpora lutea.

— Antalet implantationer, antalet och procentandelen levande och doda foster samt antalet
resorptioner.

— Antalet och procentandelen forluster fore och efter implantation.

v

Endpoints” tor utvecklingen per dos for kullar med levande foster, inklusive f6ljande:

— Antalet och procentandelen levande avkomma.

— Kvoten mellan konen.

— Fostrens kroppsvikt, helst per kén och f6r bada kénen kombinerat.

— Missbildningar (externt, mjukviivnad och skelett) och andra relevanta avvikelser.

— Kiriterier for kategorisering, i tillimpliga fall.

— Totalantalet och procentandelen foster och kullar med avvikelser (externa, mjukvivnad eller
skelett) samt typen och forekomsten av individuella anomalier och andra relevanta avvikelser.

Diskussion om resultaten.

Slutsatser.
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BILAGA 2G
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B.35. TEST AVSEENDE REPRODUKTIONSTOXICITET PA TVA GENERATIONER

l. METOD
Denna metod ir i stort sett identisk med OECD TG 416 (2001).
1.1 INLEDNING

Denna metod for test avseende reproduktionstoxicitet pd tvd generationer har som syfte att ge allmin
information om ett testimnes verkningar pd integriteten och prestanda hos hondjurs och handjurs
reproduktionssystem, inklusive kortelfunktion, brunstighetscykel, parningsbeteende, befruktning, driktighet,
fodsel, diperiod och avviinjning samt avkommans tillviixt och utveckling. Testet kan ocksd ge information om
testimnets verkningar pd neonatal morbiditet och mortalitet, preliminira data om prenatal och postnatal
utvecklingstoxicitet samt viigledning for senare test. Utdver undersokning av tillviixt och utveckling hos F1-
generationen ir testmetoden ocksd avsedd for bedémning av integritet och prestanda hos hondjurs och handjurs
reproduktionssystem samt F2-generationens tillviixt och utveckling. For att erhdlla ytterligare information om
utvecklingstoxicitet och funktionsstoringar kan segment med tilliggstest inforlivas 1 detta protokoll, dér
metoderna for utvecklingstoxicitet eller utvecklingsneurotoxicitet anviinds, Alternativt kan dessa "endpoints”
undersokas 1 separata test dir limpliga testmetoder anviinds.

1.2 PRINCIP FOR TESTMETODEN

Testimnet tillfors i graderade doser till flera grupper av handjur och hondjur. Handjur i P-generationen bor
tillféras imnet under tillviixtperioden och under minst en fullstiindig spermiebildande cykel (cirka 56 dagar for
mus och 70 dagar t6r ritta) for att framkalla eventuella skadliga verkningar pd spermatogenesen. Verkningarna
pd sperman bestims genom ett antal spermaparametrar (t.ex. spermans morfologi och motilitet), genom
undersokning av viivnadspreparat och genom detaljerad histopatologi. Om data om spermatogenesen finns att
tillgd fran tidigare tillrickligt ldnga test med upprepad dos, t.ex. ett 90-dagars test, behdver P-generationens
handjur inte inkluderas i utvirderingen. Det rekommenderas dock att prover eller digitala registreringar av P-
generationens sperma bevaras, sd att senare utvirderingar vid behov kan goras. P-generationens hondjur bor ges
doser under tillviixten och under flera fullstindiga brunstighetscykler for att framkalla eventuella skadliga
verkningar av testimnet pd brunstighetscykelns normalitet. Testimnet tillfors forildradjuren (P) under
parningsperioden, under driktighetsperioden och under Fl-avkommans hela avvinjningsperiod. Efter
avvinjningen tillfors testimnet fortsittningsvis till F1-avkomman under tillviixtperioden och under perioden for
parning och produktion av en F2-generation, fram till det att F2-generationen &r avvand.

Kliniska observationer och patologiska understkningar gors pé alla djur med avseende pé toxicitetstecken, med
sirskild tonvikt pd verkningarna pd integriteten och prestanda hos hondjurens och handjurens
reproduktionssystem och pd avkommans tillviixt och utveckling.
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1.3 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.3.1 Val av djurart

Rekommenderat testdjur dr ritta. Om andra arter anviinds bor detta motiveras och testmetoden maste modifieras
pa tillborligt séitt. Stammar med lag fertilitet eller viilkind hdg incidens av utvecklingsdefekter skall inte
anviindas. Vid testets borjan bor variationen i vikt mellan djuren vara minimal och fir inte dverstiga 20 % av
vardera kdnets medelvikt.

1.3.2 Forvarings- och utfodringsbetingelser

Temperaturen i testdjurens utrymmen bor vara 22 °C (+ 3°). Den relativa fuktigheten bér vara minst 30 % och
skall helst inte dverstiga 70 %, utom niir rummet rengors. Mdlviirdet bor dock vara 50-60 %. Belysningen bor
vara artificiell med omviixlande 12 timmar ljus och 12 timmar morker. For utfodringen kan konventionellt
laboratoriefoder anvindas, och djuren bor ha obegriinsad tillging till dricksvatten. Valet av foder kan paverkas
av behovet att siikerstilla att en limplig blandning med testdmnet fis, om man har valt denna tillférselmetod.

Djuren kan inhysas individuellt eller i burar med smd grupper av samma koén. For parningsprocedurerna
anviinds burar som ér limpliga for indamdlet. Efter tecken pd kopulation flyttas de parade hondjuren till var sin
fodslo- eller maternitetsbur. Parade réttor kan ockséd héllas i smd grupper och separeras en eller tvd dagar fore
fodseln. Nir tidpunkten for fodsel nirmar sig skall de parade djuren ges limpliga och definierade material tor
beredning av ett bo.

1.33 Forberedelse av djuren

For testet anviinds unga friska djur som har acklimatiserats till laboratoriemiljon under minst fem dagar och som
inte har anviints for tidigare test. Testdjuren karakteriseras enligt art, stam, ursprung, kon, vikt och dlder. Alla
syskonforhéllanden mellan djuren bor vara kiinda s& att parning mellan sddana djur kan undvikas. Djuren
fordelas slumpmiissigt 1 kontroll- och behandlingsgrupper (stratifiering enligt kroppsvikt rekommenderas).
Burarna placeras i sddan ordning att eventuella verkningar pa grund av placeringen minimeras. Varje djur forses
med ett unikt identifieringsnummer. For P-generationen bor detta goras innan tillforseln av testimnet inleds. For
Fl-generationen bor detta goras efter avvinjningen av de djur som har valts for parning. For alla utvalda F1-
djur bor uppgifter registreras om vilken kull de hiirstammar frin. Dessutom rekommenderas att ungarna
identifieras individuellt sd snart som mdjligt efter fodseln, i fall dér individuell vigning av ungar eller
funktionstest dverviigs.

Forildradjuren (P) bor vara 5-9 veckor gamla nir tillférseln av testimnet inleds. Djuren i alla testgrupper bor
vara sd lika som mojligt med avseende pd vikt och dlder.
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1.4 FORFARANDE

1.4.1 Djurens antal och kon

Varje behandlings- och kontrollgrupp skall bestd av s ménga djur att det néira eller vid tidpunkten for fodseln
helst finns minst 20 driiktiga hondjur. T frdga om dmnen som fororsakar otnskade behandlingsrelaterade
verkningar (t.ex. sterilitet, dvertoxicitet vid den hdga dosen) ir detta kanske inte mojligt. Syftet dr att i ett
tillriickligt antal driktigheter for att sikerstilla en meningsfull utviirdering av testimnets potential att paverka
fertiliteten, driiktigheten och moderdjurens beteende samt diandet, tillviixten och utvecklingen hos Fl1-
avkomman frin befruktning till mognad och utvecklingen av dennas avkomma (F2) till avvinjning. Om det
onskade antalet driiktiga djur (dvs. 20) inte erhills, behover testet siledes inte nddviindigtvis forkastas, utan
detta bor bedomas fran fall till fall.

1.42 Forberedelse av doserna

Det rekommenderas att testimnet tillférs oralt (med fodret, dricksvattnet eller genom sondmatning), utom om
nigon annan tillforselvilg (t.ex. via huden eller genom inandning) beddms vara limpligare.

Vid behov kan testimnet upplosas eller suspenderas i en limplig vehikel. Om mdjligt bér man i forsta hand
overviiga vattenldsning eller vattensuspension, sedan oljeldsning eller oljeemulsion (t.ex. majsolja) och diirefter
eventuellt andra vehiklar. T frdga om andra vehiklar dn vatten miste de toxiska egenskaperna vara kinda.
Testiimnets stabilitet i vehikeln bor faststillas.

1.43 Dosering

Minst tre dosnivéer och en parallell kontrollgrupp bér anviindas, Den hégsta dosnivan viljs si att den framkallar
toxiska verkningar men inte dodsfall eller allvarligt lidande, forutsatt att det inte finns begriinsningar som beror
pa testiimnets fysikalisk-kemiska natur eller biologiska verkningar. I fall av oviintad mortalitet kan testet i regel
indé godkiinnas, sd linge som mortalitetsgraden @r ligre dn cirka 10 procent hos forildradjuren (P). Diirefter
viljs dosnivderna i tallande skala sd att dosrelaterade verkningar kan pdvisas. En nivd bor viljas sd att inga
pavisbara skadliga verkningar (NOAEL) uppstar. Tva- till fyrfaldiga dosintervall idr ofta optimala for de
fallande dosnivierna. Tilligg av en fjirde testgrupp ir att foredra framfor anviindning av mycket breda intervall
mellan dosnivéerna (t.ex. en faktor som &verstiger cirka 10). For utfodringstest bor dosintervallet inte vara mer
en trefaldigt. Dosnividerna bor viljas med hiinsyn till kiinda toxicitetsdata, siirskilt resultat fran test med
upprepad dos. Likasd bor hinsyn tas till kiind information om metabolism och kinetik for testimnet eller
nirbesliktade material. Denna information ir ocksd till hjilp nir det giller att demonstrera limpligheten hos
dossystemet.

Kontrollgruppen skall vara en obehandlad grupp eller en vehikelkontrollgrupp, om vehikel anviinds for tillférsel
av testimnet. Med undantag for behandling med testimnet bor djuren i kontrollgruppen hanteras pd exakt
samma sitt som djuren i dosgrupperna. Om en vehikel anviinds bor kontrollgruppen ti vehikeln i den stérsta
volym som anviinds. Om testiimnet tillfors med fodret och detta leder till minskat foderintag eller minskad
foderanviindning, kan det vara nddviindigt med en parallellt utfodrad kontrollgrupp. Alternativt kan man i stillet
for en sddan kontrollgrupp anviinda data frin kontrollerade test for utviirdering av hur ett minskat foderintag
paverkar reproduktionsparametrarna.
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Foljande egenskaper hos vehikeln och Ovriga eventuella tillsatséimnen bor i tillimplig mén beaktas:
Verkningarna pd absorption, distribution, metabolism eller kvarhdllande av testimnet, verkningarna pd
testiimnets kemiska egenskaper till den del dessa verkningar kan piverka testimnets toxiska egenskaper samt
verkningarna pd testdjurens foder- eller vattenintag eller deras niringstillstind.

1.44 srianstest (Limit-test)

Om ett oralt test med en dosnivd om minst 1000 mg/kg kroppsvikt per dag (eller, om testimnet tillférs med
foder eller dricksvatten, en motsvarande procenthalt i foder eller dricksvatten med anviindning av de
forfaranden som beskrivs for detta test) inte leder till ndgra observerbara toxiska verkningar varken hos
forildradjuren eller deras avkomma, och om toxicitet inte kan forviintas pd grundval av data frin strukturellt
eller metaboliskt nirbesliktade dmnen, kan ett fullstiindigt test med flera dosnivaer bedémas vara dverflodigt.
Detta griinstestkriterium ér tillimpligt forutom i fall didr sannolik exponering pd miinniskor indikerar att en
hogre oral dosnivd behdvs. For andra former av tillforsel, sisom inandning eller applicering pd huden, kan
testimnets fysikalisk-kemiska egenskaper, sdsom l6slighet, ofta indikera och begrinsa den maximala
exponeringsnivin.

1.4.5 Tillforsel av doser

Djuren skall ges doser av testimnet alla dagar i veckan. Tillforsel pd oral vig (foder, dricksvatten eller
sondmatning) rekommenderas. Om ndgon annan tilltorselviig anviinds mdste detta motiveras och tillborliga
justeringar kan vara nodviindiga. Samma tillférselmetod skall anviindas for alla djur under den valda
testperioden. Om testimnet tillférs genom sondmatning bér magsond anviindas. Den volym viitska som tillfors
pd en och samma ging fér inte verskrida | ml per 100 g kroppsvikt (0,4 ml per 100 g kroppsvikt om majsolja
anviinds), utom for vattenldsningar dir volymen kan uppga till 2 ml per 100 g kroppsvikt. Med undantag for
irriterande eller fritande dmnen som normalt ger kraftigare verkan med hogre koncentration bor variationer 1
testvolym minimeras genom justering av koncentrationen, for att sikerstilla en konstant volym pd alla
dosnivier. Om tillférsel genom sondmatning anvéinds fir ungarna normalt testimnet endast indirekt genom
mjolken, tills direkt tillforsel inleds efter avvinjningen. Om tillforsel via foder eller vatten anviinds kommer
ungarna dessutom att té testimnet direkt sd snart de borjar éta sjilva under den sista veckan av diperioden.

For dmnen som tillfors via fodret eller dricksvattnet ir det viktigt att forsiikra sig om att testimnet ges i mingder
som inte stor det normala niringsupptaget eller den normala vattenbalansen. Testiimne som tillfors via fodret
kan ges som en konstant koncentration (ppm) eller en konstant dosnivi i forhéllande till djurens kroppsvikt. Det
anviinda alternativet skall anges. Testimne som tillférs genom sondmatning bor ges vid samma tid varje dag,
och justeras minst varje vecka sd att dosnivin hdlls konstant i forhéllande till djurens kroppsvikt. Informationen
om placentadistribution bor beaktas niir sondmatade doser justeras enligt vikten.
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1.4.6 Testschema

Daglig dosering av forilldragenerationen (P) inleds néir djuren ir mellan fem och nio veckor gamla. Daglig
dosering av F1-generationens han- och hondjur inleds efter avviinjningen. Om testimnet tillfors med fodret eller
dricksvattnet bor hinsyn tas till att F1-ungarna redan under diperioden kan utsittas for direkt exponering av
testiimnet. Tillforseln skall fortsitta for bdda konen (P och Fl) under minst 10 veckor fére parningsperioden.
Tillforseln fortsitts for bada kdnen under den tvd veckor linga parningsperioden. Handjuren avlivas humant och
undersoks nir de inte lingre behdvs for beddomningen av reproduktionstoxiska verkningar. Tillforseln till
forildragenerationens (P) hondjur fortsiitts under hela driktigheten och fram till det att Fl-avkomman har
avvants. Eventuella justeringar av testschemat bor 6verviigas om kiind information om testimnet indikerar detta,
t.eX. toxicitetsdata, induktion av metabolism eller bioackumulering. Dosen till varje djur bor i regel basera sig
pd den senaste bestimningen av djurets kroppsvikt. Forsiktighet bor dock iakttas nidr dosen justeras under
driiktighetens sista tredjedel.

Behandlingen av P- och Fl-generationens handjur och hondjur fortsitts fram till det att testet avslutas. Alla P-
och Fl-generationens handjur och hondjur avlivas humant nir de inte lingre behdvs for beddmningen av
reproduktionstoxiska verkningar. Fl-avkomma som inte viljs ut f6r parning och all F2-avkomma avlivas
humant efter avviinjningen.

1.4.7 Parning

1.4.7.1 Parning i forildragenerationen (P)

For parningen sammanfors ett hondjur med ett ensamt handjur frin samma dosnivi (parning i forhallandet 1:1)
tills kopulation intriiffar eller 2 veckor har gétt. Hondjuren underséks varje dag for ndrvaron av sperma eller
vaginalproppar. Som driktighetens dag O rikknas den dag di en vaginalpropp eller sperma observeras. Om
parningen inte lyckas kan man Overviiga ett nytt parningsforsok dir hondjuret sammanfors med ett handjur med
faststilld fertilitet frdn samma grupp. De djur som har parat sig bor identifieras entydigt i testets data. Parning
av syskon bor undvikas.

1.4.7.2 Fl-parning

For parning av Fl-avkomman viiljs minst ett handjur och ett hondjur frin varje kull efter avviinjningen, vilka
korsas med ungar ur en annan kull pd samma dosnivé. P4 detta siitt produceras F2-generationen. Ungarna viiljs
ut slumpmissigt ur varje kull i fall dér inga signifikanta skillnader kan observeras rérande kroppsvikt eller
utseende mellan ungarna i en kull. Om skillnader kan observeras bor de djur som biist representerar kullen
villjas ut. I praktiken gors detta biist pd grundval av kroppsvikt, dven om det i vissa fall kan vara limpligare att
anviinda utseendet som grund. Fl-avkomman skall inte paras forriin den har néatt fullstindig sexuell mognad.

Par utan avkomma skall undersokas 1 syfte att faststiilla uppenbara orsaker till infertiliteten. Detta kan goras
t.ex. genom att djuren fir mdjlighet att para sig med han- eller hondjur vars fertilitet ir faststilld, genom
mikroskopisk understkning av reproduktionsorganen eller genom undersékning av brunstighetsperioden eller
spermatogenesen.
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1.47.3 Andra parningen

[ vissa fall, t.ex. vid behandlingsrelaterade foriindringar i kullstorlek eller om entydig effekt av den forsta
parningen inte kan observeras, rekommenderas att vuxna P- eller F1-djur fir para sig pa nytt for att producera
en ny kull. Fér denna andra parning rekommenderas korsning av djur som inte har producerat nigon kull, med
hondjur och handjur vars fertilitet #r faststilld. Om en ny kull bedoms vara nddvindig i nigondera
generationen, bor den andra parningen ske cirka en vecka efter det att foregdende kull har avvants.

1474 Kullstorlek

Djuren fir foda normalt och hélla sin avkomma tills den &r avvand. Standardisering av kullarna ir inte
obligatorisk. Om standardisering gors, bor den metod som anviinds beskrivas i detalj.

1.5 OBSERVATIONER

1.5.1 Kliniska observationer

En allmin klinisk observation bor goras varje dag. Om testimnet tillférs genom sondmatning bor
observationstidpunkten viiljas med beaktande av perioden for nir maximala verkningar forviintas efter
tillférseln. Avvikande beteende, tecken pd svir eller forlingd fédsel och alla tecken pa toxicitet bor registreras.
Dessutom bor alla djur inspekteras nirmare minst en gdng per vecka, limpligen i samband med viigningen. Tvé
génger per dag (under veckosluten en gang per dag, om limpligt) bor alla djur inspekteras for morbiditet och
mortalitet.

1.5.2 Foraldradjurens kroppsvikt samt foder- och vattenkonsumtion

Forildradjuren (P och Fl) skall viigas pd den forsta doseringsdagen och direfter minst varje vecka.
Forildragenerationernas hondjur (P och F1) skall viigas minst pd driktighetsdagarna 0, 7, 14 och 20 eller 21,
under diperioden pd samma dagar d& kullarna vigs och slutligen pd den dag d& djuren avlivas. Dessa
observationer bor rapporteras individuellt f6r varje vuxet djur. Fore parningen och under diperioden skall
foderkonsumtionen miitas minst varje vecka. Vattenkonsumtionen skall mita minst varje vecka om testimnet
tillfors med vattnet.

153 Brunstighetscykel

Brunstighetscykelns lingd och normalitet utviirderas hos P- och Fl-hondjuren genom vaginala smear-test fore
parningen och eventuellt under parningsperioden fram till det att tecken pd parning kan observeras. Tagningen
av vaginala eller cervikala celler bor goras med forsiktighet for att undvika storningar pa slemhinnan och
induktion av skendriiktighet (1).
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1.54 Spermaparametrar

Vid testets slut registreras tor alla P- och Fl-handjur vikten for testiklar och bitestiklar. Ett exemplar av varje
organ bér bevaras for histopatologisk undersdkning (se avsnitt 1.5.7, 1.5.8.1). Aterstiende testiklar och
bitestiklar frin en undergrupp med minst tio handjur frdn varje grupp av P- och Fl-handjur anviinds for rikning
av homogeniseringsresistenta spermatider respektive cauda epididymala spermareserver. Frin samma
undergrupp av handdjur insamlas sperma fran cauda epididymis eller vas deferens for utviirdering av spermans
motilitet och morfologi. Om behandlingsrelaterade verkningar observeras eller om resultaten frin andra test
tyder pd verkningar pd spermatogenes, skall sperman utviirderas tor alla handjur i varje dosgrupp. I annat fall
kan rikningen begriinsas till P- och Fl-handjuren i kontroll- och hégdosgruppen.

Totalantalet homogeniseringsresistenta testikuliira spermatider och cauda epididymala spermier bor riiknas
(2)(3). Cauda-spermareserverna kan hirledas fran koncentrationen och volymen hos sperman i den suspension
som anviinds for de kvalitativa beddmningarna och frin antalet spermier som ritknats efter piféljande malning
eller homogenisering av dterstiende cauda-viivnad. Rikningen bor utféras omedelbart efter avlivningen for den
valda undergruppen av handjur frin alla dosgrupper. Undantag till detta dr om man gor video- eller
digitalregistreringar eller om proverna djupfryses och analyseras senare. I sddana fall kan kontroll- och
hégdosgruppen analyseras forst. Om inga behandlingsrelaterade verkningar (t.ex. pd spermiernas antal, motilitet
eller morfologi) kan observeras, behover de Gvriga dosgrupperna inte analyseras. Om behandlingsrelaterade
verkningar kan observeras i htgdosgruppen bor dven grupperna med ligre doser utviirderas.

Motiliteten hos epididymal sperma (eller ductus deferens-sperma) bor bedomas eller videofilmas omedelbart
efter avlivningen. Sperman bor skoérdas pd sidant siitt att skador minimeras. Utspédningen av sperman tor
motilitetsanalysen bor goras med anviindning av godtagbara metoder (4). Procentandelen progressivt motila
spermier bestiims subjektivt eller objektivt. Om datorstédd motilitetsanalys anvinds (5)(6)(7)(8)(9)(10) gors
hiirledningen av den progressiva motiliteten pd grundval av anviindardefinierade trosklar tor genomsnittlig
banhastighet och linearitetsindex. Om proverna videofilmas (11) eller om bilderna registreras pa annat sitt vid
obduktionen, kan den efterfoljande analysen begriinsas till P- och Fl-handjuren i kontroll- och hdgdosgruppen.
Undantag till detta dir om behandlingsrelaterade verkningar kan observeras, i vilket fall dven grupperna med
ligre doser bor utviirderas. Om det inte forekommer video- eller digitalbildsregistrering méste alla prover i alla
behandlingsgrupper analyseras vid obduktionen.

Ett spermaprov fran epididymis (eller vas deferens) utviirderas morfologiskt. Spermierna (minst 200 per prov)
bor undersdkas i form av fixerade vita preparat (12) och klassificeras som normala eller abnormala. Exempel pa
morfologiska abnormaliteter hos spermier ér fusion, isolerade huvuden och missformade huvuden eller svansar.
Utvirderingen bor goras omedelbart efter avlivningen for den valda undergruppen av handjur frin alla
dosgrupper. Om det finns video- eller digitalregistreringar kan utvirderingen géras senare. Aven cellproverna
frin smear-test kan, om de fixeras, avlisas senare. | sidana fall kan kontroll- och hogdosgruppen analyseras
forst. Om inga behandlingsrelaterade verkningar (t.ex. pd spermans morfologi) kan observeras behdver de
ovriga dosgrupperna inte analyseras. Om behandlingsrelaterade verkningar kan observeras 1 hogdosgruppen bor
dven grupperna med ligre doser utvirderas.

Om ndgon av de ovan nimnda spermabeddmningsparametrarna har undersokts tidigare som ett led 1 ett
systematiskt toxicitetstest som varat minst 90 dagar, behéver bedémningen inte nodviindigtvis upprepas i
tviigenerationstestet. Det rekommenderas dock att prover eller digitala registreringar av P-generationens sperma
bevaras, sd att en utvirdering vid behov kan goras senare.
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1.5.5 Avkomma

Varje kull undersoks sd snart som mojligt efter fodseln (diperiodens dag 0) for att faststiilla antalet ungar och
deras kon, antalet dodfédda ungar, antalet levande ungar och férekomsten av betydande anomalier. Ungar som
konstateras vara doda pa dag O bor helst, om de ir tillrickligt intakta, undersékas for eventuella defekter och
dodsorsak, samt bevaras. De levande ungarna rilknas och vigs individuellt efter fodseln (diperiodens dag 0)
eller pd dag 1. Direfter viigs ungarna pa de reguljdra viigningsdagarna, t.ex. diperiodens dagar 4, 7, 14 och 21.
Fysiska eller beteendemiissiga abnormaliteter hos moderdjuren eller avkomman bor registreras.

Avkommans fysiska utveckling bér registreras, friimst genom dkningen i kroppsvikt. Ovriga fysiska parametrar
(t.ex. oron- och dgondppningar, tandsprickning, harvixt) kan ge tilliiggsinformation, men dessa data bor helst
utviirderas i samband med data om sexuell mognad (t.ex. dlder och kroppsvikt nidr vagina &ppnas eller nir
balano-preputial separation sker) (13). Funktionella undersdkningar (t.ex. motorisk aktivitet, sensorisk funktion,
reflex ontogeni) hos Fl-avkomman fore och/eller efter avvinjningen, sirskilt faktorer som hor samman med
den sexuella mognaden, rekommenderas om sadana undersdkningar inte ingdr i separata test. Aldern da vagina
Oppnas och preputial separation sker bor bestimmas for de avvanda Fl-ungar som viiljs ut for parning.
Anogenitalt avstind miits pa dag 0 efter fodseln hos F2-ungar, om detta bedéms vara nddviindigt pa grund av att
Fl-generationen har avvikelser rorande kvoten mellan konen eller tidpunkten for sexuell mognad.

De tunktionella observationerna kan utelimnas for grupper som pd annat siitt uppvisar tecken pd skadliga
verkningar (t.ex. betydande minskning av viktdkningen). Om funktionella undersokningar gors, skall de inte
omfatta de ungar som har valts ut for parning,.

1.5.6 Obduktion

Nir testet avslutas eller om djur dor under testets ging, skall alla forildradjur (P och F1), alla ungar med
externa abnormaliteter eller kliniska tecken samt en slumpmiissigt vald unge per kén och kull fran bide F1- och
F2-generationen undersokas makroskopiskt for eventuella strukturella abnormaliteter eller patologiska
avvikelser. Sirskild uppmirksamhet bor fistas vid reproduktionssystemets organ. Déende ungar som avlivas
humant eller déda ungar bor, forutsatt att de dr tillriickligt intakta, undersdkas for eventuella defekter och
dodsorsak, samt bevaras.

Livmodern hos alla forstfédande hondjur skall undersdkas pd ett siitt som inte stor den histopatologiska
utviirderingen, for forekomsten av implantationer och deras antal.
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1.57 Organvikter

Vid testets slut bestiims kroppsvikten och vikten hos féljande organ for alla P- och F1-foriildradjur (pariga organ
vigs individuellt):

— Livmoder, dggstockar.

— Testiklar, bitestiklar (totalt och cauda).

— Prostata.

— Siidesbldsa med koaguleringskortlar och deras viitskor samt prostatan (som en enhet).

— Hjirna, lever, njurar, mjilte, hypotys, skéldkortel och adrenalinkortel samt kiinda mélorgan.

Kroppsvikten vid testets slut bestims for de F1- och F2-ungar som viiljs ut f6r obduktion. Vikten bestims dven
for toljande organ frin den slumpmiissigt valda ungen per kon per kull (se avsnitt 1.5.6): hjiirna, mjilte och
biskoldkortel.

Resultaten frin obduktionen och vigningen av organ bor i tillimplig man beddmas med hiinsyn till
observationer frin andra test med upprepad dos.

1.5.8 Histopatologi

1.5.8.1 Fordldradjur

Foljande organ och viivnader (eller representativa prover) frin forildradjuren (P och F1) skall fixeras och
forvaras i ett limpligt medium for histopatologisk undersékning:

— Vagina, livmoder med livmoderhals samt diggstockar (bevarade i adekvat fixerviitska).

— En testikel (bevarad i Bouins fixerviitska eller motsvarande), en bitestikel, siidesblisa, prostata och
koaguleringskortel.

— Tidigare identifierade méilorgan frén alla P- och F1-djur som har valts ut for parning.

Fullstiindig histopatologi gors av de ovan uppriiknade bevarade organen och viivnaderna for alla sidana P- och
Fl-djur i hégdos- och kontrollgruppen som har valts ut fér parning. Undersokning av dggstockarna hos P-djuren
ir inte obligatorisk. Organ som har behandlingsrelaterade avvikelser bor idven undersokas 1 lg- och
medeldosgrupperna som stod for bestimningen av NOAEL. Dessutom bor histopatologisk undersokning goras
pé reproduktionsorganen frin siddana djur i lag- och medeldosgruppen som misstinks for reducerad fertilitet,
t.ex. djur som inte parade sig, inte befruktades, inte avlade, eller djur som inte fodde frisk avkomma. Alla
betydande skador sdsom atrofi eller tumérer bér undersékas.
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Detaljerad histopatologisk undersokning gors pd testiklarna (t.ex. med anviindning av Bouins fixerviitska,
paraffininbiddning och transverssektioner av 4-5um tjocklek) for att identifiera behandlingsrelaterade
verkningar sdsom tillbakabildade spermatider, uteblivna germinalcellslager eller -typer, multinukleira
jitteceller eller degraderingen av spermatogeniska celler in i lumen (14). Undersokning av den intakta
bitestikeln skall inbegripa caput, corpus och cauda, vilket kan &tf6ljas av en utvirdering av en longitudinell
sektion. Bitestikeln utvirderas for leukocytinfiltration, forindringar 1 prevalensen av celltyper, avvikande
celltyper och spermafagocytos. PAS och hematoxylinfirgning kan anviindas f6r undersékning av handjurens
reproduktionsorgan.

Aggstockarna efter diperioden bér innehalla primordiala och vixande folliklar samt de stora corpora lutea frin
diperioden. Den histopatologiska undersdkningen bor detektera kvalitativ utarmning av den primordiala
follikelpopulationen. En kvantitativ utvirdering av de primordiala folliklarna gérs for F1-hondjuren. Antalet
djur, valet av fggstockssektion och sektionens storlek bor vara statistiskt limpliga for det
utviirderingsforfarande som anvinds. Utvirderingen bor inbegripa rikning av antalet primordiala folliklar, som
kan kombineras med smd viixande folliklar, for jimforelse av fggstockarna hos behandlinggruppernas och
kontrollgruppens djur (15)(16)(17)(18)(19).

1.5.8.2 Avvanda ungar

Grovt abnormala vivnader och mélorgan fran alla ungar med externa abnormaliteter eller kliniska tecken, samt
frin en slumpmiissigt vald unge per kon och per kull i bide F1- och F2-generationen (som inte valts ut for
parning), skall fixeras och forvaras i ett limpligt medium for histopatologisk understkning. Fullstindig
histopatologisk karakterisering av bevarade viivnader bor goras, med siirskild tonvikt pa reproduktionssystemets

organ.
2 DATA
2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Data rapporteras individuellt f6r moderdjuren och deras avkomma och sammanstiills i en tabell. Tabellen skall
for varje testgrupp och varje generation visa antalet djur vid testets borjan, antalet djur som under testets ging
har dott eller avlivats av humana skil, tidpunkten for alla dédsfall eller humana avlivningar, antalet fertila djur,
antalet driiktiga hondjur, antalet djur som uppvisar tecken pd toxicitet, en beskrivning av de toxicitetstecken
som har observerats (tidpunkten di sddana forst upptiicktes, de toxiska verkningarnas varaktighet och
allvarlighetsgrad), typerna av observationer om forildradjur och avkomma, typerna av histopatologiska
avvikelser och alla relevanta data om kullarna.



30.4.2004 Europeiska unionens officiella tidning L 152/229

De numeriska resultaten skall utviirderas med en limplig och allmint erkiind statistisk metod. Valet av
statistiska metoder bor ingd som en del av testets utformning och bér motiveras. Statistiska dos-responsmodeller
kan vara anvindbara for analysen av data. Rapporten skall innehdlla tillriickligt med information om
analysmetoden och det datorprogram som anvinds, sd att en oberoende granskare eller statistiker kan gora en ny
utviirdering och rekonstruera analysen.

2.2 UTVARDERING AV RESULTATEN

Resultaten frén detta test for reproduktionstoxicitet pd tvi generationer skall utviirderas med avseende pa de
observerade verkningarna, inbegripet resultaten fran obduktion och mikroskopiska undersékningar.
Utvirderingen skall omfatta torhillandet mellan, eller avsaknaden dérav, mellan testimnesdosen och niirvaron
eller franvaron, incidensen och allvarlighetsgraden fér abnormaliteter, inbegripet grova skador, identifierade
milorgan, verkningar pé fertiliteten, kliniska abnormaliteter, verkningar pd reproduktionstérmégan och kullen,
avvikelser rorande kroppsvikt, verkningar pd mortaliteten samt alla andra toxiska verkningar, Vid utvirdering
av testresultaten bor hiinsyn tas till testiimnets fysikalisk-kemiska egenskaper och de toxikokinetiska data som
ir kiinda.

Ett korrekt genomfort test for reproduktionstoxicitet bor inbegripa en tillfredsstiillande uppskattning av den niva
dir inga verkningar observeras och ge en forstielse for de skadliga verkningarna pé reproduktion, fédsel och
digivning, samt pd den postnatala utvecklingen inklusive tillvixt och sexuell utveckling.

23 TOLKNING AV RESULTATEN

Ett test for reproduktionstoxicitet pd tvd generationer skall ge information om verkningarna av upprepad
exponering for ett dmne under alla faser av reproduktionscykeln. Testet skall siirskilt ge information om
reproduktionsparametrarna samt om avkommans utveckling, tillviixt, mognad och &verlevnad. Testresultaten
skall tolkas tillsammans med resultaten frin test avseende subkronisk toxicitet, prenatal utvecklingstoxicitet och
toxikokinetik samt andra kiinda testresultat. Resultaten frin detta test kan anvindas for att beddma behovet av
ytterligare testning av en kemikalie. Extrapolering av testresultaten till att giilla for exponering pd méinniskor
kan i viss utstrickning godtas. Resultaten kan bist tillimpas pd information om dosnivder dér inga verkningar
kan observeras och information om tilliten exponering pd minniskor (20)(21)(22)(23).
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3 RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skall innehdlla nedan angivna uppgifter.

Testimne:

— Fysikalisk natur och, niir det dr relevant, fysikalisk-kemiska egenskaper.
— Identifieringsdata.
— Renhetsgrad.

Vehikel (i forekommande fall).
— Motivering for val av vehikel, om annan in vatten.
Testdjur:

— Art och stam som anvints.

— Djurens antal, dlder och kon.

— Ursprung, forvaringsbetingelser, foder och dylikt.
— Djurens individuella vikt vid testets brjan.

Testbetingelser:

— Motivering for val av dosnivéer.

— Uppgifter om testimnets sammansiittning och beredning av fodret, uppnidda halter.

— Blandningens stabilitet och homogenitet.

— Utforliga uppgifter om hur testiimnet har tillforts.

— Omriikning av testimneskoncentrationen i foder eller vatten (ppm) till faktisk dos (mg per kg kroppsvikt
och dag), om tillimpligt.

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.
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Resultat:

— Foderkonsumtion och, i mén av tillginglighet, vattenkonsumtion, fodereffektivitet (kroppsviktsékning per
gram konsumerat foder) och testimneskonsumtionen for P- och Fl-djuren, utom for perioden for
sammanlevnad och for minst den sista tredjedelen av diperioden.

— Absorptionsdata, om sadana ér kiinda.

— Uppgifter om kroppsvikt tor de P- och F1-djur som har valts ut for parning.

— Kullens och ungarnas vikt.

— Kroppsvikt vid avlivningen samt absolut och relativ organvikt for foriildradjuren.

— Art, grad och varaktighet for kliniska observationer (om de iér reversibla eller inte).

— Tidpunkten (dag) for dodstall under testets gdng och huruvida djuren dverlevde till testets slut.

— Uppgifter om toxisk respons per kén och dos, inbegripet index for parning, fertilitet, driiktighet, fodsel,
livsduglighet och digivning. Rapporten bor dven innehdlla de sifferuppgifter som har anviints for
beriikningen av dessa index.

— Toxiska eller andra verkningar pa reproduktion, avkomma, postnatal tillviixt och dylikt.

— Obduktionsfynd.

— En detaljerad beskrivning av alla histopatologiska fynd.

— Antalet P- och Fl-hondjur med normal cykel och cykelns lingd.

— Totalantalet spermier trin cauda epididymis, procentandelen progressivt motila spermier, procentandelen
morfologiskt normala spermier och procentandelen spermier per varje identifierad abnormalitet.

— Tid till parning, inbegripet antalet dagar fram till dess att parning skett.

— Driiktighetsperiodens lingd.

— Antalet implantationer, antalet corpora lutea och kullstorlek.

— Antalet levande fédda och antalet forluster efter implantation.

— Antalet ungar med grova synliga abnormaliteter och, eventuellt, antalet onormalt sma individer.

— Fysiska kiinnetecken hos ungarna och andra uppgifter om den postnatala utvecklingen. Motivering bor ges
for valet av vilka kinnetecken som utviirderas.

— Funktionsobservationer hos ungar och vuxna, om tillimpligt.

— Statistisk bearbetning av resultaten, i tillimpliga fall.

Diskussion om resultaten.

Slutsatser, inbegripet viirden for den lidgsta nivd dér inga verkningar kan observeras (NOAEL) hos
moderdjur och avkomma.
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BILAGA 2H
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B.42. HUDSENSIBILISERING: LLNA-METODEN (LOCAL LYMPH NODE ASSAY)

1. METOD

Denna testmetod motsvarar OECD TG 429 (2002).

1.1 INLEDNING

LLNA-metoden (Local Lymph Node Assay) har validerats och godkéints i den utstriickning som kriivs for en ny
metod (1), (2), (3). LLNA ir den andra metoden for bedomning av kemikaliers formdga att framkalla
hudsensibilisering hos djur. Den tidigare metoden (B.6) innebiir test pd marsvin, speciellt maximeringstest pa
marsvin och Buehler-test (4).

LLNA-metoden iir en alternativ metod for identifiering av kemikalier som framkallar hudsensibilisering, och tor
bekriiftelse av att en kemikalie inte har ndgon signifikant formiga att framkalla hudsensibilisering. Detta
betyder dock inte nodviindigtvis att LLNA alltid skall anviindas i stillet for test pd marsvin., utan att LLNA-
metoden ér likvirdig och kan anviindas som ett alternativ i fall déir positiva och negativa resultat i regel inte
kridver nagon ytterligare bekriiftelse.

LLNA-metoden har vissa fordelar bade vetenskapligt och djurskyddsmiissigt sett. Metoden anvinds for att
undersoka hudsensibiliseringens induktionsfas, vilket ger tillging till kvantitativa data som dr limpliga for dos-
responsbedémning. Nérmare uppgifter om valideringen av LLNA och en 6versikt av det associerade arbetet
finns i ett antal publikationer (5), (6), (7), (8). Det bér dessutom noteras att de dmnen som har milda till
moderata sensibiliseringsegenskaper och som anses vara limpliga som positivt kontrollimne for testmetoder
med marsvin, dven ir limpliga i friga om LLNA-metoden (6), (8), (9).

LLNA ir en in vivo-metod, och dirfér gar det inte att undvika anvindningen av djur for bedémning av
sensibilisering genom kontakt. Metoden ger dock mgjligheter att minska antalet djur som behovs. Dessutom ger
LLNA mdjligheter till att anviinda djuren pa ett betydligt bittre siitt vid test avseende sensibilisering. LLNA
baserar sig pa observationer av immunologiska hiindelser som stimuleras av kemikalier under sensibiliseringens
induktionsfas. Till skillnad frin test pd marsvin behdver man med LLNA inte framkalla provokationsinducerade
dermala hypersensitivitetsreaktioner. Dessutom behtéver adjuvant inte anviindas, vilket &r fallet vid
maximeringstest pd marsvin. LLNA ir dérfér en mindre pligsam metod for djuren. Trots fordelarna med LLNA
jimfort med traditionella test pA marsvin, bor man vara medveten om att LLNA har vissa begrinsningar. Det
kan dérfor i vissa fall vara nodviindigt att anviinda traditionella test pd marsvin (till exempel falska negativa
fynd med LLNA for vissa metaller eller falska positiva fynd for vissa hudirriterande d&mnen (10)).

Se idven Inledning, del B.
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1.2 PRINCIP FOR TESTMETODEN

LLNA bygger pd principen om att sensibiliserande dmnen inducerar en primir proliferation av lymfocyter i den
lymtnod som driinerar det omride didr kemikalien appliceras. Denna proliferation stir i proportion till dosen
(och det allergiframkallande dmnets styrka), och ér ett enkelt siitt f6r att fi en objektiv och kvantitativ miitning
av sensibiliseringen. Med hjilp av LLNA kan man utvirdera denna proliferation som ett dos-responsforhillande
dir proliferationen i testgruppen jimfors med proliferationen i vehikelbehandlade kontrollgrupper. Diirefter
bestiims forhillandet mellan proliferationen i behandlings- och kontrollgrupperna, det s& kallade
stimulationsindexet (Stimulation Index, SI). Indexet méste minst ha viirdet tre for att det skall vara motiverat
med ytterligare undersokning av ett testimne med avseende pa dmnets férméaga att framkalla hudsensibilisering.
Den metod som beskrivs hiir baserar sig pa radioaktiv miirkning for mitningen av cellproliferationen. Aven
andra end points kan anvindas t6r bedémning av proliferationen, forutsatt att dessa kan motiveras och har
tillridicklig vetenskaplig grund, inbegripet fullstindiga héinvisningar och beskrivning av metoden.

1.3 BESKRIVNING AV TESTMETODEN
1.3.1 Beredning
1.3.1.1 Forvarings- och utfodringsbetingelser

Djuren skall inhysas individuellt. Temperaturen i testdjurens utrymmen bor vara 22°C (£ 3°C). Den relativa
fuktigheten bor vara minst 30% och skall helst inte Sverstiga 70%, utom nér rummet rengors. Mélviirdet bor
dock vara 50-60%. Belysningen bor vara artificiell med omviixlande 12 timmar ljus och 12 timmar morker. For
utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder anviindas, och djuren bor ha obegrinsad tillging till
dricksvatten.

1.3.1.2 Forberedelse av djuren

Djuren viljs ut slumpmiissigt och forses med mirkning sé att de kan identifieras individuellt (6ronmiirkning far
dock inte anviindas). Direfter fir djuren acklimatisera sig till laboratoriets betingelser i sina burar i minst 5
dagar fore doseringsstart. Innan behandlingen inleds undersoks alla djur for att siikerstéilla att de inte har nigra
synliga hudskador.

1.3.2 Testbetingelser
1.32.1 Testdjur

For detta test anviinds mus. Testdjuren skall vara unga vuxna mushonor av stammen CBA/Ca eller CBA/J. De
bor inte ha fitt ungar och fir inte vara driktiga. Nir forsoket inleds bor djuren vara 8—12 veckor gamla. Djurens
viktvariation bor vara minimal och fir inte 6verskrida 209% av medelvikten. Ovriga stammar eller hanar kan
anviindas forutsatt att det finns tillriickliga data som stod for att det inte forekommer négra betydande stam-
eller kbnsberoende skillnader i LLNA-respons.

1.32.2 Tillforlitlighetskontroll

Positiva kontrolldimnen anvinds for att demonstrera metodens prestanda och laboratoriets kompetens att
genomtora testet pd ett framgéngsrikt sétt. Ett positivt kontrollimne bor ge en positiv LLNA-respons pd den
exponeringsnivd som forviintas ge ett stimuleringsindex (SI) >3 i forhdllande till negativa kontrollgruppen.
Dosen for det positiva kontrollimnet bor viljas si att induktionen ir tydlig men inte for kraftig.
Rekommenderade fmnen #r hexylkanelaldehyd (CAS-nr  101-86-0, EINECS-nr 202-983-3) och
merkaptobensotiazol (CAS-nr 149-30-4, EINECS-nr 205-736-8). I vissa fall kan dven andra kontrollimnen som
uppfyller de ovan angivna kriterierna anviindas, torutsatt att tillborlig motivering kan ges. Trots att det i regel
krivs en positiv kontrollgrupp fér varje forsok, kan det férekomma situationer dir testlaboratoriet har tillgéng
till historiska positiva kontrolldata som pévisar enhetlig och ndjaktig respons 6ver en sexménadersperiod eller
langre. 1 sidana situationer kan det vara limpligt att testningen med positiva kontrollimnen gors med lingre
intervall, dock inte lingre &n 6 minader. Aven om det positiva kontrollimnet bor testas i en vehikel som
veterligen framkallar en enhetlig respons (till exempel aceton : olivolja ), kan det forekomma vissa
foreskriftsreglerade situationer dir det dven behdvs testning i en icke-standardmiissig vehikel (kliniskt och
kemiskt relevant formel). [ en sddan situation bor man utfora test med avseende pa en eventuell viixelverkan
mellan det positiva kontrollimnet och den icke-standardmiissiga vehikeln.
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1.32.3 Antalet djur, dosnivaer och valet av vehikel

Minst fyra djur per dosgrupp och minst tre koncentrationer av testiimnet bor anviindas. Dessutom anviinds en
negativ kontrollgrupp som endast behandlas med den anviinda vehikeln samt, dir det dr limpligt, en positiv
kontroll. T fall dir man samlar in data om individuella djur, bér varje dosgrupp omfatta minst fem djur. Med
undantag tor behandling med testiimnet bor djuren i kontrollgrupperna hanteras pi exakt samma séitt som djuren
i dosgrupperna.

Doserna och vehikeln bor viljas pd grundval av rekommendationerna i hiinvisning (1). Doserna viiljs ur
koncentrationsserien 100%, 50%, 25%, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% osv. Tillgingliga data om toxicitet och
hudirritation bor beaktas vid valet av de tre koncentrationerna, s att den hogsta koncentrationen ger maximal
exponering samtidigt som systemisk toxicitet och dverdriven lokal hudirritation undviks (2), (11).

Valet av vehikel bor basera sig pa en maximering av testkoncentrationerna och l8sligheten vid beredning av en
lamplig 18sning eller suspension for applicering av testiimnet. Som vehikel rekommenderas, 1 preferensordning,
aceton/olivolja (4:1 v/v), dimetylformamid, metyletylketon, propylenglykol och dimetylsulpoxid (2), (10). Aven
andra vehiklar kan anviindas, forutsatt att tillriicklig vetenskaplig motivering kan ges. [ vissa situationer kan det
vara nodvindigt att som extra kontroll anviinda ett kliniskt relevant 16sningsmedel eller en kommersiellt
tillginglig blandning dir testimnet ingdr. Sirskild vikt bor fistas vid att sikerstilla att hydrofila material
inkorporeras i ett vehikelsystem som viiter huden och som inte omedelbart rinner bort. Det betyder att helt
vattenbaserade vehiklar bor undvikas.

1.33 Testforfarande
1.3.3.1 Forsdksschema
For testet anviinds foljande forsoksschema:

e  Dagl:
Djur identifieras individuellt och vikten registreras. 25 ul av en limplig koncentration av testimnet, enbart
vehikel eller positivt kontrollimne (enligt det som ir limpligt) appliceras dppet pa bdda dronens baksida.

e Dagarna?2 och3:
Upprepa appliceringen enligt dag 1.

e Dagarna4 ochS:
Ingen behandling.

. Dag 6:
Registrera vikten for varje djur. Injicera 250 pl fosfatbuffrad saltlésning (PBS) som innehdller 20 uCi
(7,4e + 8 Bg) 3H—metyltymidin i alla test- och kontrolldjur via svansvenen. Alternativt kan 250 uLL PBS
som innehdller 2 uCi (7,4e + 7 Bq) 125I—jododeoxyuridin och 10° M fluorodeoxyuridin injiceras i alla
testdjur via svansvenen.

Efter fem timmar avlivas djuren. De aurikulédra drinerande lymfnoderna fran varje ora skiirs bort och
poolas i PBS for varje forsoksgrupp (metoden med poolad behandlingsgrupp). Alternativt kan
lymtnodspar frén individuella djur skéiras bort och poolas i PBS for varje djur (metoden med individuellt
djur). Nidrmare uppgifter samt scheman for nodidentifiering och dissekering finns i bilaga 1 i hiinvisning
10.
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1.33.2 Beredning av cellsuspensioner

En enskild cellsuspension bestdende av lymfnodsceller (LNC) frin poolade behandlingsgrupper eller bilateralt
frin individuella djur bereds genom forsiktig mekanisk sonderdelning med hjilp av ett niit av rostfritt stil (200
mesh). Lymfnodscellerna tviittas tvd ginger med ett 6verskott PBS och fills ut med 5 % trikloriittiksyra (TCA)
vid 4°C under 18 timmar (1). Fillningen dteruppléses i 1 ml TCA och dverfors till skintillationskérl med 10 ml
skintillationsviitska tor 3H—réikning eller 6vertors direkt till gammarikningsror for 125l—réikning.

1.33.3 Bestamning av cellproliferationen (radioaktivt innehall)

Innehéllet av 3H—metyltymidin bestims genom B-skintillationsriikning sdsom sénderfallet per minut (DPM).
[nnehdllet av IZSI—jododeoxyuridin bestiims genom 125I—riikning och uttrycks dven som DPM. Beroende pa vilken
metod som har valts uttrycks innehdllet som DPM/behandlingsgrupp (metod med pooling) eller DPM/djur
(metod med individuella djur).

1.33.4 Observationer
1.3.3.4.1 Kliniska observationer

Djuren bor observeras dagligen med tanke pa eventuella kliniska tecken — lokal irritation vid appliceringsstiillet
eller tecken pd systemisk toxicitet. Alla observationer registreras systematiskt, med individuella registreringar
for varje djur.

1.3.3.42 Kroppsvikt

Sdsom konstateras 1 avsnitt 1.3.3.1 skall de individuella djurens vikt registreras vid testets borjan och strax fore
den schemalagda avlivningen.

1.34 Beriikning av resultaten

Resultaten uttrycks i form av ett stimulationsindex (SI). Nir pooling anviinds erhdlls SI genom att dividera det
poolade radioaktiva innehdllet fér varje behandlingsgrupp med innehéllet i den poolade vehikelkontrollgruppen,
vilket ger ett genomsnittligt SI. Nir individuella djur anviinds erhdlls SI genom att dividera det genomsnittliga
DPM/djur inom varje d@mnes testgrupp och den positiva kontrollgruppen med det genomsnittliga DPM/djur tor
l6sningsimnet/vehikelkontrollgruppen.  Det  genomsnittliga  Sl-viirdet for den  vehikelbehandlade
kontrollgruppen ér da 1.

Nir beriikningen av SI gors for individuella djur kan man gora en statistisk analys av forsoksdata. Vid valet av
en limplig metod for den statistiska analysen bér man vara medveten om eventuella olikheter hos varianserna
samt andra relaterade problem, som kan gora det nodviindigt att utféra en datatransformation eller en icke-
parametrisk statistisk analys. Tolkningen av data kan limpligen goras genom utvirdering av alla individuella
data for behandlade grupper och vehikelkontrollgrupper. Med utviirderingen som grund uppritas sedan en
anpassad dos-responskurva med beaktande av konfidensgrinserna (8), (12), (13). Man bor dock vara
uppmiirksam pa eventuell "utanférliggande” respons hos individuella djur inom en grupp. Sidan respons kan
gora det nodviindigt att anviinda alternativa metoder for responsmiitningen (till exempel median i stillet for
medeltal) eller att eliminera respons som ligger utanfér omradet.

For avgoranden rorande positiv respons forutsitts ett stimulationsindex 23, beaktande av dosrespons och, dir
det dr limpligt, beaktade av statistisk signifikans (3), (6), (8), (12), (14).

Vid behov kan de erhdllna resultaten klargoras ytterligare genom en granskning av testimnets olika egenskaper,
inbegripet eventuell strukturell sliktskap med kiinda hudsensibiliserande #dmnen, huruvida dmnet orsakar
sirskilt kraftig hudirritation samt naturen hos den dosrespons som har iakttagits. Dessa och andra aspekter
diskuteras nirmare i andra killor (7).
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2 DATA

Data bor sammanstiillas i tabellform med genomsnittliga och individuella DPM-viirden och stimulationsindex
for varje dosgrupp (inbegripet vehikelkontrollgruppen).

3 RAPPORTERING
TESTRAPPORT
Testrapporten skall innehdlla nedan angivna uppgifter.
Testiimne:

— Identifieringsdata (till exempel CAS-nummer, om tillgiingligt, kiilla, renhet, kiinda orenheter, satsnummer).
— Fysikalisk natur och fysikalkemiska egenskaper (till exempel flyktighet, stabilitet, [6slighet).
— For blandningar anges sammansiittning och bestindsdelarnas relativa andelar (i procent).

Vehikel:

— Identifieringsdata (renhet, koncentration (om tilliimpligt), volym som har anviints).
— Motivering for valet av vehikel.

Testdjur:

— Vilken musstam som har anvints.

— Mikrobiologiska data for djuren, om dessa data dr kiinda.
— Djurens antal, dlder och kon.

— Ursprung, forvarstorhillanden, foder och dylikt.

Testbetingelser:

— Detaljerade uppgitter om beredning och applicering av testiimnet.

— Motivering for valet av dos, inbegripet resultat frin preliminira test, om sidana har gjorts, de vehikel- och
testimneskoncentrationer som har anviints och totala miingden applicerat dmne.

— Detaljerade uppgitter om foder- och vattenkvalitet (inbegripet diettyp/kiilla, vattenkiilla).

Tillforlitlighetskontroll:

— En sammanfattning av resultaten frin den senaste tillforlitlighetskontrollen, inbegripet information om
imnet, koncentration och vehikel som har anviints.
— Aktuella och/eller historiska positiva och negativa kontrolldata tor det laboratorium som uttor testningen.

Resultat:

— Djurens individuella vikt nidr doseringen inleds och vid tidpunkten fér den schemalagda avlivningen.

— En tabell dver genomsnittliga DPM-viirden (metod med pooling) och individuella DPM-viirden (metod med
individuella djur) samt variationen av virden frin biigge metoderna samt stimulationsindex for varje dos
(inbegripet vehikelkontrollgruppen).

— Statistisk analys, om tillampligt.

— Tidpunkten for forsta upptickt av tecken pd toxicitet, inbegripet eventuell hudirritation vid
appliceringsstillet, for varje forsoksdjur.

Diskussion om resultaten:

— En kort kommentar om resultaten, dos-responsanalys och statistiska analyser (i tillimpliga fall), med en
slutsats om huruvida testimnet skall anses vara hudsensibiliserande.
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B.43. TEST AVSEENDE NEUROTOXICITET PA GNAGARE

1. METOD
Denna metod motsvarar OECD TG 424 (1997).

Med testmetoden tds information som bekriiftar eller ytterligare karakteriserar en kemikalies formdiga att
framkalla neurotoxicitet hos vuxna djur. Testmetoden kan kombineras med tidigare metoder for toxicitetstest
med upprepad dos eller den kan anviindas separat. Det rekommenderas att OECD:s viigledning om strategier
och metoder rorande testning av neurotoxicitet (se héinvisning 1) anviinds som hjilp nir man utformar f6rsdk
som baserar sig pd denna testmetod. Detta ir sirskilt viktigt niir man dverviiger modifikationer av testmetodens
normala observationer och forfaranden. OECD:s viigledning dr avsedd som hjilp vid valet av alternativa
testforfaranden som kan behdvas i specitika omstindigheter.

Metoden omfattar inte bedémningen av utvecklingsneurotoxicitet.

1.1 INLEDNING

Vid bedémning och utviirdering av en kemikalies toxiska egenskaper dr det viktigt att ta hiinsyn till kemikaliens
forméga att framkalla neurotoxiska verkningar. Redan i metoden for test avseende systemisk toxicitet med
upprepad dos ingdr observationer avsedda att pédvisa formagan att framkalla neurotoxicitet. Med hjilp av
foreliggande testmetod kan man fi ytterligare information om eller bekriifta de neurotoxiska verkningar som har
observerats vid undersdkning av systemisk toxicitet med upprepad dos. For vissa klasser av kemikalier kan en
analys av formdgan att framkalla neurotoxicitet tyda pa att det idr ldmpligare att anviinda foreliggande metod
direkt, och inte bygga pd indikationer pd neurotoxicitet frin undersSkningar av systemisk toxicitet med
upprepad dos. En sddan analys kan omfatta exempelvis foljande:

* Observationer av neurologiska tecken eller neuropatologiska skador vid toxicitetstest som inte omfattar
systemisk toxicitet.

» Strukturellt sliktskap eller annan information som linkar kemikalien i friga till dmnen med kiind
neurotoxicitet.

Det kan dven finnas andra tilltillen da det ir ldmpligt att anviinda foreliggande testmetod (se héinvisning ).

Metoden har utformats sd att den kan anpassas till sérskilda behov att bekriifta en kemikalies specifika
histopatologiska och beteenderelaterade neurotoxicitet, eller ge en mojlighet att karakterisera och kvantifiera
neurotoxisk respons.

Tidigare likstilldes neurotoxicitet med neuropati som inbegriper neuropatologiska skador eller neurologiska
funktionsstdringar sdsom forlamning, paralys eller tremor. Aven om neuropati ir en betydande manifestation
av neurotoxicitet, vet man numera att det finns minga andra tecken pd nervsystemtoxicitet (férlust av motorisk
koordination, sensoriska brister, inlidrnings- och minnesstorningar), vilka inte alltid kommer fram vid
undersokning av neuropati eller andra slags studier.

Syftet med foreliggande testmetod ér att fi fram betydande neurobeteenderelaterade och neuropatologiska
verkningar hos vuxna gnagare. Trots att beteenderubbningar, dven i frinvaron av morfologiska dndringar, kan
tyda pd skadliga verkningar pd organismen, ir dock inte alla beteenderubbningar specifika for nervsystemet.
Alla observerade édndringar bor dérfor utvirderas tillsammans med korrelativa histopatologiska, hematologiska
eller biokemiska data samt data om andra typer av systemisk toxicitet. Den testmetod som beskrivs hiir och vars
syfte dr att karakterisera och kvantifiera neurotoxisk respons inbegriper specifika histopatologiska och
beteenderelaterade forfaranden som ytterligare kan kompletteras med elektrofysiologiska och/eller biokemiska
undersokningar (se hiinvisning 1, 2, 3 och 4).
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Neurotoxiska dmnen kan verka pé flera olika ml inom nervsystemet och genom flera olika mekanismer. Sa
linge som det inte finns ett enda system med vars hjilp alla imnen kunde testas pd djupet med avseende pé
neurotoxicitet, kan det vara nddviindigt att anvinda andra in vivo- eller in vitro-test som ir specifika for den typ
av neurotoxicitet som observeras eller forviintas.

Foreliggande testmetod kan édven, i kombination med OECD:s viigledning om strategier och metoder rérande
testning av neurotoxicitet (se hiinvisning 1), anvéindas som grund for test déir man vill ytterligare karakterisera
eller tka kiinsligheten hos dos-respons-kvantifieringen, och pé sa sitt i en biittre uppskattning av nivan for inga
pavisbara skadliga verkningar eller bekriifta en kemikalies kiinda eller misstiinkta skadliga verkningar. Man kan
exempelvis utforma test for identifiering och utvirdering av de neurotoxiska mekanismerna eller test vars
resultat kompletterar tillgiingliga data frin tidigare grundliggande observationer rorande neurobeteende och
neuropatologi. Sddana test behdver inte ge samma resultat som kan fis med de standardférfaranden som
rekommenderas i foreliggande metod, till den del dessa data redan finns och inte kan anses vara nddvindiga for
tolkning av resultaten.

Detta neurotoxicitetstest ger, fristiende eller som del av en kombination, f6ljande méjligheter:
* |dentifiera om nervsystemet piverkas permanent eller tillfilligt av den kemikalie som testas.

* Bidra till karakteriseringen av de nervsystemrubbningar som hoér samman med exponering for
kemikalien, och skapa en forstdelse for de underliggande mekanismerna.

* Bestimma dos- och tid-responstérhillanden i syfte att uppskatta en nivd dir inga verkningar kan
pévisas (och som kan anviindas for att faststilla siikerhetskriterier for kemikalien).

Vid test enligt denna metod anviinds oral tillforsel av testimnet. Det kan vara limpligare med andra
tillforselvigar (exempelvis via huden eller inandning). I forekommande fall maste di eventuellt de
rekommenderade forfarandena modifieras. Overviiganden om valet av tillforselviig skall basera sig pa profilen
for exponering pa minniskor och tillginglig toxikologisk eller kinetisk information.

1.2 DEFINITIONER

Skadlig verkning: Varje sddan behandlingsrelaterad avvikelse frn normaltillstindet som minskar organismens
forméga att overleva, foroka sig eller anpassa sig till omgivningen.

Dos: Den mingd testimne som tillfors. Dosen uttrycks som vikt (g, mg), vikten testimne per viktenhet
forsoksdjur (exempelvis mg/kg) eller en konstant utfodringskoncentration (ppm).

Dosering: Ett allmiint begrepp som inbegriper dos, dess frekvens och varaktighet.

Neurotoxicitet: En skadlig foriindring i nervsystemets struktur eller funktion till t6ljd av exponering for ett
kemiskt, biologiskt eller fysikaliskt dmne.

Neurotoxiskt dmne: Varje kemiskt, biologiskt eller fysikaliskt dmne som har formdgan att framkalla
neurotoxicitet.

NOAEL: En forkortning av “no-observed-adverse-effect level” (nivd vid vilken inga skadliga verkningar
observeras). Detta ir den hogsta dosnivin vid vilken inga skadliga behandlingsrelaterade verkningar kan
observeras.

1.3 PRINCIP FOR TESTMETODEN

Testimnet tillfors oralt i ett urval doser till flera grupper med laboratoriegnagare. I regel behtvs upprepade
doser. Doseringsschemat kan giilla subakut toxicitet (28 dagar), subkronisk toxicitet (90 dagar) eller kronisk
toxicitet (1 ar eller lingre). Forfarandet som beskrivs hér kan dven anviindas for undersokning av akut
neurotoxicitet, Djuren testas i syfte att fi fram eller karakterisera beteenderelaterade och/eller neurologiska
rubbningar. Under observationsperioderna gors bedomning av ett antal beteenden som kan pdverkas av
neurotoxiska dmnen. Efter avslutat test tas en undergrupp per kon frin varje grupp for perfusion in situ, och
snitt av hjirna, ryggrad och perifera nerver prepareras och undersoks.
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Om testet gors fristdende i syfte att pivisa neurotoxicitet eller karakterisera neurotoxiska verkningar, kan de
djur som inte har anvints for perfusion och efterfoljande histopatologi (se tabell 1) anviindas for specifika
undersokningar av neurobeteende, neuropatologi, neurokemi eller elektrofysiologi. Resultaten frin sfdana
undersokningar kan komplettera data som tis med den foreliggande metodens standardundersSkningar (se
hiinvisning 1). Tilliiggsundersdkningar kan vara till sirskilt stor nytta i fall dir empiriska observationer eller de
forviintade verkningarna tyder pa att en kemikalies neurotoxicitet édr av en specifik typ eller har ett specifikt mal.
Alternativt kan de dterstdende djuren anviindas for beddmningar som bygger pd metoderna for toxicitetstest med
upprepad dos pa gnagare.

Nir test enligt denna metod kombineras med test enligt andra metoder mdste djurens antal vara tillriickligt for
att observationskraven skall uppfyllas for bida testerna.

1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN
1.4.1 Val av djurart

Rekommenderad gnagare ér ritta. Om testet utférs med andra gnagare bor detta motiveras. Djuren bor vara
unga och friska vuxna exemplar som hérrdr frin normala laboratoriestammar. Hondjuren tér inte ha fott ungar
och far inte vara driktiga. Doseringen bor i regel inledas sd snart som mdjligt efter avvinjningen, helst inte
senare #in vid sex veckors dlder och under alla omstindigheter innan djuren fyllt nio veckor. Nir testet
kombineras med andra test madste denna faktor eventuellt anpassas. Vid testets borjan fir variationen i vikt
mellan de anvinda djuren inte 6verstiga 20 % av vardera konets medelvikt. Om ett kortvarigt test med
upprepad dos utférs som inledning till ett langtidstest méste djur frdn samma stam och ursprung anviindas vid
biida testerna.

1.42 Forvarings- och utfodringsbetingelser

Temperaturen i férsdksdjurens utrymmen bér vara 22°C (£ 3°C). Den relativa fuktigheten bor vara minst 30 %
och skall helst inte Gverstiga 70 %, utom nir rummet rengdrs. Malvirdet bér dock vara 50-60 %. Belysningen
bor vara artificiell med omviixlande 12 timmar ljus och 12 timmar morker. Periodiska hoga ljud bor minimeras.
For utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder anviindas, och djuren bor ha obegriinsad tillgdng till
dricksvatten. Om tillforseln gors genom fodret, kan valet av foder kan péverkas av behovet att siikerstilla en
limplig blandning med testimnet. Djuren kan inhysas individuellt eller i burar med smé grupper av samma kon.

143 Forberedelse av djuren

Friska unga djur fordelas slumpvis i behandlings- och kontrollgrupper. Burarna placeras i sddan ordning att
eventuella verkningar pd grund av placeringen minimeras. Djuren forses med individuell mirkning och hills i
sina burar under minst 5 dagar fore torsokets start sd att de fir acklimatisera sig till laboratoriets betingelser.

1.4.4 Tillforselvag och beredning av doserna

Denna testmetod ir sirskilt avsedd for oral tillforsel av testimnet. Den orala tillférseln kan goras genom sond,
foder, dricksvatten eller kapsyler. Om andra tillférselviigar anviinds (exempelvis via huden eller inandning)
miste eventuellt de forfaranden som rekommenderas enligt metoden modifieras. Overviiganden om valet av
tillforselvig skall basera sig pa profilen for exponering pd minniskor och tillgiinglig toxikologisk eller kinetisk
information. Motivering bor ges for valet av tillfdrselvig liksom idven en redogorelse for eventuella
modifikationer av testmetodens fortaranden.

Vid behov kan testiimnet upplosas eller suspenderas i en limplig vehikel. Om mojligt bor man i forsta hand
Overviiga vattenlosning eller vattensuspension, sedan oljelésning eller oljesuspension (exempelvis majsolja) och
direfter eventuell 16sning eller suspension i andra vehiklar. Vehikelns toxiska egenskaper mdste vara kiinda.
Dessutom bor hinsyn tas till f6ljande egenskaper hos vehikeln: Verkningarna pd absorption, distribution,
metabolism eller kvarhillande av testimnet till den del dessa verkningar kan pdverka testiimnets toxiska
egenskaper samt verkningarna pé testdjurens foder- eller vattenintag eller deras niringstillstind.
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1.5 FORFARANDEN
1.5.1 Djurens antal och kon

Nir testet utfors fristiende bor minst 20 djur (10 honor och 10 hanar) anviindas i varje dos- och kontrollgrupp
med tanke pd utvirderingen av detaljerade kliniska och funktionella observationer. Minst fem hanar och fem
honor som har valts ut bland dessa tio hanar och tio honor bor vid testets slut perfuseras in situ och anviindas for
detaljerad neurohistopatologi. Om endast ett begrinsat antal djur i en given dosgrupp observeras med avseende
pd tecken pd neurotoxiska verkningar bor man dverviiga att inforliva dessa djur i det urval som perfuseras. Om
testet utfors i kombination med toxicitetstest med upprepad dos, bor djurens antal vara tillridckligt for att bada
testernas syfte skall uppnds. Minimiantalet djur per grupp for olika testkombinationer anges i bilaga 1. Om man
planerar avlivningar under testets ging eller dterhimtningsgrupper for observation av reversibilitet, varaktighet
eller fordrojd start for de toxiska verkningarna efter doseringen, eller om man planerar tilliggsobservationer,
bor antalet djur 6kas i syfte att siikerstélla tillgingen till nodviindigt antal djur for observation och histopatologi.

1.52 Doserings- och kontrollgrupp

[ regel bor minst tre dosgrupper och en parallell kontrollgrupp anviindas. Om analys av tillgiingliga data tyder
pd att inga verkningar forviintas vid en upprepad dos pd 1000 mg per kg kroppsvikt och dag, kan ett griinstest
utféras. Om det inte finns ldmpliga data att tillga kan ett inledande test utforas som hjilp for bestimning av
doserna. Med undantag for behandling med testimnet bor djuren i kontrollgruppen hanteras pd exakt samma
sitt som djuren i dosgrupperna. Om en vehikel anviinds for tillférsel av testimnet bor kontrollgruppen fa
vehikeln i den storsta volym som anviinds.

1.53 Tillforlitlighetskontroll

Testningslaboratoriet bor redogéra for laboratoriets kompetens att utféra forstket samt for kiinsligheten hos de
forfaranden som anviinds. Redogorelsen bor ge beligg for formégan att detektera och kvantifiera forindringar 1
de olika dndpunkter som rekommenderas fér observation (autonoma tecken, sensorisk reaktivitet, greppstyrka
och motorisk aktivitet). Information om kemikalier som orsakar olika typer av neurotoxisk respons och som kan
anvindas som positivkontrollimnen finns i hiinvisning 2-9. Historiska data kan anvindas fOrutsatt att
testforfarandena till visentliga delar forblir desamma. Periodisk uppdatering av historiska data rekommenderas.
Om det testande laboratoriet gor dndringar av testtorloppet eller testets forfaranden bor laboratoriet ligga fram
nya data som ger beligg pa forfarandenas fortsatta kiinslighet.

1.54 Val av dos

Dosnivierna bor viiljas med hinsyn tagen till alla tillgéingliga tidigare data om observerad toxicitet och kinetik
for testimnet och nirbesliktade material. Den hogsta dosnivin bor viiljas sa att den framkallar neurotoxiska
verkningar eller tydliga systemiska toxiska verkningar. Dérefter viljs dosniviierna i fallande skala si att en
dosrelaterad respons kan pdvisas, och samtidigt sd att inga pavisbara skadliga verkningar (NOAEL) kan
observeras pd den ligsta dosnivin. Dosnivierna bor viljas sd att primira toxiska verkningar pd nervsystemet
kan siirskiljas frdn verkningar som hirror fran systemisk toxicitet. Det dr ofta optimalt med 2-3 intervall, och
tilligg av en fjirde testgrupp ér ofta att foredra framtor anviindning av mycket breda intervall (exempelvis mer
in faktorn 10) mellan dosnivierna. Hinsyn bor tas till en eventuellt existerande skillig uppskattning av
exponering pa minniskor.

1.55 Grinstest (limit test)

Om ett test med en dosnivd pd minst 1000 mg per kroppsvikt och dag genomftrs pé det siitt som beskrivs hir
och inga neurotoxiska verkningar kan observeras, och om toxicitet inte forvéintas pd grundval av uppgifter om
strukturellt néirbesliktade imnen, kan ett fullstiindigt test med tre dosnivder anses vara dverflodigt. Om det ir
sannolikt att médnniskor kommer att utsiittas for exponering maste eventuellt en hogre dosnivé (oralt) anviindas
vid griinstestet. For andra former av tillforsel, sdsom inandning eller applicering pd huden, kan testiimnets
fysikalkemiska egenskaper ofta utnyttjas f6r att indikera och begriinsa den maximala exponeringsnivin. For ett
test avseende akut toxicitet oralt bor griinstestets dos vara minst 2000 mg/kg.
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1.5.6 Tillforsel av doser

Djuren doseras dagligen med testimnet, 7 dagar i veckan under minst 28 dagar. Om doseringen gors 5 dagar i
veckan eller under en kortare period bor detta motiveras. Om testimnet tillfors genom sondmatning bor hela
dosen tillforas pd en ging via magsond eller limplig intubationskanyl. Den storsta méngd viitska som kan
tillféras vid ett och samma tillfille beror pé testdjurets storlek. Volymen bér inte éverskrida 1 ml per 100 g
kroppsvikt. [ friga om vattenlosningar far dock volymer pd upp till 2 ml per 100 g kroppsvikt anviindas. Med
undantag for irriterande eller fritande dmnen som normalt ger kraftigare verkningar vid hégre koncentrationer
bor variationer 1 testvolym minimeras genom justering av koncentrationen, for att siikerstilla en konstant volym
pd alla dosnivéer.

For dmnen som tillfors via fodret eller dricksvattnet éir det viktigt att forsiikra sig om att testiimnet ges i mingder
som inte stor det normala nidringsupptaget eller den normala vattenbalansen. Nir testimnet tillfors via fodret
kan man anvinda en konstant koncentration (ppm) eller en konstant dosnivd i forhillande till djurens
kroppsvikt. Det anviinda alternativet miste anges. Nir ett dmne tillférs genom sondmatning bér dosen ges vid
samma tid varje dag, och vid behov justeras dosen sd att dosnivéin hdlls konstant i férhillande till djurens
kroppsvikt. Om ett test med upprepad dos anviinds som inledning till ett lingtidstest mdste samma foder
anviindas vid bada testningarna. Om det inte dr mojligt med en engdngsdos vid test avseende akut toxicitet, kan
dosen tillforas i mindre delar 6ver en period som inte dverskrider 24 timmar.

1.6 OBSERVATIONER
1.6.1 Frekvens for observationer och tester

Vid test med upprepad dos bor observationsperioden vara lika ling som doseringsperioden. Vid test avseende
akut toxicitet bor djuren observeras i ytterligare 14 dagar efter doseringsperiodens slut. For djur i satellitgrupper
som inte exponeras under en period efter behandlingen, bor observationerna dven ticka denna period.

Observationerna bor goras tillrickligt ofta for att maximera sannolikheten for upptickt av beteenderelaterade
och/eller neurologiska avvikelser. Observationerna bor helst goras vid samma tid varje dag, med hiinsyn tagen
till ndr man forvintar sig de starkaste verkningarna efter doseringen. En 6versikt av frekvensen for kliniska och
funktionella observationer finns i tabell 2. Om kinetiska eller andra data fréin tidigare studier tyder pa avvikande
tidpunkter for observationer, prov eller forlingda observationsperioder, bor schemat anpassas sd att maximal
information erhalls. Motivering bor ges for alla dndringar av schemat.

1.6.1.1 Observationer av allmdént hélsotillstand och mortalitet/morbiditet

Alla djur bor observeras omsorgsfullt minst en ging per dag med avseende pa hilsotillstind och minst tva
gdnger per dag med avseende pa morbiditet och mortalitet.

1.6.1.2 Detaljerade kliniska observationer

Detaljerade kliniska observationer bor goras pa alla djur som har valts ut for detta dindamal (se tabell 1), en ging
fore den forsta exponeringen (for att fi en jimforelsegrund per djur) och direfter med olika tidsintervall
beroende pd testets varaktighet (se tabell 2). Detaljerade kliniska observationer av aterhimtningen i
satellitgrupper bor goras i slutet aterhidimtningsperioden. De kliniska observationerna bor géras utanfor buren pé
en standardarena. Observationerna bor registreras omsorgstullt med hjilp av ett poiingsystem som inbegriper
kriterier eller poingskalor fér varje mitning. Testningslaboratoriet bor tydligt ange vilka kriterier eller skalor
som har anvénts. Det dr viktigt att sikerstiilla att variationerna i testbetingelserna idr minimala (inte systematiskt
relaterade till behandlingen) och att observationerna gors av en kompetent person som inte kiinner till den
aktuella behandlingen.
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Det rekommenderas att observationerna genomfors pad ett strukturerat siitt dir viildefinierade kriterier
(inbegripet definition av omriadet for “normal”) systematiskt ftillimpas pd varje djur vid varje
observationstidpunkt. Omradet f6r “normal” bér dokumenteras pd tillborligt sitt. Alla observerade tecken bor
registreras. | tillimplig min bor fven omfattningen av de observerade tecknen registreras. De kliniska
observationerna bor omfatta, men inte begriinsas till, foréindringar av hud, pils, 6gon och slemhinnor, forekomst
av sekret och utséndringar samt autonom aktivitet (tarflode, upprest pils, pupillstorlek, ovanligt
andningsménster och/eller andning genom munnen, alla ovanliga tecken roérande urinering eller defekation samt
misstirgning av urinen).

Registreringarna bor dven omfatta all ovanlig respons rorande kroppsstillning, aktivitetsniva (exempelvis
minskad eller 6kad utforskning av standardarenan) och rorelsekoordinationen. Foriindringar i giing (exempelvis
vaggande ging, ataxi), kroppsstiilllning (exempelvis kutad rygg) och respons pd hantering, placering eller andra
omgivningsstimuli, liksom eventuella kloniska eller toniska rorelser, konvulsioner eller skilvningar,
stereotypier, (exempelvis verdrivet putsande, ovanliga huvudrorelser, upprepat cirklande) eller bisarrt beteende
(exempelvis bitning eller dverdrivet slickande, sjidlvstympning, bakétgédng, utstétning av ljud) eller aggressioner
bor registreras.

1.6.1.3 Funktionella observationer

Liksom i friga om de kliniska observationerna bor funktionella observationer goras en gang fore exponeringen
och direfter med tillborlig frekvens pd alla djur som har valts ut for detta indamal (se tabell 1). Frekvensen for
de funktionella observationerna beror dven pa testets varaktighet (se tabell 2). Utéver de observationsperioder
som anges i tabell 2 bor satellitgrupper for aterhiimtning bli téremdl for funktionella observationer sd niira
avlivningen som mdjligt. De funktionella observationerna bér omtfatta sensorisk reaktion pd olika slags stimuli,
exempelvis horsel-, syn- och djupsensoriska stimuli (se hinvisning 5, 6 och 7), bedémning av greppstyrka (se
hiinvisning 8) och beddmning av motorisk aktivitet (se hiinvisning 9). Den motoriska aktiviteten bor miitas med
automatiserad utrustning som kan detektera bade minskningar och 6kningar av aktiviteten. Om négot annat
definierat system anviinds bor detta vara kvantitativt och dess kiéinslighet och tillforlitlighet bor pavisas. Alla
apparater bor testas med avseende pd tillforlitlighet éver tiden och enhetliga resultat frin olika apparater.
Nirmare uppgifter om limpliga forfaranden finns i respektive hinvisning. Om det inte finns nigra data
(exempelvis struktur-aktivitet, epidemiologiska data, tidigare toxikologiska test) som tyder pd formdgan att
framkalla neurotoxiska verkningar, bér man Overviiga att infrliva mer specialiserade observationer ay
sensorisk och motorisk funktion eller inléirning och minne, for att undersdka dessa eventuella verkningar
nirmare. Mer information om specialiserade observationer och hur de gors finns i hinvisning 1.

Undantagsvis kan djur som uppvisar sd svira tecken pa toxicitet att de i betydande méan skulle stora de
funktionella observationerna utelimnas frin dessa. Om djur uteliimnas frin de funktionella observationerna bor
detta motiveras.

1.6.2 Kroppsvikt samt foder- och vattenkonsumtion

Vid test som varar upp till 90 dagar bor alla djur viigas minst en ging per vecka och foderkonsumtionen bor
miitas (vattenkonsumtionen i de fall dd testimnet tillférs i vattnet) minst varje vecka. Vid langtidstest bor alla
djur viigas minst en ging per vecka under de forsta 13 veckorna och direfter minst var fjirde vecka.
Foderkonsumtionen (vattenkonsumtionen i de fall di testiimnet tillfors i vattnet) bor métas minst varje vecka
under de forsta 13 veckorna och direfter ungefir var tredje manad, utom om foérindringar i hiilsotillstind eller
kroppsvikt motiverar ett annat schema.

1.6.3 Oftalmologi

Vi test som varar lingre dn 28 dagar bor djuren, innan testimnet tillfors och vid testets slut, undersokas
oftalmologiskt med ett oftalmoskop eller motsvarande utrustning. Denna undersdkning bor helst omfatta alla
djur men minst djuren i hégdos- och kontrollgrupperna, Om 6gonforindringar upptiicks, eller om kliniska
tecken motiverar det, bor alla djur undersokas. Vid lingtidstest bor oftalmologisk undersdkning goras dven nir
testet varat 13 veckor. Oftalmologisk undersékning behéver inte goras om det redan finns tillgang till data fran
tidigare gjorda test av liknande varaktighet och vid liknande dosnivder.
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1.6.4 Hematologi och klinisk biokemi

Nir testet avseende neurotoxicitet utférs i kombination med test avseende systemisk toxicitet med upprepad
dos, bor hematologiska undersokningar och klinisk-biokemiska bestimningar goras enligt det som géller for
testet avseende systemisk toxicitet. Provtagningen bor goras pd sddant siitt att alla potentiella verkningar pd det
neurologiska beteendet minimeras.

1.6.5 Histopatologi

Den neuropatologiska understkningen bor utformas sa att den kompletterar och utékar de observationer som
har gjorts under testets in vivo-fas. Vivnad frdn minst fem djur per kon och grupp (se tabell | och niista avsnitt)
bor fixeras in situ med hjilp av allmint erkéind perfusions- och fixeringsteknik (se kapitel 5 1 hiinvisning 3 och
kapitel 50 i hinvisning 4). Alla observerade betydande forindringar bor registreras. Om testet utfors fristiende
1 syfte att pdvisa neurotoxicitet eller karakterisera neurotoxiska verkningar, kan dterstoden av djuren anviindas
for specifika understkningar av neurobeteende (se hidnvisning 10 och 11), neuropatologi (se hinvisning 10, 11,
12 och 13), neurokemi (se hinvisning 10, 11, 14 och 15) eller elektrofysiologi (se hénvisning 10, 11, 16 och
17) i den mén sidana undersékningar kan komplettera de forfaranden och understkningar som beskrivs i denna
metod. Aterstoden kan dven utnyttjas for att fi fler djur for de histopatologiska undersdkningarna. Dessa
tilliggstorfaranden kan vara séirskilt motiverade 1 fall dir empiriska observationer eller forviintade verkningar
tyder pa att en kemikalies neurotoxicitet ir av en specifik typ eller har ett specitikt mil (se hinvisning 2 och 3).
Alternativt kan dterstoden av djuren anviindas for rutinmissiga patologiska beddmningar enligt det som
beskrivs i metoden for test med upprepad dos.

All viivnad som inbiiddats i paraffin bor firgas med ett standardforfarande (sdsom hematoxylin och eosin), och
direfter understkas i mikroskop. Om tecken pad perifer neuropati observeras eller misstinks, bor
plastinbiiddade prover av perifer nervviivnad undersokas. De kliniska tecknen kan ocksd ge indikationer pé
ytterligare objekt som bor undersokas eller pa behovet att anviinda speciella firgningstforfaranden. Viigledning
om ytterligare undersokningsobjekt finns i hiinvisning 3 och 4. Det kan ocksd vara motiverat med vissa
specialfirgmedel i syfte att pdvisa specifika typer av patologiska forindringar (se hiinvisning 18).

Representativa snitt av centrala och perifera nervsystemet bor undersokas histologiskt (se kapitel 5 i hiinvisning
3 och kapitel 50 i hiinvisning 4). De omrdaden som i regel skall undersékas inbegriper framhjirnan, centrum av
storhjirnan, inbegripet ett snitt genom hippocampus, mitthjirnan, lillhjirnan, hjirnbryggan, forlingda mérgen,
Ogat med synnerv och nithinna, ryggraden vid nacken och lindryggen, dorsala rotganglier, dorsala och ventrala
rotfibrer, proximala ischiasnerven, proximala tibialnerven (vid knéit) och tibialnervens vadmuskelférgrening.
De snitt som gors av ryggraden och perifera nerver bér inbegripa diagonala, transversala och lingsgiende snitt.
Uppmirksamhet bor fistas vid nervsystemets vaskulatur. Likasd bor man undersoka ett skelettmuskelprov,
sirskilt vadmuskeln. Sirskild uppmirksamhet bor fistas vid sddana punkter i centrala och perifera
nervsystemet som har cellulidr och fibrés struktur och monster och som man vet att sirskilt piverkas av
neurotoxiska dmnen.

Viigledning om neuropatologiska foriindringar som typiskt uppstir efter exponering av toxiska dmnen finns i
hiinvisning 3 och 4. For vivnadsproverna rekommenderas en stegvis undersokning dir snitt fran djuren i
hégdosgruppen forst jamtors med snitt frin djuren 1 kontrollgruppen. Om inga neuropatologiska foriindringar
kan iakttas 1 proverna frin dessa grupper behovs inga ytterligare analyser. Om neuropatologiska foriindringar
kan iakttas i hogdosgruppen bor prover av alla potentiellt paverkade vivnader frin mellandos- och
lagdosgruppen kodas och undersckas.

Om tecken pd neuropatologiska forindringar kan iakttas vid den kvalitativa undersdkningen bor en
tilliggsunderstkning géras pa nervsystemets alla regioner som uppvisar sidana férindringar. Snitt frin djuren i
alla dosgrupper, fran alla potentiellt piverkade regioner bor kodas och understkas randomiserat av personer
som inte kiinner till koden. Frekvens och allvarlighetsgrad bor registreras for alla skador. Efter beddmning av
alla regioner frin alla dosgruppers djur avtiicks koderna, och en statistisk analys genomfors for utvirdering av
forhillandet mellan dos och respons. For varje skada bor man beskriva exempel pé olika allvarlighetsgrader.

De neuropatologiska fynden bor utviirderas med hiinsyn tagen till resultaten frin observationer och mitningar
av beteende, liksom iven till Gvriga data frén tidigare och parallella tester av det berdrda dmnets systemiska
toxicitet.
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2 DATA
2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Data bér rapporteras individuellt. Dirutover bor alla data sammantattas i en tabell Gver antalet djur i varje
testgrupp eller kontrollgrupp vid testets bdrjan, antalet djur som hittats doda under testets ging eller som
avlivats av hiinsyn till djurens vilbefinnande inbegripet avlivningstidpunkterna, antalet djur som visat tecken
pd toxicitet, en beskrivning av observerade tecken pd toxicitet, inbegripet tidpunkten dd sidana forsta gingen
upptiicktes, varaktighet och hur allvarliga de toxiska verkningarna ir, antalet djur som har skador samt
skadornas typ och allvarlighetsgrad.

2.2 UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Alla fynd bor utvirderas med avseende pd forekomst, allvarlighetsgrad och korrelationen mellan
neurobeteenderelaterade och neuropatologiska verkningar (dven neurokemiska eller elektrofysiologiska
verkningar, om tilliiggsunderstkningar ingar) samt alla andra skadliga verkningar som har observerats. Om
mojligt bor de numeriska resultaten utviirderas genom en tillimplig och allmiint godtagbar statistisk metod. De
statistiska metoderna bor faststéillas vid utformningen av testet.

3 RAPPORTERING
TESTRAPPORT
Testrapporten skall innehélla nedan angivna uppgifter.
Testimne:

- Fysikalisk natur (inbegripet isomerism, renhet och fysikalkemiska egenskaper).
- [dentifieringsdata.

Vehikel (i forekommande fall):
- Motivering for valet av vehikel.
Forsoksdjur:

- Art och stam som anvints.

- Djurens antal, lder och kon.

- Ursprung, forvaringsbetingelser, acklimatisering, foder och dylikt.
- Djurens individuella vikt vid testets borjan.

Testbetingelser:

- Utforliga uppgifter om testiimnets sammansiittning och beredning av fodret, uppniddd koncentration,
preparatets stabilitet och homogenitet.

- Specifikation av de tillférda doserna, inbegripet uppgifter om vehikel, volym och det tillférda materialets
fysikaliska form.

- Utforliga uppgifter om hur testimnet har tillforts.

- Motivering for val av dosnivder.

- Motivering for tillfdrselviig och exponeringens varaktighet.

- Omriikning av testimneskoncentrationen i foder eller vatten (ppm) till faktisk dos (mg per kg kroppsvikt
och dag), om tillimpligt.

- Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.
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Observation och testférfaranden:

- Uppgifter om hur djuren i de olika grupperna varje grupp har valts ut fér perfusionsundergrupperna.

- Uppgifter om poiingsiittningssystem, inbegripet kriterier och poiingskalor for varje miitning inom de
detaljerade kliniska observationerna.

- Uppgifterna om de funktionella observationerna rérande sensorisk reaktivitet pa olika slags stimuli
(exempelvis horsel, syn och djupsensoriska), bedomning av greppstyrka, beddmning av motorisk
aktivitet (inbegripet uppgifter om den automatiska utrustning som anviints) och 6vriga forfaranden som
anvénts.

- Uppgifter om oftalmologiska undersékningar och, i férekommande fall, hematologiska undersékningar
och klinisk-biokemiska test med relevanta basviirden.

- Uppgifter om  specifika  neurobeteenderelaterade,  neuropatologiska, neurokemiska  eller
elektrofysiologiska térfaranden.

Resultat:

- Kroppsvikt och féridndringar i kroppsvikt, inbegripet kroppsvikten vid avlivningen.

- Foderkonsumtion och vattenkonsumtion, enligt det som ir relevant.

- Uppgifter om toxiska reaktioner per kén och dosnivd, inklusive tecken pé toxicitet eller mortalitet.

- Art, grad och varaktighet (tidpunkten for nir de sitter in och hur de direfter utvecklas) for kliniska
observationer (oavsett om de ér reversibla eller inte).

- En detaljerad beskrivning av resultaten frin alla funktionella observationer.

- Obduktionstynd.

- En utforlig beskrivning av alla neurobeteenderelaterade, neuropatologiska, neurokemiska eller
elektrofysiologiska fynd, i tillimpliga fall.

- Data om absorption och metabolism, om séidana finns tillgiingliga.

- Statistisk behandling av resultaten, i tillimpliga fall.

Diskussion om resultaten:

- Information om dosrespons.

- Vilken betydelse eventuella andra toxiska verkningar har for en slutsats rérande testiimnets neurotoxiska
forméga.

- Nivi dir inga skadliga verkningar observeras (NOAEL).

Slutsatser:

- Ett specifikt uttalande om testimnets Gvergripande neurotoxicitet kan gérna ingd.
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C.21. JORDLEVANDE MIKROORGANISMER: TEST RORANDE OMVANDLING AV KVAVE
1. METOD
Denna testmetod ér i stort sett identisk med OECD TG 216 (2000).
1.1 INLEDNING

Den testmetod som beskrivs hir dr en laboratoriemetod tor undersdkning av vilka langtidseffekter en engéingsexponering
av en kemikalie kan ha pd jordlevande mikroorganismers omvandling av kviive. Testmetoden grundar sig i huvudsak pd
rekommendationerna frin Vixtskyddsorganisationen fér Europa och Medelhavsomradet (EPPO) (1). Aven &vriga riktlinjer
har beaktats, till exempel riktlinjerna frin Biologische Bundesanstalt i Tyskland (2), Environmental Protection Agency i
USA (3) SETAC (4) och Internationella standardiseringsorganisationen (5). Vid en OECD-workshop om valet av jord och
sediment 1 Belgirate, [talien, 1995 (6), kom man dverens om hur ménga och vilka jordtyper som skall anviindas i detta test.
Rekommendationerna for insamling, hantering och lagring av jordprover grundar sig pd ISO-riktlinjer (7) och
rekommendationer frin workshopen i Belgirate. Vid beddmning och utviirdering av olika dmnens toxiska egenskaper kan
det vara nodviindigt att bestimma effekterna pd den mikrobiella aktiviteten i jorden, till exempel niir det behovs
upplysningar om potentiella bieffekter som viixtskyddsprodukter kan ha pd mikrofloran i jorden, eller niir det kan forviintas
att de jordlevande mikroorganismerna exponeras tor andra kemikalier én viixtskyddsprodukter. Testet rorande omvandling
av kviive gors for att bestimma sddana kemikaliers effekter pd mikrofloran i jorden. Vid testning av jordbrukskemikalier
(till exempel viixtskyddsprodukter, godselmedel, skogskemikalier) bor testet omfatta bidde omvandling av kviive och
omvandling av kol. For dvriga kemikalier ér det tillriickligt med test rérande omvandling av kvive. Nir sddana kemikalier
testas rorande omvandling av kviive och man fir ECsy-viirden som faller inom samma omride som giiller for kommersiellt
tillgéingliga nitrifikationshimmande medel (till exempel nitrapyrin), kan man dven gora test rorande omvandling av kol i
syfte att fi ytterligare upplysningar.

Jord bestar av levande och icke-levande komponenter som férekommer i komplexa och heterogena sammansittningar.
Mikroorganismerna spelar en viktig roll for nedbrytning och omvandling av organiskt material i fertila jordar. Det finns
minga olika arter av mikroorganismer som inverkar pd olika aspekter av jordens fertilitet. Langvariga stdrningar av dessa
biokemiska processer kan dven stora kretsloppet av niringsimnen, vilket i sin tur kan leda till f6rindringar av jordens
fertilitet. Omvandling av kol och kvive sker i alla fertila jordar. Aven om de mikrobsamhillen som utfor dessa processer
varierar frin jord till jord, féljer omvandlingen i huvudsak samma mdnster.

Syftet med den testmetod som beskrivs hiir dr att uppticka de skadliga langtidseffekter som ett dmne kan ha pa
omvandlingen av kviive i aerob ytjord. Testmetoden kan ocksd anvéindas for att uppskatta olika dmnens effekter pd den
omvandling av kol som utfors av mikrofloran i jorden. Nitratbildning sker efter att kol-kviivebindningarna har brutits. Om
nitratproduktionen sker med samma hastighet i behandlad jord och kontrolljord, dr det dérfér mycket sannolikt att de
viktigaste kolnedbrytningsfunktionerna ir intakta och vilfungerande. Det substrat som har valts for testet (lusernmjol) har
en gynnsam kol/kvive-kvot (i regel mellan 12/1 och 16/1). Dirigenom reduceras kolbristen under testets gdng, och om ett
mikrobsamhiille skadas av en kemikalie dr det majligt att det aterhéimtar sig inom 100 dagar.

De test som har anviints som grund for denna testmetod #r primiirt utformade for situationer dir den mingd dmne som ndr
jorden kan forutses. S& ir fallet till exempel for viixtskyddsprodukter déiir man kiinner till den mingd som har applicerats pd
en dker. For jordbrukskemikalier riicker det med att testa tva sddana doser som ir relevanta med tanke péd den forviintade
dosen. Jordbrukskemikalier kan testas med avseende pd aktiva dmnen eller produktsammansittningar. Testet éir dock inte
begriinsat till jordbrukskemikalier. Genom att indra bide mingderna testimne som tillférs jorden och metoderna for
utviirdering av data, kan testet dven anviindas for situationer déiir mingden kemikalie som forviintas nd jorden inte ér kiind.
Pé sa siitt kan man i friga om andra kemikalier in jordbrukskemikalier bestimma effekterna av en serie koncentrationer pa
omvandlingen av kviive. Erhillna testdata anviinds for att rita upp en dos-responskurva och beritkna ECi-viirden, dér x dr
den procentuella etfekten.
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1.6.1

DEFINITIONER

Omvandling av kvive: Den slutliga nedbrytningen av kvivehaltigt material genom inverkan av mikroorganismer.
Nedbrytningen sker via ammonifiering och nitrifiering, och utmynnar i den oorganiska slutprodukten nitrat.

EC, (effektiv koncentration): Den koncentration av testimnet i jorden som leder till att omvandlingen av kvive till nitrat
hiimmas till X procent.

ECs) (median effektiv koncentration): Den koncentration av testiimnet i jorden som leder till att omvandlingen av kviive
till nitrat himmas till 50 procent.

REFERENSAMNEN

Inga.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Siktad jord forbiittras med viixtmjol och behandlas med testimnet eller limnas obehandlad (kontrollprov). Vid testning av
jordbrukskemikalier rekommenderas minst tvé testkoncentrationer, och dessa bor viiljas med beaktande av den hdgsta
koncentration som kan férvintas nd jorden. Efter 0, 7, 14 och 28 dagars inkubation behandlas jordproverna (behandlad jord
och kontrolljord) med ett limpligt Idsningsmedel och extrakten analyseras med avseende pd nitratméngd.
Nitratbildningshastigheten i behandlade prover jimfors med den i kontrollproverna, och den procentuella avvikelsen
mellan behandlade prover och kontrollprover beriiknas. Alla test bor omfatta minst 28 dagar. Om skillnaderna mellan
behandlade och obehandlade prover ir minst 25 % dag 28, gors fortsatta bestimningar under en period som maximalt
striicker sig till dag 100. Vid testning av andra kemikalier én jordbrukskemikalier tillfors en serie koncentrationer av
testiimnet till jordproverna och miingderna bildat nitrat 1 behandlade och obehandlade prover bestims efter inkubation i 28
dagar. Resultaten frdn test med flera koncentrationer analyseras med hjilp av en regressionsmodell och relevanta EC,-
viirden berfiknas (till exempel ECsy, EC»5 och/eller EC ). Se definitionerna.

1.5 TESTETS GILTIGHET
Utviirderingen av testresultat rérande jordbrukskemikalier baserar sig pé relativt sma skillnader (till exempel medelvirde
+25 %) mellan nitratkoncentrationerna i obehandlade och behandlade jordprover. Dirtér kan stora variationer i de

obehandlade proverna leda till falska resultat. Variationen mellan obehandlade replikatprover bor dirfor vara mindre in
15 %.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Utrustning
Provbehillarna bor vara tillverkade av kemiskt inert material. Deras volym bor anpassas till det férfarande som anviinds for
inkubation av jorden, till exempel inkubation som bulk eller som en serie individuella jordprover (se avsnitt 1.7.1.2). Det ir
viktigt att minimera vattenforlusterna och sorja for gasviixling under testets forlopp (provbehéllarna kan till exempel tickas
med perforerad polyetylentilm). Vid testning av flyktiga dmnen bor forseglingsbara och gastiita behdllare anvindas.
Behillarnas storlek bor anpassas sd att jordprovet upptar cirka en fjirdedel av behdllarens volym.
Dirutdver behdvs normal laboratorieutrustning, enligt foljande:

— Omroérare: en mekanisk skakapparat eller motsvarande.

— Centritug (3000 g) eller filtreringsutrustning (med nitratfritt filterpapper).

— Instrument for nitratanalys, med adekvat kiinslighet och reproducerbarhet.
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1.6.2

1.6.3.1

1.6.3.2

Valet av jord och antal jordtyper
Endast en typ av jord anviinds. F6ljande rekommendationer giiller for jorden:
— Sandhalt: minst 50 % och hogst 75 %.

5

5.

—pH:5,5-7
— Halten organiskt kol: 0,5-1.5 %.

— Den mikrobiella biomassan bor bestimmas (8), (9) och dess kolhalt bor vara minst 1 % av jordens totala organiska
kol.

[ de flesta fall dr jord med dessa egenskaper ett exempel pd simsta mdjliga situation — adsorptionen av testimnet dr
minimal, medan mikrofloran har maximal tillgéng till testimnet. Det betyder att det i regel inte beh&vs test med andra typer
av jord. I vissa fall, till exempel diir testiimnet mestadels férviintas hamna i speciella jordar ssom sura skogsjordar eller om
testimnet bestdr av elektrostatiskt laddade kemikalier, kan det vara nodviindigt att anviinda en extra jordtyp.

Insamling och lagring av jordprover
Insamling

Man bor ha tillging till detaljerade upplysningar om historian for den plats dir testjorden tas, Upplysningarna bor omfatta
exakt lige, vixtlighetsticke, datum tor behandlingar med vixtskyddsprodukter, behandlingar med organiska och
oorganiska godselmedel, tillforsel av biologiska material eller oavsiktlig fororening. Den plats som viiljs f6r provtagningen
bor vara limpad for lingtidsanviindning. Limpliga platser ér flerdrig ingsmark, dkrar med ettiriga spannmdlsgrodor (utom
majs) och tiittsidda gronbeten. Vid provtagningstidpunkten mdste det ha gitt minst ett ir frin en eventuell behandling av
provtagningsplatsen med viixtskyddsprodukter. Det bor dven ha gatt minst sex ménader fran tillférsel av organiska
godselmedel. Anviindning av mineralgddselmedel dr godtagbar endast niir detta sker med utgingspunkt frin grodans
behov. Jordprover féir inte tas forrin det har gitt minst tre minader frin godslingen. Jord som har behandlats med
godselmedel med kiinda biocideffekter (till exempel kalciumcyanid) bor undvikas.

Provtagning bor undvikas under eller strax efter linga perioder (lingre én 30 dagar) av torka eller vattenmiittnad. Pé plojd
mark skall jordproverna tas pd ett djup mellan 0 och 20 cm. Pd grismark (fingar) eller annan mark som plojs séillan (minst
en vixtsdsong mellan varje plojning) kan maximidjupet for provtagningen vara lite mer in 20 cm (till exempel 25 cm).

Jordproverna skall transporteras i behdllare, och temperaturbetingelserna bor vara sidana att det inte finns risk for
signifikanta toréindringar av jordens ursprungliga egenskaper.

Lagring

De jordprover som anviinds skall helst vara nytagna. Om lagring i laboratoriet inte kan undvikas kan jordproverna héllas i
morker vid 4 £2°C under hogst tre minader. Det dr viktigt att lagringsbetingelserna ér aeroba. Om jordprover tas frin
omréiden dir marken ir frusen under minst tre manader per ar kan proverna lagras vid -18°C till -22°C under hogst sex
ménader. Den mikrobiella biomassan hos lagrade jordprover bestims fore varje forsok. Biomassans kolhalt bor vara minst
1 % av jordens totala kolhalt (se avsnitt 1.6.2).
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1.6.4

1.64.1

1.6.4.2

1.6.4.3

1.6.6

Hantering och beredning av jordprover som testas
Forinkubation

For jordprover som har lagrats (se avsnitt 1.6.3.2) rekommenderas en forinkubation under 2-28 dagar. Under
forinkubationen bér jordprovet ha samma temperatur och fukthalt som under sjilva testet (se avsnitten 1.6.4.2 och 1.7.1.3).

Iysikalisk-kemiska egenskaper

Stora foremdl (till exempel stenar och viixtdelar) avligsnas manuellt ur jorden, som direfter siktas fuktig, utan att torkas
alltfor mycket, till en partikelstorlek som &r hogst 2 mm. Jordprovets fukthalt justeras med destillerat eller avjoniserat
vatten till ett viirde mellan 40 % och 60 % av den maximala vattenkapaciteten.

Férbdttring med organiskt substrat

Jorden skall forbiittras med ett limpligt organiskt substrat, till exempel lusern- och grismjol (huvudbestindsdel: Medicago
sativa (bldlusern)) som har en kol/kviive-kvot mellan 12/1 och 16/1. Den rekommenderade kvoten mellan lusern och jord
dr 5 g lusern per kilogram jord (torrvikt).

Beredning av testimnet for applicering i jorden

Testimnet appliceras i regel med hjilp av en vehikel. Som vehikel kan vatten anviindas (for vattenldsliga dmnen) eller ett
inert fast material sdsom fin kvartssand (partikelstorlek: 0,1-0,5 mm). Viitskeformiga vehiklar andra dn vatten (till exempel
organiska 16sningsmedel sdsom aceton och kloroform) bor undvikas eftersom de kan skada mikrofloran. Om sand anviinds
som vehikel kan den beliggas med testimnet upplost eller suspenderat i ett limpligt 16sningsmedel. Losningsmedlet
avligsnas direfter genom avdunstning innan den belagda sanden blandas i jorden. For en optimal férdelning av testiimnet i
jorden rekommenderas 10 g sand per kilogram jord (torrvikt). Kontrollproverna behandlas med lika stor méingd rent vatten
eller ren kvartssand.

Vid testning av flyktiga kemikalier bor forluster under behandlingen minimeras. Likasd boér en homogen fordelning i
jorden siikerstillas (testimnet bor exempelvis injiceras pd flera stilllen 1 jorden).

Testkoncentrationer

Vid testning av jordbrukskemikalier boér minst tvd koncentrationer anviindas. Den ligre koncentrationen bor minst
motsvara den maximimingd som 1 praktiken forviintas nd jorden, och den hogre koncentrationen bér vara en multipel av
den ligre koncentrationen. Vid berikning av koncentrationerna for det testimne som tillfors jorden antas att upptaget dr
enhetligt ned till jorddjupet 5 cm och att bulkdensiteten ir 1,5. Vid testning av jordbrukskemikalier som appliceras direkt i
jorden eller kemikalier didr den mingd som nér jorden kan forutses, rekommenderas dels den maximala PEC-
koncentrationen (Predicted Environmental Concentration), dels en femfaldig koncentration av denna. Amnen som
forviintas bli applicerade i jorden flera glnger under en siisong bor testas vid koncentrationer som féis genom att
multiplicera PEC-koncentrationen med det maximala antalet forviintade appliceringar. Den hdgsta testkoncentrationen bor
dock inte overskrida mer én tio ginger den maximala koncentrationen vid en enskild applicering. Vid testning av andra
kemikalier @n jordbrukskemikalier anviinds en geometrisk serie med minst fem koncentrationer. Testkoncentrationerna bor
ticka det omride som behovs for att bestimma EC,-viirden.
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1.7.1

1.7.1.1

1.7.1.2

1.7.1.3

1.7.2.1

TESTETS UTFORANDE

Exponeringsbetingelser

Behandlade prover och kontrollprover

Vid testning av jordbrukskemikalier delas jorden i tre delar med lika vikt. Tva delar blandas med vehikel plus produkt och
den tredje blandas med ren vehikel (kontrollprov). Minst tre replikat rekommenderas tor behandlade respektive
obehandlade jordprover. Vid testning av andra kemikalier dn jordbrukskemikalier delas jorden i sex delar med lika vikt.
Fem prover blandas med vehikel plus testimne och det sjiitte provet blandas med ren vehikel. Tre replikat rekommenderas
for behandlade prover respektive kontrollprov. Det &r viktigt att sikerstilla en homogen fordelning av testimnet i de
behandlade jordproverna. Vid inblandningen bér kompaktering eller klumpbildning av jorden undvikas.

Inkubation av jordprover

Inkubationen av jordprover kan utforas pd tvé olika sitt. Den kan goras med bulkprover av varje behandlat och obehandlat
jordprov eller som en serie individuella och lika stora delprover av varje behandlat och obehandlat jordprov. Vid testning
av flyktiga dmnen bor man dock alltid anviinda en serie individuella delprover. Vid inkubation i form av bulk bereds stora
mingder av behandlade och obehandlade jordprover. Under testets ging tas behdvligt antal delprover for analys. De
miingder som bereds for behandlade och obehandlade jordprover beror pd storleken hos de delprover som ingér, antalet
replikat som anviinds for analys och det forviintade antalet provtagningsgéanger. Jordprover som inkuberas i form av bulk
bor blandas grundligt innan delprover tas. Nir jordprover inkuberas i form av en serie individuella prover, delas varje
behandlat och obehandlat prov upp i det antal delprover som behdvs och anviinds direfter pd planerat siitt. Om det ar
sannolikt med fler dn tvd provtagningstillfillen bor tillriickligt antal delprover beredas med tanke pd alla replikat och alla
provtagningstillfillen. Minst tre replikatprover av testjorden bér inkuberas under aeroba betingelser (se avsnitt 1.7.1.1).
Alla testbehallare som anvinds bor ha ett tillrickligt utrymme ovantor viitskeytan for att anaeroba betingelser inte skall
uppstd. Vid testning av flyktiga dmnen bor testet alltid goras med en serie individuella delprover.

Testhetingelser och testperiodens ldngd

Testet genomfors 1 morker vid en rumstemperatur pd 20 £2°C. Under testets ging bor jordprovernas fukthalt hallas vid 40—
60 % av jordens maximala vattenkapacitet (se avsnitt 1.6.4.2). Tilliten variation &r £5 %. Destillerat eller avjoniserat vatten
kan tillforas vid behov.

Testet bor omfatta en period pd minst 28 dagar. Vid testning av jordbrukskemikalier jimfors nitratbildningshastigheten i
behandlade prover och kontrollprover. Om avvikelsen ir hdgre én 25 % dag 28, forlings testet tills skillnaden dr hogst 25
% eller tills testet har varat 100 dagar, beroende pd& vilken grins som nds forst. For andra kemikalier idn
jordbrukskemikalier avslutas testet efter 28 dagar. P4 dag 28 bestims nitratmiingderna i behandlade jordprover och
kontrollprover, och EC-viirden beriiknas.

Provtagning och analys av jordprover
Provtagningsschema

Vid testning av jordbrukskemikalier analyseras jordproverna med avseende pa nitrat, dag 0, 7, 14 och 28. Om testperioden
miste forlingas gors tilliggsbestimningarna med 14 dagars intervall efter dag 28.
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1.72.2

2.1

2.2

Vid testning av andra kemikalier dn jordbrukskemikalier anviinds minst fem testkoncentrationer, och nitratanalys gérs pa
jordproverna i borjan (dag 0) och i slutet av exponeringsperioden (dag 28). En delbestimning kan goras till exempel dag 7
om det bedéms vara nédviindigt. De resultat som erhélls dag 28 anviinds tor att bestimma EC,-viirdet for kemikalien. Om
sd Onskas kan kontrollprovernas data frin dag 0 anviindas for att rapportera jordens ursprungliga nitrathalt.

Analys av jordprover

Miéngden nitrat som har bildats i vart och ett av de behandlade proverna och kontrollreplikat bestims for varje
provtagningstidpunkt. Nitratet extraheras ur jorden genom att proverna skakas med ett limpligt 13sningsmedel, till exempel
0,1 M kaliumkloridlosning. 5 ml KCl-l1osning per gram jord (torrvikt) rekommenderas. For optimal extraktion bor
behdllarna med jord och extraktionslosning inte vara fyllda mer in till hiilften. Blandningarna skakas vid 150 rpm under 60
minuter. Blandningarna centrifugeras eller filtreras och viitskefasens analyseras med avseende pd nitrat. Partikelfria
viitskeextrakt kan lagras fore analys vid —20 £5°C i hogst sex méanader.

DATA

BEHANDLING AV RESULTATEN

Vid testning av jordbrukskemikalier registreras mingden nitrat som har bildats i varje replikatprov, och medelvirdena t6r
alla replikat ges i tabellform. Kviiveomvandlingshastigheterna utvirderas med limpliga och allmiint accepterade statistiska
metoder (till exempel F-test, 5 % signifikansniva). Mingderna bildat nitrat uttrycks som mg nitrat/kg torrvikt jord/dag.
Nitratbildningshastigheten 1 varje behandlat prov jimfors med hastigheten i1 kontrollprovet, och den procentuella
avvikelsen frin kontrollprovet beriknas.

Vid testning av andra kemikalier dn jordbrukskemikalier bestims mingden nitrat som har bildats i varje replikat, och en
dos-responskurva ritas upp for uppskattningen av EC,-viirden. Miingderna nitrat i de behandlade proverna (mg nitrat/kg
torrvikt jord) dag 28 jimtors med méngderna i kontrollproverna. Resultatet anviinds for beriikning av den procentuella
himningen for varje testkoncentration. Dessa procentviirden ritas upp mot koncentrationen, och EC,-viirden beriknas med
hjilp av statistiska metoder. Konfidensgrinserna (p = 0,95) for de beriiknade EC,-viirdena bestiims med standardmetoder

(10, (11), (12).

Om kviivehalterna i de éimnen som testas ir hoga kan detta piverka miingden nitrat som bildas under testet. Om siidana
dmnen testas vid en hdg koncentration (till exempel kemikalier som sannolikt kommer att appliceras vid upprepade
tillfillen) méste testet omfatta tillborliga kontrollprover (jord med testimne men utan vixtmjol). De véirden som tis for
dessa kontrollprover maste beaktas vid berikning av EC,.

TOLKNING AV RESULTATEN

Om resultaten frin test rorande jordbrukskemikalier tyder pd att nitratbildningshastigheten vid den ligre behandlingsnivin
(den maximala forviintade koncentrationen) avviker frin hastigheten vid kontrollnivin med hogst 25 % vid alla
provtagningstidpunkter efter dag 28, kan man anse att produkten inte har nigon langtidseffekt pd kviveomvandling i jord.
Vid utvirdering av test rorande andra éimnen in jordbrukskemikalier anviinds viirden for ECsg, ECas och/eller ECy.
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3 RAPPORTERING

Testrapporten skall innehdlla nedan angivna uppgifter.

Fullstiindig identifiering av jorden, inbegripet

— platsens geografiska data (latitud, longitud),

— upplysningar om platsens historia (viixtlighetstiicke, behandlingar med viixtskyddsprodukter, behandlingar med

godselmedel, oavsiktlig férorening och dylikt),
— anviindningsmonster (till exempel jordbruksmark eller skog),
— provtagningsdjup (cm),
— halten sand/slam/lera (% torrvikt),
— pH (i vatten),
— halten organiskt kol (% torrvikt),
— halten kviive (% torrvikt),
— ursprunglig nitrathalt (mg nitrat/kg torrvikt),
— katjonbyteskapacitet (mmol/kg),
— mikrobiell biomassa angiven som procentandel av totalt organiskt kol,
— vilka metoder som har anviints tor bestiimning av varje parameter,
— alla upplysningar som hor samman med insamling och lagring av jordproverna,
— detaljupplysningar om eventuell férinkubation av jorden.

Testimne:

— fysikalisk natur och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper,
— kemiska identifieringsdata med angivelse av, dir det &r relevant, strukturformel, renhetsgrad
viixtskyddsprodukter procentandelen aktivt imne), kviivehalt.

Substrat:

— kiilla,

— sammansittning (till exempel lusernmjél eller lusern- och grismjol),
— halten kol, kviive (% torrvikt),

— siktstorlek (mm).

Testbetingelser:

— detaljupplysningar om forbiittring av jorden med organiskt substrat,

— antalet koncentrationer av testkemikalien och, dér det ir relevant, motivering for de valda koncentrationerna,
— detaljupplysningar om hur testimnet har tillforts jorden,

— inkubationstemperatur,

— jordens fukthalt vid testets bérjan och under testets ging,

— inkubationsmetod (som bulk eller som en serie individuella delprover),

— antalet replikat,

— provtagningstidpunkter,

— metod for extraktion av nitrat ur jorden.

(for
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Resultat:

— analysforfarande och apparatur som har anviints for analys av nitrat,

— data i tabellform inbegripet individuella och genomsnittliga viirden for nitratbestimningarna,

— variationen mellan replikaten for behandlade prover och kontrollprover,

— redogorelse for justeringar som har gjorts vid beriikningarna (om relevant),

— den procentuella variationen for nitratbildningshastigheterna vid varje provtagningstidpunkt eller, dir det ir
relevant, ECso-viirde med 95 procents konfidensgriing, ovriga EC,-viirden (till exempel ECss eller ECo) med
konfidensintervall och en dos-responskurva,

— statisk behandling av resultaten,

— alla upplysningar och observationer som kan vara till nytta vid tolkningen av resultaten.
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C.22. JORDLEVANDE MIKROORGANISMER: TEST RORANDE OMVANDLING AV KOL
1. METOD
Denna metod ir i stort sett identisk med OECD TG 217 (2000).
1.1 INLEDNING

Den testmetod som beskrivs hiir dr en laboratoriemetod for undersokning av de potentiella langtidseffekter som en
engsdngsexponering av jordbruksprodukter, och eventuellt diven andra kemikalier, kan ha pd jordlevande mikroorganismers
omvandling av kol. Testmetoden grundar sig i huvudsak pd rekommendationerna frin Vixtskyddsorganisationen for
Europa och Medelhavsomridet (EPPO) (1). Aven &vriga riktlinjer har beaktats, till exempel riktlinjerna frén Biologische
Bundesanstalt i Tyskland (2), Environmental Protection Agency i USA (3) och SETAC (4). Vid en OECD-workshop om
valet av jord och sediment i Belgirate, [talien, 1995 (5), kom man dverens om hur méanga och vilka typer av jord som skall
anvindas i detta test. Rekommendationerna for insamling, hantering och lagring av jordprover grundar sig pa ISO-riktlinjer
(6) och rekommendationer frin workshopen i Belgirate.

Vid bedoémning och utvirdering av olika dmnens toxiska egenskaper kan det vara nodviindigt att bestimma effekterna pa
den mikrobiella aktiviteten 1 jorden, till exempel nir det behovs upplysningar om de potentiella bieffekter som
viixtskyddsprodukter kan ha pd mikrofloran i jorden, eller niir det dr sannolikt att de jordlevande mikroorganismerna
exponeras tor andra kemikalier iin viixtskyddsprodukter. Testet rorande omvandling av kol gors for att bestiimma sdana
kemikaliers effekter pd mikrofloran i jorden. Vid testning av jordbrukskemikalier (till exempel vixtskyddsprodukter,
godselmedel och skogskemikalier) bor testet omfatta bide omvandling av kol och omvandling av kvive. I friga om 6vriga
kemikalier riicker det att testa omvandling av kviive. Nir sddana kemikalier testas rorande omvandling av kviive och man
tir ECsy-viirden som faller inom samma omride som giller for kommersiellt tillgidngliga nitrifikationshimmande medel
(till exempel nitrapyrin), kan man #iven gora test rorande omvandling av kol i syfte att fi ytterligare upplysningar.

Jord bestir av levande och icke-levande komponenter som forekommer 1 komplexa och heterogena sammansiittningar.
Mikroorganismerna spelar en viktig roll for nedbrytning och omvandling av organiskt material i fertila jordar. Det finns
manga olika arter och dessa bidrar till de olika aspekter som giiller for jordens fertilitet. Lingvariga storningar av dessa
biokemikaliska processer kan iven stora kretsloppet av niringsimnen, vilket i sin tur kan leda till forindringar av jordens
fertilitet. Omvandling av kol och kvive sker i alla fertila jordar. Aven om de mikrobsamhillen som utfér dessa processer
varierar frin jord till jord, foljer omvandlingen i huvudsak samma monster.

Syftet med den testmetod som beskrivs hir dr att upptiicka skadliga langtidseffekter som ett imne kan ha pd omvandlingen
av kol i aerob ytjord. Testet dr kiinsligt for foriindringar i storlek och aktivitet hos de mikrobsamhillen som svarar for
omvandlingen av kol, eftersom de genom testet utsiitts for bide kemisk stress och kolsvilt. For testet anviinds sandhaltig
jord med lag halt organiskt material. Jorden behandlas med testiimnet och inkuberas under betingelser som mojliggor snabb
mikrobiell metabolism. Under sddana betingelser sker en snabb utarmning av jordens innehdll av Littillgiingligt kol. Detta
leder till kolbrist som dédar mikrobcellerna och inducerar en viloperiod och/eller sporbildning. Om testet kors under en
lingre tid dn 28 dagar kan summan av dessa reaktioner miitas i de obehandlade jordproverna som en progressiv minskning
av metaboliskt aktiv mikrobiell biomassa (7). Om biomassan i en kolstressad jord pdverkas av en kemikalie under de
betingelser som rider under testet, dterstiills den eventuellt inte till samma nivd som i ett obehandlat jordprov. Stérningar
som testimnet har orsakat vid ndgon forsokstidpunkt varar da ofta till slutet av testet.
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De test som har anviints som grund fér denna testmetod ir primért utformade for situationer dér den miingd dmne som nir
jorden kan forutses. Sa ir fallet till exempel for viixtskyddsprodukter dér man kiinner till den miingd som har applicerats pa
en dker. For jordbrukskemikalier riicker det med att testa tvd sfidana doser som ér relevanta med tanke pd den forviintade
applicerade mingden. Jordbrukskemikalier kan testas med avseende pa aktiva dmnen eller produktsammansittningar.
Testet ér dock inte begriinsat till kemikalier med forutséigbara halter 1 miljon. Genom att éindra bide miingderna testimne
som tillférs jorden och metoderna for utviirdering av data, kan testet dven anviindas for situationer dir mingden kemikalie
som forvintas nd jorden inte édr kiind. Pa sd siitt kan man i friga om andra kemikalier dn jordbrukskemikalier bestimma
effekterna av en serie koncentrationer pd omvandlingen av kol. Erhdllna testdata anviinds for att rita upp en dos-
responskurva och beriikna EC,-viirden, dir x dr den procentuella effekten.

DEFINITIONER

Omvandling av kol: Nedbrytning av organiskt material genom inverkan av mikroorganismer under bildning av
slutprodukten koldioxid.

EC, (effektiv koncentration): Den koncentration av testimnet i jorden som leder till att omvandlingen av kol till
koldioxid hiimmas till x procent.

ECs (median effektiv koncentration): Den koncentration av testimnet i jorden som leder till att omvandlingen av kol till
koldioxid hiimmas till 50 procent.

REFERENSAMNEN

Inga.
PRINCIP FOR TESTMETODEN

Siktad jord behandlas med testimnet eller limnas obehandlad (kontrollprov). Vid testning av jordbrukskemikalier
rekommenderas minst tvd testkoncentrationer, och dessa bor viljas med beaktande av den hogsta koncentration som kan
forvéintas nd jorden. Efter inkubation under 0, 7, 14 och 28 dagar blandas de behandlade och obehandlade proverna med
glukos, och den glukosinducerade respirationen i varje prov miits under 12 pd varandra féljande timmar. Respirationen
uttrycks som miéngden frigjord koldioxid (mg koldioxid/kg torrvikt jord/h) eller mingden forbrukat syre (mg syre/kg
jord/h). Den genomsnittliga respirationen i de behandlade jordproverna jimtérs med situationen i kontrollproverna, och
den procentuella avvikelsen frin kontrollprovet beritknas. Alla test bor omfatta minst 28 dagar. Om skillnaderna mellan
behandlade och obehandlade prover ir minst 25 % dag 28 gors fortsatta bestimningar med 14 dagars intervall under en
period som maximalt stricker sig till dag 100. Vid testning av andra kemikalier dn jordbrukskemikalier appliceras en serie
koncentrationer av testimnet i jordprover, och efter 28 dagar bestims den glukosinducerade respirationen (de
genomsnittliga mingderna bildad koldioxid eller forbrukat syre). Resultaten frin test med en serie koncentrationer
analyseras med hjillp av en regressionsmodell och relevanta EC-viirden beriiknas (till exempel ECsy, EC»s och/eller ECg).
Se definitionerna.

TESTETS GILTIGHET

Utviirderingen av testresultat rérande jordbrukskemikalier baserar sig pé relativt sma skillnader (till exempel medelvirde
+25 %) mellan frigjord koldioxid eller forbrukat syre i (eller av) obehandlade och behandlade jordprover. Diirfor kan stora
variationer i de obehandlade proverna leda till falska resultat. Variationen mellan obehandlade replikatprover bor dirfor
vara mindre dn =15 %.
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1.6 BESKRIVNING AV TESTMETODEN
1.6.1 Utrustning
Provbehéllarna bor vara tillverkade av kemiskt inert material. Deras volym bér anpassas till det forfarande som anviinds tor
inkubation av jorden, till exempel inkubation som bulk eller som en serie individuella jordprover (se avsnitt 1.7.1.2). Det ir
viktigt att minimera vattenforlusterna och sorja for gasviixling under testets forlopp (provbehillarna kan till exempel tickas
med perforerad polyetylenfilm). Vid testning av flyktiga dmnen bér forseglingsbara och gastita behéllare anvindas.
Behdllarnas storlek bor anpassas sd att jordprovet upptar cirka en fjirdedel av behéllarens volym.
For bestimning av glukosinducerad respiration krivs inkubationssystem och instrument for mitning av producerad
koldioxid eller forbrukat syre. Exempel pd sddana system och instruments finns i litteraturen (&), (9), (10), (11).
1.6.2 Valet av jord och antal jordtyper
Endast en typ av jord anviinds. Foljande rekommendationer giiller for jorden:
— Sandhalt: minst 50 % och hogst 75 %.
— pH:5,5-75.
— Halten organiskt kol: 0,5-1,5 %.
— Den mikrobiella biomassan bor bestimmas (12), (13) och dess kolhalt bor vara minst 1 % av jordens totala
organiska kol.
I de flesta fall utgdr jord med dessa egenskaper ett exempel péd siimsta mojliga situation — adsorptionen av testimnet dr
minimal, medan mikrofloran har maximal tillging till testimnet. Det betyder att det i regel inte behdvs test med andra typer
av jord. I vissa fall, till exempel diir testiimnet mestadels forviintas hamna i siirskilda jordar sdsom sura skogsjordar eller
om testimnet bestar av elektrostatiskt laddade kemikalier, kan det vara nddviindigt att anviinda en extra jordtyp.
1.6.3 Insamling och lagring av jordprover
1.6.3.1 Insamling

Man bor ha tillgang till detaljerade upplysningar om historian for den plats diir testjorden tas. Upplysningarna bor omfatta
exakt lige, vixtlighetsticke, datum for behandlingar med viixtskyddsprodukter, behandlingar med organiska och
oorganiska godselmedel, tillforsel av biologiska material eller oavsiktlig férorening. Den plats som viiljs for provtagningen
bor vara limpad for lingtidsanviindning. Limpliga platser ér flerdrig dngsmark, dkrar med ettiriga spannmalsgrodor (utom
majs) och tiittsidda gronbeten. Vid provtagningstidpunkten miste det ha gdtt minst ett r frin en eventuell behandling av
provtagningsplatsen med viixtskyddsprodukter. Det bor fdven ha gitt minst sex ménader frin tillforsel av organiska
godselmedel. Anvindning av mineralgddselmedel &r godtagbar endast niir detta sker med utgdngspunkt frin grodans
behov. Jordprover fir inte tas forrin det har gétt minst tre ménader frin gddslingen. Jord som har behandlats med
godselmedel med kiinda biocideffekter (till exempel kalciumcyanid) bér undvikas.

Provtagning bor undvikas under eller strax efter linga perioder (lingre dn 30 dagar) av torka eller vattenmiittnad. Pa plojd
mark skall jordproverna tas pa ett djup mellan 0 och 20 cm. P4 grismark (dingar) eller annan mark som pléjs séllan (minst
en viixtsisong mellan varje plojning) kan maximidjupet for provtagningen vara lite mer én 20 cm (till exempel 25 cm).
Jordproverna skall transporteras i behdllare, och temperaturbetingelser bor vara sddana att det inte finns risk for
signifikanta toriindringar av jordens ursprungliga egenskaper.
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1.6.4

1.6.4.1

1.6.4.2

1.6.6

Lagring

De jordprover som anviinds skall helst vara nytagna. Om lagring i laboratoriet inte kan undvikas kan jordproverna héllas i
morker vid 4£2°C under hogst tre ménader. Det @r viktigt att lagringsbetingelserna &r aeroba. Om jordprover tas frédn
omriden dir marken ir frusen under minst tre mdnader per ir kan proverna lagras under hogst sex minader vid -18°C. Den
mikrobiella biomassan hos lagrade jordprover bestims fore varje forstk. Biomassans kolhalt bor vara minst 1% av jordens
totala kolhalt (se avsnitt 1.6.2).

Hantering och beredning av jordprover som testas
Forinkubation

For jordprover som har lagrats (se avsnitten 1.6.4.2 och 1.7.1.3) rekommenderas en férinkubation under 2-28 dagar. Under
forinkubationen bor jordprovet ha samma temperatur och fukthalt som under sjilva testet (se avsnitten 1.6.4.2 och 1.7.1.3).

Fysikalisk-kemiska egenskaper

Stora féremdl (till exempel stenar och viixtdelar) avlidgsnas manuellt ur jorden, som direfter siktas fuktig, utan att torkas
alltfor mycket, till en partikelstorlek som dr hogst 2 mm. Jordprovets fukthalt justeras med destillerat eller avjoniserat
vatten till ett viirde mellan 40% och 60% av den maximala vattenkapaciteten.

Beredning av testimnet for applicering i jorden

Testimnet appliceras i regel med hjilp av en vehikel. Som vehikel kan vatten anviindas (for vattenldsliga dmnen) eller ett
inert fast material sdsom fin kvartssand (partikelstorlek: 0,1-0,5 mm). Viitskeformiga vehiklar andra dn vatten (till exempel
organiska losningsmedel sdsom aceton och kloroform) bér undvikas eftersom de kan skada mikrotloran. Om sand anvinds
som vehikel kan den beliggas med testimnet upplost eller suspenderat i ett limpligt 16sningsmedel. Losningsmedlet
avligsnas direfter genom avdunstning innan den belagda sanden blandas i jorden. For en optimal férdelning av testimnet i
jorden rekommenderas 10g sand per kilogram jord (torrvikt). Kontrollproverna behandlas med lika stor mingd rent vatten
eller ren kvartssand.

Vid testning av flyktiga kemikalier bor forluster under behandlingen minimeras. Likasd bor en homogen fordelning i
jorden siikerstiillas (testimnet bér exempelvis injiceras pa flera stiillen i jorden).

Testkoncentrationer

Om testet giller vixtskyddsprodukter eller andra kemikalier med forutsigbara koncentrationer i miljén, bér minst tva
koncentrationer anvéindas. Den ligre koncentrationen bor minst motsvara den maximimingd som i praktiken forviintas nd
jorden, och den hogre koncentrationen bor vara en multipel av den ligre koncentrationen. Vid beriikning av
koncentrationerna for det testimne som tillfors jorden antas att upptaget dr enhetligt ned till jorddjupet 5 cm och att
bulkdensiteten ir 1,5. Vid testning av jordbrukskemikalier som appliceras direkt pd jorden eller kemikalier dir den miingd
som ndr jorden kan forutses, rekommenderas PEC-koncentrationen (Predicted Environmental Concentration) och en
femfaldig koncentration av denna. Amnen som forviintas bli applicerade i jorden flera ginger under en siisong bor testas
vid koncentrationer som fis genom att multiplicera PEC-koncentrationen med det maximala antalet forvintade
appliceringar. Den hogsta testkoncentrationen bor dock inte Sverskrida mer én tiofaldigt den maximala koncentrationen vid
en enskild applicering.

Vid testning av andra kemikalier dn jordbrukskemikalier anviinds en geometrisk serie med minst fem koncentrationer.
Testkoncentrationerna bor ticka det omride som behévs for att bestimma EC,-viirden.
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1.7.1

1.7.1.1

1.7.1.2

1.7.1.3

1.7.2

1.7.2.1

TESTETS UTFORANDE
Exponeringsbetingelser
Behandlade prover och kontrollprover

Vid testning av jordbrukskemikalier delas jorden i tre delar med lika vikt. Tva delar blandas med vehikel plus produkt och
den tredje blandas med ren vehikel (kontrollprov). Minst tre replikat rekommenderas tor behandlade respektive
obehandlade jordprover. Vid testning av andra kemikalier dn jordbrukskemikalier delas jorden i sex delar med lika vikt.
Fem prover blandas med vehikel plus testimne och det sjiitte provet blandas med ren vehikel. Tre replikat rekommenderas
for behandlade prover respektive kontrollprov. Det &r viktigt att sikerstilla en homogen fordelning av testimnet i de
behandlade jordproverna. Vid inblandningen bor kompaktering eller klumpbildning av jorden undvikas.

Inkubation av jordprover

Inkubationen av jordprover kan utforas pd tvé olika sitt. Den kan goras med bulkprover av varje behandlat och obehandlat
jordprov eller som en serie individuella och lika stora delprover av varje behandlat och obehandlat jordprov. Vid testning
av flyktiga dmnen bor man dock alltid anviinda en serie individuella delprover. Vid inkubation i form av bulk bereds stora
miingder av behandlade och obehandlade jordprover. Under testets gdng tas behovligt antal delprover for analys. De
miingder som bereds for behandlade och obehandlade jordprover beror pd storleken hos de delprover som ingér, antalet
replikat som anvinds f6r analys och det forviintade antalet provtagningstillfillen. Jordprover som inkuberas i form av bulk
bor blandas grundligt innan delprover tas. Nir jordprover inkuberas i form av en serie individuella prover, delas varje
behandlat och obehandlat prov upp i behdvligt antal delprover som direfter anviinds pd planerat siitt, Om det dr sannolikt
med fler dn tvd provtagningstillfillen bor tillriickligt antal delprover beredas med tanke pd alla replikat och alla
provtagningsginger. Minst tre replikatprover av testjorden bor inkuberas under aeroba betingelser (se avsnitt 1.7.1.1). Alla
testbehdllare som anvinds bor ha ett tillriickligt utrymme ovanfor viitskeytan for att det inte skall uppstd anaeroba
betingelser. Vid testning av flyktiga dmnen bor testet alltid goras med en serie individuella delprover.

Testhetingelser och testperiodens ldngd

Testet genomfors i morker vid en rumstemperatur pd 20 £2°C. Under testets gdng bor jordprovernas fukthalt uppritthallas
vid 40-60 % av jordens maximala vattenkapacitet (se avsnitt 1.6.4.2). Tilliten variation 4r +5%. Destillerat eller
avjoniserat vatten kan tillforas vid behov.

Testet bor omfatta en period pd minst 28 dagar. Vid testning av jordbrukskemikalier jimfors mingderna koldioxid som
frigors eller syre som forbrukas i behandlade och obehandlade prover. Om avvikelsen dr higre dn 25 % dag 28, forlings
testet tills skillnaden dr hogst 25 % eller tills testet har varat 100 dagar, beroende pé vilken gréiins som nds forst. For andra
kemikalier én jordbrukskemikalier avslutas testet efter 28 dagar. Dag 28 bestiims mingderna frigjord koldioxid eller
forbrukat syre 1 behandlade jordprover och kontrollprover och EC,-viirden beriknas.

Provtagning och analys av jordprover
Provtagningsschema

Vid testning av jordbrukskemikalier analyseras jordproverna med avseende pa glukosinducerad respiration dag 00, 7, 14 och
28. Om testperioden miste forlingas gors tilliggsbestimningarna med 14 dagars intervall efter dag 28.

Vid testning av andra kemikalier in jordbrukskemikalier anvinds minst fem testkoncentrationer, och jordproverna
analyseras med avseende pé glukosinducerad respiration i borjan (dag 0) och i slutet av exponeringsperioden (dag 28). En
delbestimning kan goras till exempel dag 7 om det bedéms vara nédviindigt. De resultat som erhdlls dag 28 anviinds for att
bestiimma EC,-viirdet for kemikalien. Enligt val kan data rérande kontrollproverna frin dag 0 anviindas for att uppskatta de
ursprungliga méngderna metaboliskt aktiv mikrobiell massa i jorden (12).
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1.72.2

2.1

2.2

Bestdamning av glukosinducerad respiration

Den glukosinducerade respirationen bestims for varje behandlat och obehandlat replikat och for varje
provtagningstidpunkt. Jordproverna blandas med en glukosmiingd som ir tillricklig for att framkalla en omedelbar och
maximal respirationsrespons. Den miingd glukos som behovs for att framkalla en maximal respirationsrepons 1 en given
jordtyp kan bestimmas genom ett preliminiirt test som utférs med en serie glukoskoncentrationer (14). For sandhaltig jord
med 0,5-1,5 % organiskt kol ér det i regel tillrickligt med 2—4 g glukos per kg jord (torrvikt). Glukosen kan malas till
pulver med ren kvartssand (10 g sand/kg torrvikt jord) och blandas sedan homogent in i jorden.

Jordproverna med glukos inkuberas vid 20 £ 2°C 1 ett system som é&r limpligt for bestimning av respirationen.
Bestimningen kan goras kontinuerligt, varje timme eller var annan timme (se avsnitt 1.6.1). Den koldioxid som frigors
eller det syre som forbrukas miits under 12 pd varandra foljande timmar och mitningarna bor inledas s& snart som mojligt
(1-2 timmar) efter glukostilltérseln. De totala méngderna frigjord koldioxid eller forbrukat syre under de 12 timmarna
uppmiits och den genomsnittliga respirationen bestims.

DATA
BEHANDLING AV RESULTATEN

Vid testning av jordbrukskemikalier registreras méngden frigjord koldioxid eller forbrukat syre i varje replikatprov, och
medelvirdena for alla replikat ges i tabellform. De viirden som erhdlls utviirderas med limpliga och allmiint godtagna
statistiska metoder (till exempel F-test, 5% signifikansniva). De virden som erhills f6r den glukosinducerade respirationen
uttrycks som mg koldioxid/kg torrvikt jord/h eller mg syreftorrvikt jord/h. Den genomsnittliga koldioxidbildningen eller
genomsnittliga syreférbrukningen jimfors med situationen i kontrollprovet och den procentuella avvikelsen fran
kontrollprovet beriiknas.

Vid testning av andra kemikalier in jordbrukskemikalier bestiims mingderna frigjord koldioxid eller forbrukat syre 1 varje
replikat, och en dos-responskurva ritas upp for uppskattningen av ECy-viirden. De viirden som efter 28 dagar registreras tor
den glukosinducerade respirationen (mg koldioxid/kg torrvikt jord/h eller mg syre/torrvikt jord/h) i de behandlade proverna
jAmfors med motsvarande viirden tor kontrollprovet. Resultatet anviinds for beriikning av den procentuella himningen for
varje testkoncentration. Dessa procentvirden ritas upp mot koncentrationen, och EC,-viirden beriiknas direfter med hjilp
av statistiska metoder. Konfidensgriinserna (p=0,95) t6r de beriiknade ECy-viirdena bestims med standardmetoder (15),
(16), (17).

TOLKNING AV RESULTATEN

Om utviirderingen av testresultaten rérande jordbrukskemikalier visar att respirationen vid den ligre behandlingsnivén (den
maximala forvintade koncentrationen) avviker fran virdet vid kontrollnivin med hogst 25% vid alla
provtagningstidpunkter efter dag 28, kan man anse att produkten inte har nigon lingtidsetfekt pd omvandlingen av kol i
jord. Vid utviirdering av test rérande andra dmnen in jordbrukskemikalier anviinds virden for ECs,, ECas och/eller EC)y.



30.4.2004 Europeiska unionens officiella tidning L 152/269

3 RAPPORTERING
TESTRAPPORT
Testrapporten skall innehdlla nedan angivna uppgifter.
Fullstindig identifiering av jorden, inbegripet

— platsens geografiska data (latitud, longitud),
— upplysningar om platsens historia (viixtlighetstiicke, behandlingar med viixtskyddsprodukter, behandlingar med
godselmedel, oavsiktlig férorening och dylikt),

— anvéindningsmonster (till exempel jordbruksmark eller skog),

— provtagningsdjup (cm),

— halten sand/slam/lera (% torrvikt),

— pH @ vatten),

— halten organiskt kol (% torrvikt),

— halten kvive (% torrvikt),

— katjonbyteskapacitet (mmol/kg),

— mikrobiell biomassa angiven som procentandel av totalt organiskt kol,

— vilka metoder som har anviints for bestimning av varje parameter,

— alla upplysningar som hor samman med insamling och lagring av jordproverna,
— detaljupplysningar om eventuell forinkubation av jorden.

Testiimne:

— fysikalisk natur och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper,
— kemiska identifieringsdata med angivelse av, dir det #r relevant, strukturformel, renhetsgrad (for
viixtskyddsprodukter procentandelen aktivt dmne), kvivehalt.

Testbetingelser:

— detaljupplysningar om forbiittring av jorden med organiskt substrat,

— antalet koncentrationer av testkemikalien och, dir det r relevant, motivering for de valda koncentrationerna,
— detaljupplysningar om hur testimnet har tillforts jorden,

— inkubationstemperatur,

— jordens tukthalt vid testets borjan och under testets gng,

— inkubationsmetod (som bulk eller som en serie individuella delprover),

— antalet replikat,

— provtagningstidpunkter.
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Resultat:
— metod och utrustning som har anvints for respirationsbestimningar,
— data i tabellform, inbegripet enskilda och genomsnittliga viirden t6r mingderna koldioxid eller syre,
— variationen mellan replikaten i behandlade prover och kontrollprover,
— redogorelse for justeringar som har gjorts vid berikningarna (om relevant),

— den procentuella variationen for glukosinducerad respiration vid varje provtagningstidpunkt eller, dir det &r
relevant, ECso-viirde med 95 procents konfidensgriing, ovriga ECs-viirden (till exempel ECas eller ECyy) med
konfidensintervall och en dos-responskurva,

— statistisk bearbetning av resultaten, i tillimpliga fall.

— alla upplysningar och observationer som kan vara till nytta vid tolkningen av resultaten.
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C.23. AEROB OCH ANAEROB OMVANDLING I JORD

METOD
Denna testmetod ér i stort sett identisk med OECD TG 307 (2002).

INLEDNING

Testmetoden baserar sig pé befintliga riktlinjer (1), (2), (3), (4), (5), (6), (7), (8), (9). Den testmetod som beskrivs hiir ir
avsedd for utviirdering av aerob och anaerob omvandling av kemikalier i jord. Bestimningar gors av 1) testimnets
omvandlingshastighet och ii) karaktiren och hastigheterna for bildning och minskning av de omvandlingsprodukter som
viixter och jordlevande organismer kan exponeras for. Sidana undersokningar behovs for kemikalier som appliceras direkt
i jorden eller sannolikt kommer att nd jorden. Resultaten kan ocksd anviindas for att utarbeta provtagnings- och
analysprotokoll for relaterade fiiltstudier.

For bedomning av omvandlingsmonstren ar det i regel tillriickligt med aeroba och anaeroba undersékningar av endast en
jordtyp (8), (10), (11). Omvandlingshastigheterna bor bestimmas 1 minst tre ytterligare jordtyper (8), (10).

Vid en OECD-workshop om valet av jord och sediment som holls 1 Belgirate, Italien, 1995 (10), kom man sérskilt overens
om hur méanga och vilka typer av jord som skall anviindas i detta test. De jordtyper som testas bor vara representativa for de
miljobetingelser didr anviindning eller utslipp forviintas ske. Exempelvis kemikalier som sannolikt kommer att slippas ut i
subtropiska till tropiska klimat bor testas med jordméner i klasserna Ferrasoler eller Nitosoler (FAO-systemet).
Workshopen i Belgirate gav ocksa rekommendationer rérande insamling, hantering och lagring av jordprover, baserade pa
1SO-riktlinjer (15). Aven anvindningen av jord for risodling behandlas i denna metod.

DEFINITIONER
Testimne: Alla dmnen, oavsett det giller den ursprungliga féroreningen eller relevanta omvandlingsprodukter.

Omvandlingsprodukter: Alla imnen som uppstdr till f61jd av biotiska eller abiotiska omvandlingsreaktioner av testimnet,
inbegripet CO» och produkter i bundna rester.

Bundna rester: Dessa iir sidana féreningar i jorden, i viixter eller i djur som blir kvar i matrisen i form av ursprungligt
dmne eller dess metaboliter eller omvandlingsprodukter efter extraktion. Extraktionsmetoden fér inte i avseviird grad leda
till @dndringar i sjidlva foreningarna eller matrisens struktur. Bindningens karaktir kan delvis klarliggas genom
matrisstorande extraktionsmetoder och sofistikerade analysmetoder. Hittills har man pd detta siitt kunnat identitiera till
exempel kovalenta bindningar, jonbindningar och sorptiva bindningar samt inneslutning. Generellt sett innebiir bildningen
av bundna rester att biotillgiingligheten blir signifikant mindre (12) (modifierat ur [UPAC 1984 (13)).

Aerob omvandling: Reaktioner som sker i nirvaro av molekylirt syre (14).
Anaerob omvandling: Reaktioner som sker utan nirvaro av molekylirt syre (14).

Jord: En blandning av mineraliska och organisk-kemiska bestindsdelar. De senare bestdr av foreningar med hog kol- och
kviivehalt samt hég molekylvikt. Dessa féreningar pdverkas av sma organismer (nistintill mikroorganismer). Jord kan
hanteras i tvd olika tillstand:

a) Ostord, sdsom den har uppstitt under tidens gang i karakteristiska skikt av ett flertal olika jordtyper.
b) Stord, vilket normalt gilller for odlad mark eller fall diir jordprover tas genom griivning och direfter undersoks med
denna testmetod (14).
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Mineralisering: Det fullstindiga sonderfallet av organiska foreningar till CO» och H>O under aeroba betingelser samt till
CH,, CO; och H,O under anaeroba betingelser. Med mineralisering avses hiir ett omfattande sonderfall som sker niir en
MC-mirkt forening anviinds och en mérkt kolatom oxideras under frigdrande av motsvarande miingd CO, (14).

Halveringstid: Betecknas med ty s — den tid det tar for ett testiimne att omvandlas till 50% niir omvandlingen kan beskrivas
med kinetik av forsta ordningen. Denna tid &ir oberoende av koncentrationen.

DTj5 (tid for forsvinnande 50): Den tid inom vilken testimnets koncentration gir ned med 50%. Denna tid ir inte samma
som halveringstiden ty 5 i fall ddr omvandlingen inte f6ljer kinetik av forsta ordningen.

DT75 (tid for forsvinnande 75): Den tid inom vilken testiimnets koncentration gér ned med 75%.
DTy (tid for forsvinnande 90): Den tid inom vilken testiimnets koncentration gér ned med 90%.

REFERENSAMNEN

Referensiimnen bor anviindas for karakterisering och/eller identifiering av omvandlingsprodukterna genom spektroskopiska
och kromatogratiska metoder.

1.4 TESTETS TILLAMPBARHET

Metoden kan tillimpas pd alla kemiska dmnen (omirkta eller radioaktivt mirkta) for vilka det finns tillgang till en
analysmetod som ir tillriickligt exakt och kéinslig. Metoden kan tillimpas pd foreningar som ir i viss min flyktiga, icke-
flyktiga, vattenlsliga eller vattenoltsliga. Testet bor inte tillimpas pd kemikalier som ir mycket flyktiga fran jord (till
exempel desinfektionsmedel, organiska l6sningsmedel) och som diirfor inte hélls kvar i jorden under de forsoksbetingelser
som giiller for detta test.

1.5 UPPLYSNINGAR OM TESTAMNET

Omiirkta eller mirkta testimnen kan anviindas for bestimning av omvandlingshastigheten. Mirkt material behovs for
undersokning av omvandlingsmonstret och for bestimning av en massbalans. 14C—miirkning rekommenderas, dven om
andra isotoper, sdsom B¢, PN, *H och P kan anviindas, Miirkningen bér om mdéjligt finnas i molekylens mest stabila
del(ar)'. Testimnets renhetsgrad bor vara minst 95 %.

Innan test rérande aerob och anaerob omvandling i jord utfors bor foljande upplysningar om testimnet finnas tillgingliga:

a) 1oslighet 1 vatten (metod A.6),

b) I6slighet i organiska l6sningsmedel,

¢) dngtryck (metod A.4) och Henrys lag-konstant,

d) fordelningskoetticient n-oktanol/vatten (metod A.8),

e) kemisk stabilitet i morker (hydrolys) (metod C.7),

f) pK, om en molekyl ir beniigen till protonering eller deprotonering (OECD-riktlinje 112) (16).

Det kan dven vara till nytta att kiinna till exempelvis testimnets toxicitet for jordlevande mikroorganismer (testmetoderna
C.21 och C.22) (16).

Det bor finnas tillgdng till analysmetoder (inbegripet extraktions- och reningsmetoder) for kvantifiering och identifiering
av testimnet och dess omvandlingsprodukter.

1

Om testimnet till exempel innehéller en ring madste mérkningen finnas p4 denna ring. Om testdmnet innehéller tvd eller flera

ringar kan det vara nddviindigt med separata undersokningar for utvirdering av vad som hiinder med de enskilda ringarna och for att fa
limpliga upplysningar om bildningen av omvandlingsprodukter.
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1.6 PRINCIP FOR TESTMETODEN

Jordproverna behandlas med testimnet och inkuberas i morker i tlaskor av biometertyp eller i genomflodessystem under
kontrollerade laboratoriebetingelser (konstant temperatur och jordfuktighet). Efter limpliga tidsintervall extraheras
jordproverna och analyseras med avseende pd det ursprungliga imnet och dess omvandlingsprodukter. Flyktiga produkter
samlas upp med hjilp av limplig absorptionsutrustning. Med hjilp av "Comirkt material kan de olika
mineraliseringshastigheterna av testimnet bestimmas genom att den "CO, som bildas fingas upp. Direfter kan en
massbalans som inbegriper bildningen av jordbundna rester uppriittas.

1.7 KVALITETSKRITERIER

1.7.1

1.7.2

Utbyte

Extraktion och analys av minst dubbla jordprover omedelbart efter tillforsel av testimnet ger en torsta indikation pd
analysmetodens repeterbarhet och enhetligheten hos det forfarande som har anviints for tillforsel av testimnet. Utbyten for
senare stadier av forstken erhills genom massbalanserna. Utbytena bor vara 90-110% for radioaktivt miirkta kemikalier
(8) och 70-110 for omérkta kemikalier (3).

Analysmetodens repeterbarhet och kinslighet

Analysmetodens repeterbarhet (med undantag av den initiala extraktionseffektiviteten) nir det giiller att kvantitiera
testimnet och omvandlingsprodukterna kan kontrolleras genom en duplikatanalys av samma extrakt ur jorden, som bor ha
inkuberats tillridckligt linge for att omvandlingsprodukter skall ha bildats.

Analysmetodens detektionsgrins (LOD) for testimnet och f6r omvandlingsprodukterna bér vara minst 0,01 mg-kg'l jord
(som testimne) eller 1% av den tillférda dosen, beroende pa vilket virde som dr ligre. Likasd bor kvantifieringsgrinsen
(LOQ) anges.

Noggrannheten hos omvandlingsdata
Genom regressionsanalys av testimneskoncentrationerna som en funktion av tiden fis ungefirliga upplysningar om

omvandlingskurvans tillforlitlighet och en mdjlighet att beriilkna konfidensgriinserna for halveringstiderna (nir det giiller
kinetik av pseudottrsta ordningen) eller DTsg-viirden och, om tillimpligt, viirden for DT;s och DTy,

1.8 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.8.1

Utrustning och kemiska reagenser

Inkubationssystemet kan vara ett statiskt slutet system eller ett limpligt genomflodessystem (7), (17). Exempel pd ett
limplig genomflodessystem for inkubation av jord och pd flaskor av biometertyp finns i figur 1 respektive figur 2. Bida
typerna av inkubationssystem har sina fordelar och begriinsningar (7), (17).

Dessutom behdvs normal laboratorieutrustning, sirskilt f6ljande:

— Instrument for analysmetoder sdsom gas-viitskekromatografi (GLC), hogtrycksvitskekromatografi (HPLC),
tunnskiktskromatografi (TLC), inbegripet tillborliga detektionssystem for analys av radioaktivt mérkta eller omiirkta
dmnen eller metod med invers isotoputspidning.

— Instrument for identifiering (till exempel genom masspektrometri, GC-masspektrometri, HPLC-masspektrometri,

kiirnmagnetisk resonans (NMR)).

— Viitskeskintillationsriiknare.

— Oxidationsmedel tor forbriinning av radioaktivt material.

— Centrifug.

— Extraktionsapparatur (till exempel centrifugroér for kallextraktion och Soxhlet-apparatur for kontinuerlig extration
med dterflode).
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— Utrustning tor koncentrering av 16sningar och extrakt (till exempel roterande evaporator).
— Vattenbad.
— Mekanisk blandare (till exempel knidningsmaskin eller roterande mixer).

Kemiska reagenser, till exempel foljande:

— NaOH, p.a. kvalitet, 2 mol - dm eller annan limplig bas (till exempel KOH, etanolamin).
— H)SO4, p.a kvalitet, 0,05 mol - dm™.

— Etylenglykol, p.a. kvalitet.

— Fasta absorptionsmaterial sdsom kalk- och polyuretanproppar.

— Organiska l6sningsmedel (p.a. kvalitet), exempelvis aceton eller metanol.

— Skintillationsviitska.

1.8.2 Tillforsel av testaimnet

Innan testdmnet tillférs och férdelas i jorden kan det 16sas upp i vatten (avjoniserat eller destillerat) eller vid behov i minsta
mojliga midngd aceton eller ndgot annat organiskt 16sningsmedel (6) i vilket testiimnet ér tillrickligt 16sligt och stabilt. Den
miingd 16sningsmedel som anviinds fir dock inte ha betydande inverkan pd jordens mikrobiella aktivitet (se avsnitten 1.5
och 1.9.2-1.9.3). Losningsmedel som himmar den mikrobiella aktiviteten, sdsom kloroform, diklormetan och andra
halogenerade 16sningsmedel, bor undvikas.

Testimnet kan ocksd tillforas i fast form, till exempel inblandat i kvartssand (6) eller i ett litet delprov av testjorden som
har lufttorkats och steriliserats. Om testimnet tillfors med hjilp av 16sningsmedel miste detta fi avdunsta innan det spikade
delprovet tillfors det ursprungliga icke-sterila jordprovet.

For allmédnna kemikalier, vars som huvudsakligen nér jorden genom applicering av avloppsslam eller jordbruksprodukter,
bor testimnet forst tillforas slammet som direfter blandas i jordprovet (se avsnitten 1.9.2 och 1.9.3).

Anviindningen av formulerade produkter rekommenderas i regel inte. For svarlosliga testimnen kan dock anviindningen av
formulerat material vara ett limpligt alternativ.

1.8.3 Jord
1.8.3.1 Valet av jord

For bestimning av omvandlingsménstret anvinds en representativ jordtyp — sandy loam, silty loam, loam eller loamy sand
(enligt FAO- och USDA-klassificeringen (18)), pH 5,5-8.0, halten organiskt kol 0,5-2,5% och en mikrobiell biomassa som
utgdr minst 1% av totala mingden organiskt kol (10).

Vid undersokning av omvandlingshastigheter behdvs minst tre ytterligare jordtyper som representerar ett urval relevanta
jordtyper. Jordtyperna bor vara sinsemellan olika i friga om halten organiskt kol, pH, lerhalt och mikrobiell biomassa (10).

All jord bor karakteriseras minst med avseende pd textur (% sand, % silt, % clay) (enligt FAO- och USDA-klassiticering
(18)), pH, katjonbyteskapacitet, organiskt kol, bulktiithet, vuttenretenti(msegenskuper2 och mikrobiell biomassa (endast vid
aeroba undersokningar). Tilldiggsupplysningar om jordens egenskaper kan vara till nytta vid tolkning av resultaten. Jordens
egenskaper kan bestimmas med de metoder som rekommenderas i hinvisningarna (19), (20), (21), (22), (23). Den
mikrobiella biomassan bér bestimmas med SIR-metoden (substratinducerad respiration) (25), (26) eller alternativa
metoder (20).

e}

Vattenretentionsegenskaperna hos jord kan miitas som filtkapacitet, vattenkapacitet eller tension (pF). Begreppsforklaringar
finns i bilaga 1. I testrapporten bor anges om vattenretentionsegenskaperna och bulktitheten har bestiimts i ostérda filtprover eller i storda
(bearbetade) prover).
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1.9.1

1.9.1.1

Insamling, hantering och lagring av jord

Det bor finnas tillging till detaljerade upplysningar om historian tor den plats dir testjorden tas. Upplysningarna bor
omfatta exakt lige, viixtlighetsticke, behandlingar med kemikalier, behandlingar med organiska och oorganiska
godselmedel, tilltorsel av biologiska material eller fororening. Om jorden har behandlats med testimnet eller ett strukturellt
analogt imne inom de fyra senaste dren bor den inte anviindas for understkningar rérande omvandling (10), (15).

Jordproverna bor vara nytagna (frin A-horisonten eller det 6versta 20 cm-skiktet) och ha en limplig vattenhalt med tanke
pé siktning. For all annan jord &n den frén risfilt bor provtagning undvikas under eller omedelbart efter linga perioder (mer
dn 30 dagar) av torka, frost eller 6versviimning (14). Proverna bor transporteras pd sidant siitt att foriindringar i vattenhalt
minimeras. Under transporten bér proverna héllas i morker med sé fri tillging till luft som det dr mojligt. For detta dndamdl
dr det i regel tillriickligt med en 16st sluten polyetylenpdse.

Jordproverna bér bearbetas sd snart som majligt efter provtagningen. Forst avligsnas vegetation, storre fauna och stenar
och direfter fir jorden passera ett 2 mm-sikt som fingar upp smd stenar, fauna och viixtrester. Omfattande torkning eller
krossning av jorden fére siktningen bor undvikas (15).

Om provtagningen forsvédras under vintern (jorden ér frusen eller snétickt) kan proverna tas frin en sats jord som har
lagrats 1 viixthus under ett viixttiicke (till exempel griis eller griis-kloverblandning). Alla prover som understks bor helst
vara nytagna. Om lagring av bearbetade jordprover inte kan undvikas fore undersokningen mdste betingelserna vara
limpliga och lagringstiden begrinsad (4 +2°C och hogst tre ménader) for att den mikrobiella aktiviteten skall
uppriitth;‘illas}. Nirmare anvisningar om insamling, hantering och lagring av jordprover avsedda for undersSkningar av
bioomvandling finns i hinvisningarna (8), (10), (15), (26), (27).

Innan ett bearbetat jordprov anviinds for detta test bor provet forinkuberas for att framkalla groning och avligsnande av
fron, och for att dterstilla jimvikten for den mikrobiella metabolismen efter den éndring av betingelser som sker mellan
provtagning eller lagring och inkubation. Det ir i1 regel tillriickligt med en forinkubationsperiod vars lingd &r 2-28 dagar
och vars temperatur- och fuktbetingelser dr ungefir desamma som under det egentliga forsoket (15). Lagrings- och
forinkubationsperioden bor tillsammans inte vara lingre dn tre méanader.

TESTETS UTFORANDE

Testbetingelser
Testtemperatur
Jordproverna bor under hela testperioden inkuberas i morker vid en konstant temperatur som ir representativ for de
klimattérhillanden som rider pa den plats dir testimnet anviinds eller slipps ut. Temperaturen 20 +2°C rekommenderas

for testimnen som kan nd jorden i tempererade klimat. Temperaturen bor Gvervakas.

For kemikalier som appliceras eller slipps ut i kallare klimat (till exempel i de nordiska linderna under hésten och vintern)
bor extra jordprover dven inkuberas vid en ligre temperatur (till exempel 10 £2°C).

3

Fiirska forskningsresultat tyder pa att jordprover frin tempererade zoner dven kan lagras vid —20°C under mer én tre médnader

(28), (29) utan betydande minskningar av den mikrobiella aktiviteten.
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1.9.1.2

1.9.1.3

1.9.1.4

1.9.1.5

1.9.1.6

Fukthalt

For omvandlingstest som gors under aeroba betingelser bor jordens tukthalt! justeras till ett pF-viirde mellan 2,0 och 2,5
och uppritthillas pd denna nivd (3). Jordens fukthalt uttrycks som massan vatten per massan torr jord. Fukthalten bor
regelbundet kontrolleras (till exempel med tvd veckors intervall) genom viigning av inkubationsflaskorna. Vattenforluster
kompenseras genom att tillféra vatten (helst sterilfiltrerat kranvatten). Nir vatten tillfors dr det viktigt att forebygga eller
minimera tforluster av testiimnet eller omvandlingsprodukter som kan ske genom avdunstning eller fotonedbrytning (i
forekommande fall).

Vid omvandlingstest som gors under anaeroba betingelser och risfiltsbetingelser miittas jorden med vatten genom
Oversvimning.

Aeroba inkubationsbetingelser

I genomflodessystem uppriitthélls de aeroba betingelserna genom periodisk spolning eller kontinuerlig ventilering med
fuktad luft. I biometerflaskorna uppritthdlls luftvixlingen genom diffusion.

Sterila aeroba betingelser

Far att fi upplysningar om relevansen hos ett testimnes abiotiska omvandling kan jordproverna steriliseras
(steriliseringsmetoder beskrivs i hinvisningarna 16 och 29), behandlas med sterilt testimne (till exempel sa att 16sningen
tillfors genom ett sterilt filter) och luftas med fuktad steril luft (se avsnitt 1.9.1.3. Nir det giiller jord tor risodling bor jord
och vatten steriliseras, och inkubationen gors direfter enligt beskrivningen i avsnitt 1.9.1.6.

Anaeroba inkubationsbetingelser

For att etablera och uppriitthilla anaeroba betingelser inkuberas jorden efter behandlingen med testimnet i aeroba
betingelser under en period vars lingd &r 30 dagar, en halveringstid eller DTso (beroende pé vilken tid som ir kortast).
Diirefter miittas jorden med vatten (1-3 cm vattenskikt) och inkubationssystemet spolas med en inert gas (till exempel
kvive eller argons. Testsystemet méste vara utformat si att pH, syrehalt och redoxpotential kan bestimmas, och det méste
innehdlla uppfingare for flyktiga produkter. System av biometertyp mdste vara slutna for att luftintringning genom
diffusion skall undvikas.

Inkubationsbetingelser [or ris

Vid undersékning av omvandlingen i jord for risodling Gversviimmas jorden med ett vattenskikt pa 1-5 cm och testdimnet
tillfors vattenfasen (9). Jorddjupet bor vara minst 5 cm. Systemet ventileras med luft pd samma siitt som vid forsok 1 aeroba
betingelser. Vattenskiktets pH, syrehalt och redoxpotential bor dvervakas och rapporteras. Fore det egentliga forsoket
behdvs en forinkubationsperiod pd minst tvd veckor (se avsnitt 1.8.3.2).

4

Jorden fir inte vara for vit eller for torr med tanke pd uppriitthillandet av tillbérlig luftning och niring fér mikrofloran i jorden.

De rekommenderade fukthalterna for optimal mikrobiell tillviixt dr 40-60% vattenkapacitet (WHC) och 0,1-0,33 bar (6). Det senare
motsvarar pF-omridet 2,0-2,5. Typiska fukthalter tor olika jordtyper anges 1 bilaga 2.

5

Aeroba betingelser #ir dominerande i ytjord och fiven i jord under ytan, sdsom visas i ett forskningsprojekt som fitt stod trin

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, den 17-21augusti 1992, Sigtuna,
Sverige). Anaeroba betingelser forekommer endast sporadiskt vid 6versvimningar efter skyfall eller niir risfiltsbetingelser etableras i

ristilt,
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1.9.1.7 Testets varaktighet

Forsoken rorande hastighet och monster bér normalt inte Sverskrida 120 dagurf’ (3), (6), (8). Det beror pd att jordens
mikrobiella aktivitet efter denna period sannolikt borjar minska med tiden, eftersom det giller ett konstgjort
laboratoriesystem som ir isolerat och inte far naturlig pafyllning. Om det finns ett behov for att karakterisera minskningen
av testiimnet samt bildningen och minskningen av viktiga omvandlingsprodukter, kan forsoksperioden torlingas (till
exempel till 6 eller 12 manader) (8). Forlingda inkubationsperioder bér motiveras i testrapporten, som di idven bor
innehélla resultat frAn bestimningar av biomassa under och vid slutet av dessa perioder.

1.92 Testets utforande

Omkring 50-200 g jord (torrvikt) placeras i varje inkubationsflaska (se figurerna 1 och 2 i bilaga 3), och jorden behandlas
med testimnet genom en av de metoder som beskrivs i avsnitt 1.8.2. Om organiska l6sningsmedel anviinds for tillforsel ay
testimnet bor 1osningsmedlet avligsnas frin jorden genom avdunstning. Jorden blandas grundligt med en spatel och/eller
genom att skaka flaskan. Om forséket gors under risfiltsbetingelser, bor jord och vatten blandas grundligt efter tillforseln
av testiimnet. Smé delprover (till exempel | g) av den behandlade jorden bor analyseras med avseende pad testimnet for att
kontrollera att fordelningen ér jimn. En alternativ metod beskrivs nedan.

Tillférseln av testimne bor motsvara den higsta dosen som anges i bruksanvisningen for en viixtskyddsprodukt, och en
jamn tillforsel till ett limpligt djup i dkern (till exempel 10 cm av det Gversta jordskiktet7). Till exempel for kemikalier som
appliceras pd bladen eller pd jorden, utan att blandas ned i jorden, &r 2,5 cm ett limpligt djup for beriikning av hur mycket
kemikalie som bor tillféras varje flaska. For kemikalier som tillférs in i jorden anviinds det djup som anges i produktens
bruksanvisning. For allminna kemikalier bor dosen uppskattas enligt den mest relevanta tilltorselviigen. Om till exempel
den viktigaste tillférselviigen till jorden ir via avloppsslam, bor kemikalien doseras i slammet i siddan miingd att
koncentrationen motsvarar den forviintade koncentrationen i det slam som anviinds pa dkern, och den miingd slam som
tillfors testjorden skall motsvara det som normalt tillfors jordbruksjordar. Om denna koncentration inte dr tillriickligt hog
for att det skall vara mojligt att identifiera de viktigaste omvandlingsprodukterna kan man forséka med att inkubera
separata jordprover som innehéller hogre halter. Mycket hoga halter som péverkar jordens mikrobiella funktioner bor dock
undvikas (se avsnitten 1.5 och 1.8.2).

Alternativt kan en storre jordsats (till exempel 1-2 kg) behandlas med testimnet. Satsen blandas direfter omsorgsfullt i en
limplig blandare och Gverférs i mindre portioner (50-200 g) till inkubationsflaskorna (till exempel med hjilp av
provfordelare). Smé delprover (till exempel | g) av den behandlade jordsatsen bor analyseras med avseende pd testiimnet
for att kontrollera att fordelningen ér jimn. Detta férfarande rekommenderas eftersom det ger mdéjlighet till en jimnare
fordelning av testimnet 1 jorden.

Aven obehandlade jordprover inkuberas under samma betingelser (aeroba) som de prover som har behandlats med
testimnet. Proverna anviinds for bestimningar av biomassa under och vid slutet av férsdken.

6 Aeroba forsok kan avslutas mycket tidigare, forutsatt att omvandlingsménstret och mineraliseringen med siikerhet har ndtt sin

absoluta slutpunkt vid férsokets slut. Det éir mojligt att avsluta testet efter 120 dagar eller néir minst 90 % av testiimnet har omvandlats,
dock endast om minst 5 % CO» har bildats,

7 Den ytbaserade initialkoncentrationen berfiknas med foljande ekvation:

Alkg/ha]-10°[mg/ kel

Im]-10*1m? /hal- dikg,q; /m’ |

Cmi][mg/ kgsoil] =

Cooil = Initialkoncentration i jorden (mg-kg'l)
A = Dosering (kg-hu'l), | = jordskiktets tjocklek (m), d = bulktiithet for torr jord (kg-m'3).

Som en tumregel giiller att en dosering som &r | kg-ha'1 ger en koncentration i jorden som ligger kring 1 mg-kg'1 iett 10 cm
skikt (niir bulktiitheten &dr | g - cm'3).
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1.9.4

2.1

Nir testimnet tillfors jorden upplost 1 organiskt 16sningsmedel bor jordprover som har behandlats med samma mingd
16sningsmedel inkuberas under samma betingelser (aeroba) som giiller for de prover som har behandlats med testimnet.
Dessa prover anviinds for bestimning av biomassan i borjan, under och i slutet av undersékningen, i syfte att kontrollera
16sningsmedlets inverkan p& den mikrobiella massan.

Behdllarna som innehdller behandlat jordprov monteras i ett genomftlodessystem av det slag som beskrivs 1 figur 1 eller
forsluts med en absorptionskolonn av det slag som visas i figur 2 (se bilaga 3).

Provtagning och mitning

Dubbla inkubationsflaskor tas ur systemet med limpliga intervall, jordproverna extraheras med limpliga 16sningsmedel
med olika polaritet och analyseras diirefter med avseende pa testiimnet och/eller omvandlingsprodukter. Ett viilplanerat test
skall omfatta sd mdnga flaskor att tvd flaskor kan tas ur systemet vid varje provtagningstillfiille. Likasd avligsnas
absorptionslosningar eller fasta absorptionsmaterial med olika intervall (7 dagars intervall under den forsta ménaden och
direfter 17 dagars intervall) under och i slutet av inkubationsperioden for varje jordprov, och analyseras med avseende pd
flyktiga produkter. Utdver ett jordprov som tas direkt efter tillforseln (dag 0) bor testet omfatta minst 5 ytterligare
provtagningstillfillen. Tidsintervallerna bor viljas pd sddant siitt att monstret t6r minskningen av testimnet och ménstren
for bildning och minskning av omvandlingsprodukter kan bestimmas (till exempel 0, 1, 3, 7 dagar, 2, 3 veckor, 1, 2, 3
ménader).

Vid anviindning av ~C-miirkt testiimne kvantifieras icke-extraherbar radioaktivitet genom forbriinning och en massbalans
beriiknas for varje provtagningsintervall.

Niir det giiller anaerob inkubation och risfiiltsinkubation analyseras jord- och vattenfaserna tillsammans med avseende pd
testiimnet och omvandlingsprodukter, eller separeras genom filtrering eller centrifugering fore extraktion och analys.

Valfria tillaggstest

Aeroba, icke-sterila undersdkningar vid ytterligare temperaturer och jordfukthalter kan vara till hjilp t6r uppskattningen av
temperaturens och fukthaltens inverkan pd omvandlingshastigheten i jord for ett testimne och/eller dess
omvandlingsprodukter.

Man kan dven forsoka fi en nidrmare karakterisering av den icke-extraherbara radioaktiviteten till exempel med hjiilp av
superkritisk viitskeextraktion.

DATA
BEHANDLING AV RESULTATEN

Miingden testimne, omvandlingsprodukter, flyktiga dmnen (endast i %) och icke-extraherbara imnen bor anges som
procent av initialkoncentrationen for det tillférda dimnet och, dir det ir Limpligt, som mg-kg'l jord(torrvikt) for varje
provtagningsintervall. En massbalans bor anges som procent av initialkoncentrationen for det tillférda dmnet for varje
provtagningsintervall. Med hjilp av en grafisk presentation av testiimnets koncentration mot tiden kan halveringstiden for
testimnets omvandling eller DTsy uppskattas. De viktigaste omvandlingsprodukterna boér identifieras och deras
koncentrationer bdr plottas mot tiden s& att bildnings- och minskningshastigheterna kan bestimmas. En viktig
omvandlingsprodukt ir varje produkt som utgdr > 10 % av den tillférda dosen vid varje tidpunkt medan undersékningen

pagdr.

De uppfingade flyktiga produkterna ger en viss indikation om testimnets och dess omvandlingsprodukters potentiella
flyktighet ur jord.
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2.2

Mer exakta bestimningar av halveringstiderna eller DTsq och, vid behov, DTss och DTyg bor goras med hjilp av limpliga
beriikningar med kinetiska modeller. Viirdena tor halveringstid och DTsq bor rapporteras tillsammans med en beskrivning
av vilken modell som har anviints, vilken ordning av kinetik som har tillimpats och bestimningskoefficient (7). Forsta
ordningens rekommenderas, utom om " < 0,7. Vid behov bor beriikningar dven goras for viktiga omvandlingsprodukter.
Exempel pd Limpliga modeller beskrivs i hiinvisningarna 31-35.

Om  hastigheterna understks vid flera temperaturer bor omvandlingshastigheterna beskrivas som en funktion av
temperaturen inom forstkstemperaturintervallet. For detta anviinds Arrhenius-férhillandet enligt féljande formel.

k=A-¢B7 ellerlnkzlnA—%,

dir In A och B ir regressionskonstanter frdn skirningspunkten respektive lutningen for en anpassad linje som har erhdllits
genom linjir regression av In k mot 1/T, diir k &r hastighetskonstanten vid temperaturen T och T dr temperaturen uttryckt
som grader Kelvin. Det ir viktigt att notera att Arrhenius-forhillandet endast @r giltigt inom ett begriinsat
temperaturomréde i situationer didr omvandlingen sker genom mikrobiell aktivitet.

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Trots att undersdkningarna gors 1 ett konstgjort system i laboratoriebetingelser, ger resultatet dndd en mojlighet att
uppskatta testimnets omvandlingshastighet och omvandlingsprodukternas bildnings- och minskningshastighet i
tiilltbetingelser (36), (37).

En undersokning av monstret for omvandlingen av ett testimne ger upplysningar om hur ett imne som tillférs jorden
foriindras strukturellt genom kemiska och mikrobiella reaktioner.

RAPPORTERING
TESTRAPPORT
Testrapporten skall innehdlla foljande:
Testimne:
— trivialnamn, kemiskt namn, CAS-nummer, strukturformel (med angivelse av mirkningsposition om radioaktivt
miirkt material anviinds) och relevanta fysikalkemiska egenskaper (se avsnitt1.5),
— testimnets renhet (orenheter),
— strdlningskemisk renhet hos miirkta kemikalier och specifik aktivitet (vid behov).

Referenstimnen:

— kemiskt namn och struktur for referensimnen som anvinds for karakterisering och/eller identifiering av
omvandlingsprodukter.

Testjord:

— upplysningar om provtagningsstiillet,

— provtagningsdatum och -férfarande,

— jordens egenskaper, sdsom pH, halten organiskt kol, textur (% sand, % silt, % clay), katjonbyteskapacitet, bulktithet,
vattenretentionsegenskaper och mikrobiell biomassa,

— hur linge jorden har lagrats och lagringsbetingelserna (i férekommande fall).
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Testbetingelser:

— undersokningsdatum,

— miingden tillf6rt testiimne,

— losningsmedel som har anvints och hur testimnet har tillforts,

— initialvikt hos det behandlade jordprovet och vikten hos varje prov som tas tor analys,

— beskrivning av inkubationssystemet,

— luftflodeshastigheter (endast genomflédessystem),

— forsokstemperatur,

— jordens fukthalt under inkubationen,

— mikrobiell biomassa i bérjan, under och i slutet av de aeroba forstken,

— pH, syrehalt och redoxpotential i borjan, under och i slutet av anaeroba forsok och ristiltstorsok,

— extraktionsmetod(er),

— metoder for kvantifiering och identifiering av testimnet och viktiga omvandlingsprodukter i jorden och i
absorptionsmaterial,

— antalet replikat och antalet kontrollprover.

Resultat:

— resultaten frin bestimning av mikrobiell aktivitet,

— analysmetodens repeterbarhet och kiinslighet,

— utbyten (procentviirden for en valid undersokning anges i avsnitt 1.7.1),

— resultaten i tabellform, uttryckta som procentandel av initialdosen och, diir det ir Limpligt, som mg-kg'1 jord
(torrvikt),

— massbalans under och i slutet av forsoken,

— karakterisering av icke-extraherbar (bunden) radioaktivitet eller rester i jorden,

— kvantifiering av frigjord CO; och andra flyktiga foreningar,

— kurvor dir koncentrationerna av testimnet och, i tillimpliga fall, viktiga omvandlingsprodukter i jorden har avsatts
mot tiden,

— halveringstid eller DTsy, DT7s och DTy for testimnet och, i tillimpliga fall, viktiga omvandlingsprodukter,
inbegripet konfidensgriinser,

— en uppskattning av abiotisk sonderfallshastighet under sterila betingelser,

— en bedémning av omvandlingskinetiken for testimnet och, i tillimpliga fall, for viktiga omvandlingsprodukter,

— forslag till omvandlingsménster, diir det dr lampligt,

— diskussion och tolkning av resultaten,

— rddata (till exempel kromatogram for prover, beriikningar av provernas omvandlingshastigheter och metoder som
har anviints for att identifiera omvandlingsprodukterna).
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BILAGA 1

TENSION, FALTKAPACITET (FC) OCH VATTENKAPACITET (WHC)(1)

Vattenpelarens hojd

(cm) pF® bar® Anmiirkningar

10 7 107 Torr jord

1,6+ 10 4,2 16 Permanent vissningsgrins
10* 4 10

10 3 1

6 10° 2.8 0,6

3.3 10 2.5 0,339

10 2 0,1 Omride for

60 1,8 0,06 filtkapacitet®

33 1,5 0,033

10 1 0,01 WHC (ungetiirligt viirde)
| 0 0,001 Vattenmiittad jord

a) pF = logaritmen av cm vattenpelare.

b) 1 bar = 10° Pa.

¢) Motsvarar en ungetirlig vattenhalt pd 10% 1 sand, 35% i loam och 45% i clay.

d) Fiiltkapaciteten ir inte konstant utan varierar enligt jordtyp mellan pF 1,5 och 2,5.

Tensionen miits i cm vattenpelare eller 1 bar. P& grund av det stora omrédet for tensionen uttrycks den i praktiken som ett pF-viirde som #r
ekvivalent med logaritmen av cm vattenpelare.

Fiéltkapaciteten definieras som den miingd vatten som en naturjord kan hilla mot gravitationen i tva dagar efter en liingre regnperiod eller
etter tillriicklig bevattning. Den bestims pd platsen 1 ostord jord. Denna bestimning kan séledes inte goras pd storda jordprover i
laboratorium. FC-viirden som bestiims med stord jord kan uppvisa stora systematiska variationer.

Vattenkapaciteten (WHC) bestidms 1 laboratoriet med ostord och stérd jord genom att méitta en jordkolonn med vatten genom transport
genom Kapillirkraft. WHC dr siirskilt anviindbar for stérda jord och kan vara upp till 30% hogre in filtkapaciteten (1). Det dr ocksd
forsoksmiissigt enklare att bestimma WHC dn att £4 tillforlitliga FC-viirden.

(1) E. Miickenhausen (1975), "Die Bodenkunde und ihre geologischen, geomorphologischen, mineralogischen und petrologischen
Grundlagen”, DLG-Verlag, Frankfurt am Main.
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BILAGA 2
JORDENS FUKTHALT (g vatten per 100 g torr jord) I OLIKA JORDTYPER FRAN OLIKA LANDER
Jordens fukthalt vid
Jordtyp Land
WHC! pF=18 pF=25

Sand Tyskland 28,7 8.8 39
Loamy sand Tyskland 50,4 17,9 12,1
Loamy sand Schweirz 44,0 35,3 9,2
Silt loam Schweir. 72,8 56,6 28,4
Clay loam Brasilien 69,7 38,4 27,3
Clay loam Japan 74,4 57,8 31,4
Sandy loam Japan 82,4 59,2 36,0
Silt loam USA 47,2 33,2 18,8
Sandy loam USA 40,4 25,2 13,3

: Vattenkapacitet
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BILAGA 3
Figur 1
Exempel pi genomflodesapparatur for undersikning av kemikaliers omvandling i jord (1), (2)
I:  Nalventil 4:  Flaska for jordmetabolism 7, 8:  Natriumhydroxiduppfingare — for

(vattenmiittad endast vid anaeroba CO, och andra sura tlyktiga imnen
betingelser och ristiiltsbetingelser)

2:  Gastviittflaska med vatten 5:  Etylenglykoluppfingare for  9: Flodesmiitare
organiska flyktiga limnen
3:  Ultramembran (endast sterila ~ 6:  Svavelsyrauppfingare for alkaliska
betingelser), porstorlek 0,2 pum flyktiga imnen

R I (S

Air or N2 = Luft eller N2, Water = Vatten, Soil = Jord
Figur 2

Exempel pa en flaska av biometertyp for undersokning av kemikaliers omvandling i jord (3)

[~ Ty oo

L ranh —— Kalk for CO3z-absorption

o Oljebehandlad glasull eller
polyuretanskum for absorption av
organiska flyktiga dmnen

Jord + testdmne

(1) J.A. Guth, (1980), "The study of transformations”, Interactions between Herbicides and the Soil (red. R. J. Hance.), Academic Press,
123-157.

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

(3) J.P.E. Anderson, (1975), "Einfluss von Temperatur und Feuchte auf Verdampfung, Abbau und Festlegung von Diallat im Boden", Z.
PfiKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141-146.
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C.24. AEROB OCH ANAEROB OMVANDLING I AKVATISKA SEDIMENTSYSTEM

1. METOD
Denna metod ir i stort sett identisk med OECD TG 308 (2002).

1.1 INLEDNING

Kemikalier kan nd grunda eller djupa ytvatten exempelvis via direkt applicering, spridning med vinden,
avrinning, drinering, bortskatfande av avfall eller utslipp fran industrin, hushill, jordbruk och frin atmosfiren.
Den testmetod som beskrivs hiir ir en laboratoriemetod for bedémning av aerob och anaerob omvandling av
organiska kemikalier i akvatiska sedimentsystem. Metoden grundar sig pé existerande riktlinjer (1), (2), (3), (4),
(5), (6). Vid en OECD-workshop om valet av jord och sediment som holls 1 Belgirate, Italien, 1995 (7), kom
man sirskilt éverens om hur ménga och vilka typer av sediment som skall anviindas i detta test. Workshopen i
Belgirate gav ocksd rekommendationer rérande insamling, hantering och lagring av sedimentprover, baserade
pd ISO-riktlinjer (15). Sddana undersdkningar behovs for kemikalier som tillsiitts direkt i vatten eller som
sannolikt nir vattenmiljén pa det sitt som beskrivs ovan.

Betingelserna i naturliga akvatiska sedimentsystem &r ofta aeroba i den 6vre vattenfasen. Sedimentets ytskikt
kan vara aerobt eller anaerobt, medan djupare liggande sediment i regel dr anaeroba. Med tanke pd detta
beskrivs bide aerobt och anaerobt test i detta dokument. [ det aeroba testet simuleras en aerob vattenpelare Sver
ett aerobt sedimentskikt under vilket det finns en anaerob gradient. I det anaeroba testet simuleras ett
fullstéindigt anaerobt vatten/sediment-system. [ situationer dir det kriivs betydande avvikelser frin dessa
rekommendationer, till exempel i friga om intakta sedimentkiirnor eller sediment som kan ha exponerats for
testiimnet, kan andra metoder anviindas (9).

1.2 DEFINITIONER
Under alla omstiindigheter bér Sl-enheter anviindas.
Testamne: Alla dmnen, oavsett det giiller en ursprunglig férorening eller relevanta omvandlingsprodukter.

Omvandlingsprodukter: Alla imnen som uppstér till f6ljd av biotiska eller abiotiska omvandlingsreaktioner
av testimnet, inbegripet CO, och bundna rester.

Bundna rester: Sidana foreningar i jorden, i viixter eller i djur som blir kvar i matrisen i form av ursprungligt
imne, dess metaboliter eller dess omvandlingsprodukter efter extraktion. Extraktionsmetoden fir inte i avseviird
grad leda till forindringar i sjilva foreningarna eller matrisens struktur. Bindningens karaktir kan delvis
klarliggas genom matrisstdrande extraktionsmetoder och sofistikerade analysmetoder. Hittills har man pé detta
sitt kunnat identifiera till exempel kovalenta bindningar, jonbindningar och sorptiva bindningar samt
inneslutning. Generellt sett innebir bildningen av bundna rester en betydande minskning av biotillgiingligheten
(10) (modifierat ur [UPAC 1984 (11)).

Aerob omvandling (oxidation): Reaktioner som sker i niirvaro av molekyliirt syre (12).

Anaerob omvandling (reduktion): Reaktioner som sker utan nirvaro av molekylirt syre (12).

Naturliga vatten: Ytvatten som fis frin dammar, floder, strommar etc.

Sediment: En blandning av mineraliska och organisk-kemiska bestdndsdelar. De senare bestdr av foreningar

med hog kol- och kviivehalt samt hg molekylvikt. Sediment deponeras genom inverkan av naturligt vatten och
bildar ett griinssnitt med detta vatten.
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Mineralisering: Det fullstindiga sonderfallet av organiska foreningar till CO, och H.O under aeroba
betingelser, och till CH4, CO» och H>O under anaeroba betingelser.

Med mineralisering avses hir ett omfattande sénderfall som sker niir en radioaktivt mérkt férening anviinds och
en mirkt kolatom oxideras eller reduceras kvantitativt under frigérande av motsvarande mingd "“CO, eller
“CH..
Halveringstid, t)s — den tid det tar for ett testiimne att omvandlas till 50% nir forloppet kan beskrivas med
kinetik av forsta ordningen. Halveringstiden ér oberoende av koncentrationen.
DTsg (tid for forsvinnande 50): Den tid inom vilken testimnets koncentration minskar med 50%.
DTs (tid for forsvinnande 75): Den tid inom vilken testdimnets koncentration minskar med 75%.
DTy (tid for forsvinnande 90): Den tid inom vilken testiimnets koncentration minskar med 90%.

1.3 REFERENSAMNEN
Referensdmnen bor anvindas for identifiering och kvantifiering av omvandlingsprodukterna genom
spektroskopiska och kromatografiska metoder.

1.4 UPPLYSNINGAR OM TESTAMNET

Omiirkta eller isotopmiirkta testimnen kan anviindas for bestimning av omvandlingshastigheten. Helst bér dock
mirkta dmnen anvéindas. Mirkt material behovs for understkning av omvandlingsmonstret och for bestiimning
av en massbalans, l4C—miirkning rekommenderas, dven om andra isotoper, sdsom BC, 15N, *H och *P kan
anviindas. Mirkningen bor om mgjligt finnas i molekylens mest stabila del(ar)’. Kemikalien eller den
radioaktiva kemikalien bor ha en renhetsgrad som dr minst 95%.

Innan ett test utfors bor foljande upplysningar om testimnet finnas tillgingliga:

a) Vattenloslighet (metod A.6).

b) Loslighet i organiska l6sningsmedel.

¢) Angtryck (metod A.4) och Henrys lag-koefficient.

d) tordelningskoefficient n-oktanol/vatten (metod A.8).

e) Adsorptionskoefficient (K4, Ky eller Ky, om limpligt) (metod C.18).

f)  Hydrolys (metod C.7).

g) Dissociationskonstant (pK,) (OECD-riktlinje 112) (13).

h)  Testiimnets struktur och isotopens (isotopernas) placering, om tillimpligt.

Anmdrkning: Den temperatur vid vilken mitningarna gors bor rapporteras.
Ovriga anvindbar information #r till exempel upplysningar om testimnets toxicitet for mikroorganismer,

upplysningar om litt eller inneboende bionedbrytbarhet och upplysningar om aerob och anaerob omvandling i
jord.

" Om testimnet till exempel innehéller en ring mdste miirkningen finnas pd denna ring. Om testimnet innehdller tvd eller flera
ringar kan det vara nédvindigt med separata forsok for utviirdering av vad som hiinder med de enskilda ringarna och for att fa
limpliga upplysningar om bildningen av omvandlingsprodukter.
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Det bor finnas tillgang till analysmetoder (inbegripet extraktions- och reningsmetoder) for identifiering och
kvantifiering av testimnet och dess omvandlingsprodukter 1 vatten och i sediment (se avsnitt 1.7.2).

1.5 PRINCIP FOR TESTMETODEN

[ den testmetod som beskrivs hiir anviinds ett aerobt och ett anaerobt akvatiskt sedimentsystem (se bilaga 1). Det

ger mojlighet till féljande:

(i)  bestimning av testimnets omvandlingshastighet i ett vatten/sediment-system,

(i) bestimning av testimnets omvandlingshastighet i sedimentet,

(iii) bestdmning av testimnets och/eller omvandlingsprodukternas mineraliseringshastighet (nir He-mirkta
testiimnen anvinds),

(iv) identifiering och kvantifiering av omvandlingsprodukterna i vatten- och sedimentfaserna samt uppriittandet
av en massbalans (ndr radiomirkt testimne anvinds),

(v) bestimning av testimnets och omvandlingsprodukternas fordelning mellan de tvd faserna under en
inkubationsperiod i mdérker (for att undvika till exempel algblomning) vid konstant temperatur.
Halveringstiderna samt viirden pd DTsg, DT7s och DTgy kan bestimmas i de fall dir tillriickliga data
erhills, men bor inte extrapoleras till tidpunkter som ligger langt efter férstksperioden (se avsnitt 1.2).

Minst tvd sedimenttyper och motsvarande vatten behdvs for béde den aeroba och anaeroba undersokningen (7).
Det kan dock forekomma fall diir fler dn tvé akvatiska sediment bor anviinds, till exempel om den kemikalie
som testas kan forekomma 1 sotvattenmiljé och marin miljo.

1.6 TESTETS TILLAMPBARHET

Metoden kan allmiint tillimpas pd alla kemiska dmnen (omiirkta eller radioaktivt mérkta) for vilka det finns
tillgéng till en analysmetod som ér tillriickligt exakt och kiinslig. Metoden kan tillimpas pa féreningar som ér i
viss min tlyktiga, icke-flyktiga, 16sliga 1 vatten eller svérlosliga i vatten. Testet bor inte tillimpas pd kemikalier
som dr mycket flyktiga frin vatten (till exempel desinfektionsmedel och organiska 16sningsmedel) och som
dirfor inte hélls kvar i vatten eller sediment under de forséksbetingelser som giiller for detta test.

Metoden har hittills anvints for att understka kemikaliers omvandling i sétvatten och sediment, men kan i
princip dven tillimpas péd flodmynning/hav-system. Metoden ir inte limplig for simulering av betingelserna 1
strommande vatten (till exempel floder) eller i 6ppet hav.

1.7 KVALITETSKRITERIER

1.7.1 Utbyte

Extraktion och analys som gors av minst dubbla vatten- och sedimentprover omedelbart efter tillférsel av
testiimnet ger en forsta indikation pd analysmetodens repeterbarhet och enhetligheten hos det forfarande som
anviints for tillforsel av testimnet. Utbyten for senare stadier av forsoken erhdlls genom massbalanserna (nir
miirkt material anviinds). Utbytena bor vara 90-110% for mirkta kemikalier (6) och 70-110% tor omiirkta
kemikalier.

1.7.2 Analysmetodens repeterbarhet och kinslighet

Analysmetodens repeterbarhet (med undantag av den initiala extraktionsetfektiviteten) niir det giller att
kvantifiera testimnet och omvandlingsprodukterna, kan kontrolleras genom en duplikatanalys av samma extrakt
ur vatten- eller sedimentprover som har inkuberats tillriickligt linge for att omvandlingsprodukter skall ha
bildats.
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Analysmetodens detektionsgriins (LOD) tor testimnet och tor omvandlingsprodukterna bor vara minst 0,01
mg-kg'l i vatten eller sediment (som testimne) eller 1% av den dos som ursprungligen tillférdes testsystemet,
beroende pa vilket viirde som ir lidgre. Likasd bor kvantifieringsgriinsen (LOQ) anges.

1.7.3 Noggrannheten hos omvandlingsdata

Genom regressionsanalys av testimnets koncentrationer som en funktion av tiden fis ungetirliga upplysningar
om omvandlingskurvans exakthet och en mdjlighet att beriikna halveringstidernas konfidensgrinser (nir kinetik
av pseudo-forsta ordningen tilliimpas) eller DTsq-viirden och, om tillimpligt, DT7s- och DTg-viirden.

1.8 BESKRIVNING AV METODEN
1.8.1 Testsystem och utrustning

Forsoken bor uttoras i glaskirl (till exempel flaskor eller centrifugrér), utom om férhandsupplysningarna
(sdsom fordelningskoefficient n-oktanol-vatten eller sorptionsdata) indikerar att testimnet kan bindas till glas, i
vilket fall ett alternativt material (till exempel teflon) bor dverviigas. Om det ér kiint att testimnet binds till glas
kan problemet eventuellt lindras med en eller flera av t6ljande metoder:

— bestiimning av den massa testiimne och omvandlingsprodukter som binds till glas,

— stikerstiillande av att alla glaskiirl tviittas med 10sningsmedel i slutet av testet,

— anviindning av formulerade produkter (se dven avsnitt 1.9.2),

— anvindning av en storre mingd hjilplosningsmedel for tillforsel av testimnet till systemet —
hjilplosningsmedlet far dock inte leda till sd kallad solvolys av testimnet.

Exempel pa typisk testutrustning, till exempel genomflddessystem och system av biometertyp, visas i bilagorna
2 respektive 3 (14). I hiinvisning 15 beskrivs andra limpliga inkubationssystem. Forstksutrustningen bor vara
utformad pd sddant sitt att luft- eller kviveviixling kan ske och flyktiga produkter kan uppfingas. Utrustningen
bor ha sddana matt att testvillkoren upptylls (se avsnitt 1.9.1). Ventilation kan ordnas genom forsiktig bubbling
eller genom att lata luft eller kviive passera &ver vattenytan. I det senare fallet kan det vara rekommendabelt
med en forsiktig omblandning av vattnet for biittre fordelning av syre eller kviive i vattnet. CO,-fTi luft bor inte
anviindas eftersom detta kan leda till att vattnets pH-viirde stiger. Det ir under alla omstéiindigheter Snskviirt att
om méjligt undvika storningar av sedimentet. Kemikalier som ir i viss man flyktiga bor testas i ett system ay
biometertyp med forsiktig omblandning av vattenytan. Man kan édven anviinda stingda kirl dédr utrymmet
ovanfor viitskeytan innehdller atmostirslutt eller kviive och interna kiirl for uppfingning av flyktiga produkter
(16). Vid aeroba test behvs regelbunden viixling av gasen i utrymmet ovanfor viitskeytan for att kompensera
for biomassans syreforbrukning.

Lampliga uppfangare for flyktiga omvandlingsprodukter ir till exempel kalium- eller natriumhydroxidlosning
(1 M) for koldioxid?, och etylenglykol, etanolamin eller tviprocentig paraffin i xylen for organiska foreningar.
Flyktiga dmnen som bildas under anaeroba betingelser, sisom metan, kan upptingas till exempel med
molekylsiktar. Sddana flyktiga dmnen kan forbriinnas exempelvis till CO> genom att leda gasen genom ett
kvartsror fyllt med Cuo vid 900°C och finga upp den bildade CO--gasen i en absorberare med alkali (17).

Eftersom dessa alkaliska absorptionslosningar diven absorberar ventilationsluftens koldioxid och den koldioxid som bildas
genom respiration vid aeroba forsék, mdste 16sningarna regelbundet bytas ut for att de inte skall miittas och forlora sin
absorptionskapacitet.
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Det behdvs ockséd laboratorieinstrument for kemisk analys av testimnet och dess omvandlingsprodukter (till
exempel gas-viitskekromatograti (GLC), hogtrycksviitskekromatografi (HPLC), tunnskiktskromatograti (TLC),
masspektrometri (MS), gaskromatografi-masspektrometri (GC-MS), viitskekromatografi-masspektrometri (LC-
MS), kiirnmagnetisk resonans (NMR)), inbegripet detektionssystem for radioaktivt mirkta eller omirkta
kemikalier enligt behov. Niir radioaktivt mirkt material anvéinds kriivs ocksd en viitskeskintillationsriiknare och
ett oxidationsmedel (f6r férbrinning av sedimentprover fore analys med avseende pé radioaktivitet).

Likaséd behdvs vrig normal laboratorieutrustning for fysikalisk-kemiska och biologiska bestimningar (se tabell
1, avsnitt 1.8.2.2), glasvaror, kemikalier och reagenser, efter behov.

1.8.2 Valet av akvatiska sediment, antal sediment

Provtagningsplatserna bor alltid viljas i enlighet med testets dndamadl. Vid valet av provtagningsplats miste
hiinsyn tas till eventuella utslipp frin jordbruk, industri eller hushéll till tillrinningsomréden och till vatten som
ligger uppstroms. Sediment som inom de senaste fyra dren har fororenats med testimnet eller strukturellt
analoga foreningar fir inte anviindas.

1.8.2.1 Valet av sediment

For de aeroba forstken anviinds i regel tvd sedimenttyper (7). De tvéd sedimenttyper som viiljs ut bor ha olika
egenskaper med avseende pé halten organiskt kol och textur. Ett av sedimenten bor ha en hog halt organiskt kol
(2,5-7,5 %) och en fin textur, medan det andra sedimentet bor ha en ldg halt organiskt kol (0,5-2,5%) och en
grov textur. Skillnaden mellan halterna organiskt kol bor i regel vara minst 2 %. Ett sediment har en fin textur
nir halten clay + silt? overstiger 50 % och en grov textur niir halten clay + silt understiger 50%. Skillnaden
mellan de tvd sedimenttyperna med avseende pa halterna clay + silt bor i regel vara minst 20 %. I fall dir en
kemikalie ocksd kan né havsvatten méiste minst det ena vatten/sediment-systemet vara av marint ursprung.

For strikt anaeroba forsok bor tva sedimenttyper (med motsvarande vatten) tas fridn de anaeroba zonerna i
ytvattenforekomster (7). Bide sediment- och vattenfaserna bor hanteras och transporteras varsamt i syrefria
betingelser.

Det kan édven finnas andra parametrar som dr viktiga vid valet av sediment, och dessa bor beaktas frin fall till
fall. Exempelvis sedimentens pH-omride ir en viktig faktor vid testning av kemikalier vars omvandling eller
sorption kan vara pH-beroende. Ett sddant beroende kan framga av testimnets pK,-viirde.

1.8.2.2 Karakterisering av vatten/sediment-prover

[ tabellen som foljer finns en G6versikt av de nyckelparametrar som mdste bestiimmas och rapporteras (med
angivelse av den metod som anviints) bade for vatten och sediment. Likasa anges i vilket skede av testet dessa
parametrar bor bestimmas. Metoder for bestimning av dessa parametrar beskrivs 1 hiinvisningarna (18), (19),
20y, 21).

Dirutover kan det, beroende pd fall, vara nodviindigt att bestimma och rapportera andra parametrar (till
exempel for sotvatten: partiklar, alkalinitet, hdrdhet, konduktivitet, NO3/PO,4 (forhillande och individuella
viirden), for sediment: katjonbyteskapacitet, vattenkapacitet, karbonat, totalkviive och totalfosfor samt for
marina system: salinitet). Sediment och vatten behéver kanske ocksi analyseras med avseende pa nitrat, sulfat,
biotillgiingligt jirn och eventuellt andra elektronmottagare, 1 syfte att beddma redoxbetingelserna, siirskilt med
tanke pa den anaeroba omvandlingen.

? Clay + silt dr den mineralfraktion vars partikelstorlek dr mindre 4n 50 pum.
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Bestiimning av parametrar for karakterisering av vatten/sediment-prover (7), (22), (23)

Parameter

Skede av testforfarandet

Filt-
provtagning

Efter-
behandl.

Start av
acklimatis.

Start
av test

Under
test

Slut av test

Sediment

Ursprung/kiilla X
Temperatur X
pH X X X X X
TOC X X X
Syrehalt™ X X X X
Redoxpotential* X X X

1.8.3

1.8.3.1

Ursprung/kiilla

Skiktets djup X

pH X X X X X

Partikelstorleksfordelning X

TOC X X X X

Mikrobiell biomassa™* X X X

Redoxpotential* Observationer X X X X
(tiirg/lukt)

Firska forskningsresultat tyder pd att bestimningar av vattnets syrehalt och redoxpotential inte har nigot
mekanistiskt eller prognostiskt viirde nir det giiller tillviixt och utveckling hos de mikrobiella populationerna i
ytvatten (24), (25). Bestiimning av den biokemiska syreforbrukningen (BOD, vid provtagning, start och slut av
testet) och koncentrationerna for mikro- och makroniringsimnena Ca, Mg och Mn (vid start och slut av testet) i
vatten, och bestimning av totalt N och totalt P i sediment (vid provtagning och vid slut av testet) kan vara biittre
metoder niir det giller att tolka och utviirdera hastigheter och rutter fér den aeroba bioomvandlingen.

Metod for mikrobiell respiration (26), desinfektionsmetod (27) eller plate count-miitning (till exempel bakterier,
aktinomyceter, svamp och kolonier totalt) for aeroba forsék; metanogenes for anaeroba forsok.

Insamling, hantering och lagring
Insamling

Anvisningarna i utkastet till ISO-riktlinjer om provtagning av bottensediment (8) bor f6ljas vid provtagning av
sediment. Sedimentproverna bor tas frin sedimentets hela 6vre skikt (5-10 cm). Tillhorande vatten bor tas fran
samma plats och vid samma tidpunkt som sedimentprovet tas. For det anaeroba férstket bor sediment- och
tillhdrande vattenprov tas och transporteras under syrefria betingelser (28) (se avsnitt 1.8.2.1). I litteraturen
finns beskrivningar av ett antal olika provtagningsutrustningar (8), (23).
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1.83.2 Hantering

Sedimentet avskiljs fran vatten genom filtrering och vitsiktas (2 mm) med anvindning av vattendverskott
(vatten frin provtagningsplatsen). Detta vatten slings efter siktningen. Direfter blandas kiinda mingder
sediment och vatten 1 Onskat forhdllande (se avsnitt 1.9.1) i inkubationsflaskor och bereds for
acklimatiseringsperioden (se avsnitt 1.8.4). Alla hanteringssteg som hor till det anaeroba férstket bor goras
under syrefria betingelser (29), (30), (31), (32), (33).

1.83.3 Lagring

De sediment- och vattenprover som anviinds skall allra helst vara nytagna. Om proverna indd miste lagras bor
sediment och vatten siktas enligt beskrivningen ovan och lagras tillsammans, med vattenmiittnad (6-10 cm
vattenskikt) i morker och vid 4+2°C* under hogst tyra veckor (7), (8), (23). Proverna for aeroba forsok bor
lagras med fri tillgdng till luft (till exempel i en Sppen behdllare), medan proverna for anaeroba forsok bor
lagras i syrefria betingelser. Under transport och lagring far sediment eller vatten inte frysa, och sedimentet far
inte torka ut.

1.8.4 Beredning av sediment/vatten-proverna for testet

Innan testimnet tillférs bor proverna genomgd en acklimatiseringsperiod. For detta placeras varje
sediment/vatten-prov i det inkubationskirl som kommer att anviindas under sjilva testet, och acklimatiseringen
genomfors under exakt samma betingelser som giiller vid inkubationen under testet (se avsnitt 1.9.1).
Acklimatiseringsperioden behovs tor att systemet skall nd en tillriicklig stabilitet vad gilller pH, syrehalt i
vatten, redoxpotential hos sediment och vatten samt makroskopisk separation av  faserna.
Acklimatiseringsperioden bor i regel omfatta en till tvd veckor, och bor inte dverskrida fyra veckor. Resultaten
frin de bestimningar som gors under denna period bdr rapporteras.

1.9 TESTETS UTFORANDE

1.9.1 Testbetingelser
Testet bor utforas i inkubationsutrustning (se avsnitt 1.8.1) med ett volymforhéllande vatten/sediment mellan
3:1 och 4:1, och ett sedimentskikt med en tjocklek av 2,5 em (20,5 em)'. En minimiméngd av 50 g sediment
(baserat pd torrvikt) per inkubationskirl éir rekommenderad.
Testet bér genomforas i morker vid en konstant temperatur inom intervallet 10-30°C. Limplig temperatur ir 20

+2°C. Vid behov kan ytterligare en Ligre temperatur (till exempel 10°C) dverviigas frén fall till fall, beroende pd
vilka upplysningar man vill fi genom testet. Inkubationstemperaturen bor 6vervakas och rapporteras.

* Fiirska undersdkningar tyder pd att lagring vid 4°C kan leda till en minskning av sedimentets halt av organiskt kol, vilket
eventuellt kan leda till en minskning av den mikrobiella aktiviteten (34).
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1.92 Behandling och tillforsel av testimnet

En enda testkoncentration av kemikalien anviinds®. For viixtskyddskemikalier som appliceras direkt 1 vattendrag
anviinds den maximidos som anges pé etiketten, berfiknad péd grundval av vattenytan 1 testkiirlet. [ alla andra fall
miste den koncentration som anviinds basera sig pd prognoser fran utslipp i miljon, Det ér viktigt att sikerstilla
att den koncentration av testiimnet som anviinds dr limplig med tanke pd karakterisering av omvandlingviigarna
samt bildning och minskning av omvandlingsprodukter. Det kan vara nédvindigt att anvinda hogre doser (till
exempel 10-faldiga) i situationer didr koncentrationerna av testimnet i borjan av forsoket ligger nira
detektionsgriinserna, eller om viktiga omvandlingsprodukter inte utan svérighet kan detekteras niir halterna ar
10 % av testimnesdosen. Om hogre testkoncentrationer anviinds far de dock inte ha betydande negativa effekter
pd den mikrobiella aktiviteten i vatten/sediment-systemet. For att fi en konstant koncentration av testiimnet 1
kirl av varierande storlek kan det vara limpligt med en justering enligt den mingd material som har tillforts.
Justeringen gors pd grundval av vattenpelarens djup i kirlet i forhdllande till vattendjupet pé
provtagningsplatsen (vilket antas vara 100 cm, dven om andra djup kan anviindas). I bilaga 4 finns ett exempel
pd en beriikning.

Testimnet skall helst tillféras i form av vattenldsning i testsystemets vattenfas. 1 tvingande fall kan
anviindningen av smi mingder vattenlosliga 16sningsmedel (sfisom aceton eller etanol) tillitas for tillforsel och
fordelning av testimnet. Losningsmedlets halt fir dock inte 6verskrida 1 % (v/v) och det fir inte ha negativa
verkningar pd den mikrobiella aktiviteten i testsystemet. Vattenldsningen av testimnet bor beredas med omsorg
— det kan behdvas genereringskolumner och forblandare for att siikerstilla fullstindig homogenitet. Efter tillsats
av vattenldsningen till testsystemet rekommenderas varsam omblandning av vattenfasen, med sd liten stérning
av sedimentet som mdjligt.

Anvindningen av formulerade produkter rekommenderas i regel inte, eftersom de ingdende bestindsdelarna kan
piverka fordelningen av testimnet eller omvandlingsprodukter mellan vatten- och sedimentfaserna. For
testimnen som ir svirlosliga i vatten kan dock anviindningen av formulerat material vara ett laimpligt alternativ.

Antalet inkubationskiirl beror pd antalet provtagningstillfiillen (se avsnitt 1.9.3). Testet bor omfatta tillriickligt
ménga system sa att tvd system kan tas ut vid varje provtagningstillfille. Om testet omfattar kontrollenheter t6r
varje akvatiskt sedimentsystem bor dessa enheter inte behandlas med testimnet. Kontrollenheterna kan
anviindas for att bestimma den mikrobiella biomassan i sedimentet och totalt organiskt kol i vatten och
sediment vid testets forsokets slut. Tvd kontrollenheter (en kontrollenhet for varje akvatiskt sediment) kan
anviindas for att dvervaka de behovliga parametrarna i sediment och vatten under acklimatiseringsperioden (se
tabellen i avsnitt 1.8.2.2). Tva extra kontrollenheter méste tas in i fall dir testimnet tillférs med hjilp av ett
16sningsmedel, for beddmning av de negativa verkningarna pa den mikrobiella aktiviteten i testsystemet.

193 Testets varaktighet, provtagning

Forsoksperioden skall 1 regel inte striicka sig 6ver 100 dagar (6), och den bor fortsiitta tills nedbrytningviigen
och fordelningsmonstret t6r vatten och sediment har faststillts eller ndr 90 % av testimnet har omvandlats eller
forflyktigats. Antalet provtagningstillfillen bor vara minst sex (inbegripet tidpunkt noll), med en valfri
forhandsundersokning (se avsnitt 1.9.4) som gors i syfte att faststilla ett limpligt provtagningsschema och
testets varaktighet, i fall didr det inte finns tillgang till tillrickliga data om testimnet frdn tidigare
undersokningar. For hydrofoba testimnen kan det under forsokets inledningsperiod behdvas ytterligare
provtagningstillfillen i syfte att bestimma hur férdelningen sker mellan vatten- och sedimentfaserna.

> Test med en extra koncentration kan vara till nytta i fraiga om kemikalier som ndr yttvatten via olika rutter (vilket leder till

avseviirt varierande koncentrationer) forutsatt att den ligre koncentrationen kan analyseras med tillriicklig exakthet.
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Vid provtagningstidpunkterna avlidgsnas inkubationskiirlen i sin helhet (med replikat) f6r analys. Sediment och
ovanliggande vatten analyseras separat(’. Ytvattnet bor avligsnas omsorgsfullt med minsta mojliga stérning av
sedimentet, Extraktionen och karakteriseringen av testimnet och omvandlingsprodukterna bor folja tillborliga
analysforfaranden. Det idr viktigt att avligsna material som kan ha adsorberats till inkubationskiirlet eller
mellanliggande slangar som anviinds for att finga upp flyktiga dmnen.

1.94 Valfritt forforsok

Om testets varaktighet och provtagningsschemat inte kan faststillas med stod av andra relevanta
undersdkningar rérande testiimnet kan det vara nddvindigt med ett valfritt forforsok. Detta bor utféras under
samma betingelser som giiller for det slutliga forsoket. 1 forekommande fall bor testrapporten innehdlla en
oversiktlig redogorelse for relevanta forsoksbetingelser och resultat frin forforsoket.

1.95 Matningar och analys

Vid varje provtagningstillfille bor testiimnets och omvandlingsprodukternas koncentration bestimmas 1 vatten
och sediment, samt rapporteras (som en koncentration och som procentandel av den tillférda koncentrationen).
Som allmidn regel giller att identifiering bor goras av alla omvandlingsprodukter som vid ndgot
provtagningstillfille har detekterats med en andel som ér 210 % av den radioaktivitet som tillforts det totala
vatten/sediment-systemet, utom om det finns goda skidl for att lita bli. Likasd bor identifiering av
omvandlingsprodukter vars koncentrationer kontinuerligt okar under forsdkets ging Overviigas (dven 1 fall dir
dessa koncentrationer inte gir 6ver de grinser som anges ovan), eftersom ¢kningen kan tyda pd bestindighet.
Denna fraga bor dverviigas frin fall till fall, och motiveringarna bor anges i rapporten.

Resultaten frin system for uppfingning av gaser och flyktiga dmnen (CO> och &vriga, till exempel flyktiga
organiska dimnen) bor rapporteras tor varje provtagningstillfille. Mineraliseringshastigheterna bor rapporteras.
[cke-extraherbara (bundna) rester i sediment bor rapporteras for varje provtagningstillfille.

2 DATA
2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Den totala massbalansen eller utbytet (se avsnitt 1.7.1) av tillford radioaktivitet bor beriiknas for varje
provtagningstillfille. Resultatet bér rapporteras som en procentandel av den tillférda radioaktiviteten.
Fordelningen av radioaktivitet mellan vatten och sediment bor rapporteras som koncentrationer och
procentandelar, for varje provtagningstillfille.

Halveringstiden, DTso och, om tillimpligt, DT7s och DTy for testiimnet bor berilknas inbegripet
konfidensgrinser (se avsnitt 1.7.3). Upplysningar om den hastighet med vilken testdmnet forsvinner i vatten
och sediment kan erhdllas med hjilp av limpliga utviirderingsmetoder. Dessa kan omfatta tillimpning av
kinetik av pseudoférsta ordningen, empiriska kurvanpassningstekniker dir grafiska eller numeriska 16sningar
anviinds och mer komplexa beddomningar diir till exempel modeller med en eller flera behdllare anviinds.
Nirmare upplysningar finns i relevant litteratur (35), (36), (37).

® T fall dir det forekommer en beniigenhet till dteroxidation av anaeroba omvandlingsprodukter bor de anaeroba

betingelserna uppriitthillas under provtagning och analys.
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Alla metoder har sina for- och nackdelar samt stora variationer med avseende pd komplexitet. Ett antagande
om torsta ordningens kinetik kan innebdra en for stark forenkling av nedbrytnings- och
fordelningsprocesserna, men ger — i fall diir detta antagande kan tillimpas — en term (hastighetskonstanten
eller halveringstiden) som iér littbegriplig och av virde vid simuleringsmodellering och berikningar av
forviintade koncentrationer 1 miljon. Empiriska metoder eller linjira transtormationer kan ge biittre anpassning
av kurvorna till data, och didrmed en biittre uppskattning av halveringstider, DTs och, om tillimpligt, DT5s och
DTgy. Anviindningen av hirledda konstanter ér dock begrinsad. Med modellen med behéllare kan man i ett
antal anviindbara konstanter av virde vid riskbedémning. Dessa beskriver nedbrytningshastigheten i olika
behdllare och fordelningen av kemikalien. De bor ocksd anviindas tor uppskattning av hastighetskonstanter for
bildning och nedbrytning av viktiga omvandlingsprodukter. Under alla omstindigheter maste den metod som
anviinds motiveras, och anpassningsgraden bor demonstreras grafiskt eller statistiskt.

3 RAPPORTERING
3.1 TESTRAPPORT

Testrapporten skall innehélla nedan angivna uppgifter.
Testdmne:

— trivialnamn, kemiskt namn, CAS-nummer, strukturformel (med angivelse av mérkningsposition(er) om
radioaktivt mirkt material anviinds) och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper,

— testimnets renhet (orenheter),

— strilningskemisk renhet hos miirkta kemikalier och molir aktivitet (vid behov).

Referensiimnen:

— kemiskt namn och struktur for referenséimnen som anviinds for karakterisering och/eller identifiering av
omvandlingsprodukter.

Testsediment och -vatten:

— platsangivelse och beskrivning av provtagningsplats(er) for akvatiska sediment inklusive, om mdjligt,
fororeningshistoria,

— alla upplysningar roérande insamling, lagring (i forekommande fall) och acklimatisering av

vatten/sediment-system,

— egenskaperna hos vatten/sediment-proverna (se tabellen i avsnitt 1.8.2.2).

Testbetingelser:

— testsystem (till exempel genomflode, biometer, ventilationssiitt, omblandningsmetod, vattenvolym,
sedimentmassa, tjocklek hos vatten- respektive sedimentskikt, testkiirlens métt)

— tillforsel av testimnet till testsystemet: testkoncentration, antalet replikat och kontrollprover, hur
testdmnet har tillforts (till exempel om 16sningsmedel har anviints),

— inkubationstemperatur,

— provtagningstidpunkter,

— exktraktionsmetoder och deras effektivitet samt analysmetoder och detektionsgriinser,

— metoder for karakterisering och identifiering av omvandlingsprodukter,
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— avvikelser frdn testprotokollet eller testbetingelserna under forsdkets gang.
Resultat:

— ridata fOr representativa analyser (alla rddata méste arkiveras enligt principerna om god laboratoriesed),

— analysmetodens repeterbarhet och kiinslighet,

— utbyten (procentviirden for en valid undersokning anges i avsnitt 1.7.1),

— tabeller med resultaten uttryckta som procentandel av den tillférda dosen och som mg-kgl i vatten,
sediment och totalsystemet (endast procent) for testimnet och, om tillimpligt, for omvandlingsprodukter
och icke-extraherbar radioaktivitet,

— massbalans under och i slutet av férsoken,

— en grafisk presentation av omvandlingen 1 vatten, i sediment och i totalsystemet (inbegripet
mineralisering),

— mineraliseringshastigheter,

— halveringstid, DTsy och, om tillimpligt, DT7s och DTgy for testimnet och, om tillimpligt, for viktiga
omvandlingsprodukter, inbegripet konfidensgriinser i vatten, sediment och totalsystemet,

— en beddmning av omvandlingskinetiken for testimnet och, om tillimpligt, for viktiga
omvandlingsprodukter,

—  forslag till omvandlingsmonster, om tillimpligt,

— diskussion av resultaten.
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BILAGA'1
VAGLEDNING RORANDE AEROBA OCH ANAEROBA TESTSYSTEM

Aerobt testsystem

Det aeroba testsystem som beskrivs i denna testmetod bestir av ett aerobt vattenskikt (typisk syrehalt dr 7-10 mg-l'l) och ett
sedimentskikt som &r aerobt vid ytan och anaerobt under ytan (den typiska genomsnittliga redoxpotentialen (Eyp) i sedimentets
anaeroba zon ligger mellan —80 och —190 mV). Fuktad luft leds Sver vattenytan i varje inkubationsenhet for att uppritthalla
tillriicklig syrehalt i utrymmet ovanfor viitskeytan.

Anaerobt testsystem
Testforfarandet ir till viisentliga delar samma i ett aerobt som i ett anaerobt testsystem, med undantag av att fuktad kviivgas
leds &ver vattenytan i varje inkubationsenhet for att uppriitthilla en kviivgasatmosfir, Sediment och vatten anses vara anaeroba

nér redoxpotentialen (Ey) ér ldgre in —100 mV.

[ anaeroba test inbegriper beddmningen av mineraliseringen éven beddmning av frigjord koldioxid och metan.
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BILAGA 2

EXEMPEL PA EN GENOMFLODESUTRUSTNING
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Aquatic sediment degradation rig design = Utformning av system for nedbrytning av akvatiskt sediment,

Air or nitrogen = luft eller kviive, deionised water = avjoniserat vatten,
safety trap = siikerhetsuppfingare, inlet traps = ingdngsuppfingare
inlet manifold = inloppsrér, surface water = ytvatten,

incubation unit = inkubationsenhet,
aquarium valves outlet manifold = vattenfasens utloppsventiler,
vacuum line = vakuumrdr, oulet traps = utloppsupptingare

trap 1 = uppfingare n, volatile traps = uppfingare {or flyktiga d&mnen,
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BILAGA 3

EXAMPEL PA EN BIOMETERUTRUSTNING
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System for absorption of COsand for adsorption of organic volatile compounds (O, permeable) = system for absorption av
CO:> och adsorption av organiska flyktiga dmnen (O>-permeabel),

device for. CO; extraction. = utrustning for COs-extraktion,

Opening for oxygen determination in H»0. = Oppning for syrgasbestimning i H>O,

Opening for gas determination (with septum closed) = Oppning fér gasbestimning (med sluten skiljevigg),

stirrer = omblandare,

water = vatten,

sediment = sediment,

magnetic stirrer = magnetomrorare
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BILAGA 4

EXAMPELBERAKNINGAR FOR DEN DOS SOM TILLFORS TESTKARLEN

Cylinderns innerdiameter: =8cm
Vattenpelarens djup exklusive sediment: =12 cm
Yta: 3,142 x4 =503 cm’

Dosering: 500 g testimne/ha motsvarar 5 pg/cm2

Totalt i pg: 5 x 50,3 =251,5pg
Justering av méingden till att motsvara djupet 100 cm:

12 x 251,5 + 100 =30,18 pg
Vattenpelarens volym: 50,3 x 12 =603 ml

Koncentration i vatten: 30,18 + 603 =0,050 pg/ml eller 50 pg/l



