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(Icke-lagstiftningsakter)

FORORDNINGAR

KOMMISSIONENS FORORDNING (EU) nr 260/2014
av den 24 januari 2014

om indring, for anpassning till den tekniska utvecklingen, av férordning (EG) nr 440/2008 om
testmetoder enligt Europaparlamentets och ridets forordning (EG) nr 1907/2006 om registrering,
utvirdering, godkinnande och begrinsning av kemikalier (Reach)

(Text av betydelse for EES)

EUROPEISKA KOMMISSIONEN HAR ANTAGIT DENNA
FORORDNING

med beaktande av fordraget om Europeiska unionens funktions-
sdtt,

med beaktande av Europaparlamentets och rddets forordning
(EG) nr 1907/2006 av den 18 december 2006 om registrering,
utvirdering, godkinnande och begrinsning av kemikalier
(Reach), inrdttande av en europeisk kemikaliemyndighet, dnd-
ring av direktiv 1999/45/EG och upphivande av radets forord-
ning (EEG) nr793/93 och kommissionens forordning (EG)
nr 1488/94 samt rddets direktiv 76/769/EEG och kommissio-
nens direktiv 91/155/EEG, 93/67/EEG, 93/105/EG och
2000/21/EG ("), sdrskilt artikel 13.3, och

av foljande skil:

(1) I kommissionens forordning (EG) nr 440/2008 (?) fast-
stills testmetoder som ska anvindas for tillimpning av
forordning (EG) nr 1907/2006 nir det galler bestimning
av dmnens fysikalisk-kemiska egenskaper, toxicitet och
ekotoxicitet.

(20 Det dr nodviandigt att uppdatera forordning (EG)
nr 440/2008 for att med prioritet infoéra nya och upp-
daterade testmetoder som nyligen har antagits av OECD,
i syfte att minska anvindningen av djur for forsoksinda-
mal, i enlighet med Europaparlamentets och radets direk-
tiv 2010/63/EU av den 22 september 2010 om skydd av

() EUT L 396, 30.12.2006, s. 1.
() EUT L 142, 31.5.2008, s. 1.

djur som anvinds for vetenskapliga dndamdl () och ra-
dets direktiv 86/609/EEG av den 24 november 1986 om
tillndrmning av medlemsstaternas lagar och andra forfatt-
ningar om skydd av djur som anvinds for forsok och
andra vetenskapliga dndamal (¥).

(3)  Anpassningen omfattar tvd metoder for bestimning av
fysikalisk-kemiska egenskaper, varav en uppdaterad test-
metod for vattenloslighet och en ny testmetod for for-
delningskoefficient som dr relevant for langlivade, bio-
ackumulerande och toxiska dmnen (PBT-imnen); fyra
nya metoder och en uppdaterad metod for bestimning
av ckotoxicitet och omvandling, spridning och fordelning
i miljon; nio metoder for bestimning av toxicitet och
andra hilsoeffekter (inklusive fyra testmetoder for inha-
lationstoxicitet), varav tre uppdaterade metoder och en
ny metod for att minska antalet djur som anvinds och
for att forbattra bedomningen av effekter, en uppdaterad
metod for 28-dagars toxicitetstest med upprepad oral
dosering som nu innefattar parametrar for bedémning
av endokrin aktivitet, en uppdaterad testmetod for tox-
ikokinetik som ar viktig f6r utformning och forstielse av
toxikologiska studier samt uppdaterade metoder for test
av kronisk toxicitet, test av karcinogenicitet och kom-
binerat test av kronisk toxicitet och karcinogenicitet.

(4)  Forordning (EG) nr 440/2008 bor dirfor dndras i enlig-
het med detta.

(5) De étgirder som foreskrivs i denna forordning ér for-
enliga med yttrandet frdn den kommitté som inréttats
enligt artikel 133 i forordning (EG) nr 1907/2006.

() EUT L 276, 20.10.2010, s. 33.

() EGT L 358, 18.12.1986, s. 1.
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HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Bilagan till férordning (EG) nr 440/2008 ska dndras i enlighet med bilagan till den hir férordningen.
Artikel 2

Denna forordning trader i kraft den tredje dagen efter det att den har offentliggjorts i Europeiska unionens
officiella tidning.

Denna forordning 4r till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfdrdad i Bryssel den 24 januari 2014.

Pd kommissionens vagnar
José Manuel BARROSO
Ordftrande
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BILAGA

Bilagan till forordning (EG) nr 440/2008 ska dndras pd foljande sitt:

(1) Kapitel A.6 ska ersittas med foljande:

”A.6 VATTENLOSLIGHET

INLEDNING

Den hir testmetoden motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 105 (1995). Den hir testmetoden ir en reviderad
version av den ursprungliga TG 105 vilken antogs 1981. Det finns ingen skillnad i sak mellan nuvarande
version och den fran 1981. Huvudsakligen har utformningen dndrats. Andringen baserades pa EU:s testmetod
"Vattenloslighet” (1).

INLEDANDE OVERVAGANDEN

Ett dmnes vattenloslighet kan péverkas avsevart av forekomsten av orenheter. Den hir testmetoden behandlar
bestimningen av loslighet i vatten av i huvudsak rena dmnen som dr stabila i vatten och inte flyktiga. Innan
man kan gora en bestimning av vattenloslighet dr det anvindbart med négra preliminira uppgifter om test-
amnet, sdsom strukturformel, angtryck, dissocationskonstant och hydrolys som en funktion av pH.

Tvd metoder finns beskrivna hir: kolonnelueringsmetoden och kolvmetoden som ticker respektive 15slighet
under och over 1072 gfl. Ett enkelt inledande test finns ocksd beskrivet. Det anger det ungefirliga limpliga
antalet provtagningar for det slutliga testet, liksom den tid som atgdr for att uppnd mattnad.

DEFINITIONER OCH ENHETER

Ett dmnes loslighet i vatten dr mattnadskoncentrationen av det dmnet i vatten vid en given temperatur.

Vattenloslighet uttrycks i mangden 16st zmne per volym av losningen. Sl-enheten ar kg/m?, men g/l kan ocksa
anvindas.

REFERENSKEMIKALIER

Referenskemikalier behover inte anvindas vid undersokning av ett testimne.

BESKRIVNING AV METODER
Testbetingelser

Testet ska helst utforas vid temperaturen 20 £ 0,5 °C. Den valda temperaturen ska héllas konstant i utrustning-
ens alla relevanta delar.

Inledande test

[ ett stegvist forfarande ska okande volymer vatten vid rumstemperatur tillsittas till ca 0,1 g av provet (fasta
testimnen madste pulvriseras) i ett 10 ml mitglas med glaspropp. Blandningen skakas i 10 minuter efter varje
tillsats av vatten och avsynas for eventuella oupplosta delar av provet. Om provet eller delar av det fortfarande
inte dr upplost efter tillsats av 10 ml vatten ska forsoket fortgd i ett 100 ml mitglas. Den ungefirliga 16sligheten
anges i tabell 1 for den volym vatten dir fullstindig upplosning av provet sker. Det kan ta lang tid att 16sa upp
ett testimne nér l6sligheten ar 1dg och minst 24 timmar bor avsittas for det. Om testimnet efter 24 timmar
fortfarande inte dr uppldst bor man avsitta lingre tid (upp till 96 timmar), eller mer spada ut mer for att kunna
faststdlla om kolonnelueringsmetoden eller kolvmetoden bor anvindas.

Tabell 1
ml vatten for 0,1g 0,1 0,5 1 2 10 100 >100
16slig
Ungeférlig léslighet il >1000 1 000 till 200 till 100 till 50 till 10 till <1
gfl 200 100 50 10 1
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Kolonnelueringsmetoden
Principen

Den hir metoden bygger pé elueringen av ett testimne med vatten frin en mikrokolonn laddad med ett inert
birimne, som tidigare belagts med ett overskott av testimnet (2). Vattenlosligheten ges av eluatets masskon-
centration ndr denna har nétt en platd som en funktion av tiden.

Utrustning

Utrustningen bestér av en mikrokolonn (figur 1), som halls i konstant temperatur. Den 4r antingen ansluten till
en cirkulationspump (figur 2) eller ett nivékarl (figur 3). Mikrokolonnen innehéller en inert barare som halls pa
plats av en liten plugg av glasull som ocksd anvinds for att filtrera partiklar. Material som kan anvindas som
bdrare dr glasparlor, kiselgur eller andra inerta material.

Mikrokolonnen som visas i figur 1 4r lamplig for uppstillningen av cirkulationspumpen. Den har ett gas-
utrymme for fem baddvolymer (kasseras i borjan av forsoket) och volym for fem prover (som tas bort for analys
under forsoket). Ett annat alternativ dr att minska storleken om vatten kan tillsittas under forsoket som
ersittning for de fem forsta baddvolymerna med orenheter som har avligsnats. Kolonnen ar ansluten till
cirkulationspumpen med ett ror tillverkat i ett inert material med en kapacitet pa ca 25 mlftim. Cirkulations-
pumpen kan tex. vara en peristaltisk pump eller en membranpump. Forsiktighet méste iakttas si att ingen
fororening ochfeller adsorption uppstér i rormaterialet.

Ett schematiskt arrangemang med ett nivakarl visas i figur 3. I detta arrangemang ar mikrokolonnen férsedd
med en envigsventil. Anslutningen till nivakérlet bestdr av inslipad hals och ror tillverkat i ett inert material.
Flodeshastigheten frdn nivakarlet bor vara ca 25 ml/tim.

Figur 1
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Figur 2

O

A.  Atmosfirisk jamvikt
B. Flodesmitare
C. Mikrokolonn
D. Termostatreglerad cirkulationspump
E. Cirkulationspump
F.  Tvévigsventil for provtagning
Figur 3
5
A. Nivakarl (tex. 2,5 liter kemisk kolv)
B. Kolonn
C. Fraktionsackumulator
D. Termostat
E. Teflonror
F. Inslipad hals
G. Vattenlinje (mellan termostat och kolonn, innerdiameter ca 8 mm)

13. Ca 600 mg bdrimne overfors till en 50 ml rundbottnad kolv. En limplig mingd av testimnet upploses i ett
flyktigt losningsmedel av analytisk reagenskvalitet och en limplig volym av denna losning tillsitts barimnet.
Losningsmedlet avdunstas fullstindigt, t.ex. med hjilp av en rotationsfordngare, i annat fall uppnér bararen
ingen vattenmittnad under elueringssteget pd grund av uppdelning pa ytan. Det laddade barimnet blotlaggs tva
timmar i ca 5 ml vatten och suspensionen hills i mikrokolonnen. Alternativt kan torrt laddat bardmne hallas i
den vattenfyllda mikrokolonnen, och tvd timmar avsitts for ekvilibrering.
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14. Laddning av birdmnet kan ge problem som leder till felaktiga resultat, t.ex. om testimnet utfills som en olja.
Man bor se nirmare pd dessa problem och rapportera detaljerna.

Procedur vid anvindning av en cirkulationspump

15. Flodet genom kolonnen startas. En flodeshastighet pd ca 25 ml/tim rekommenderas vilket motsvarar 10 badd-
volymer i timmen for den beskrivna kolonnen. For borttagning av vattenlosliga orenheter ska minst de fem
forsta baddvolymerna kasseras. Efter detta ska pumpen vara pa tills jamvikt uppnds, vilket definieras som fem
successiva prov vilkas koncentrationer inte skiljer sig & med mer dn * 30 % pé ett slumpmissigt sitt. Proven
bor vara skilda fran varandra med ett tidsintervall som motsvarar genomstromningen av minst tio baddvolymer.
Beroende pd den analysmetod som anvinds upprittas en koncentrations-/tidskurva for att visa att jamvikt har
uppndtts.

Procedur vid anvindning av ett nivdkarl

16. Successiva fraktioner av eluatet samlas in och analyseras med den valda metoden. Fraktioner av eluatet frin
mellanintervallet, dir koncentrationerna dr konstanta inom * 30 % av minst fem successiva fraktioner, anvinds
for att faststilla 16sligheten.

17. Det foredragna eluatet dr dubbeldestillerat vatten. Avjoniserat vatten med en resistivitet pd over 10 mega-
ohm/cm och ett totalt innehall av organiskt kol ligre dn 0,01 % kan ocksd anvindas.

18. For bada procedurerna utfors en andra omgang, med halverad flodeshastighet jamfort med den forsta. Testet dr
lyckat om resultatet frin de tvd omgdngarna Gverensstimmer. Om den uppmitta losligheten dr hogre med den
lagre flodeshastigheten, méste halveringen av flodeshastigheten fortsitta tills tva successiva omgéangar ger samma
loslighet.

19. I bada forfarandena ska fraktionerna kontrolleras betriffande férekomsten av kolloidalt material genom under-
sokning av Tyndalleffekten. Forekomsten av partiklar gor testet ogiltigt, och testet ska upprepas efter forbatt-
ringar av kolonnens filtrering.

20. Varje provs pH mits med sirskilda indikatorremsor.

Kolvmetoden
Principen

21. Testimnet (fasta dmnen médste pulvriseras) 16ses upp i vatten vid en temperatur som ligger strax over test-
temperaturen. Nar mattnad har uppnétts kyls blandningen och halls vid testtemperaturen. Om man genom
lamplig provtagning sikerstaller att mattnadsjamvikt har uppndtts kan métningen utforas direkt vid testtempera-
turen. Direfter bestims masskoncentrationen av testimnet i vattenlosningen, vilken inte fir innehdlla ndgra
olosta partiklar, genom en limplig analysmetod (3).

Utrustning

22. Foljande material behovs:

— Vanliga laboratorieglas och instrument.

— En anordning for omskakning av losningar vid kontrollerad, konstant temperatur.

— En centrifug (foretridesvis termostatreglerad) om det behovs.

— Analysutrustning.

Procedur

23. Efter det inledande testet bestims den nodvindiga mingden testimne som behovs for att mitta den onskade
volymen vatten. Ungefir fem ginger den méngden végs in i var och en av de tre glaskdrlen utrustade med
glasproppar (t.ex. centrifugrér, kolvar). En volym vatten, som valts efter analysmetod och 16slighetsintervall,
tillsitts varje karl. Kdrlen forsluts och skakas sedan vid 30 °C. Man bor anvinda en skak- eller omrornings-
utrustning som kan hélla en konstant temperatur, t.ex. magnetisk omrorning i ett termostatreglerat vattenbad.
Efter en dag ekvilibreras ett av kirlen under 24 timmar vid testtemperaturen, med enstaka skakningar. Karlets
innehall centrifugeras vid testtemperaturen, och koncentrationen av testimnet i den klara vattenfasen bestims
genom en lamplig analysmetod. De andra bdgge kolvarna behandlas likartat efter en initial ekvilibrering vid
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30 °C i tva, respektive tre, dagar. Testet dr lyckat om den uppmitta koncentrationen i dtminstone tvd av de sista
kirlen inte avviker med mer dn 15 %. Om resultaten fran kirl 1, 2 och 3 visar okande virden, bor hela testet
goras om med lingre ekvilibreringstider.

Testet kan ocksd utforas utan foregdende inkubation vid 30 °C. For att uppskatta graden av etablering av
mittnadsjamvikten tas prover tills omrorning inte lingre paverkar de uppmitta koncentrationerna.

Varje provs pH mits med sirskilda indikatorremsor.

Analytiska bestimningar

En dmnesspecifik metod ar att foredra eftersom smd mangder losliga orenheter kan orsaka stora fel i den
uppmitta losligheten. Exempel pa sddana metoder dr gas- eller vitskekromatografi, titrering, fotometri och
voltametri.

DATA OCH RAPPORTERING
Data
Kolonnelueringsmetoden

For varje omgdng ska medelvirde och standardavvikelse berdknas frin minst fem pa varandra foljande prov som
tas fran mattnadsplatin. De medelvirden som erhallits fran tvd tester med olika floden bor inte avvika med mer
an 30 %.

Kolvmetoden

Medelvirdet beriknas for de individuella resultaten frin var och en av de tre kolvarna, vilka inte bor avvika med
mer dn 15 %.

Testrapport
Kolonnelueringsmetoden

Testrapporten madste innehdlla foljande information:

— Resultat fran det inledande testet.

— Kemisk beteckning och orenheter (eventuellt inledande reningssteg).
— Koncentrationer, flodeshastigheter och pH for varje prov.

— Medelvirden och standardavvikelser frin minst fem prov frdn maittnadsplatin for varje omgéng.
— Medelvardet av minst tva successiva omgéngar.

— Temperaturen pd vattnet under mattnadsforloppet.

— Analysmetod.

— Typ av bdrdmne.

— Laddning av baramnet.

— Losningsmedel som anvénds.

— Tecken pd eventuell kemisk instabilitet hos dmnet under testet.

— All information som iér relevant for tolkningen av resultaten, sirskilt med avseende pd orenheter och
fysikaliskt tillstind hos testimnet.

Kolvmetoden

30. Testrapporten maste innehdlla foljande information:

— Resultat frin det inledande testet.

— Kemisk beteckning och orenheter (eventuellt inledande reningssteg).
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— Enskilda analytiska bestimningar och medelvirde, om fler dn ett virde faststdlldes for varje kolv.

— pH for varje prov.

— Medelvirdet for olika kolvar vilka var i dverensstimmelse.

— Testtemperatur.

— Analysmetod.

— Tecken pé eventuell kemisk instabilitet hos dmnet under testet.

— All information som dr relevant for tolkningen av resultaten, sirskilt med avseende pd orenheter och
fysikaliskt tillstdnd hos testimnet.

LITTERATUR

(1) Kommissionens direktiv 92/69/EEG av den 31 juli 1992 om anpassning till tekniska framsteg for sjuttonde
gingen av rddets direktiv 67/548/EEG om tillndrmning av lagar och andra forfattningar om klassificering,
forpackning och markning av farliga dmnen, EGT L 383, 29.12.1992, s. 113-114.

(2) NF T 20-045 (AFNOR) (september 1985). Kemiska produkter for industriell anvindning — Faststillande av
vattenloslighet for fasta dmnen och vitskor med lag 16slighet — kolonnelueringsmetoden.

(3) NF T 20-046 (AFNOR) (september 1985). Kemiska produkter for industriell anvindning — Faststillande av
vattenloslighet av fasta dmnen och vitskor med hog 1oslighet — kolvmetoden.”

(2) Kapitel A.23 ska laggas till:

”A.23 FORDELNINGSKOEFFICIENT (1-OKTANOL/VATTEN): METOD MED LANGSAM OMRORNING

INLEDNING

1. Den hir testmetoden motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 123 (2006). Fordelningskoefficient 1-oktanol/vatten
(Pow) med log Poy-virden upp till 8,2 har noggrant bestimts genom metoden med langsam omrorning (1).
Den ldmpar sig darfor for direkt bestimning av Py for mycket hydrofoba dmnen.

2. Andra metoder for bestimning av fordelningskoefficienten 1-oktanol/vatten (Pgyy) dr "skakkolvmetoden” (2), dar
Pow bestims utifrdn retentionstiden vid HPLC-analys med omvind fas (3). Skakkolvmetoden ger ofta upphov
till artefakter beroende péd att mikroskopiska droppar av oktanol overgdr i vattenfasen. Med 6kande virden pa
Pow leder nirvaron av dessa droppar i allt hogre grad till att testimnets koncentration i vattnet verskattas.
Metoden kan dirfor bara anvindas for amnen med log Py < 4. Den andra metoden bygger pé en tillforlitlig
uppsittning direktbestimda Pqy-virden som anvinds for att kalibrera forhallandet mellan retentionstiden med
HPLC och de uppmitta Pgy-vdrdena. Det har funnits ett utkast till OECD-riktlinjer tillgdngligt for bestdimning
av fordelningskoefficienten 1-oktanol/vatten for joniserbara dmnen (4), men detta ska inte lingre anvindas.

3. Den hir testmetoden har utvecklats i Nederlinderna. Precisionen for de forfaranden som beskrivs hir har
validerats och optimerats genom interkalibrering med 15 deltagande laboratorier (5).

INLEDANDE OVERVAGANDEN
Betydelse och anvindning

4. For inerta organiska dmnen har man funnit att det finns ett mycket tydligt samband mellan deras fordelnings-
koefficient 1-oktanol/vatten (Pqy) och deras bioackumulering i fisk. Det har dessutom konstaterats att det finns
ett samband mellan kemikaliers Py och deras toxicitet for fisk samt mellan deras Poy och formaga att bindas
till fasta material som jord och sediment. For en utforlig oversikt Gver dessa samband, se hdnvisning (6).
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Det har faststillts en rad samband mellan fordelningskoefficienten 1-oktanol/vatten och andra dmnesegenskaper
som dr av betydelse inom milj6toxikologi och miljokemi. Fordelningskoefficienten 1-oktanol/vatten har darfor
kommit att bli en mycket viktig parameter vid beddmning av miljorisker med kemikalier och for att forutsiga
hur de kommer att uppfora sig i miljon.

Tillimpningsomride

Metoden med ldngsam omrorning ar tinkt att minska bildningen av mikrodroppar av 1-oktanol i vattenfasen.
Detta torde minska risken for att koncentrationen i vattnet overskattas pd grund av att molekyler av testimnet
binds till sddana droppar. Metoden limpar sig ddrfor sirskilt val for bestimning av Pgy, for dmnen som antas
ha log Poyw-vdrden pd 5 och hogre, for vilka skakkolvmetoden (2) latt kan ge felaktiga resultat.

DEFINITIONER OCH ENHETER

Ett dmnes fordelningskoefficient mellan vatten och ett lipofilt 16sningsmedel (1-oktanol) beskriver dess jamvikts-
fordelning mellan de bdda faserna. Fordelningskoefficienten 1-oktanol (Pqy) definieras som forhallandet
mellan testimnets jamviktskoncentrationer i 1-oktanol mittad med vatten (Cp) och i vatten mittat med
1-oktanol (Cy).

Pow = Co/Cyw

Fordelningskoefficienten 4r en dimensionslos storhet eftersom den beskriver forhdllandet mellan tvd koncent-
rationer. Den uttrycks vanligen som tiologaritmen (log Pqoy). Poy dr temperaturberoende, och rapporterade data
maste darfor omfatta en angivelse av temperaturen vid métningen.

PRINCIP FOR METODEN

Vid bestimning av fordelningskoefficienten bringas vatten, 1-oktanol och testimnet i jamvikt med varandra vid
konstant temperatur. Darefter bestims testimnets koncentration i de bada faserna.

Man kan minska problemet med bildning av mikroskopiska droppar under skakkolvforsoket genom att anvinda
metoden med langsam omrorning som beskrivs hir. Metoden gdr ut pd att vatten, 1-oktanol och testimnet
bringas i jamvikt i ett termostatreglerat reaktionskdrl under omrorning. Utbytet mellan faserna péskyndas
genom omrorning. Omrérningen gor ocksd att det uppkommer viss turbulens som okar utbytet mellan 1-
oktanol och vatten utan att mikroskopiska droppar bildas (1).

TILLAMPBARHET FOR TESTMETODEN

Eftersom forekomsten av andra dmnen én testimnet kan péaverka testimnets aktivitetskoefficient, bor testimnet
testas som ett rent damne. Den hogsta renhet som dr kommersiellt tillganglig ska anvindas for fordelnings-
forsoket med 1-oktanol/vatten.

Den aktuella metoden giller rena dmnen som inte upploses eller férenas, och som inte visar ndgon signifikant
gransskiktsaktivitet. Den kan tillimpas for att bestimma fordelningsforhéllandet for 1-oktanol/vatten for sddana
dmnen och blandningar. Nir metoden anvinds for blandningar, ar férdelningsforhallandena som faststalls for 1-
oktanol/vatten villkorade och beroende av den testade blandningens kemiska sammansattning och pé elekt-
rolytens sammansattning som anvands som vattenfas. Vidtas ytterligare dtgdrder dr metoden ocksa tillimplig for
dissocierings- eller associeringsforeningar (punkt 12).

P4 grund av att multipel jaimvikt i vatten och 1-oktanol inblandad i fordelningen 1-oktanol/vatten av dis-
socierade dmnen sdsom organiska syror och fenoler, organiska baser och metallorganiska dmnen, dr fordelnings-
forhallandet 1-oktanol/vatten en villkorad konstant starkt beroende av elektrolytsammansittning (7) (8). Bestim-
ningen av fordelningsforhallandet for 1-oktanol/vatten kraver dirfor att pH och elektrolytsammansittning
kontrolleras i forsoket och rapporteras. En sakkunnig bedomning maste anvindas vid utvirderingen av dessa
fordelningsforhallanden. Nar vardet for dissociationskonstant(er) anvidnds méste limpliga pH-vérden viljas sé att
ett fordelningsforhdllande faststdlls for varje joniseringstillstand. Icke-komplexbildande buffertar méste anvindas
vid testning av metallorganiska foreningar (8). Med beaktande av befintlig kunskap om vattenkemi (komplex-
bildningskonstanter, dissociationskonstanter) bor testbetingelserna véljas pé ett sddant sitt att specificeringen av
testimnet i vattenfasen kan beriknas. Jonstyrkan bor vara identisk i alla forsok genom anvindning av en

bakgrundselektrolyt.

Under testet kan svérigheter uppsta for dmnen med lg vattenloslighet eller hogt Poy, pa grund av att halterna i
vattnet blir s laga att det blir svért att gora en noggrann bestimning. Den hir testmetoden ger végledning i hur
man hanterar detta problem.
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INFORMATION OM TESTAMNET

14. Kemiska reagenser bor vara av analytisk renhetsgrad eller renare. For detta test rekommenderas omirkta test-
dmnen med kidnd kemisk sammansittning och en renhet som helst uppgdr till minst 99 %, eller radioaktivt
mirkta dmnen med kidnd kemisk sammansittning och radiokemisk renhet. Nar dmnen med kort halveringstid
anvinds for markningen dr det nodvandigt att korrigera for sonderfallet. For radioaktivt markta testimnen bor
man anvinda en analysmetod som dr specifik for kemikalien i frga, s att man kan vara siker pd att den
uppmitta radioaktiviteten hérror direkt fran testimnet.

15. Virdet pa log Poyw kan uppskattas med hjilp av kommersiellt tillganglig programvara eller genom att man

jam

for testimnets loslighet i de bada l6sningsmedlen.

16. Innan Pqy bestims med den hdr metoden bor man ha tillgdng till foljande information om testimnet:

a) Strukturformel.

b) Analysmetoder som limpar sig for att bestimma dmnets koncentration i vatten och 1-oktanol.

¢) Dissociationskonstant(er) for joniserbara dmnen (OECD:s riktlinje 112 (9)).

d) Vattenloslighet (10).

e) Abiotisk hydrolys) (11).

f) Biologisk nedbrytbarhet (12).

) Angtryck (13).

METODBESKRIVNING

Utrustning

17. Vanlig laboratorieutrustning behovs, i synnerhet foljande:

Magnetomrorare och teflonbelagda magnetstavar anvinds for omrorning i vattenfasen.

Analysinstrument som limpar sig for att bestimma testimnets koncentration i det forvintade koncent-
rationsintervallet.

Omrorningskirl med en kran i botten. Beroende pé testimnets uppskattade log Pqy-vdrde och den anvinda
analysmetodens detektionsgrians (LOD) kan det vara nodvindigt att anvinda ett kidrl med samma geometri
som dr storre dn en liter, s att vattenvolymen ar tillrdckligt stor for att mojliggora kemisk extraktion och
analys. P4 sd sitt erhélls hogre koncentrationer i vattenextraktet och ddrmed en mer tillforlitlig analytisk
bestdmning. I tilligg 1 finns en tabell med uppskattade minsta volymer, detektionsgrinsen for testimnet,
dess uppskattade log Pgy och dess vattenloslighet. Tabellen baseras pé forhédllandet mellan log Poy och
kvoten mellan dmnets loslighet i oktanol och vatten, sdsom beskrivits av Pinsuwan m.fl. (14):

log Pow = 0,88 log SR + 0,41
dar
SR = Sgi/Sw (i molaritet)

samt pd det forhdllande for att uppskatta vattenloslighet som beskrivits av Lyman (15). Vattenlosligheten
enligt den formel som anges i tilligg 1 ska ses som en forsta uppskattning. Observera att det stdr anvan-
daren fritt att uppskatta vattenlosligheten genom samband som bittre anses representera forhdllandet mellan
hydrofobicitet och 16slighet. For fasta foreningar rekommenderas exempelvis att man vid uppskattning av
losligheten tar hinsyn till sméltpunkten. Nir en modifierad ekvation anvinds bor man forvissa sig om att
ekvationen for berikning av 16sligheten i oktanol fortfarande dr giltig. En schematisk ritning av ett glas-
mantlat omrérningskirl med en volym pd ca en liter finns i tilligg 2. Proportionerna pa kirlet som visas i
tilligg 2 har visat sig vara gynnsamma och bor bibehallas nar utrustning av annan storlek anvinds.

Under forsoket med langsam omrorning dr det nodvandigt att hélla temperaturen konstant.
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Kirlet bor vara tillverkat av ett inert material s& att adsorptionen pé kirlets vdggar och botten dr forsumbar.

Beredning av testlosningar

Bestimningen av Pny bor goras med den renaste 1-oktanol som finns i handeln (minst + 99 %). Det rekom-
menderas att 1-oktanol renas genom extraktion med syra, bas och vatten samt efterfoljande torkning. 1-oktanol
kan ocksd renas genom destillation. Renad 1-oktanol anvinds for att bereda standardlsningar av testimnena.
Det vatten som anvinds for bestimningen av Py, ska vara destillerat i utrustning av glas eller kvarts, eller ska
komma frdn ett reningssystem. Vatten av HPLC-kvalitet kan ocksd anvindas. Destillerat vatten mdste filtreras
genom ett 0,22 pum filter, och for att kontrollera att de koncentrerade extrakten inte innehéller nigra forore-
ningar som kan reagera med testimnet mdste blankprover ingd. Om ett glasfiberfilter anvinds ska det rengéras
genom upphettning vid 400 °C i minst tre timmar.

Innan forsoket inleds mittas de bada losningsmedlen med varandra genom att bringas i jamvikt i ett tillrdckligt
stort karl. Detta astadkoms genom langsam omrorning av tvdfassystemet i tvd dagar.

En limplig koncentration av testimnet viljs och loses i 1-oktanol (mdttad med vatten). Férdelningskoefficienten
1-oktanol/vatten ska bestimmas i utspadda losningar i 1-oktanol och vatten. Testimnets koncentration bor
ddrfor inte Overstiga 70 % av dess loslighet med en hogsta koncentration pa 0,1 M i endera fasen (1). De
16sningar i 1-oktanol som anvinds for forsoket fir inte innehdlla ndgot uppslammat testimne i fast form.

En lamplig mingd av testimnet 16ses i 1-oktanol (mittad med vatten). Om den uppskattade log Pqy dr storre
dn fem mdste man se till att de losningar i 1-oktanol som anvinds for forsoket inte innehdller ndgot upp-
slammat testimne i fast form. For att undvika detta ska foljande metod anvindas for kemikalier vars upp-
skattade log Poy-vérde ar > 5:

— Los testimnet i 1-oktanol (mittad med vatten).

— Vinta tills det uppslammade fasta dmnet har sjunkit till botten. Kontrollera testimnets koncentration under
vantetiden.

— Vanta tills testimnets koncentration i 1-oktanol har stabiliserats och spad direfter stamlosningen med en
lamplig volym 1-oktanol.

— Mit den utspidda stamlosningens koncentration. Om den uppmitta koncentrationen stimmer med utspéad-
ningen kan stamlosningen anvindas for forsoket.

Extraktion och analys av prover

En validerad analysmetod ska anvindas for bestimning av testimnet. De som utfor forsoket maste kunna styrka
att koncentrationerna bade i den vattenmittade 1-oktanolen och i den 1-oktanol-mittade vattenfasen ligger 6ver
den anvinda analysmetodens kvantifieringsgrians. Om det dr nodvandigt att extrahera testimnet frdn vattenfasen
och 1-oktanolfasen madste utbytet vid extraktion frin respektive fas faststillas innan forsoket inleds. Signalen
mdste korrigeras for blankvarden och det ar viktigt att se till att ingen analyt overfors fran ett prov till ett annat.

For hydrofoba testimnen som har relativt ldga koncentrationer i vattenfasen ar det troligen nédvandigt att
extrahera vattenfasen med ett organiskt 16sningsmedel och att koncentrera extraktet fore analys. Av samma
anledning dr det ocksd nodvindigt att blankproverna har en mycket ldg koncentration. Dérfor maste mycket
rena l6sningsmedel anvindas, helst losningsmedel for sparimnesanalys. Risken for att fororeningar Gverfors
mellan proverna kan ocksd minskas genom att man anvander noggrant rengjord glasutrustning (den kan t.ex.
skoljas i 16sningsmedel eller upphettas vid hog temperatur).

Virdet pa log Py kan uppskattas med hjilp av ett uppskattningsprogram eller genom sakkunnig bedémning.
Om det ar hogre dn 6 dr det viktigt att korrigera for blankvirdena och kontrollera att det inte sker nigon
overforing av analyt mellan proverna. Om det uppskattade log Poy-vardet Gverskrider 6 méste man anvinda en
surrogatstandard for att korrigera for utbytet sd att provet kan koncentras sa mycket som mojligt fore analys.
Ett antal program for uppskattningen av log Pny, finns kommersiellt tillgdngliga (1), t.ex. Clog P (16), KOWWIN
(17), ProLogP (18) och ACD log P (19). I hdnvisningarna (20-22) beskrivs olika metoder for att uppskatta

log Poy-

(") Denna information ges endast som information till anvindarna. Andra motsvarande datorprogram kan anvindas om man kan visa att
de ger samma resultat.
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26. Kvantifieringsgranserna for bestimning av testimnet i 1-oktanol och vatten ska faststillas med vedertagna
metoder. Som en tumregel kan kvantifieringsgriansen anses vara den koncentration i vatten eller 1-oktanol
som ger ett signal-brusforhdllande pd tio. En limplig extraktions- och forkoncentrationsmetod ska viljas, och
utbytet vid analysen ska ocksd anges. En limplig grad av forkoncentrering viljs sd att en signal av erforderlig
storlek erhdlls vid den analytiska bestimningen.

27. P4 grundval av analysmetodens parametrar och de férvintade koncentrationerna bestims den ungefirliga
provstorlek som kravs for en korrekt bestimning av dmnets koncentration. Man bor undvika att anvinda
vattenprover som dr si smd att man inte erhdller en tillricklig signal. Man bor likasd undvika alltfor stora
vattenprover, eftersom det annars kan hinda att det inte finns tillrackligt mycket vatten kvar for att gora det
erforderliga antalet analyser (n = 5). I tilligg 1 anges den minsta provvolymen som en funktion av kirlets
volym, testimnets detektionsgrins och dess loslighet.

28. Testimnena kvantifieras genom jimforelser av kalibreringskurvorna for respektive dmne. De analyserade pro-
vernas koncentrationer maste ligga i samma intervall som standardlosningarnas koncentrationer.

29. For testimnen vars uppskattade log Py, dr hogre dn 6 maste vattenprovet spikas med en surrogatstandard fore
extraktionen, sa att forlusterna vid extraktion och forkoncentrering av vattenproverna kan bedomas. For att
utbytet ska kunna korrigeras sd exakt som mojligt maste surrogatstandardens egenskaper vara mycket lika eller
identiska med testimnets egenskaper. Helst ska (stabila) isotopmirkta analoger av testimnet (t.ex. deuterium-
eller 3C-markta) anvindas. Om det inte ir mojligt att anvinda stabila isotopmarkta analoger sisom '>C eller
2H ska det genom tillforlitliga litteraturuppgifter visas att surrogatstandardens fysikalisk-kemiska egenskaper
ligger mycket ndra testimnets. Vid vitske-vitskeextraktionen av vattenfasen kan emulsioner bildas. Detta pro-
blem kan minskas genom tillsats av salt och genom att man ldter emulsionen klarna 6ver natten. I rapporten
ska det anges vilka metoder som anvinds for extraktion och forkoncentrering av proverna.

30. Prover som tas frdn 1-oktanolfasen kan vid behov spidas med ett lampligt 16sningsmedel fore analys. Dessutom
rekommenderas att utbytet korrigeras genom anvindning av surrogatstandarder om det vid forsok visat sig att
utbytet varierar mycket (relativ standardavvikelse > 10 %).

31. Rapporten ska omfatta detaljerade uppgifter om den anvinda analysmetoden. Hit hor extraktions- och for-
koncentrationsmetoder, utspadningsfaktorer, instrumentparametrar, kalibreringsrutin, kalibreringsomréde, analy-
tisk utbyte av testimnet frdn vatten, tillsats av surrogatstandarder for korrigering av utbytet, blankvirden,
detektionsgranser och kvantifieringsgrinser.

Testforfarande
Optimala volymforhéllanden for 1-oktanol och vatten

32. Ndr man viljer volymerna av 1-oktanol och vatten bor man beakta kvantifieringsgrinserna i 1-oktanol och
vatten, graden av forkoncentration av vattenproverna, provtagningsvolymerna i 1-oktanol och vatten och de
forvantade koncentrationerna. Av experimentella skil bor volymen av 1-oktanol viljas sd att skiktet av 1-
oktanol blir sd tjockt (> 0,5 cm) att det dr mojligt att ta prover fran 1-oktanolfasen utan att den stors.

33. Vid bestimning av fordelningskoefficienten for dmnen med log Poyw pd 4,5 och hogre anvinds typiskt 20 till
50 ml 1-oktanol och 950 till 980 ml vatten i ett enliterskarl.

Testbetingelser

34. Reaktionskirlet ska vara termostatreglerat sd att temperaturvariationen under forsoket ar mindre 4n 1 °C.
Forsoket ska utforas vid 25 °C.

35. Forsokssystemet mdste skyddas frdn dagsljus, antingen genom att forsoket utfors i ett morkt rum eller genom
att reaktionskdrlet ticks med aluminiumfolie.

36. Forsoket ska utforas i en sd dammfri miljo som mojligt.

37. Blandningen av 1-oktanol och vatten rors om tills jamvikt installer sig. Hur lang tid det tar att uppnd jamvikt
bestims i ett pilotforsok dir prover pa vatten och 1-oktanol tas med jimna mellanrum. Det ska gd minst fem
timmar mellan provtagningstillfillena.

38. Varje bestdimning av Pqy ska bygga pd minst tre oberoende omrdrningsforsok.
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Bestamning av jamviktstiden

39. Jamvikt antas ha installt sig ndr man vid regression av koncentrationsférhallandet mellan 1-oktanol och vatten
som en funktion av tiden, over en tidsrymd som omfattar fyra punkter, fir en lutning som inte avviker
ndmnvirt frén 0 vid en p-nivd pd 0,05. Systemet mdste bringas i jamvikt under minst en dag innan prov-
tagningen inleds. Som en tumregel kan provtagning av dmnen med ett uppskattat log Poy, mindre 4n 5 goras
under dag tva och tre. For mer hydrofoba dmnen kan det ta lingre tid att uppnd jimvikt. For ett imne med ett
log Pow pd 8,23 (dekaklorbifenyl) kravdes 144 timmar for att nd jamvikt. For att avgora om jamvikt installt sig
tas upprepade prover fran ett och samma karl.

Forsikets inledning

40. Forsoket inleds genom att reaktionskarlet fylls med vatten mattat med 1-oktanol. Kirlet far sedan std tills den
temperatur som termostaten r instdlld pd ns.

41. Direfter tillsitts forsiktigt 6nskad mingd av testimnet (16st i erforderlig volym 1-oktanol méttad med vatten) till
reaktionskarlet. Detta ar ett kritiskt steg i forsoket, eftersom man maste undvika turbulent blandning av de bada
faserna. 1-oktanolfasen kan dirfor ldngsamt pipetteras mot reaktionskarlets vigg, ndra vattenfasen. Den kommer
att rinna lings glasvdggen och bilda en film ovanpé vattenfasen. 1-oktanol fir aldrig hillas direkt i reaktions-
kirlet och det dr viktigt att se till att droppar av 1-oktanol inte faller direkt i vattnet.

42. Omroraren startas och omrorningshastigheten 6kas langsamt. Om omrérarmotorn inte kan justeras ordentligt
bor man oOverviga att anvinda en transformator. Omrorningshastigheten justeras sa att stromvirveln i kontakt-
ytan mellan vattnet och 1-oktanolen ar 0,5 till hogst 2,5 cm djup. Om stromvirveln ar djupare 4n 2,5 cm ska
omrorningshastigheten minskas. I annat fall kan det bildas mikrodroppar av 1-oktanol i vattenfasen, som leder
till att testimnets koncentration i vattenfasen overskattas. Rekommendationen att omrorningshastigheten ska ge
en virvel pd hogst 2,5 cm grundas pad resultaten av den utforda interkalibreringen (5). Det dr en kompromiss
mellan 6nskan att snabbt uppnd jamvikt och att begrdnsa bildningen av mikroskopiska droppar av 1-oktanol.

Provtagning och provberedning

43. Omroraren stings av fére provtagningen och man véntar sedan tills vitskorna slutat rora sig. Ndr provtagningen
dr avslutad startas omroraren igen, forst langsamt och sedan gradvis snabbare sdsom beskrivs ovan.

44. Prover pé vattenfasen tas fran en kran i botten av reaktionskérlet. Sling alltid bort den dodvolym vatten som
finns i kranen (ca 5 ml i det karl som visas i tilligg 2). Vattnet i kranen 4r inte omrort och ar darfor inte i
jamvikt med resten av vitskan i kdrlet. Anteckna vattenprovernas volym och se till att testimnet som finns i det
slingda vattnet beaktas nir massbalansen upprittas. Avdunstningsforlusterna minimeras genom att vattnet sakta
fir rinna in i separertratten, utan att vatten- och 1-oktanolfaserna stors.

45. Prover av l-oktanol tas genom att sma alikvoter (ca 100 pl) avligsnas fran 1-oktanolfasen med en 100
mikrolitersspruta helt av glas och metall. Det édr viktigt att de bdda vitskorna inte blandas i kontaktytan.
Den provtagna vitskans volym antecknas. Det ricker med sma alikvoter eftersom 1-oktanol-provet spids ut.

46. Onodiga provoverforingssteg bor undvikas. Provvolymen bor dirfor bestimmas gravimetriskt. For vattenprover
kan detta dstadkommas genom att man samlar upp vattenprovet i en separertratt som redan innehéller den
erforderliga mingden 16sningsmedel.

DATA OCH RAPPORTERING

47. Enligt den hir metoden bestims Py genom att man utfor tre omrorningsforsok med det dmne som ska
undersokas under identiska betingelser. Den regressionsanalys som anvinds for visa att jamvikt uppndtts ska
grundas pa resultaten av minst fyra pd varandra bestimningar av C,[Cy, vid olika tidpunkter. P3 s sitt kan
man berdkna variansen som ett matt pd osikerheten for det medelvirde som erhalls fran varje forsoksenhet.

48. Py kan beskrivas genom den varians i data som erhdlls i varje forsoksenhet. Denna information anvinds for
att berdkna Pqyy som det viagda medelvirdet for resultaten i de enskilda forsoksenheterna. Det inverterade vardet
pa variansen hos resultaten fran forsoksenheterna anvinds som vikt. Detta leder till att data som uppvisar en
stor variation (uttryckt som varians) och som darfor 4r mindre tillforlitliga inte paverkar resultaten lika mycket
som data med liten varians.
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Den vigda standardavvikelsen beriknas p& samma sitt. Den beskriver Pqy-matningens repeterbarhet. Ett lagt
virde pd den vigda standardavvikelsen visar att bestimningen av Pqy, har en mycket god repeterbarhet inom ett
och samma laboratorium. Den formella statistiska behandlingen av erhédllna data beskrivs nedan.

Behandling av resultaten
Demonstration av att jamvikt uppnatts

Logaritmen for forhallandet mellan testimnets koncentrationer i 1-oktanol och vatten (log (Co/Cy)) berdknas for
varje provtagningstidpunkt. For att visa att jamvikt uppndtts plottas detta férhallande som en funktion av tiden.
En platd i kurvan, som ska omfatta minst fyra pd varandra foljande mitpunkter, tyder pd att jamvikt har
uppndtts och att dmnet verkligen dr 1ost i 1-oktanol. Om sd inte ar fallet méste forsoket fortgd tills fyra pa
varandra foljande matpunkter ger en lutning som inte avviker nimnvirt frdn 0 vid en p-nivd pa 0,05, vilket
anger att log C,/C,, dr oberoende av tid.

Berikning av log Poy

Virdet pd log Py 1 forsoksenheten berdknas som det vigda medelvirdet for log C,/C,, for den del av kurvan
(log C,/C, som en funktion av tiden) dir det har visats att jamvikt uppndtts. Det vigda medelvirdet beriknas
genom att data vdgs med det inverterade vardet pd variansen sa att deras pdverkan pa slutresultatet 4r omvint
proportionell mot deras osikerhet.

Genomsnittligt log Pow

Medelvirdet av log Pqy for olika forsoksenheter beriknas som medelvirdet av resultaten fran de enskilda
forsoken viktade med sina respektive varianser.

Berdkningen utfors med hjilp av f6ljande formel:

log Poway = (Ew; x log Poy) * (Zwy) ™!
dir
log Poyw; = log Poy-vérdet for den enskilda forsoksenheten i
log Pow sy = det vigda medelvirdet for de enskilda bestimningarna av log Pqy,
w; = den statistiska vikt som tilldelats log Pgy-vérdet for forsoksenhet i.

Den inverterade variansen for log Py ; anvdnds som w; (w; = var (log Pow,) ™).

Medelfelet av log Pqy, uppskattas som den repeterbarhet f6r log C,/C,, som bestims under jimviktsfasen i varje
enskild forsoksenhet. Det uttrycks som den végda standardavvikelsen for log Pow ay (0log pow,av) SOM i sin tur &r
ett matt pd det fel som hinger samman med Py .. Den vigda standardavvikelsen kan berdknas fran den
viktade variansen (varjy, poy,a,) enligt foljande formel:

Varlog Pow,Av — (Zwi X (lOg POW,i - log POW,AV)Z) X (Zwi X (n - 1))71

— 0,5
Olog Pow,Av — (Varlog PoW,AV)
Symbolen n stir for antalet forsoksenheter.

Testrapport

Testrapporten ska omfatta foljande information:
Testimne:

— Trivialnamn, kemiskt namn, CAS-nummer, strukturformel (med angivande av den radioaktiva isotopens
position for mirkta dmnen) och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper (se punkt 17).

— Testdmnets renhet (fororeningar).
— Renhet och aktivitet per mol hos den isotop som anvints for markning (i forekommande fall).

— Preliminir uppskattning av log P, samt angivande av den metod som anvinds for att komma fram till
detta virde.
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Forsiksbetingelser:

— Datum for utforandet av studierna.

— Temperatur under forsoket.

— Volymer av 1-oktanol och vatten i borjan av testet.

— Borttagna provvolymer av 1-oktanol och vatten.

— Volymer 1-oktanol och vatten som &terstar i testkérlen.

— Beskrivning av reaktionskdrl och omrérningsparametrar (omrorarmagnetens och reaktionskarlets form,
stromvirvelns djup i mm samt omrorningshastigheten om denna &r kand).

— Metoder som anvints for att analysera testimnet och dess kvantifieringsgrans.
— Provtagningstider.

— Vattenfasens pH-virde och eventuella buffertar som anvints for att justera pH-vdrdet hos joniserbara
molekyler.

— Antal replikat.

Resultat:

— De anvinda analysmetodernas repeterbarhet och kinslighet.

— Koncentrationer av testimnet i 1-oktanol och vatten som funktion av tid.
— Demonstration av massbalans.

— Temperatur och standardavvikelse eller temperaturintervallet under forsoket.
— En kurva som visar forhdllandet mellan koncentrationer som funktion av tid.
— Medelvirdet for log P,y », och dess standardfel.

— Diskussion och tolkning av resultaten.

— Exempel pd rddata fran en representativ analys (i enlighet med god laboratoriesed ska alla radata sparas) som
omfattar uppgifter om utbyten for surrogatstandarder, antal punkter pa kalibreringskurvan (med angivande
av kriterier for kalibreringskurvans korrelationskoefficient) samt resultat av kvalitetssikring och kvalitets-

kontroll (QA/QQ).

— Samt nér det finns tillgdngligt: Valideringsrapport for analysmetoden (ska tas upp i litteraturhdnvisningarna).
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Kalkylblad f6r berikning av de minsta vattenvolymer som krivs for detektion av testimnen med olika log
Pow-virden i vattenfasen

Antaganden:

— Maximal volym av enskilda alikvoter = 10 % av den totala volymen; 5 alikvoter = 50 % av den totala volymen.
— Testimnens koncentration = 0,7 x 1slighet i endera fasen. Vid lagre koncentrationer krivs storre volymer.

— Volym som anvinds for bestimning av detektionsgrans = 100 ml.

— log P, som en funktion av log S, och log P, som en funktion av SR (S,},/S,,) dskddliggor testimnenas forhéllanden
pa ett rimligt sitt.

Uppskattning av S,,

log P, Formel log S, S, (mg/l)
4 (-)0,922 x log P, + 4,184 0,496 3,133E+00
4,5 (-)0,922 x log P, + 4,184 0,035 1,084E+00
5 (10,922 x log P, + 4,184 -0,426 3,750E-01
5,5 (10,922 x log P, + 4,184 -0,887 1,297E-01
6 (-)0,922 x log P, + 4,184 -1,348 4,487E-02
6,5 (50,922 x log P, + 4,184 -1,809 1,552E-02
7 (10,922 x log P, + 4,184 -2,270 5,370E-03
7,5 (10,922 x log P, + 4,184 -2,731 1,858E-03
8 (50,922 x log P, + 4,184 -3,192 6,427E-04

Uppskattning av S,

log Py Formel Soke (mgf)
4 log P,, = 0,88log SR + 0,41 3,763E+04
4,5 log P,, = 0,88log SR + 0,42 4,816E+04
5 log P, = 0,88log SR + 0,43 6,165E+04
5,5 log P,, = 0,88log SR + 0,44 7,890E+04
6 log P,, = 0,88log SR + 0,45 1,010E+05
6,5 log P,, = 0,88log SR + 0,46 1,293E+05
7 log P,, = 0,88log SR + 0,47 1,654E+05
7,5 log P,, = 0,88log SR + 0,48 2,117E+05
8 log P,, = 0,88log SR + 0,49 2,710E+05
o [ | e | S | e |

1319 526 2,5017 2,6333 1317 26 333
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1686 1664 1,0127 1,0660 1685 33709
2158 5263 0,4099 0,4315 2157 43149
2762 16 644 0,1659 0,1747 2762 55230
3535 52632 0,0672 0,0707 3535 70 691
4524 1664 36 0,0272 0,0286 4524 90 480
5790 5263 16 0,0110 0,0116 5790 115 807
7 411 1664 357 0,0045 0,0047 7 411 148 223
9 486 5263158 0,0018 0,0019 9486 189713

Berdkning av volymer

Minsta volym som krivs fér H,O-fasen vid olika detektionsgrinser (uttryckta som koncentration)

log Koy, D&fﬁfg’i‘fg}gs 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 0,04 0,38 3,80 38 380
4,5 0,09 0,94 9,38 94 938
5 0,23 2,32 23,18 232 2318
55 0,57 5,73 57,26 573 5726
6 1,41 14,15 141 1415 14 146
6,5 3,50 34,95 350 3495 34950
7 8,64 86,35 864 8 635 86 351
7,5 21,33 213 2133 21 335 213 346
8 52,71 527 5271 52711 527 111
Anvind volym vid de- 0,1
tektionsgrinsen (I)
Berdkningsnyckel
Utgor < 10 % av vattenfasens totala volym, 1 liters jamviktskarl.
Utgor < 10 % av vattenfasens totala volym, 2 liters jamviktskarl.
Utgor < 10 % av vattenfasens totala volym, 5 liters jamviktskarl.
Utgor < 10 % av vattenfasens totala volym, 10 liters jamviktskarl.
Overskrider 10 % 4ven av ett 10 liters jamviktskrl.
Oversikt 6ver erforderliga volymer som en funktion av vattenlésligheten och log P,
Minsta volym som kravs for H,O-fasen vid olika detektionsgrinser (ml)
10g Poy Sy (mgf) Dg;ftg;;%;%‘s 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 10 0,01 0,12 1,19 11,90 118,99
5 0,02 0,24 2,38 23,80 237,97
3 0,04 0,40 3,97 39,66 396,62
1 0,12 1,19 11,90 118,99 1189,86
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log P,,, S, (mgfl) D(f;fgi)‘zzi?gs 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4,5 5 0,02 0,20 2,03 20,34 203,37
2 0,05 0,51 5,08 50,84 508,42
1 0,10 1,02 10,17 101,68 1016,83
0,5 0,20 2,03 20,34 203,37 2033,67
5 1 0,09 0,87 8,69 86,90 869,01
0,5 0,17 1,74 17,38 173,80 1738,02
0,375 0,23 2,32 23,18 231,75 2 317,53
0,2 0,43 435 43,45 434,51 434505
5,5 0,4 0,19 1,86 18,57 185,68 1856,79
0,2 0,37 3,71 37,14 371,36 3 713,59
01 0,74 7,43 74,27 742,72 7 427,17
0,05 1,49 14,85 148,54 1 485,43 14 854,35
6 0,1 0,63 6,35 63,48 634,80 6 347,95
0,05 1,27 12,70 126,96 1 269,59 12 695,91
0,025 2,54 25,39 253,92 2539,18 25 391,82
0,0125 5,08 50,78 507,84 5078,36 50 783,64
6,5 0,025 2,17 21,70 217,02 2170,25 21 702,46
0,0125 4,34 43,40 434,05 4 340,49 43 404,93
0,006 9,04 90,43 904,27 9 042,69 90 426,93
0,003 18,09 180,85 1 808,54 18 085,39 180 853,86
7 0,006 7,73 77,29 772,89 7 728,85 77 288,50
0,003 15,46 154,58 1 545,77 15 457,70 154 577,01
0,0015 2319 | 231,87 | 231866 | 23186,55 231 865,51
0,001 4637 | 463,73 | 463731 | 4637310| 46373103
7.5 0,002 19,82 | 198,18 | 1981,77 | 19817,73 198 177,33
0,001 39,64 | 396,35 | 396355 | 3963547 396 354,66
0,0005 79,27 792,71 7 927,09 79 270,93 792 709,32
0,00025 158,54 | 1 585,42 | 15 854,19 158 541,86 1585 418,63
8 0,001 33,88 338,77 3 387,68 33 876,77 338 767,72
0,0005 67,75 677,54 677535 67 753,54 677 535,44
0,00025 135,51 | 1 355,07 | 13 550,71 135 507,09 1355070,89
0,000125 271,01 | 2710,14 | 27 101,42 | 271 014,18 | 2710 141,77

Anvind volym vid detek- 0,1

tionsgransen (])
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Tilligg 2

Exempel pad glasmantlat reaktionskirl for det forsok med lingsam omrorning som anvinds for att

bestimma Pgy

e OET

(3) Kapitel B.2 ska ersittas med f6ljande:

"B.2 AKUT INHALATIONSTOXICITET

INLEDNING

Den hir testmetoden motsvarar OECD:s testriktlinje 403 (2009) (1). Den ursprungliga testriktlinjen for akut
inhalation 403 (TG 403) antogs 1981. Denna reviderade testmetod B.2 (som motsvarar den reviderade TG 403)
har utformats for att vara mer flexibel, for att minska anvindningen av djur, och for att uppfylla regulatoriska
behov. Den reviderade testmetoden presenterar tva studietyper: Ett traditionellt LCsp-protokoll och ett kon-
centration x tid-protokoll (k x t). Den hir testmetodens visar primért forhéllandet mellan koncentration-respons
vars rackvidd stricker sig fran icke-dodlig till dodlig utgang sd att man kan komma fram till en genomsnittlig
dodlig koncentration (LCsy), icke-dodlig troskelkoncentration (t.ex. LCO1), och kurva, och for att identifiera en
mojlig konsberoende mottaglighet. K x t-protokollet ska anvindas om det finns ett specifikt rattsligt eller
vetenskapligt behov som kriver testning av djur som stricker sig over flera tidsperioder, sdsom katastrothan-
teringsplanering (virden for att tex. komma fram till riktnivder for akut exponering (AEGL), riktlinjer for
katastrothanteringsplanering (ERPG) eller troskelvirden for akut exponering (AETL)), eller markanvindnings-
planering.

[ vigledningsdokumentet om akut inhalationstoxicitet (GD 39) (2) kan man fi vigledning om den hir beskrivna
metodens genomfoérande och tolkning vid studier.

Definitioner som anvédnds inom ramen for den hir metoden finns i slutet av det har kapitlet och i GD 39 (2).

Den hir testmetoden mojliggor karakterisering och kvantitativ riskbedomning av testkemikalierna och gor det
mojligt att rangordna och klassificera testkemikalierna i enlighet med forordning (EG) nr 1272/2008 (3). GD 39
(2) ger en vigledning om valet av en limplig testmetod vid akuttestning. Om endast information om klas-
sificering och mirkning kravs, rekommenderas rent allmént kapitel B.52 i denna bilaga (4) (se GD 39 (2)). Den
hidr testmetoden B.2 dr inte specifikt avsedd for testning av specialmaterial sdsom svérlosliga isometriska eller
fibrosa material, eller avsiktligt tillverkade nanomaterial.
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INLEDANDE OVERVAGANDEN

Innan man Overviger ett test i enlighet med den hir testmetoden bor testlaboratoriet 6verviga all information
avseende testkemikalien, inklusive befintliga studier (t.ex. kapitel B.52 i denna bilaga (4)) vars data visar att man
inte behover gora fler tester for att dirmed minska djuranvidndningen. Information som kan underlitta val av
lamplig art, stam, kon, exponeringssitt och limplig testkoncentration dr dmnets identitet och kemiska struktur,
fysikalisk-kemiska egenskaper, resultat frin andra eventuella in vitro- eller in vivo-tester avseende toxicitet;
forvintad anvindning och risken for ménsklig exponering, tillgdngliga (Q)SAR-data samt toxikologiska data
om strukturellt nirbesldktade dmnen (se GD 39 (2)).

Testning av fritande och/eller irriterande kemikalier vid koncentrationer som forvintas orsaka svdr smérta
och/eller lidande bor undvikas sd vitt det dr mojligt. Eventuell fritningfirritation bor utvdrderas genom en
sakkunnig bedomning som grundas pa erfarenheter frin minniska och djur (t.ex. genom upprepade doserings-
studier utforda med doser som inte ar fritandefirriterande), befintliga in vitro-data (t.ex. fran kapitel B.40, (5),
B.40a (6) i denna bilaga eller OECD TG 435 (7)), pH-virden, information om liknande dmnen eller eventuellt
andra relevanta data i syfte att undersoka om man kan undvika ytterligare testning. For specifika regulatoriska
behov (t.ex. i beredskapsplaneringssyften), kan den hir testmetoden anvindas for att exponera djur for dessa
dmnen, eftersom det ger forsoksledaren eller den ansvarige provaren kontroll 6ver valet av mélkoncentrationer. I
vilket fall som helst ska médlkoncentrationer inte medféra allvarlig irritation/fratning, men dndd vara tillrickliga
for att utvidga koncentrations-responskurvan till nivder som gor att testets regulatoriska och vetenskapliga mal
kan uppfyllas. Dessa koncentrationer ska viljas fran fall till fall och det ska finnas en motivering for valet av
koncentration (se GD 39 (2)).

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Den hir reviderade testmetoden B.2 har utformats for att man ska erhdlla tillricklig information om en
testkemikalies akuta toxicitet for att klassificera den och tillhandahélla dodlighetsdata (t.ex. LCsq LCy; och
lutning) for ett eller bdda konen efter behov for kvantitativ riskbedomning. Den hir testmetoden erbjuder
tvd metoder. Den forsta metoden ér ett traditionellt protokoll i vilka grupper av djur exponeras for en begrinsad
koncentration (toleranstest) eller en serie koncentrationer i ett stegvist forfarande under en forutbestimd period
pa normalt 4 timmar. Andra exponeringstider kan gilla for specifika regulatoriska andamal. Den andra metoden
ar ett (k x t) protokoll i vilka grupper av djur exponeras for en (grainskoncentration) eller en serie av kon-
centrationer som stracker sig 6ver flera perioder.

Doende djur eller djur som visar tecken pd uppenbar smirta eller svirt och ihdllande lidande ska avlivas
skonsamt och medtas i tolkningen av testresultaten pd samma sitt som de som avled under testet. Kriterier
for att ta beslutet att avliva doende eller svart lidande djur, och vigledning om hur man kinner igen tecknen pa
forutsagbar eller annalkande dod, omfattas i OECD:s vigledningsdokument nr 19 om humana endpoints (8).

METODBESKRIVNING
Val av djurart

I testet anvidnds friska unga vuxna djur av stammar som vanligtvis anvinds pd laboratorier. For detta test
anvinds rdtta och det ska motiveras om annan art anvénds.

Forberedelse av djuren

Honorna ska inte ha fatt ungar och inte vara driktiga. P4 exponeringsdagen bor djuren vara unga vuxna 8 till
12 veckor gamla och kroppsvikten bor ligga inom * 20 % av medelvikten for vardera konet av eventuella
tidigare exponerade djur i samma alder. Djuren viljs ut slumpmissigt och forses med mirkning sd att de kan
identifieras individuellt. Dérefter fir djuren acklimatisera sig till laboratoriets betingelser i sina burar i minst fem
dagar fore teststarten. Djuren bor ocksé acklimatisera sig till testutrustningen en kort period fore testet, eftersom
detta minskar den stress som en ny miljo innebir.

Djurhéllning

Temperaturen i forsoksdjurens utrymmen bor vara 22 £ 3 °C. Den relativa fuktigheten bor ligga mellan 30 och
70 %, aven om detta kanske inte dr mojligt ndr vatten anvinds som vehikel. Fore och efter exponeringen bor
djuren inhysas i grupper avhingigt kon och koncentration, dock fir antalet djur per bur inte hindra en tydlig
observation av varje enskilt djur, och forluster genom kannibalism och slagsmédl bor minimeras. Om endast
djurens nosar ska exponeras kan det vara nodvindigt att de far acklimatisera sig till fasthllningsroren. Fasthall-
ningsroren ska inte medféra onddig fysisk, termisk eller fasthdllningsstress for djuren. Fasthdllning kan péverka
fysiologiska endpoints sdsom kroppstemperatur (hypotermi) och/eller minimala respiratoriska volymer. Om det
finns generiska data tillgingliga som inte pekar pd sddana forandringar i ndgon nimnvird omfattning ar det inte
nodvindigt med anpassningen till roren fore exponeringen. Djur vars hela kroppar ska exponeras for en aerosol
ska inhysas individuellt under exponeringen for att forhindra att de andra djuren i buren filtrerar aerosolen
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genom sina palsar. For utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder anvindas, utom under exponeringen,
tillsammans med en obegrinsad tillgang till vatten. Belysningen bor vara artificiell med omvixlande 12 timmar
ljus och 12 timmar morker.

Inhalationskammare

Vid val av inhalationskammare bor man beakta kemikaliens beskaffenhet och testets dndamadl. Det foredragna
exponeringssittet dr enbart nos (termen inkluderar dven enbart huvud, enbart nos eller enbart tryne). Expone-
ring av enbart nos foredras i allmanhet vid studier av vitskor och fasta aerosoler och dnga som kan kondenseras
och bilda aerosoler. Vissa av undersokningens mal kan bittre uppnds genom exponering av hela kroppen, men
detta ska motiveras i undersokningsrapporten. For att sikerstilla atmosfarisk stabilitet vid anvindningen av en
helkroppskammare ska den totala volymen av forsoksdjuren inte overskrida 5 % av kammarens volym. Tek-
nikerna for enbart nos och helkroppsexponeringen, deras principer och sirskilda for- och nackdelar finns
beskrivna i GD 39 (2).

EXPONERINGSBETINGELSER
Administration av koncentrationer

Enbart nos-exponering kan for rittor vara av vilken lingd som helst upp till 6 timmar. Om méss exponeras
enbart nos Gverskrider exponeringen i allmidnhet inte 4 timmar. Motivering bor ges om lingre tidsperioder for
studier behovs (se GD 39 (2)). Djur som exponeras for aerosoler i helkroppskammare ska inhysas individuellt
for att hindra intagandet av testkemikalien vid skotsel av de andra djuren i buren. Inget foder ska ges under
exponeringsperioden. Vatten kan tillhandahéllas under en helkroppsexponering.

Djur exponeras for testkemikalien som en gas, dnga, aerosol eller en blandning av dem. Det fysikaliska tillstand
som ska testas beror pé testkemikaliens fysikalisk-kemiska egenskaper, vald koncentration och/eller dess mest
sannolika fysikaliska form vid hanteringen och anvindningen. Hygroskopiska och kemiskt reaktiva testkemika-
lier ska testas i torr luft. Det dr viktigt att se till att inga explosiva koncentrationer skapas.

Partikelstorleksfordelning

Partikeldimensionering bor utforas for alla aerosoler och dngor som kan kondenseras och bilda aerosoler. For
att mojliggora exponering av alla relevanta omrdden i luftvdgarna, rekommenderas aerosoler med en aero-
dynamisk diameter (MMAD) i intervallet 1 till 4 pm med en geometrisk standardavvikelse (o) i intervallet 1,5
till 3,0 (2) (9) (10). Aven om en rimlig anstringning krivs for att uppfylla denna standard %or en sakkunnig
bedomning goras om detta inte kan uppnds. Till exempel kan metalldimma understiga denna standard, och
laddade partiklar, fibrer och hygroskopiska material (som okar i storlek i den fuktiga miljon i andningsvigarna)
kan overstiga denna standard.

Beredning av testkemikalie i en vehikel

En vehikel kan anvindas for att generera en limplig koncentration och partikelstorlek av testkemikalien i
atmosfiren. I regel bor vatten ha foretrade. For att uppnd den erfordrade partikelstorleksfordelningen bor
partikelmaterialet utsittas for mekaniska processer, emellertid bor man iaktta forsiktighet sd att inte testkemi-
kalien sonderdelas eller forandras. I de fall dir mekaniska processer tros ha forandrat testkemikaliens samman-
sdttning (t.ex. extrema temperaturer frén friktionen vid 6verdriven frisning), bor testkemikaliens sammansitt-
ning verifieras analytiskt. Det 4r viktigt att testkemikalien inte fororenas. Det 4r inte nodvandigt att testa icke-
sproda granulira material som avsiktligt 4r sammansatta sd att de inte kan inhaleras. Ett friktionstest ska
anvindas for att visa att inga inandningsbara partiklar bildas ndr det granulira materialet hanteras. Om ett
friktionstest bildar inandningsbara dmnen ska ett test utforas avseende inhalationstoxicitet.

Kontrolldjur

Det dr inte nodvindigt med en parallell negativ (luft-) kontrollgrupp. Om en annan vehikel dn vatten anvinds
for att skapa testatmosfiren ska en vehikelkontrollgrupp endast anvindas nir historiska data om inhalations-
toxicitet inte 4r tillgdngliga. Om en toxicitetsstudie av en testkemikalie som har beretts i en vehikel inte pévisar
ndgon toxicitet, framgdr det att vehikeln dr icke-toxisk vid den testade koncentrationen, och didrmed finns det
inget behov av en vehikelkontroll.

OVERVAKNING AV EXPONERINGSFORHALLANDEN
Kammarens luftflode

Luftflodet genom kammaren ska omsorgsfullt kontrolleras, kontinuerligt Gvervakas och registreras minst en
gang i timmen under varje exponering. Overvakningen av testatmosfirens koncentration (eller stabilitet) ir en
integrerad métning av samtliga dynamiska parametrar och ett indirekt sitt att kontrollera alla relevanta atmo-
sfarsskapande dynamiska parametrar. Sdrskild hinsyn bor tas for att undvika dterandning i enbart nos-kammare
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i de fall dir luftflodet genom exponeringssystemet ér otillrickligt for att ge ett dynamiskt flode i testkemikalie-
atmosfiren. Det finns foreskrivna metoder som kan anvindas for att visa att aterandning inte sker under de
valda processforhdllandena (2) (11). Syrehalten bor vara minst 19 % och koncentrationen av koldioxid bor inte
overstiga 1 %. Om det finns anledning att tro att dessa standarder inte kan uppfyllas bor man mita kon-
centrationen av syre och koldioxid.

Kammarens temperatur och relativa fuktighet

Kammarens temperatur bor uppritthdllas vid 22 + 3 °C. Relativ fuktighet i djurens andningsomraden, giller
bade enbart nos och helkroppsexponering, bor 6vervakas och registreras minst tre gdnger under tidsperioder pa
upp till 4 timmar, och varje timme for kortare tidsperioder. Den relativa fuktigheten bor foretradesvis upprtt-
héllas inom intervallet 30 till 70 %, men detta kanske inte dr mojligt (t.ex. vid testning av vattenbaserade
blandningar) eller inte métbart pd grund av att testkemikalien stor sjilva testmetoden.

Testkemikalie: Nominell koncentration

Nar det dr mojligt bor den nominella koncentrationen i exponeringskammaren berdknas och registreras. Den
nominella koncentrationen ar massan av den genererade testkemikalien dividerad med den totala volymen av
luft som passerade genom kammarsystemet. Den nominella koncentrationen anvinds inte for att karakterisera
djurens exponering, men en jimforelse mellan den nominella koncentrationen och den faktiska koncentrationen
ger en indikation pa testsystemets genereringsprestanda, och kan dirmed anvindas for att uppticka genererings-
problem.

Testkemikalie: Faktisk koncentration

Den faktiska koncentrationen ir testkemikaliens koncentration i djurets andningsomrade i en inhalationskam-
mare. Faktiska koncentrationer kan erhéllas genom sirskilda metoder (t.ex. direkt provtagning, adsorptiva eller
kemiskt reaktiva metoder, och efterféljande analytisk karakterisering) eller av icke-specifika metoder sdsom
gravimetrisk filteranalys. Anvindningen av gravimetrisk analys 4r endast acceptabel for pulveraerosoler bestd-
ende av en enda komponent eller aerosoler bestiende av vitskor med ldg flyktighet, och bor stodjas av en
lamplig preklinisk studie med kemikaliespecifik karakterisering. Koncentrationen i pulveraerosoler bestdende av
flera komponenter kan ocksd bestimmas genom gravimetrisk analys. Detta kriver dock analysresultat som visar
att sammansittningen av luftburet material liknar startmaterialet. Om denna information inte finns tillganglig
kan det vara nodvindigt med en ny analys av testkemikalien (helst i sitt luftburna tillstand) under loppet av
studien. For medel i aerosolform som kan fordngas eller sublimeras bor man kunna visa att samtliga faser
uppsamlades med den valda metoden.

Mélkoncentrationerna och de nominella och faktiska koncentrationerna ska finnas med i undersokningsrappor-
ten, men endast de faktiska koncentrationerna anvinds i de statistiska analyserna for att berdkna virdena for
dodlig koncentration. En sats av testkemikalien ska anvandas, om majligt, och provet ska lagras under sddana
forhéllanden att det bibehéller sin renhet, homogenitet och stabilitet. Infor starten av studien bor det finnas en
beskrivning av testkemikalien som inbegriper dess renhet och, om det ir tekniskt genomforbart, identitet, och
kvantiteterna av identifierade féroreningar och orenheter. Detta kan visas genom, men ar inte begrinsat till,
foljande data: Retentionstid och relativ topparea, molekylvikt frin masspektroskopi eller gaskromatografianalys,
eller andra uppskattningar. Aven om testlaboratoriet inte ansvarar for provets identitet kan det vara klokt att
man i stora drag bekriftar karakteriseringen (t.ex. firg, fysisk natur etc.).

Exponeringsatmosfaren ska héllas s konstant som majligt och 6vervakas kontinuerligt och/eller intermittent
beroende pd analysmetoden. Nar intermittent provtagning anvinds bor prover pd kammaratmosfiren tas minst
tvd ganger under en fyratimmarsstudie. Om det inte dr mojligt pd grund av begrinsade luftfloden eller laga
koncentrationer, kan ett prov tas under hela exponeringsperioden. Om mirkta prov-till-prov-fluktationer fore-
kommer, bor man for de paféljande koncentrationerna som ska testas ta fyra prover per exponering. Prov-
tagning av koncentrationer frdn individuella kammare bor inte avvika frén den genomsnittliga koncentrationen
med mer dn + 10 % for gaser och dngor eller £ 20 % for flytande eller fasta acrosoler. Tiden tills kammaren nér
jamvikt (tgs) bor berdknas och registreras. Varaktigheten for en exponering spanner sig over den tid som
testkemikalien genereras och tar hansyn till den tid som kravs for att uppnd tos. Riktlinjer for att uppskatta
tys finns i GD 39 (2).

For mycket komplexa blandningar bestdende av gaser/dngor och aerosoler (t.ex. forbranningsatmosfirer och
testkemikalier framdrivna fran darfor avsedd slutanvindningsprodukt/-utrustning). Varje fas kan bete sig annor-
lunda i en inhalationskammare sd minst en indikatorsubstans ska viljas (analyt), vanligtvis den huvudsakliga
aktiva substansen i blandningen for varje fas (gas/dnga och aerosol). Nar testkemikalien 4r en blandning ska den
analytiska koncentrationen i blandningen rapporteras, inte bara den aktiva substansen eller komponenten
(analyten). Ytterligare information om faktisk koncentration finns i GD 39 (2).
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Testkemikalie: Partikelstorleksférdelning

Aerosolers partikelstorleksfordelning bor faststillas minst tvd gdnger under varje 4-timmarsexponering med
hjilp av en kaskadimpaktor eller ett alternativt instrument sisom en aerodynamisk partikelsorterare. Om
man kan visa ett likvardigt resultat frdn en kaskadimpaktor eller det alternativa instrumentet, kan man anvinda
det sistndmnda under hela forsoket. En andra enhet, till exempel ett gravimetriskt filter eller en impinger/gas-
bubblare, bor anvindas parallellt med det primira instrumentet for att bekrifta uppsamlingsprestandan hos det
primdra instrumentet. Masskoncentrationen som erhdllits genom analys av partikelstorleken ska ligga inom
rimliga grinser for den masskoncentration som erhéllits genom filteranalys (se GD 39 (2)). Om likvirdigheten
kan pavisas i ett tidigt skede av forsoket kan ytterligare bekriftande métningar utelimnas. Av djurskyddsskal bor
atgarder vidtas for att minimera ofullstindiga uppgifter som kan leda till en upprepning av exponeringen.
Partikeldimensionering bor utforas for dngorna, om det finns en méjlighet att kondensen kan bilda en aerosol,
eller om partiklar uppticks i dngatmosfiren som kan gora sd att faserna blandas (se punkt 15).

PROCEDUR

Tvé studietyper beskrivs nedan: det traditionella protokollet och k x t-protokollet. Bida protokollen kan
inkludera en inledande studie, en huvudstudie och/eller ett toleranstest (traditionellt protokoll), eller testning
av en grinskoncentration (k x t). Om det ena konet dr ként for att vara mer mottagligt kan forsoksledaren vilja
att utfora studierna med enbart det mottagliga konet. Om andra gnagare dn rattor utsitts for enbart nos, kan de
maximala exponeringstiderna justeras for att minska artspecifikt lidande. Innan forsoket pdborjas ska alla till-
gingliga data beaktas for att minimera djuranvindningen. Till exempel kan data som genereras genom an-
vindning av kapitel B.52 i denna bilaga (4) eliminera behovet av en inledande studie, och kan ocksé visa om ett
kon dr mer mottagligt (se GD 39 (2)).

TRADITIONELLT PROTOKOLL
Allminna dverviganden: Traditionellt protokoll

[ en traditionell studie exponeras grupper av djur for testkemikalier under en fast tidsperiod (vanligtvis 4
timmar) i antingen en exponeringskammare for enbart nos eller en helkroppskammare. Djuren exponeras
antingen for en begransad koncentration (toleranstest) eller for minst tre koncentrationer i ett stegvist forfarande
(huvudstudie). En inledande studie kan foregd en huvudstudie om det inte redan finns ndgon information om
testkemikalien, sdsom en tidigare utford B.52-studie (se GD 39 (2)).

Inledande studie: Traditionellt protokoll

En inledande studie anvinds for att uppskatta testkemikaliens potens, identifiera konsskillnader betriffande
mottaglighet, och for att vilja nivd pa exponeringskoncentrationen f6r huvudstudien eller toleranstestet. Nar
man viljer nivd pd koncentrationen for den inledande studien ska alla tillgingliga data anvindas, inklusive
tillgingliga (Q)SAR-data och data for liknande kemikalier. Inte fler dn tre hanar och tre honor ska exponeras for
varje koncentration (3 djur per kon kan behévas for att faststalla en konsskillnad). En inledande studie kan bestd
av en engdngskoncentration, men fler koncentrationer kan testas vid behov. En inledande studie ska inte testa sa
ménga djur och koncentrationer att det liknar en huvudstudie. En tidigare utford B.52-studie (4) kan anvindas i
stillet for en inledande studie (se GD 39 (2)).

Toleranstest: Traditionellt protokoll

Ett toleranstest anvands nér testkemikalien ar kand eller forvintas vara praktiskt taget icke-toxisk, dvs. framkalla
en toxisk reaktion endast over den regulatoriska granskoncentrationen. I ett toleranstest exponeras en enda
grupp bestdende av tre hanar och tre honor for testkemikalien vid en koncentrationsgrins. Information om
testkemikaliens toxicitet kan erhallas genom kunskap om liknande testade kemikalier, med beaktande av
identitet och procentandel av komponenter kinda for en signifikant toxicitet. I situationer nir det finns lite
eller ingen information om dess toxicitet, eller testkemikalien forvintas vara toxisk, ska huvudtestet utforas.

Valet av koncentrationsgrins dr vanligtvis beroende av regulatoriska krav. Nir forordning (EG) nr 1272/2008
anvinds, dr respektive koncentrationsgrins for gaser, dngor och aerosoler 20 000 ppm, 20 mg/l och 5 mg|l
(eller den maximalt uppndeliga koncentrationen) (3). Det kan vara tekniskt utmanande att generera koncent-
rationsgranser for vissa kemikalier, sdrskilt dngor och aerosoler. Nar man testar acrosoler bor det priméra mélet
vara att uppnd en andningsbar partikelstorlek (MMAD av 1-4 pm). Det dr mojligt for de flesta kemikalier med
en koncentration pd 2 mg/l. Testning av acrosoler med hogre 4n 2 mg/l ska endast goras om en andningsbar
partikelstorlek kan uppnds (se GD 39 (2)). Forordning (EG) nr 1272/2008 avrider frén testning over kon-
centrationsgransen av djurskyddsskal (3). Koncentrationsgransen ska endast 6vervagas om ett sidant test har en
direkt relevans for skyddet av manniskors hélsa (3), och motivering angiven i undersokningsrapporten. Nar det
giller potentiellt explosiva testkemikalier bor man vara noga med att undvika forhéllanden som 4r gynnsamma
for en explosion. For att undvika onddig anvindning av djur ska ett test genomforas utan djur fore tolerans-
testet, for att se till att forhallandena i kammaren kan uppnds for ett toleranstest.
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Om mortalitet eller doende observeras vid koncentrationsgransen kan resultaten frén toleranstestet tjana som ett
inledande test for ytterligare tester vid andra koncentrationer (se huvudstudie). Om en testkemikalies fysikaliska
eller kemiska egenskaper gor det omojligt att nd koncentrationsgrinsen ska den maximalt uppnéeliga kon-
centrationen testas. Om dodligheten ér ligre d4n 50 % vid den maximalt uppndeliga koncentrationen behover
inga fler tester utféras. Om koncentrationsgransen inte kunde uppnds ska undersokningsrapporten ge en
forklaring och understodjande data. Om den maximalt ndbara koncentrationen for en &nga inte framkallar
toxicitet kan det bli nodvindigt att generera testkemikalien som en flytande aerosol.

Huvudstudie: Traditionellt protokoll

En huvudstudie utfors normalt med fem hanar och fem honor (eller 5 djur av det mottagliga konet, om detta dr
kint) per koncentrationsnivd, med minst tre koncentrationsnivéer. For att uppnd en gedigen statistisk analys ska
tillrdckliga koncentrationsnivder anvindas. Tidsintervallet mellan exponeringsgrupperna faststills genom start,
varaktighet och allvarlighetsgrad for tecknen pé toxicitet. Exponering av djur vid nista koncentrationsnivé ska
fordrojas tills det finns rimlig anledning att anta att tidigare testade djur overlever. Detta gor att forsoksledaren
kan justera malkoncentrationen for nésta exponeringsgrupp. P4 grund av att man behover sofistikerad teknik dr
detta inte alltid praktiskt genomforbart i inhalationsstudier, darfor bor djurens exponering baseras pa tidigare
erfarenheter och vetenskapliga bedomningar. Man bor konsultera GD 39 (2) vid testning av blandningar.

PROTOKOLL FOR KONCENTRATION x TID (K x T)
Allminna dverviganden: k x t-protokoll

En stegvis k x t-studie kan Gvervdgas som ett alternativ till ett traditionellt protokoll vid bedomning av
inhalationstoxicitet (12) (13) (14). Detta tillvigagingssitt liter djuren exponeras for en testkemikalie pd flera
koncentrationsnivder och med olika varaktigheter. Samtliga tester utfors i en enbart nos-kammare (helkropps-
kammare dr inte praktiska for detta protokoll). Ett flodesdiagram i tilligg 1 belyser detta protokoll. En simu-
leringsanalys har visat att det traditionella protokollet och k x t-protokollet bada ar kapabla att ge gedigna LCs-
virden, men k x t-protokollet dr generellt battre pa att ge gedigna LCy;- och LC;p-virden (15).

En simuleringsanalys har visat att anvandningen av tvd djur per k x t-intervall (ett per kon vid anvindning av
bada konen eller tvd av det mer mottagliga konet) i allméinhet kan vara tillrdckligt ndr man testar 4 kon-
centrationer och 5 exponeringsvaraktigheter i en huvudstudie. Under vissa omstindigheter kan forsoksledaren
vilja att anvdnda tva rattor per kon per k x t-intervall (15). Att anvdnda 2 djur per kon per koncentration och
tidpunkt kan minska forutfattade meningar angdende uppskattningarnas variation, 6ka framgéngsgraden och
forbattra konfidensintervallets tickning. I hidndelse av att resultatet inte ligger tillrdckligt nira uppskattnings-
datan (vid anvdndning av ett djur per kon eller tvd av det mer mottagliga konet) kan dock dven en 5:e
koncentrationsexponering racka. Ytterligare vigledning om antalet djur och koncentrationer som ska anvindas
i en k x t-studie finns i GD 39 (2).

Inledande studie: k x t-protokoll

En inledande studie anvinds for att uppskatta testkemikaliens potens och underlitta valet av exponeringens
koncentrationsnivéer for huvudstudien. En inledande studie som anvinder upp till tre djur per kon och kon-
centration (betrdffande detaljer se tillagg III till GD 39 (2)) kan behéva vilja en limplig startkoncentration till
huvudstudien for att minimera antalet djur som anvinds. Det kan vara nodvandigt att anvinda tre djur per kon
for att faststdlla en konsskillnad. Dessa ska exponeras for en enstaka tidsperiod, vanligtvis 240 min. Mgjligheten
att generera adekvata testatmosfarer bor utvdrderas vid tekniska fortester utan djur. Vanligtvis beh6ver man inte
genomfora en inledande studie om det finns tillgingliga mortalitetsdata fran en B.52-studie (4). Nar man viljer
den inledande mélkoncentrationen i en B.2-studie bor forsoksledaren beakta mortalitetsmonstret som observe-
rats i eventuella tillgangliga B.52-studier (4) for bada konen och for alla testade koncentrationer (se GD 39 (2)).

Inledande koncentration: k x t-protokoll

Den inledande koncentrationen (exponeringssession 1) (tilligg 1) dr antingen en grinskoncentration eller en
koncentration vald av forsoksledaren baserad pd den inledande studien. Grupper om 1 djur per kon exponeras
for den hir koncentrationen under flera tidsperioder (t.ex. 15, 30, 60, 120 eller 240 minuter) vilket resulterar i
ett totalt antal av 10 djur (vilket kallas exponeringssession 1) (tilligg 1).

Valet av koncentrationsgrins dr vanligtvis beroende av regulatoriska krav. Nar férordning (EG) nr 1272/2008
anvinds, dr respektive koncentrationsgrians for gaser, dngor och aerosoler 20 000 ppm, 20 mg/l och 5 mg/l
(eller den maximalt uppndeliga koncentrationen) (3). Det kan vara tekniskt utmanande att generera koncent-
rationsgranser for vissa kemikalier, sdrskilt dngor och aerosoler. Vid testning av aerosoler bor maélet vara att
uppnd en inandningsbar partikelstorlek (dvs. en MMAD p& 1-4 pm) vid en koncentrationsgrins pd 2 mg/l.
Detta dr mojligt for de flesta testkemikalier. Testning av aerosoler med mer 4n 2 mg/l bor endast utforas om en
andningsbar partikelstorlek kan uppnds (se GD 39 (2)). Forordning (EG) nr 1272/2008 avrdder fran testning
over koncentrationsgriansen av djurskyddsskil (3). Testning over koncentrationsgransen ska endast Gvervigas
ndr ett sddant test har en direkt relevans for skyddet av minniskors hilsa (3), motiveringen ska anges i
undersokningsrapporten. Nar det giller potentiellt explosiva testkemikalier bor man vara noga med att undvika
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forhdllanden som 4r gynnsamma for en explosion. For att undvika onddig djuranvindning ska ett test genom-
foras utan djur fore testningen med den inledande koncentrationen for att sikerstilla att forhdllandena i
kammaren kan uppnés for denna koncentration.

Om mortalitet eller doende observeras vid den inledande koncentrationen kan resultaten frin denna koncent-
ration tjana som en inledande studie for ytterligare tester vid andra koncentrationer (se huvudstudie). Nar en
testkemikalies fysikaliska eller kemiska egenskaper gor det omojligt att nd koncentrationsgrinsen ska den
maximalt uppndeliga koncentrationen testas. Om dodligheten ar ligre dn 50 % vid den maximalt uppndeliga
koncentrationen behover inga fler tester utforas. Om koncentrationsgransen inte kunde uppnds ska undersok-
ningsrapporten ge en forklaring och understodjande data. Om den maximalt ndbara koncentrationen for en
dnga inte framkallar toxicitet kan det bli nodvandigt att generera testkemikalien som en flytande aerosol.

Huvudstudie: k x t-protokoll

Den inledande koncentrationen (exponeringssession 1) (tilligg 1) som testas i huvudstudien 4r antingen en
granskoncentration eller en koncentration vald av forsoksledaren baserad pd den inledande studien. Om mor-
talitet har observerats under eller efter exponeringssession 1 kommer den minsta exponering (k x t) som leder
till mortalitet att anvandas som riktlinje for faststillande av koncentration och exponeringsperiod for expone-
ringssession II. Varje efterfoljande exponeringssession bygger pd den foregdende (se tillagg 1).

For ménga testkemikalier dr det resultat som erhdlls vid den initiala koncentrationen, tillsammans med ytter-
ligare tre exponeringssessioner med ett mindre tidsrutsystem (dvs. det geometriska mellanrummet for expone-
ringsperioder som anges av faktorn mellan pa varandra foljande perioder, i allminhet V2), tillrickligt for att
fastsld k x t-dodlighetsforhéllandet (15), men det kan finnas vissa fordelar med att anvinda en 5:e exponerings-
koncentration (se tilligg 1 och GD 39 (2)). For matematisk behandling av resultaten fran k x t-protokollet, se
tillagg 1.

IAKTTAGELSER

Djuren bor ofta observeras kliniskt under exponeringsperioden. Efter exponeringen ska kliniska observationer
goras minst tvd gdnger pa dagen for exponeringen, eller oftare om djurens respons pa behandlingen indikerar
det, och direfter minst en gdng per dag under en period av 14 dagar. Observationstidens langd ér inte fast, utan
bor bestimmas utifrdn art och tidpunkt for de forsta kliniska tecknen samt lingden pé aterhimtningsperioden.
De tillfdllen dé tecken pa toxicitet upptrader och forsvinner r viktig, sarskilt om tecknen pa toxicitet visar en
tendens att fordrojas. Alla observationer registreras systematiskt med individuella registreringar for varje djur.
Djur som patriffas doende och djur som visar tecken pd uppenbar smirta och/eller svart ihéllande lidande ska
avlivas skonsamt av djurskyddsskil. Forsiktighet bor iakttas vid utforande av undersokningar for kliniska tecken
pa toxicitet, sd att djur som ser déliga ut och har overgdende respiratoriska forandringar till f6ljd av expone-
ringsforfarandet, inte misstas for testkemikalierelaterad toxicitet som kraver fortida avlivande av djuren. Princi-
perna och kriterierna som finns sammanfattade i vigledningsdokumentet om humana endpoints (GD 19) bor
tas i beaktande (7). Nir djur avlivas av humanitdra skil eller patriffas doda, ska tidpunkten for dodsfallet
registreras s noggrant som mojligt.

Observationer vid buren bor omfatta forindringar i bur och pils, 6gon och slemhinnor, samt dven andnings-
organen, cirkulationsorganen och det autonoma och centrala nervsystemet, samt kroppsmotorik och beteende-
monster. Om majligt bor eventuella skillnader mellan lokala och systematiska effekter noteras. Uppmarksamhet
bor fistas vid observationer av tremor, konvulsioner, salivutséndring, diarré, letargi, somn och koma. Mitningen
av rektal temperatur kan ge beldgg for bradypnéreflex eller hypofhypertermi relaterat till behandling eller
inspdrrning.

Kroppsvikt

Vikten pé individuella djur bor registreras en gdng under acklimatiseringsperioden pé exponeringsdagen fore
exponeringen (dag 0), och dtminstone dag 1, 3 och 7 (och darefter varje vecka), och vid tidpunkten da doden
eller avlivningen intriffar om dag 1 6verskrids. Kroppsvikt 4r en erkint viktig indikator pd toxicitet, sd djur som
uppvisar en fortsatt minskning pa > 20 % jamfort med vérdena i forstudien bor noggrant 6vervakas. Djur som
overlever vigs och avlivas skonsamt i slutet av perioden efter exponeringsperioden.

Patologi

Alla forsoksdjur, inklusive de som avlider under testet eller avlivas och tas bort frén undersokningen av djur-
skyddsskal bor obduceras. Om en obduktion inte kan utforas omedelbart efter att ett dott djur har upptackts,
bor djuret kylas (inte frysas) vid en temperatur som dr tillrickligt 14g for att minimera autolys. Obduktioner ska
utforas sd snart som mojligt, vanligtvis inom en dag eller tvd. Alla betydande patologiska forandringar bor
registreras for varje djur med sirskild uppmiérksamhet pa eventuella forandringar i luftvdgarna.
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Ytterligare undersokningar inklusive a priori genom berdkning kan anses utoka studiens tolkningsvirde, sdsom
mitning av lungvikt hos 6verlevande réttor, och/feller ge prov pd irritation genom den mikroskopiska under-
sokningen av luftvdgarna. Undersokta organ kan ocksd innefatta sidana som uppvisar betydande skador och
som harror fran djur som overlevt 24 timmar eller mer, och organ kinda for, eller som forvintas, att paverkas.
Mikroskopisk undersokning av hela luftvigarna kan ge anvindbar information om testkemikalier som &r
reaktiva med vatten, sdsom syror och hygroskopiska testkemikalier.

DATA OCH RAPPORTERING
Data

Individuella data om kroppsvikt och obduktionsfynd bér tillhandahallas. Kliniska observationsdata bor samman-
fattas i tabellform, som for varje testgrupp visar antalet djur som anvints, antalet djur som visar tecken pa
toxicitet, antalet djur som avlidit under testet eller som avlivats av humanitira skl, tidpunkten d& det enskilda
djuret har avlidit, beskrivning och tidsforlopp for toxiska verkningar och reversibilitet, samt obduktionsfynd.

Testrapport

Testrapporten ska omfatta foljande information, ndr s dr lampligt:

Forsoksdjur och djurhdllning

— Beskrivning av burforhdllanden, inklusive antal (eller fordndring av antal) djur per bur, str6, omgivnings-
temperatur och relativ fuktighet, ljusperiod och identifiering av kost.

— Art/stam som anvinds och motivering for anvindning av andra arter dn rétta.

— Dijurens antal, alder och kon.

— Metod for randomisering.

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet (inbegripet kosttyp/-killa och vattenforsorjning).

— Beskrivning av eventuella fortestbetingelser inbegripet kost, karantin och behandling av sjukdomar.

Testkemikalie

— Fysikalisk natur, renhet och, i férekommande fall, fysikalisk-kemiska egenskaper (inbegripet isomerisering).

— Identifieringsdata och CAS-nummer (Chemical Abstract Services), om detta ar kint.

Vehikel

— Motivering for anvindning av vehikel och valet av vehikel (om annat 4n vatten).

— Historiska eller parallella data som visar att vehikeln inte paverkar studiens slutresultat.

Inhalationskammare

— Beskrivning av inhalationskammaren inklusive matt och volym.

— Ursprung och beskrivning av utrustning som anvinds for exponering av djur sd vil som generering av
atmosfr.

— Utrustning for métning av temperatur, fuktighet, partikelstorlek och faktisk koncentration.
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— Luftkélla och behandling av luft som tillfors/extraheras och system som anvinds for luftkonditionering.
— Metoder som anvinds for kalibrering av utrustning for att sikerstilla en homogen testatmosfir.

— Tryckskillnad (positiv eller negativ).

— Exponeringsportar per kammare (enbart nos), placering av djur i systemet (helkropp).

— Temporal homogenitet/stabilitet for testatmosfiren.

— Placering av temperatur- och fuktighetsgivare och provtagning av testatmosfiren i kammaren.

— Luftflodeshastigheter, port for luftflode och exponering (enbart nos), eller djurbelastning och kammare
(helkropp).

— Information om utrustningen som anvinds for att mata syre och koldioxid, i forekommande fall.
— Tid som kravs for att uppnd jimvikt i inhalationskammaren (tys)

— Antal volymutbyten per timme.

— Mitutrustning (i forekommande fall).

Exponeringsdata

— Grunden for valet av médlkoncentration i huvudstudien.

— Nominella koncentrationer (den totala massan av testkemikalien som genereras i inhalationskammaren
dividerad med luftvolymen som passerar genom kammaren).

— Faktiska koncentrationer av testkemikalier som uppsamlats frdn djurens andningsapparat, for blandningar
som bildar heterogena fysikaliska former (gaser, dngor, aerosoler), ddr var och en analyseras separat.

— Alla luftkoncentrationer ska rapporteras i viktenheter (t.ex. mgfl, mg/m?, etc)). Enheter for volym (t.ex. ppm,
ppb etc.) kan ocksd redovisas inom parantes.

— Partikelstorleksfordelning, aerodynamisk massmediandiameter (MMAD) och geometrisk standardavvikelse
(og), inklusive metoderna for deras berikning. Individuella partikelstorleksanalyser bor rapporteras.

Testbetingelser

— Uppgifter om beredning av testkemikalien, inklusive uppgifter om eventuella procedurer som anvints for att
minska partikelstorleken hos fasta material eller for att bereda testlosningar. I de fall dir mekaniska pro-
cesser kan ha fordndrat testkemikaliens sammansittning ska analysresultaten inkluderas for att bekrifta dess
sammansattning.

— En beskrivning (helst med ett diagram) av utrustningen som anvands for att generera testatmosfaren och
exponera djuren for denna atmosfar.

— Uppgifter om den kemiska analysmetod som anvints och metodvalidering (inklusive effektiviteten for
atervinningen av testkemikalien frn provtagningsmediet).

— Grunden for valet av testkoncentration.
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Resultat
— Tabelluppstallning av kammarens temperatur, fuktighet och luftflode.
— Tabelluppstdllning av kammarens nominella och faktiska koncentrationsdata.

— Tabelluppstillning av partikelstorleksdata som omfattar provtagningsdata, partikelstorleksférdelning och
berékning av MMAD och o,

— Tabelluppstallning av responsdata och koncentrationsnivaer for varje djur (dvs. djur som uppvisar tecken pa
toxicitet inklusive mortalitet, natur, allvarlighetsgrad, tidpunkt for forsta tecknet och effekternas varaktighet).

— Djurens individuella kroppsvikt som samlats in under studien, datum och tid for dodsfall som intriffat fore
planerad avlivning, tidsforlopp for forsta tecknen pa toxicitet och om dessa var reversibla for varje enskilt
djur.

— Obduktionsfynd och histopatologiska fynd for varje djur, om detta finns tillgangligt.

— Dadlighetsuppskattning (t.ex. LCso, LDy;) inklusive 95 % konfidensgrans, och lutning (om det tillhandahalls
av utvirderingsmetoden).

— Statistisk relation, inklusive uppskattningen av exponenten n (k x t-protokoll). Namnet pd den statistiska
programvara som anvands bor tillhandahallas.

Diskussion och tolkning av resultaten

— Sarskild uppmarksamhet bor ges till beskrivningen av anvinda metoder for att uppfylla kriterierna for den
hdr testmetoden, t.ex. koncentrationsgrins eller partikelstorlek.

— Partiklarnas andningsbarhet i ljuset av de overgripande resultaten bor atgirdas, sirskilt om kriterierna for
partikelstorlek inte kunde uppfyllas.

— En forklaring bor ges om det fanns ett behov av att avliva djur av humanitira skil som visade tecken pa
uppenbar smarta eller svart och ihdllande lidande, pd grundval av kriterierna i OECD:s vdgledningsdokument
om humana endpoints (8).

— Om testning enligt kapitel B.52 i denna bilaga (4) avbrots till formén for testmetod B.2, bor motivering for
detta lamnas.

— Overensstimmelsen mellan metoderna som anvinds for att bestimma nominell och faktisk koncentration,
och forhdllandet mellan faktisk och nominell koncentration bér ingd i den samlade bedémningen av
studien.

— Den sannolika dodsorsaken och dominerande verkningsmekanism (systematisk mot lokal) bor behandlas.
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DEFINITION

Testkemikalie: Alla dmnen eller blandningar som testas med denna testmetod.
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Tilligg 1

K x t-protokoll

. En stegvis koncentration x tid-studie (k x t) kan Gvervdgas som ett alternativ till det traditionella protokollet for

bedémning av inhalationstoxicitet (12) (13) (14). Den bor foretradesvis utforas ndr det finns ett specifikt regelverk
eller vetenskapligt behov som kriver testning av djur under flera tidsperioder, sdsom katastrofhanterings- eller
markanvindningsplanering. Detta tillvigagdngssatt borjar med ett test vid en koncentrationsgrans (exponeringssession
1) i vilka djuren exponeras for en testkemikalie under fem tidsperioder (t.ex. 15, 30, 60, 120 och 240 minuter) sa att
flera loptider kommer att erhallas inom en exponeringssession (se figur 1). Nar forordning (EG) nr 1272/2008
anvinds, dar respektive koncentrationsgrins for gaser, dngor och aerosoler 20 000 ppm, 20 mg/l och 5 mg/l. Dessa
nivder kan endast overskridas om det finns ett specifikt regelverk eller vetenskapligt behov som krdver testning vid
dessa nivder (se punkt 37 i B.2 i huvudtexten).

. I'situationer dér det finns lite eller ingen information om en testkemikalies toxicitet, bor en inledande studie utféras, i

vilken grupper om maximalt 3 djur per kon exponeras for de mélkoncentrationer som forsoksledaren har valt,
vanligtvis i 240 minuter.

. Om en koncentrationsgrans testas under exponeringssession 1 och ligre mortalitet 4n 50 % observeras, behovs inga

ytterligare tester utforas. Om det finns ett regelverk eller vetenskapligt behov av att faststilla forhdllandet koncent-
ration/tid/respons for hogre nivder d4n den angivna koncentrationsgransen bor ndsta exponering utforas vid en hogre
nivd som t.ex. tva gdnger koncentrationsgransen (dvs. 2 L i figur 1).

. Om toxicitet observeras vid koncentrationsgrinsen behover ytterligare tester utforas (huvudstudie). Dessa expone-

ringar utfors antingen vid lagre koncentrationer (i figur 1: exponeringssession 1II, III eller IV) eller hogre koncent-
rationer med kortare varaktigheter (i figur 1: exponeringssession IV) med anpassade tidsperioder som inte ar sa vitt
atskilda.

. Testet (inledande koncentration och ytterligare koncentrationer) utférs med 1 djur/kon per koncentration/tidpunkt

eller med 2 djur av det mer mottagliga konet per koncentration/tidpunkt. Under vissa omstindigheter kan forsoks-
ledaren vilja att anvinda 2 rdttor per kon per koncentration/tidpunkt (eller 4 djur av det mer mottagliga konet per
koncentration/tidpunkt) (15). Att anvdnda 2 djur per kon per koncentration och tidpunkt kan generellt minska
forutfattade meningar angdende uppskattningarnas variation, 6ka framgéngsgraden och forbittra konfidensintervallets
tickning i forhdllande till det protokoll som beskrivs hir. Mer information finns i GD 39 (2).

. Helst ska varje exponeringssession genomforas pa en dag. Detta ger mojlighet att fordroja nista exponering tills det

finns en rimlig garanti for overlevnad, och det gor att forsoksledaren kan justera malkoncentrationen och tids-
perioden for nista exponeringssession. Det rekommenderas att borja varje exponeringssession med den grupp som
kommer att exponeras lingst, t.ex. gruppen for exponering i 240 minuter foljt av den som exponeras i 120 minuter,
och sé vidare. Om, till exempel, djur i 240-minutersgruppen dor efter 90 minuter eller uppvisar allvarliga tecken pa
toxicitet (t.ex. extrema forandringar i andningsmonster sisom anstrangd andning) ar det inte meningsfullt att utsitta
en grupp for 120 minuter eftersom dodligheten sannolikt skulle vara 100 %. Darfor bor forsoksledaren vilja kortare
exponeringstider for den koncentrationen (t.ex. 90, 65, 45, 33 och 25 minuter).

. Kammarens koncentration bor mitas ofta for att bestimma den tidsviktade genomsnittskoncentrationen for varje

exponeringsvaraktighet. Nar det dr mojligt bor tidpunkten for dodsfallet for varje djur (snarare dn exponeringsvar-
aktighet) anvindas for den statistiska analysen.

. Man bor se ndrmare pé resultaten fran de fyra forsta exponeringssessionerna for att identifiera luckor i koncentration-

tidskurvan (se figur 1). Vid en otillricklig tillpassning bor en ytterligare exponering (5:¢ koncentration) genomforas.
Koncentrations- och exponeringsvaraktigheter for den 5:e exponeringen bor viljas for att ticka denna lucka.

. Alla exponeringssessioner (inklusive den forsta exponeringssessionen) anvinds for att berdkna forhéllandet koncent-

ration-tid-respons med hjilp av statistisk analys (16). Om det dr mojligt ska for varje k x t-intervall det tidsviktade
medelvirdet och exponeringsvaraktigheten fram till doden anvindas (om dodsfallet intrffar under exponeringen).
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Figur 1

Hypotetisk illustration av forhéllandet koncentration-tid-mortalitet for rittor
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Ofyllda symboler = overlevande; fyllda symboler = doda djur

Trianglar = honor; cirklar = hanar

Heldragen linje = LCso-vdrden (7,5-240 min) for hanar med n = 1

Streckad linje = LCsq-vdrden (7,5-240 min) f6r honor med n = 1

Prickad linje = hypotetiska LC;q-vardeslinjer for hanar och honor om n hade varit lika med 2 (12).
Ordforklaringar

Koncentration:

Exponeringstid:

10. Nedan finns ett exempel pa ett stegvist forfarande:

Exponeringssession 1 — testning vid koncentrationsgrins (se figur 1)

— 1 djur/kén per koncentration/tidpunkt, totalt ()

— Malkoncentration () = koncentrationsgréns.

— Exponera fem grupper av djur for denna malkoncentration for respektive varaktighet 15, 30, 60, 120 och 240
minuter.

Exponeringssession II () — huvudstudie

— 1 djur/kén per koncentration/tidpunkt, totalt 10 djur.

(") Om det inte finns ndgon information tillgéinglig om kénsmottaglighet anvinds rédttor av bada konen, dvs. 1 djur/kon per koncentration.
Baserat pa befintlig information eller om det blir uppenbart under denna exponeringssession att ett kon ar mer mottagligt, anvinds 10
djur av det mer mottagliga konet (2 djur per koncentration/tidpunkt) for varje koncentrationsniva under efterfoljande testning.10 djur

(") Nér forordning (EG) nr 1272/2008 anvinds, ar respektive koncentrationsgrins for gaser, dngor och aerosoler 20 000 ppm, 20 mg|l
och 5 mgfl. Vid forvintad toxicitet, eller baserat pa resultaten fran det inledande testet, bor ligre startkoncentrationer viljas. I fall av
regulatoriska eller vetenskapliga behov kan hogre koncentrationer anvindas.

(%) Helst ska exponering av djur vid nista koncentrationsniva fordréjas tills det finns rimlig anledning att anta att de tidigare testade djuren
overlever. Detta gor att forsoksledaren kan justera malkoncentration och varaktighet for nista exponeringssession.
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— Exponera fem grupper av djur vid en ligre koncentration (¢ (1/2 1) med ndgot lingre exponeringsvaraktigheter
(faktor V2 utspritt; se figur 1).

Exponeringssession III - huvudstudie

— 1 djur/kén per koncentration/tidpunkt, totalt 10 djur.

— Exponera fem grupper av djur vid en ligre koncentration (Y) (1/4 1) med ndgot lingre exponeringsvaraktigheter
(faktor N2 utspritt; se figur 1).

Exponeringssession IV’ - huvudstudie

— 1 djur/kén per koncentration/tidpunkt, totalt 10 djur.

— Exponera fem grupper av djur vid en ligre koncentration (9) (1/8 1) med ndgot lingre exponeringsvaraktigheter
(faktor N2 utspritt; se figur 1).

1 eller

Exponeringssession IV - huvudstudie

— 1 djur/kén per koncentration/tidpunkt, totalt 10 djur.

— Exponera fem grupper av djur vid en hogre koncentration (9) (2 1) med ndgot kortare exponeringsvaraktigheter
(faktor V2 utspritt; se figur 1).

Matematisk behandling av resultaten for k x t-protokollet

11. Ett k x t-forfarande med 4 eller 5 exponeringskoncentrationer och fem varaktigheter ger 20 respektive 25 data-

=

punkter. Med dessa datapunkter kan k x t-forhéllandet berdknas med hjilp av statistisk analys (16):

Ekvation 1:

Probit(P) = by + byln C + byln ¢
ddr C = koncentration; t = exponeringstid, eller
Ekvation 2:
Response = f(C")
dir n = by /b,.

Med hjilp av ekvation 1 kan LCsy-vdrdet berdknas for en given tidsperiod (t.ex. 4 timmar, 1 timme, 30 minuter eller
valfri tidsperiod inom intervallet for testets tidsperioder) med P = 5 (50 % respons). Observera att Habers lag endast
ar tillimplig ndr n = 1. LCy; kan berdknas med hjilp av P = 2,67.

(9) Den minsta dosering (koncentration x tid) som resulterade i mortalitet vid den inledande koncentrationen (forsta exponeringssessionen)

giller som vigledning for att faststilla ndsta kombination av koncentration och exponeringsvaraktighet. Normalt minskas koncent-
rationen tvafaldigt (1/2 1) och djuren exponeras under ett nytt tidsintervall med ett finare rutnit av geometrisk uppdelning av
exponeringsperioder med faktor 1,4 (V2; se hinvisning 11) runt tiden for den minsta letala dosnivin (tid x koncentration) som
observerades under den forsta exponeringen. I denna figur (figur 1), observerades mortalitet forst i exponeringssession I efter 15 min.,
varaktigheterna under session Il centreras dérfor omkring 30 min., och ér 15, 21 30, 42 och 60 min. Efter de forsta tvd exponering-
arna rekommenderas att plotta datan i en liknande figur som visas ovan, och att kontrollera att forhéllandet mellan koncentration och
tid har en vinkel pd 45 grader (n = 1), eller om forhallandet koncentration-tid-respons dr mindre brant (t.ex. n = 2) eller brantare (t.ex.
n = 0,8). I de senare fallen rekommenderas det att anpassa efterfoljande koncentrationer och varaktigheter enligt detta.

I vissa fall kan det vara nodvandigt att 6ka koncentrationen (2 1) under ett nytt tidsintervall med ett dnnu finare rutnit av geometrisk
uppdelning av exponeringsperioder med faktor 1,4 (V2) omkring tiden for den minsta letala koncentrationsnivin som observerades
under den forsta exponeringen. Den minsta exponeringstiden bor helst overstiga 5 minuter, den maximala exponeringstiden bor inte
overstiga 8 timmar.”
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(4) Kapitlen B.7 och B.8 ska ersittas med foljande:

"B.7 28-DAGARS TOXICITETSSTUDIE MED UPPREPAD ORAL DOSERING PA GNAGARE

INLEDNING

Den hir testmetoden motsvarar OECD:s testriktlinje 407 (2008). Den ursprungliga testriktlinjen 407 antogs
19.81.1995 antogs en reviderad version for att erhélla ytterligare information frdn djuret som anvinds i studien,
i synnerhet om neurotoxicitet och immunotoxicitet.

1998 inledde OECD en hogprioriterad verksamhet for att se over befintliga testriktlinjer och utveckla nya
riktlinjer for undersokning och testning av potentiellt endokrinstorande dmnen (8). Ett inslag i verksamheten
var att uppdatera befintlig OECD-riktlinje for "28-dagars toxicitetsstudie med upprepad oral dosering pd gna-
gare” (TG407) med parametrar limpliga for att uppticka endokrin aktivitet for testkemikalier. Denna procedur
genomgick ett omfattande internationellt program for att testa relevansen och tillimpbarheten av de komplet-
terande parametrarna, utforandet av dessa parametrar for kemikalier med (anti) 6strogen-, (anti) androgen- och
(anti) koldkortelaktivitet och reproducerbarhet inom och mellan laboratorier samt de nya parametrarnas inter-
ferens med de som kravdes i den tidigare TG 407. Den stora midngden data som dirvid erholls har samman-
stillts och utvirderats i detalj i en omfattande OECD-rapport (9). Den hir uppdaterade testmetoden B.7 (som ar
likvardig med TG 407) ar resultatet av de erfarenheter och resultat som uppndddes under det internationella
testprogrammet. Med den hir testmetoden kan vissa endokrina indirekta verkningar sittas i samband med andra
toxikologiska verkningar.

INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH BEGRANSNINGAR

Vid bedéomningen och utvirderingen av de toxiska egenskaperna hos en kemikalie kan bestimningen av toxi-
citet med upprepad oral dosering genomféras efter att inledande information om toxicitet har erhallits genom
testning av akut toxicitet. Avsikten med den hir testmetoden &r att undersoka effekterna pd ett mycket brett
spektrum av potentiella maltavlor for toxicitet. Den ger information om eventuella halsorisker som kan uppstd
vid upprepad exponering under en relativt begrinsad tidsperiod, inklusive effekterna pa nervsystemet, immun-
systemet och det endokrina systemet. Vad betraffar dessa speciella endpoints, bor den identifiera kemikalier med
neurotoxisk verkan, vilket kan motivera mer ingdende undersokningar av denna aspekt, samt kemikalier som
paverkar skoldkortelns fysiologi. Den kan ocksa tillhandahalla data om kemikalier som péverkar de manliga
ochfeller kvinnliga konsorganen hos unga vuxna djur samt ge indikationer pa immunologiska effekter.

Resultaten frin denna testmetod B.7 bor anviandas for faroidentifiering och riskbedomning. Resultaten som
erholls genom de endokrinrelaterade parametrarna bor sittas i samband med "OECD:s ramverk for testning och
bedémning av endokrinstérande kemikalier” (11). Metoden innefattar den grundliggande toxicitetsstudien med
upprepad dosering som kan anvindas for kemikalier for vilka en 90-dagarsstudie inte 4r motiverad (t.ex. ndr
produktionsvolymen inte overskrider vissa granser) eller som en inledning till en langtidsstudie. Varaktigheten
for exponeringen bor vara 28 dagar.

Det internationella programmet som genomfordes om validering av parametrar limpliga for upptickt av en
testkemikalies eventuella endokrina aktivitet visade att kvaliteten pd datan som erholls genom denna testmetod
B.7 beror mycket pa testlaboratoriets erfarenheter. Detta hanfor sig sarskilt till histopatologisk bestimning av
cykliska fordndringar i de kvinnliga fortplantningsorganen och viktbestimning av de smd hormonberoende
organen som dr svéra att dissckera. Vigledning for histopatologi har utvecklats (19). Den finns pd OECD:s
offentliga webbplats om riktlinjer for testning. Den ér avsedd for att hjdlpa patologer i deras undersokningar
och bidra till att oka analysens kinslighet. En méingd olika parametrar befanns vara indikativa for endokrin-
relaterad toxicitet och har inforlivats i testmetoden. Parametrar for vilka det fanns tillrickliga data tillgingliga for
att visa nyttan eller vilka visade svaga bevis i valideringsprogrammet for deras formdga att detektera
endokrinstorande dmnen foreslds som valfria endpoints (se tillagg 2).

Pi grundval av datan som genereras i valideringsprocessen, maste det framhéllas att kinsligheten hos denna
analys inte dr tillracklig for att identifiera alla &mnen med (anti) androgena eller (anti) dstrogena verkningssatt
(9). Testmetoden genomférs inte i ett livsskede som dr mest kinslig fér endokrina storningar. Dock har
testmetoden under valideringsprocessen identifierat dmnen som svagt eller starkt paverkar skoldkortelns funk-
tion, och starka eller méttliga endokrina aktiva 4mnen som verkar genom 6strogena eller androgena receptorer,
men som i de flesta fall misslyckades med att identifiera endokrina aktiva dmnen som svagt paverkar 6strogena
eller androgena receptorer. Darfor kan den inte beskrivas som en screeninganalys av endokrin aktivitet.

Foljaktligen kan avsaknaden av verkningar relaterade till dessa verkningsmekanismer inte tas som bevis pa
bristen av verkningar p& det endokrina systemet. Betrffande indirekta endokrina verkningar bor darfor inte
amnets karakterisering baseras enbart pé resultaten frdn denna testmetod, men bor anvindas i en sammanvigd
bedomning som omfattar alla befintliga data om en kemikalie for att karakterisera eventuell endokrin aktivitet.
Av denna anledning bor regulatoriskt beslutsfattande om endokrin aktivitet (imneskarakterisering) vara en bred
strategi, inte enbart beroende av resultaten frén tillimpningen av denna testmetod.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Det ar erkint att alla djurbaserade forfaranden kommer att dverensstimma med lokala normer for djurvard;
beskrivningarna av vird och behandling som anges nedan dr miniminormer for prestanda som kommer att
ersittas av strangare lokala bestimmelser. Ytterligare vigledning om human behandling av djur finns i
OECD (14).

Definitioner som anvinds finns i tilligg 1.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Testkemikalien tillfors oralt dagligen i graderade doser till flera grupper av forsoksdjur, en dosnivé per grupp for
en period pd 28 dagar. Under administreringsperioden observeras djuren varje dag noggrant for tecken pa
toxicitet. Djur som dor eller avlivas under testet obduceras, och i slutet av testet avlivas Gverlevande djur och
obduceras. En 28-dagarsstudie ger information om effekterna av upprepad oral exponering och kan indikera
behovet av ytterligare 1angtidsstudier. Den kan ocksd ge information om valet av koncentrationer for langtids-
studier. Datan som hérror fran anvindningen av testmetoden ska gora det mojligt att karakterisera teskemika-
liens toxicitet som en indikation pé forhdllandet dos-respons och bestimningen av nivin dir ingen skadlig
effekt observeras (NOAEL).

METODBESKRIVNING
Val av djurart

Rekommenderad gnagare ar rdtta, dven om andra gnagare kan anvandas. En utforlig motivering ska ges om de
parametrar som anges i denna testmetod B.7 undersoks i andra gnagare. Aven om det 4r biologiskt sannolikt att
andra arter bor svara pa gifter pd liknande sitt som rattan, kan anvindningen av mindre arter resultera i okad
variabilitet pd grund av tekniska utmaningar att dissekera mindre organ. I det internationella valideringspro-
grammet for att detektera endokrinstdrande dmnen, var rittan den enda art som anvindes. I testet bor unga
friska vuxna djur anvindas av stammar som vanligtvis anvidnds pé laboratorier. Honorna ska inte ha fatt ungar
och inte vara drdktiga. Doseringen bor inledas snarast mojligt efter avvinjningen, och under alla férhallanden
innan djuren ir nio veckor gamla. Vid inledningen av studien bor viktskillnaden hos de anvdnda djuren vara
minimal och inte 6verstiga + 20 % av medelvikten for varje kon. Nér en upprepad oral dos utfors som inledning
till en langtidsstudie, 4r det att foredra att djur frdn samma stam och ursprung anvinds for bada studierna.

Inhysning och utfodring

Alla forfaranden bor overensstimma med lokala normer for laboratoriedjurvard. Temperaturen i forsoksdjurens
utrymmen bor vara 22 °C (¢ 3 °C). Den relativa fuktigheten bor vara minst 30 % och ska helst inte dverstiga
70 % utom ndr rummet rengérs, bor malet vara 50-60 %. Belysningen bor vara artificiell med ljusperioden 12
timmar ljus och 12 timmar morker. For utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder anvindas med ett
obegransat utbud av dricksvatten. Valet av foder kan pdverkas av behovet av att sikerstilla en limplig blandning
av en testkemikalie nar den administreras genom denna metod. Djuren bor vara inrymda i sma grupper av
samma kon. Djuren kan inhysas individuellt om det ér vetenskapligt motiverat. Vid grupplacering i bur bor inte
fler dn fem djur inhysas per bur.

Fodret bor regelbundet analyseras betriffande fororeningar. Ett prov av fodret bor sparas tills rapporten ér
slutford.

Forberedelse av djuren

Friska unga vuxna djur viljs slumpvis ut till kontroll- och behandlingsgrupperna. Burarna bor placeras sa att en
mojlig paverkan beroende pd deras placering minimeras. Dérefter identifieras djuren individuellt och fir ackli-
matisera sig till laboratoriets betingelser i sina burar i minst fem dagar fore behandlingsstudien.

Beredning av doser

Testkemikalien tillfors genom sondmatning eller via fodret eller dricksvattnet. Metoden for oral tillforsel ar
beroende av syftet med studien och de fysikaliska/kemiska/toxikologisk-kinetiska egenskaperna hos testkemika-
lien.

Vid behov kan testkemikalien upplosas eller suspenderas i en limplig vehikel. Det rekommenderas, nir sa ar
mojligt, att man forst anvinder en vattenbaserad 16sning/suspension foljt av en 16sning/suspension i olja (t.ex.
majsolja) och direfter eventuell 16sning i andra vehiklar. For vehiklar annat 4n vatten maste de toxiska egen-
skaperna hos vehikeln vara kinda. Testkemikaliens stabilitet i vehikeln bor bestimmas.



L 81/36

Europeiska unionens officiella tidning

19.3.2014

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

PROCEDUR
Djurens antal och kon

Minst 10 djur (fem honor och fem hanar) bér anvindas for varje doseringsnivd. Om interimistisk avlivning
planeras bor antalet djur okas med det antal som man planerar att avliva innan studien slutfors. Man bor
overviga en extra satellitgrupp pd tio djur (fem per kon) i kontroll- och i toppdosgruppen for observation
betriffande reversibilitet, persistens eller fordrojda toxiska verkningar under minst 14 dagar efter behandlingen.

Dosering

I allménhet bor minst tre testgrupper och en kontrollgrupp anvindas, men ett toleranstest kan utforas om man
efter utvirderingen av andra data inte forvintar sig ndgra verkningar efter en dos pa 1 000 mg/kg kroppsvikt/
dag. Om det inte finns ndgra lampliga data tillgdngliga kan en pilotstudie (djur av samma stam och ursprung)
utforas for att underlitta bestimningen av de doser som ska anvindas. Med undantag av behandlingen med
testkemikalien bor djuren i kontrollgruppen hanteras pd exakt samma sitt som testgruppen. Om en vehikel
anvinds for att tillfora testkemikalien bor kontrollgruppen tillforas vehikeln i den storsta volym som anvénds.

Nivderna pa doserna bor viljas med hinsyn till eventuell toxicitetsdata och (toxikologisk-) kinetiska data som
finns tillgangliga om testkemikalien eller liknande kemikalier. Den hogsta nivan pd dosen bor viljas i syfte att
inducera toxiska verkningar, men inte leda till doden eller orsaka svara lidanden. Direfter bor en fallande niva
pa doserna viljas i syfte att pavisa en dosrelaterad respons och ingen pévisbar skadlig effekt vid den ligsta
dosnivan (NOAEL). Tva- till fyrfaldiga dosintervall dr ofta optimala for de fallande dosnivaerna, och att ligga till
en fjarde testgrupp ér att foredra framfor att anvinda mycket stora intervall (t.ex. mer dn faktor 10) mellan
doseringarna.

Om allmin toxicitet observeras (t.ex. minskad kroppsvikt, verkningar pé lever, hjirta eller njurar) eller andra
forandringar som har observerats som kanske inte ar toxiska reaktioner (t.ex. nedsatt fédointag, leverforstoring),
ska observerade effekter pd immunforsvaret, neurologiska eller endokrint kinsliga endpoints bor tolkas med
forsiktighet.

Toleranstest

Om ett test vid en dosnivd pd minst 1 000 mg/kg kroppsvikt/dag eller, vid tillforsel via foder eller dricksvatten,
en motsvarande procentandel i fodret eller dricksvattnet (baserad pé faststdlld kroppsvikt) genom anvindning av
de forfaranden som beskrivs for denna studie, inte ger ndgra observerbara toxiska verkningar och om ingen
toxicitet forvintas pd grundval av data fran strukturellt nirbesliktade kemikalier dr det inte nddvindigt att
genomfora en fullstindig studie med tre doseringsnivder. Toleranstestet tillimpas, utom nir ménsklig expone-
ring anger att en hogre dosnivd ska anvindas.

Administrering av doser

Djuren doseras dagligen med testkemikalier, 7 dagar per vecka under en period av 28 dagar. Nar testkemikalien
tillfors genom sondmatning bor detta ske i en engéngsdos via magsond eller ldmplig intubationskanyl. Den
storsta mangd vitska som kan administreras vid ett tillfille beror pd forsoksdjurets storlek. Volymen bor inte
overskrida 1 ml per 100 g kroppsvikt utom i de fall ndr vattenlosningar anvinds, dd kan 2 ml per 100 g
kroppsvikt anvindas. Med undantag for irriterande eller fratande kemikalier, som normalt kommer att visa
stegrade verkningar vid hogre koncentrationer, bor variationer av testvolymen minimeras genom justering av
koncentrationen, for att sikerstilla en konstant volym vid alla dosnivéer.

For kemikalier som tillfors via foder eller dricksvatten ir det viktigt att sdkerstdlla att kvantiteterna av den
berérda testkemikalien inte paverkar normal ndrings- eller vattenbalans. Nir testkemikalien tillfors via kosten
kan antingen en konstant foderkoncentration (PPM) eller en konstant dosnivé i forhdllande till djurens kropps-
vikt anvidndas; valet miste anges. Nar en kemikalie tillfors genom sondmatning bor dosen ges vid samma
tidpunkt varje dag, och justeras vid behov for att uppritthélla en konstant dosnivd i forhdllande till djurets
kroppsvikt. Om en upprepad doseringsstudie anvinds som inledning till en langtidsstudie ska ett liknande foder
anvandas i bada studierna.

Observationer

Observationsperioden ska vara 28 dagar. Djuren i en satellitgrupp dir uppfoljande observationer planeras, ska
hallas i minst 14 dagar utan behandling for att fordrojda eller kvarstdende verkningar eller aterhdmtning frin
toxiska effekter ska kunna upptickas.

Allménna Kliniska observationer bor goras minst en gang per dag, helst vid samma tidpunkt(er) med hansyn till
maximalt forvintade effekter efter doseringen. Djurens hilsotillstdnd bor registreras. Minst tvd ganger dagligen
bor djuren observeras betriffande morbiditet och mortalitet.
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26. En ging fore den forsta exponeringen (for att mojliggora individuella jamforelser), och darefter minst en ging
per vecka, ska ingdende kliniska observationer goras av samtliga djur. Dessa observationer bor goras utanfor
buren pd avsedd plats och helst vid samma tidpunkt varje gang. De bor noggrant registreras, helst med hjilp av
ett podngsystem som utforligt definierats av testlaboratoriet. Anstringningar bor goras for att sikerstdlla att
testbetingelsernas variationer dr minimala, och att observationerna utfors av ndgon som inte kdnner till behand-
lingen. Observationerna bor omfatta, men inte begrinsas till, forindringar i hud, pils, 6gon, slemhinnor,
forekomst av sekret och utsondringar samt autonom aktivitet (t.ex. tdrflode, upprest hdrrem, pupillstorlek,
ovanligt andningsmonster). Forandringar i gang, hallning och reaktion pad hantering liksom eventuella kramper
eller spasmer, stereotypier (t.ex. overdrivet putsande, repetitivt cirklande) eller bisarrt beteende (t.ex. sjilvstymp-
ning, baklingesgdng) ska ockséd registreras (2).

27. Under fjirde exponeringsveckan bor bedomningar goras av sensoriska reaktioner pa stimuli av olika slag (2)
(t.ex. horsel, syn och djupsensorisk stimuli) (3) (4) (5), bedomning av greppstyrka (6) och motorisk aktivitet (7).
Ytterligare uppgifter om de procedurer som kan foljas finns i respektive hidnvisningar. Dock kan andra pro-
cedurer dn de som hanvisats till anvindas.

28. Funktionella observationer som gors under fjarde exponeringsveckan kan utelimnas om studien utfors som
inledning till en subkronisk studie (90-dagars). I sd fall bor de funktionella observationerna tas med i denna
uppfoljningsstudie. A andra sidan kan tillgingen pa data om funktionella observationer fran studien med
upprepad dosering 6ka mojligheten att vilja dosnivaer for en efterfoljande subkronisk studie.

29. T undantagsfall kan funktionella observationer utlimnas for grupper som annars skulle uppvisa tecken pa
toxicitet i sddan utstrickning att det visentligen skulle paverka funktionstestets prestanda.

30. Vid obduktion kan oOstruscykeln for alla honor bestimmas (valfritt) genom ett vaginalt utstryksprov. Dessa
observationer ger information betriffande Gstruscykelns stadium vid tiden for avlivandet och hjalper till med
den histologiska utvirderingen av 6strogenkinsliga vivnader (se vigledning om histopatologi (19)).

Kroppsvikt och foder-/vattenkonsumtion

31. Alla djur bor vagas minst en géng i veckan. Mitning av foderkonsumtion bor goras minst en gang i veckan. Om
testkemikalien tillfors via dricksvattnet bor dven vattenkonsumtionen métas minst en gang i veckan.

Hematologi

32. Foljande hematologiska undersokningar bor goras i slutet av testperioden: hematokrit, hemoglobin koncent-
ration, erytrocytrikning, retikulocyter, total och differential rikning av leukocyter, trombocyter och en mitning
av blodets koaguleringstid/-potential. Andra bestimningar som bor utforas, om testkemikalien eller dess for-
modade metaboliteter har eller misstinkas ha oxiderande egenskaper, inkluderar methemoglobinkoncentration
och Heinz-kroppar.

33. Blodprover bor tas fran ett angivet stille strax fore eller som ett led i forfarandet for avlivning av djuren, och
forvaras under limpliga forhallanden. Djuren bor fasta 6ver natten fore avlivandet (7).

Klinisk biokemi

34. Kliniska biokemiska bestimningar for att undersoka betydande toxiska effekter pa vdvnader, sarskilt paverkan pa
lever och njurar, bor utféras pd blodprov tagna pd samtliga djur strax fore, eller som ett led i, avlivnings-
proceduren (bortsett frin de doende ochfeller de som avlivats fore studiens upphorande). Undersokningar av
plasma eller serum ska omfatta natrium, kalium, glukos, totalkolesterol, urinimne, kreatinin, totalprotein och
albumin, minst tvd enzymer som indikerar effekter pa leverceller (sdsom alaninaminotransferas, aspartatamino-
transferas, alkaliskt fosfatas, y-glutamyltranspeptidas och glutamatdehydrogenas), samt gallsyror. Métningar av
ytterligare enzymer (frdn lever eller annat ursprung) och bilirubin kan under vissa omstindigheter ge anvindbar
information.

35. Eventuellt kan ocksd foljande urinanalyser utforas under studiens sista vecka med klockad uppsamling av
urinvolym: utseende, volym, osmolalitet eller specifik vikt, pH, protein, glukos och blod/blodceller.

(") For en rad olika métningar i serum och plasma, srskilt for glukos, &r nattlig fasta att foredra. Huvudorsaken till denna preferens ar att
den okade variabilitet som oundvikligen foljer av utebliven fasta skulle tendera att maskera subtilare effekter och forsvara tolkningen. A
andra sidan kan dock den nattliga fastan inkrikta pd djurens allminna metabolism och kan, sirskilt under foderstudier, stéra den
dagliga exponeringen for testkemikalien. Om nattlig fasta anvinds ska klinisk biokemisk bestimning utforas efter utférandet av
funktionella observationer under vecka 4 i studien.



L 81/38

Europeiska unionens officiella tidning

19.3.2014

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Dessutom bor man Overviga studier for att undersoka plasma- eller serummarkérer for allmédnna vidvnads-
skador. Andra bestimningar som bor utforas, om kidnda egenskaper hos testkemikalien kan, eller misstinks,
paverka relaterade metaboliska profiler, inkluderar kalcium, fosfat, triglycerider, specifika hormoner och kolines-
teras. Dessa bor identifieras for kemikalier i vissa klasser, eller fran fall till fall.

Aven om man i den internationella utvirderingen av endokrinrelaterade endpoints inte kunde pavisa en klar
fordel for bestimning av skoldkortelhormoner (T3, T4) och TSH, kan det vara till hjilp att bevara plasma- eller
serumprover for att mata T3, T4 och TSH (valfritt), om det finns indikation pa paverkan av hypofys-skoldkor-
telaxeln. For att lagra proverna kan de frysas vid — 20 °. Foljande faktorer kan pédverka variationen och de
absoluta koncentrationerna for hormonbestimningarna:

— Tidpunkt for avlivningen beroende pd hormonkoncentrationernas dygnsvariation.
— Avlivningsmetod for att undvika onodig stress hos djuren som kan paverka hormonkoncentrationerna.
— Testsatser for hormonbestimningar som kan skilja sig 4t genom sina standardkurvor.

En slutgiltig identifiering av skoldkortelaktiva kemikalier 4r mer tillforlitlig genom histopatologisk analys snarare
dn hormonnivaer.

Plasmaprover sirskilt avsedda for hormonbestimning bor tas vid en jamforbar tid pa dagen. Det rekommen-
deras att man bor Overviga om bestdimningar av T3, T4 och TSH utlostes pd grund av fordndringar av
skoldkortelns histopatologi. De numeriska virden som erhélls vid analys av hormonkoncentrationer skiljer
sig &t mellan de olika analyssatser som finns i handeln. Darfor 4r det kanske inte majligt att tillhandahalla
prestandakriterier baserade pd enhetliga historiska data. Alternativt bor laboratorierna striva efter att halla
variationskoefficienterna under 25 for T3 och T4, och under 35 for TSH. Alla koncentrationer ska anges i

ng/ml.

Om historiska basdata ar otillrickliga bor hinsyn tas till hematologiska och kliniska biokemiska variabler innan
doseringen péaborjas eller foretradesvis for en uppsittning djur som inte ingdr i forsoksgrupperna.

PATOLOGI
Obduktion

Samtliga djur i studien bor underkastas en fullstindig obduktion, som omfattar omsorgsfull granskning av
kroppens yttre ytor, alla kroppsoppningar samt kranium, brost- och bukhéla och deras innehéll. Lever, njurar,
binjurar, testiklar, bitestiklar, prostata + sidesbldsor med koagulerade kortlar i sin helhet, briss, mjilte, hjirna
och hjirta frin samtliga djur (med undantag av de doende och/eller de som har avlivats fore studiens upp-
horande) ska putsas fran angrinsande vivnad vid behov, och deras vatvikt ska bestimmas sd snart som mojligt
efter dissektionen for att undvika uttorkning. Forsiktighet méste iakttas vid putsning av prostatakomplexet for
att undvika punktion av de vitskefyllda blasorna. Alternativt kan sidesbldsor och prostata trimmas och vigas
efter fixering.

Dessutom skulle tvd andra vdvnader eventuellt kunna vdgas sd snart som mojligt efter dissektionen, for att
undvika uttorkning: parade dggstockar (vatvikt) och livmodern, inklusive livmoderhalsen (vdgledning om bort-
tagning och beredning av livmodervdvnad for viktmétning finns i OECD:s TG 440 (18)).

Skoldkortelns vikt (valfritt) kan bestdimmas efter fixering. Putsning ska ocksd goras valdigt forsiktigt, och forst
efter fixeringen for att undvika vdvnadsskador. Vavnadsskador kan dventyra den histopatologiska analysen.

Foljande vivnader bor bevaras i det mest limpade fixeringsmedlet for bide vivnadstypen och den planerade
efterfoljande histopatologiska undersokningen (se punkt 47): Alla storre skador, hjirna (representativa omrdden
omfattande cerebrum, cerebellum och pons), ryggmirg, 6gon, mage, tunn- och tjocktarm (inklusive Peyers
plack), lever, njurar, binjurar, mjalte, hjirta, briss, skoldkortel, luftstrupe och lungor (konserverade genom upp-
pumpning med fixermedel och direfter nedsinkning), konskortlar (testiklar och dggstockar), accessoriska kons-
organ (uterus och cervix, epididymes, prostata + sidesbldsor med koaguleringskortlar), vagina, urinbldsa
lymfkortlar (vid sidan av den mest proximala drineringsnoden bor en annan lymfnod tas i enlighet med
laboratoriets erfarenheter (15)), perifer nerv (ischias eller tibia) helst nira muskeln, skelettmuskel och ben
med benmirg (sektion eller, alternativt, ett nymonterat benmérgsaspirat). Det rekommenderas att testiklarna
fixeras genom nedsinkning i Bouins fixativ eller modifierat Davidsons fixativ (16) (17). Tunica albuginea méste
forsiktigt och ytligt punkteras med en nél pa organets bada poler for en snabb intrangning av fixativet. Kliniska
och andra fynd kan indikera behovet av att undersoka ytterligare vdvnader. Ocksé alla organ som sannolikt ar
mélorgan, baserat pd kunskap om testkemikaliens egenskaper, ska konserveras.
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44. Foljande vivnader kan ge virdefulla tecken pa endokrinrelaterade effekter: Konskortlar (dggstockar och testiklar),
accessoriska konsorgan (uterus inklusive cervix, epididymis, siddesbldsor med koaguleringskortlar, dorsolaterala
och ventrala prostata), vagina, hypofys, manliga brostkortlar, skoldkortel och binjurar). Forindringar i manliga
brostkortlar dr inte tillrdckligt vdl dokumenterade, men denna parameter kan vara vildigt kénslig for dmnen
med Ostrogen verkan. Observation av organ/vivnader som inte ndmns i avsnitt 43 dr valfria (se tilligg 2).

45. Vigledning om histopatologi (19) omfattar detaljerad information om dissektion, fixering, sektionering och
histopatologi av endokrina vivnader.

46. 1 det internationella testprogrammet erhélls vissa beldgg for att subtila endokrina verkningar av kemikalier med
en lag potens for att paverka konshormonhomeostas, kan identifieras genom storning av ostruscykelns syn-
kronisering i olika vdvnader, och inte sd mycket genom franka histopatologiska forindringar i kvinnliga kons-
organ. Aven om inga direkta bevis erholls for sidana effekter, rekommenderas att bevis for eventuell asynkroni i
ostruscykeln ska tas med i berdkningen vid tolkningen av dggstockarnas histopatologi (follikuldra, thecala och
granulosa celler), uterus, cervix och vagina. Om utvirderat kan det skede av cykeln som bestimts genom
vaginala utstryk ocksé ingd i denna jamforelse.

Histopatologi

47. En fullstindig histopatologisk undersokning bor utforas pa bevarade organ och vivnader frin samtliga djur i
kontroll- och hogdosgrupperna. Dessa undersokningar bor utstrickas till djur i alla andra doseringsgrupper, om
behandlingsrelaterade forindringar observeras i hogdosgruppen.

48. Alla storre skador ska undersokas.

49. Om en satellitgrupp anvinds bor en histopatologisk undersokning utforas pé de vivnader och organ pd vilka
effekter har visats i de behandlade grupperna.

DATA OCH RAPPORTERING
Data

50. Individuella data ska limnas. Darutover bor alla data sammanfattas i tabellform, som for varje testgrupp visar
antal djur vid testets borjan, antal djur som péfanns doda under testet eller som avlivats av humanitira skil och
tidpunkten for dodsfallen eller eutanasin, antal djur som visar tecken pd toxicitet, en beskrivning av de tecken
pa toxicitet som observerats, inklusive tidpunkt for de forsta tecknen, varaktighet och hur allvarliga de toxiska
verkningarna dr, antal djur som uppvisar skador, typ av skador, deras svdrighetsgrad och procentandelen djur
som uppvisar varje typ av skada.

51. Om mojligt bor numeriska resultat utvdrderas genom en limplig och allmint vedertagen statistisk metod. Vid
jamforelser av effekten lings ett dosintervall bér man undvika anvindningen av multipla t-tester. Statistiska
metoder ska viljas vid utformningen av studien.

52. Som kvalitetskontroll foreslds att historiska kontrolldata samlas in for numeriska data, och med dem beriknas
variationskoefficienter, sirskilt for de parametrar som kopplas till endokrinstérande upptickt. Dessa data kan
sedan anvindas for jamforelseindamal ndr aktuella studier utvirderas.

Testrapport

53. Testrapporten maste innehélla foljande information:

Testkemikalie:

— Fysikalisk natur, renhet och fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Identifikationsuppgifter.

Vehikel (i forekommande fall):

— Motivering for val av vehikel, om annan n vatten.
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Forsoksdjur:

— Art och stam som anvinds.

— Dijurens antal, alder och kon.

— Ursprung, inhysning, kost etc.

— Dijurens individuella vikt vid testets borjan.
— Motivering for val av art, om inte ratta.
Forsoksbetingelser:

— Grund for valet av dosniva.

— Uppgifter om testkemikaliens sammansittning/foderberedning, uppnadd koncentration, preparatets stabilitet
och homogenitet.

— Uppgifter om administreringen av testkemikalien.

— Omvandling frén fodrets/dricksvattnets testkemikaliekoncentration (ppm) till faktisk dos (mg/kg kroppsvikt/
dag), i forekommande fall.

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.

Valfria endpoints som undersoktes

— Lista 6ver valfria endpoints som undersoktes.

Resultat:

— Kroppsvikt/kroppsviktsforandringar.

— Foderkonsumtion och vattenkonsumtion, i forekommande fall.

— Uppgifter om toxiska reaktioner efter kon och dosniva, inklusive tecken pé toxicitet.
— Art, allvarlighetsgrad och varaktighet for kliniska observationer (huruvida de dr reversibla eller ej).
— Bedomning av sensorisk aktivitet, greppstyrka och motorisk aktivitet.

— Blodundersokningar med relevanta basvirden.

— Kliniska biokemiska undersokningar med relevanta basvirden.

— Uppgifter om kroppsvikt vid avlivning och organvikt.

— Obduktionsfynd.

— En detaljerad beskrivning av samtliga histopatologiska fynd.

— Absorptionsdata, i forekommande fall.

— Statistisk bearbetning av resultaten, i tillimpliga fall.

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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Tilligg 1

DEFINITIONER

Androgenicitet ir formigan hos en kemikalie att agera som ett naturligt androgent hormon (t.ex. testosteron) i en
diggdjursorganism.

Antiandrogenicitet ir formigan hos en kemikalie att undertrycka verkan av ett naturligt androgent hormon (t.ex.
testosteron) i en ddggdjursorganism.

Anti-ostrogenicitet dr formagan hos en kemikalie att undertrycka verkan av ett naturligt 6strogent hormon (t.ex. 178-
ostradiol) i en ddggdjursorganism.

Antityreoid aktivitet dr formdgan hos en kemikalie att undertrycka verkan av ett naturligt skoldkortelhormon (t.ex. Ts) i
en ddggdjursorganism.

Dosering ir en allmin term som omfattar dos, dess frekvens och doseringens varaktighet.

Dos ir den mingd testkemikalie som administreras. Dosen uttrycks som testkemikaliens vikt per enhet kroppsvikt av
forsoksdjur per dag (t.ex. mg/kg kroppsvikt/dag), eller som en konstant kostkoncentration.

Uppenbar toxicitet ir en allmin term som beskriver tydliga tecken pd toxicitet efter tillforsel av testkemikalien. Dessa
bor vara tillrdckliga for en riskbedomning och bor vara sidana att en kning av den tillférda dosen kan forvintas
resultera i utvecklingen av allvarliga toxicitetssymptom och sannolikt leda till mortalitet.

NOAEL ir forkortningen for nivdn dar ingen skadlig effekt observeras. Detta dr den hogsta dosniva ddr inga behand-
lingsrelaterade fynd observerats pa grund av behandling.

Ostrogenicitet ir formagan hos en kemikalie att agera som ett naturligt dstrogent hormon (t.ex. 178-0stradiol) i en
ddggdjursorganism.

Testkemikalie: Alla dmnen eller blandningar som testas med denna testmetod.

Tyreoid aktivitet dr formdgan hos en kemikalie att agera som ett naturligt skoldkortelhormon (t.ex. T;) i en ddggdjurs-
organism.

Validering ir en vetenskaplig process utformad for att karakterisera de operativa kraven och begrinsningarna hos en
testmetod och visa dess tillforlitlighet och relevans for ett visst andamal.
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Tilldgg 2

Endpoints rekommenderade for upptickt av endokrinstérande dmnen (EDS) i denna B.7-testmetod

Obligatoriska endpoints Valfria endpoints
Vikt
— Testiklar — Aggstockar
— Epididymis — Uterus, inklusive cervix
— Binjurar — Skoldkortel

— Prostata + sidesbldsor med koagulerande kortlar

Histopatologi
— Konskortlar: — Vaginala utstryk
— Testiklar och — Manliga brostkortlar
— Aggstockar — Hypofys

— Accessoriska konsorgan:
— Epididymis,
— Prostata + sddesbldsa med koagulerande kortlar

— Uterus, inklusive cervix

— Binjure
— Skoldkortel
— Vagina
Hormonmatningar
— Cirkulerande T3- och T4-nivder
— Cirkulerande TSH-nivaer
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B.8 SUBAKUT INHALATIONSTOXICITET: 28-DAGARS STUDIE

SAMMANFATTNING

Denna reviderade B.8-testmetod har utformats for att fullstandigt karakterisera testkemikaliens inhalationstoxicitet
vid upprepade exponeringar under en begrinsad tidsperiod (28 dagar), och for att tillhandahélla data for kvantitativa
riskbedémningar. Grupper om minst 5 hangnagare och 5 hongnagare exponeras 6 timmar per dag under 28 dagar
for a) testkemikalien vid tre eller fler koncentrationsnivéer, b) filtrerad luft (negativ kontroll, och/eller ¢) vehikeln
(vehikelkontroll). Djur exponeras i allmdnhet 5 dagar per vecka, men exponering 7 dagar per vecka dr ocksa tillaten.
Hanar och honor testas alltid, men de kan exponeras vid olika koncentrationsnivier om det ar kint att ett kon ar
mer mottagligt for en viss testkemikalie. Denna metod ger forsoksledaren flexibilitet att inkludera satellitgrupper
(reversibilitet), lungskoljning (BAL), neurologiska tester och ytterligare klinisk patologi och histopatologiska utvir-
deringar for att bittre kunna karakterisera en testkemikalies toxicitet.

INLEDNING

1. Den hir testmetoden motsvarar OECD:s testriktlinje 412 (2009). Den ursprungliga testriktlinjen 412 (TG 412)
for subakut inhalation antogs 1981 (1). Den hir testmetoden B.8 (som motsvarar den reviderade testriktlinjen
412) har uppdaterats for att aterspegla vetenskapen och mota nuvarande och framtida lagstiftningsbehov.

2. Den hir testmetoden medger karakterisering av negativa effekter efter upprepad daglig exponering genom
inhalation av en testkemikalie under 28 dagar. Uppgifterna som kommer frdn en 28-dagars substudie av
akut inhalationstoxicitet kan anvindas for kvantitativa riskbeddmningar (om den inte foljs av en 90-dagars
studie av subkronisk inhalationstoxicitet (kapitel B.29 i denna bilaga)). Uppgifterna kan ocksa ge information
om valet av koncentrationer for lingtidsstudier sdsom 90-dagarsstudien av subkronisk inhalationstoxicitet. Den
hér testmetoden 4r inte specifikt avsedd for testning av nanomaterial. Definitioner som anvinds inom ramen for
den hir metoden finns i slutet av det har kapitlet och i vigledningsdokumentet 39 (2).


http://www.oecd.org/document/58/0,3343,fr_2649_37407_2348794_1_1_1_37407,00.html
http://www.oecd.org/document/58/0,3343,fr_2649_37407_2348794_1_1_1_37407,00.html
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INLEDANDE OVERVAGANDEN

All tillginglig information om testkemikalien bor beaktas av laboratoriet innan studien genomfors i syfte att
hoja studiens kvalitet och minimera djuranvindningen. Information som underldttar valet av limpliga test-
koncentrationer kan inkludera identitet, kemisk struktur, och fysikalisk-kemiska egenskaper hos testkemikalien,
resultat fran eventuella in vitro- eller in vivo-toxicitetstester, forvintad anvindning(ar) och risken for méinsklig
exponering, tillgingliga (Q)SAR-data och toxikologiska data om strukturellt nirbesldktade kemikalier och data
frdn testning av akut inhalationstoxicitet. Om neurotoxicitet forvantas eller observeras under studiens géng, kan
forsoksledaren vilja att inkludera limpliga utvidrderingar sdsom en funktionell samlingsstudie (FOB) och mit-
ning av motorisk aktivitet. Aven om tidpunkter for exponeringar i forhéllande till specifika undersdkningar kan
vara kritiska, bor resultaten fran dessa extra aktiviteter inte stora studiens grundliggande utformning.

Utspddning av korrosiva eller irriterande testkemikalier kan testas vid koncentrationer som kommer att ge den
onskade graden av toxicitet (se GD 39 (2)). Ndr djur utsitts for dessa material bor mélkoncentrationerna vara
tillrdckligt laga for att inte orsaka avsevird smirta och lidande, men 4nda tillrickliga for att utstricka kon-
centration-respons-kurvan till nivder som gor att testets regulatoriska och vetenskapliga mél kan uppnds. Dessa
koncentrationer bor viljas fran fall till fall, foretrddesvis baserade pd en adekvat utformad undersokning av
spannvidden som ger information om den kritiska endpointen, eventuellt troskelvirde for irritation och tiden
for de forsta tecknen (se punkterna 11-13). Motivering for valet av koncentration ska anges.

Doende djur eller djur som visar tecken pd uppenbar smirta eller svart och ihallande lidande ska avlivas
skonsamt. Doende djur betraktas pd samma sitt som de som dor under testet. Kriterier for att ta beslutet
att avliva doende eller svért lidande djur, och vigledning om hur man kanner igen tecken pé forutsigbar eller
annalkande dod, omfattas i OECD:s vigledningsdokument om humana endpoints (3).

METODBESKRIVNING
Val av djurart

[ testet bor friska unga vuxna gnagare anvindas av stammar som vanligtvis anvands pa laboratorier. For detta
test anvands rdtta. Motivering ska ges om annan art anvénds.

Forberedelse av djuren

Honorna ska inte ha fitt ungar och inte vara draktiga. P4 dagen for randomiseringen bor djuren vara unga
vuxna 7 till 9 veckor gamla. Kroppsvikten bor ligga inom + 20 % av medelvikten for vardera konet. Djuren viljs
ut slumpvis och marks for individuell identifikation, och far darefter acklimatisera sig till laboratoriets beting-
elser i sina burar i minst fem dagar fore teststarten.

Djurhéllning

Djuren bor identifieras individuellt, om mojligt med subkutana transpondrar for att underlitta observationer och
undvika forvirring. Temperaturen i forsoksdjurens utrymmen bor vara 22 + 3 °C. Den relativa fuktigheten bor
ligga mellan 30 och 70 %, dven om detta kanske inte 4r mojligt ndr vatten anvinds som vehikel. Fore och efter
exponeringen bor djuren inhysas i grupper avhingigt kon och koncentration, dock far antalet djur per bur inte
hindra en tydlig observation av varje enskilt djur, och forluster genom kannibalism och slagsmal bér minimeras.
Om endast djurens nosar ska exponeras kan det vara nodvindigt att de far acklimatisera sig till fasthallnings-
roren. Fasthdllningsroren ska inte medfora onodig fysisk, termisk eller fasthéllningsstress for djuren. Fasthallning
kan paverka fysiologiska endpoints sdsom kroppstemperatur (hypotermi) och/eller minimala respiratoriska
volymer. Om det finns generiska data tillgingliga som inte pekar pd sidana forandringar i nigon ndmnvird
omfattning r det inte nodvindigt med anpassningen till roren fore exponeringen. Djur vars hela kroppar ska
exponeras for en aerosol ska inhysas individuellt under exponeringen for att forhindra att de andra djuren i
buren filtrerar aerosolen genom sina pilsar. For utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder anvindas, utom
under exponeringen, tillsammans med en obegransad tillgdng till vatten. Belysningen bor vara artificiell med
omvixlande 12 timmar ljus och 12 timmar morker.

Inhalationskammare

Vid val av inhalationskammare bér man beakta kemikaliens beskaffenhet och 4ndamélet med testet. Det
foredragna exponeringssittet dr enbart nos (termen inkluderar dven enbart huvud, enbart nos eller enbart tryne).
Exponering av enbart nos foredras i allminhet vid studier av vitskor och fasta aerosoler och dnga som kan
kondenseras och bilda aerosoler. Vissa av undersokningens mal kan béttre uppnds genom exponering av hela
kroppen, men detta ska motiveras i undersokningsrapporten. For att sikerstilla atmosfarisk stabilitet vid
anvindningen av en helkroppskammare ska den totala "volymen” forsoksdjur inte 6verskrida 5 % av kammarens
volym. Teknikerna for enbart nos och helkroppsexponeringens deras principer och sirskilda for- och nackdelar
behandlas i GD 39 (2).
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12.

13.

14.

15.

TOXICITETSSTUDIER
Koncentrationsgrinser

Till skillnad fran akuta studier finns det inga faststillda koncentrationsgranser i 28-dagarsstudier av subakut
inhalationstoxicitet. For den hogsta testade koncentrationen bor man beakta: 1) hogsta mojliga koncentration,
2) viarsta tankbara fall av mansklig exponering, 3) behovet av att ge en tillracklig syretillforsel ochfeller 4)
djurskyddsskal. I avsaknad av databaserade grinsvirden fir de akuta grinsvdrdena i forordning (EG)
nr 1272/2008 (13) anvandas (dvs. upp till en hogsta koncentration av 5 mg/l for aerosoler, 20 mg/l for angor
och 20 000 ppm for gaser), se GD 39 (2). Motivering ska ges om det 4r nodvindigt att overskrida dessa
gransvirden vid testning av gaser eller mycket flyktiga testkemikalier (t.ex. koldmedier). Koncentrationsgransen
bor framkalla tydlig toxicitet utan att utsitta djuren for onodig stress eller paverka deras livslingd (3).

Spannviddsstudie

Innan huvudstudien pabérjas kan det vara nodvandigt att genomfoéra en spannviddsstudie. En spannviddsstudie
ar mer omfattande 4n en inledande studie eftersom den inte dr begrinsad till valet av koncentration. Kunskap
fran en spannviddsstudie kan leda till en lyckad huvudstudie. En spannviddsstudie kan till exempel ge teknisk
information om analysmetoder, partikeldimensionering, upptickt av toxiska mekanismer, klinisk patologi- och
histopatologidata, och en uppskattning av vad som kan vara NOAEL- och MTC-koncentrationer i en huvud-
studie. Forsoksledaren kan vilja att anvinda en spiannviddsstudie for att identifiera troskelvirdet for irritation i
luftvdgarna (t.ex. med histopatologi i luftvigarna, lungfunktionstest eller lungskoljning), den 6vre koncentration
som tolereras utan att djuren utsitts for onodig stress och parametrarna som bist kinnetecknar en testkemi-
kalies toxicitet.

En spannviddsstudie kan bestd av en eller flera koncentrationsnivder. Inte fler 4n tre hanar och tre honor ska
exponeras vid varje koncentrationsniva. En spinnviddsstudie ska pdgd under minst 5 dagar och vanligtvis inte
mer 4n i 14 dagar. Motiveringen for valet av koncentrationer till huvudstudien ska ges i undersokningsrappor-
ten. Syftet med huvudstudien ér att pdvisa ett koncentration-respons-férhallande baserat pa vad som forvintas
vara den mest kinsliga endpointen. Den ldga koncentrationen bor helst vara en koncentration utan en pavisbar
skadlig effekt medan den héga koncentrationen bor framkalla tydlig toxicitet utan att utsitta djuren for onodig
stress eller paverka deras livslangd (3).

Vid valet av koncentrationsnivaer for spannviddsstudien bor all tillgdnglig information beaktas, inklusive struk-
tur-aktivitetsforhdllanden samt data for liknande kemikalier (se punkt 3). En spinnviddsstudie kan verifiera/
motbevisa vad som anses vara de endpoints som dr mest mekanistiskt baserade, t.ex. kolinesterasinhibition av
organiska fosforféreningar, methemoglobinbildning av erytrocytotoxiska agens, skoldkortelhormoner (T3, T,)
for tyreotoxiska dmnen, protein, LDH eller neutrofiler i bronkialskoljning for ofarliga svarlosliga partiklar eller
lungretande aerosoler.

Huvudstudie

Huvudstudien f6r subakut toxicitet bestr i allmdnhet av tre koncentrationsnivaer och dven samtidiga negativa
(luft) och/eller vehikelkontroller efter behov (se punkt 17). Alla tillgidngliga data bor anvindas for att underldtta
valet av lampliga exponeringsnivaer, inklusive resultaten fran de systematiska toxicitetsstudierna, metabolism
och kinetik (sirskild vikt bor laggas vid att undvika hoga koncentrationsnivder som mittar kinetiska processer).
Varje testgrupp bestar av minst 10 gnagare (5 hanar och 5 honor) som exponeras for testkemikalien 6 timmar
per dag 5 dagar per vecka under en period pd 4 veckor (total studielingd 28 dagar). Djuren kan ocksd
exponeras 7 dagar per vecka (t.ex. vid testning av likemedel som inhaleras. Om ett kon dr kint for att vara
mer mottagligt for en viss testkemikalie kan konen exponeras vid olika koncentrationsnivder for att optimera
koncentrationsresponsen enligt beskrivningen i punkt 15. Om andra gnagare 4n rattor exponeras enbart nos, fir
maximala exponeringstider justeras for att minska artspecifikt lidande. En motivering bor ges nar man anvinder
en kortare exponeringstid dn 6 timmar/dag, eller ndr det dr nodvindigt att utfora en helkroppsexponeringsstudie
med ldng varaktighet (t.ex. 22 timmar/dag) (se GD 39 (2)). Inget foder ska ges under exponeringsperioden, om
den inte overskrider 6 timmar. Vatten kan tillhandahéllas under en helkroppsexponering.

Den malkoncentration som valts ska identifiera malorgan(en) och pévisa en tydlig koncentrationsrespons:

— Den hoga koncentrationsnivan bor leda till toxiska effekter, men inte orsaka kvardrojande tecken eller
dodlighet, vilket kan forhindra en meningsfull utvirdering.

— Den mellanliggande koncentrationsnivin(erna) bor spridas ut for gradering av toxiska effekter mellan den
laga och hoga koncentrationen.

— Den laga koncentrationsnivan bor frambringa fa eller inga beldgg for toxicitet.
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Satellitstudie (reversibilitet)

En satellitstudie (reversibilitet) kan anvindas for att observera reversibilitet, persistens eller fordrojd toxicitet for
en efterbehandlingsperiod av limplig lingd, dock inte mindre 4n 14 dagar. Satellitgrupper (reversibilitet) bestér
av fem hanar och fem honor som exponeras samtidigt med forsoksdjuren i huvudstudien. Satellitstudiegrupper
bor exponeras for testkemikalien vid den hogsta koncentrationsnivan och det bor finnas samtidiga luft- och/eller
vehikelkontroller efter behov (se punkt 17).

Kontrolldjur

Samtidiga negativa (luft-) kontrolldjur bor hanteras pd ett sitt som dr identiskt med djuren i testgruppen,
forutom att de exponeras for filtrerad luft i stallet for testkemikalien. Nar vatten eller annat dmne anvinds
for att generera testatmosfaren bor en vehikelkontrollgrupp i stillet for en negativ (luft-) kontrollgrupp ingd i
studien. Vatten bor anvindas som vehikel nirhelst det 4r méjligt. Ndr vatten anvinds som vehikel bor kontroll-
djuren exponeras for luft med samma relativa fuktighet som de exponerade grupperna. Valet av en limplig
vehikel bor grunda sig pa en lampligt utford forstudie eller historiska data. Om en vehikels toxicitet inte 4r kind
kan forsoksledaren vilja att anvinda bade en negativ (luft-) kontroll och en vehikelkontroll, men det rekom-
menderas inte. Om historiska data visar att en vehikel inte 4r toxisk finns det inget behov av en negativ (luft-)
kontrollgrupp och da bor endast en vehikelkontroll anvandas. Om en forstudie av en testkemikalie som beretts i
en vehikel inte visar ndgon toxicitet, framgér det att vehikeln inte dr toxisk vid den testade koncentrationen och
att denna vehikelkontroll bér anvindas.

EXPONERINGSBETINGELSER
Administration av koncentrationer

Djur exponeras for testkemikalien som en gas, dnga, aerosol eller en blandning av dem. Det fysikaliska tillstand
som ska testas beror pa testkemikaliens fysikalisk-kemiska egenskaper, vald koncentration och/eller dess mest
sannolika fysikaliska form vid hanteringen och anvindningen. Hygroskopiska och kemiskt reaktiva testkemika-
lier ska testas i torr luft. Det ar viktigt att se till att inga explosiva koncentrationer skapas. For att minska
partikelstorleken kan partikelmaterialet utsittas for mekaniska processer. Mer vigledning finns i GD 39 (2).

Partikelstorleksfordelning

Partikeldimensionering bor utforas for alla aerosoler och dngor som kan kondenseras och bilda aerosoler. For
att mojliggora exponering av alla relevanta omrdden i luftvdgarna, rekommenderas aerosoler med en aero-
dynamisk diameter (MMAD) i intervallet 1 till 3 pm med en geometrisk standardavvikelse (,) i intervallet 1,5
till 3,0 (4). Aven om en rimlig anstringning kravs for att uppfylla denna standard, bor en sakkunnig bedomning
ges om detta inte kan uppnds. Till exempel kan rokpartiklar av metall vara mindre 4n denna standard, och
laddade partiklar och fibrer kan overstiga den.

Beredning av testkemikalie i en vehikel

Testkemikalien ska helst testas utan en vehikel. Om det 4r nodvindigt att anvanda en vehikel for att generera en
lamplig koncentration och partikelstorlek av testkemikalien, bor vatten ges foretrade. Narhelst en testkemikalie
ar upplost i en vehikel ska dess stabilitet pavisas.

OVERVAKNING AV EXPONERINGSFORHALLANDEN
Kammarens luftflode

Luftflodet genom exponeringskammaren ska omsorgsfullt kontrolleras, kontinuerligt 6vervakas och registreras
minst en ging i timmen under varje exponering. Overvakningen i realtid av testatmosfirens koncentration (eller
temporal stabilitet) dr en integrerad métning av samtliga dynamiska parametrar och ger ett indirekt sitt att
kontrollera alla relevanta dynamiska inhalationsparametrar. Om koncentrationen &vervakas i realtid kan mat-
frekvensen for luftfloden minskas till en enda mitning per exponeringsdag. Sirskild hidnsyn bor tas for att
undvika dterandning i enbart nos-kammare. Syrehalten bor vara minst 19 % och koncentrationen av koldioxid
bor inte overstiga 1 %. Om det finns anledning att tro att denna standard inte kan uppfyllas bér man mata
koncentrationen av syre och koldioxid. Om mdtningar under den forsta exponeringsdagen visar att dessa gaser
har korrekta nivder behover inga fler mitningar utforas.

Kammarens temperatur och relativa fuktighet

Kammarens temperatur bor uppritthdllas vid 22 £ 3 °C. Relativ fuktighet i djurens andningszoner, for bade
enbart nos och helkroppsexponering, bor om mojligt 6vervakas kontinuerligt och registreras varje timme for
varje exponering. Den relativa fuktigheten bor helst uppritthéllas inom intervallet 30 till 70 %, men detta
kanske inte dr mojligt (t.ex. vid testning av vattenbaserade blandningar), eller inte mitbart pd grund av att
testkemikalien stor sjilva testmetoden.
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30.

Testkemikalie: nominell koncentration

Nar det dr mojligt bor den nominella koncentrationen i exponeringskammaren berdknas och registreras. Den
nominella koncentrationen ar massan av den genererade testkemikalien dividerad med den totala volymen av
luft som passerade genom inhalationskammarsystemet. Den nominella koncentrationen anvinds inte for att
karakterisera djurens exponering, men en jamforelse mellan den nominella koncentrationen och den faktiska
koncentrationen ger en indikation pd testsystemets genereringsprestanda, och kan dirmed anvindas for att
uppticka genereringsproblem.

Testkemikalie: faktisk koncentration

Den faktiska koncentrationen ér testkemikaliekoncentrationen som samlats in i djurets andningsomrade i en
inhalationskammare. Faktiska koncentrationer kan erhallas antingen genom sirskilda metoder (t.ex. direkt prov-
tagning, adsorptiva eller kemiskt reaktiva metoder, och efterfoljande analytisk karakterisering) eller genom icke-
specifika metoder sdsom gravimetrisk filteranalys. Anvandningen av gravimetrisk analys 4r endast acceptabel for
pulveraerosoler bestdende av en enda komponent eller aerosoler bestdende av vitskor med ldg flyktighet, och
bor stodjas av en lamplig preklinisk studie med kemikaliespecifik karakterisering. Koncentrationen i pulveraero-
soler bestdende av flera komponenter kan ocksd bestimmas genom gravimetrisk analys. Detta kriver dock
analysresultat som visar att sammansittningen av luftburet material liknar startmaterialet. Om denna infor-
mation inte finns tillganglig kan det vara nodvindigt med en ny analys av testkemikalien (helst i sitt luftburna
tillstdnd) under loppet av studien. Fér medel i aerosolform som kan férangas eller sublimeras bor man kunna
visa att samtliga faser uppsamlades med den valda metoden.

En sats av testkemikalien ska anvindas genom hela studien, om mojligt, och provet ska lagras under sidana
forhallanden att det bibehaller sin renhet, homogenitet och stabilitet. Infor starten av studien bor det finnas en
beskrivning av testkemikalien som inbegriper dess renhet och, om det ar tekniskt genomforbart, identitet, och
kvantiteterna av identifierade foéroreningar och orenheter. Detta kan visas genom, men 4r inte begrinsat till,
foljande data: retentionstid och relativ topparea, molekylvikt frin masspektroskopi eller gaskromatografianalys,
eller andra uppskattningar. Aven om testlaboratoriet inte ansvarar for provets identitet kan det vara klokt att
man i stora drag bekriftar karakteriseringen (t.ex. firg, fysisk natur etc.).

Exponeringsatmosfaren ska héllas sd konstant som mgjligt. En enhet for realtidsovervakning, sdsom en aero-
solfotometer for aerosoler eller en analysator for totalkolvite for angor kan anvindas for att pavisa stabilitet hos
exponeringsforhallandena. Faktisk kammarkoncentration bér méitas minst 3 ganger varje exponeringsdag vid
varje exponeringsnivd. Om det inte dr mojligt pd grund av begrinsade luftfloden eller laga koncentrationer, dr
det acceptabelt med ett prov per exponeringsperiod. Helst ska detta prov sedan samlas in under hela expone-
ringsperioden. Provtagning av kammarkoncentrationer frdn individuella kammare bor inte avvika fran den
genomsnittliga koncentrationen med mer dn * 10 % for gaser och dngor, och inte med mer 4n % 20 % for
flytande eller fasta aerosoler. Tid for att uppnd kammarjamvikt (to5) bor berdknas och rapporteras. Varaktigheten
for en exponering stricker sig 6ver den tid som testkemikalien genereras. Detta tar hansyn till den tid som kravs
for att uppnd kammarens jaimvikt (tgs) och sonderfall. Riktlinjer for att uppskatta tos finns i GD 39 (2).

For mycket komplexa blandningar bestdende av gaser/dngor och acrosoler (t.ex. forbranningsatmosfirer och
testkemikalier framdrivna frdn darfor avsedd slutanvindningsprodukt/-utrustning) kan varje fas bete sig olika i
en inhalationskammare. Darfor ska minst ett indikatordimne viljas (analyt), vanligtvis det huvudsakliga aktiva
amnet i blandningen for varje fas (gas/dnga och aerosol). Nir testkemikalien 4r en blandning ska den analytiska
koncentrationen i totalblandningen rapporteras, inte bara den aktiva ingrediensen eller indikatordmnet (analy-
ten). Ytterligare information om faktisk koncentration finns i GD 39 (2).

Testkemikalie: partikelstorleksférdelning

Acrosolers partikelstorleksfordelning bor faststillas minst en gdng i veckan for varje koncentrationsnivd med
hjilp av en kaskadimpaktor eller ett alternativt instrument sisom en aerodynamisk partikelsorterare (APS). Om
man kan visa ett likvardigt resultat frdn en kaskadimpaktor och det alternativa instrumentet, kan man anvinda
det sistnimnda under hela studien.

En andra enhet, till exempel ett gravimetriskt filter eller en impinger/gasbubblare, bor anvindas parallellt med
det primira instrumentet for att bekrifta uppsamlingsprestandan hos det primira instrumentet. Masskoncent-
rationen som erhéllits genom analys av partikelstorleken ska ligga inom rimliga grinser for den masskoncent-
ration som erhéllits genom filteranalys (se GD 39 (2)). Om likvirdigheten kan pdvisas for alla koncentrationer
som testats i ett tidigt skede av forsoket, kan ytterligare bekriftande mitningar utelimnas. Av hinsyn till
djurskyddsskal bor atgarder vidtas for att minimera ofullstindiga uppgifter som kan leda till att studien maéste

upprepas.

Partikeldimensionering bor utforas for dngor om det finns en méjlighet att kondensen kan bilda en aerosol, eller
om partiklar uppticks i dngatmosfiren som kan gora sa att faserna blandas.
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IAKTTAGELSER

Djuren bor observeras kliniskt fore, under och efter exponeringsperioden. Mer frekventa iakttagelser kan
indikeras beroende pé djurens respons under exponeringen. Nir iakttagelser av djuren hindras genom anvind-
ning av fasthéllningsror, daligt upplysta kroppskammare eller ogenomskinlig atmosfir, bor djuren noga obser-
veras efter exponeringen. Observationer fore nista dags exponering kan utvirdera eventuell reversibilitet eller
stegrande toxiska effekter.

Alla observationer registreras med individuell registrering for varje djur. Nar djur avlivas av humanitira skal eller
patriffas doda, ska tidpunkten for dodsfallet registreras sd noggrant som mojligt.

Observationer vid buren bor omfatta forandringar i hud och pils, 6gon och slemhinnor, forandringar i and-
nings- och cirkulationssystemen, férandringar i nervsystemet, samt fordndringar i kroppsmotorik och beteende-
monster. Uppmiarksamhet bor fastas vid iakttagelser av tremor, konvulsioner, salivutsondring, diarré, letargi,
somn och koma. Mitningen av rektala temperaturer kan ge beldgg for bradypnéreflex eller hypo/hypertermi
relaterat till behandling eller inspdrrning. Ytterligare utvérderingar kan inkluderas i studiens protokoll sdsom
kinetik, biologisk Gvervakning, lungfunktion, retention av svérlosliga dmnen som ackumuleras i lungvivnad,
samt beteendefordndringar.

KROPPSVIKT

De enskilda djurens vikt bor registreras strax fore den forsta exponeringen (dag 0), ddrefter tvd ganger i veckan
(till exempel pa fredagar och méndagar for att pavisa dterhdmtning Gver ett exponeringsfritt veckoslut eller
under ett tidsintervall for bedomning av systematisk toxicitet), och vid tidpunkten for dodsfallet eller avliv-
ningen. Visas inga effekter under de tva forsta veckorna kan kroppsvikterna mitas en ging i veckan for
aterstoden av studien. Satellitdjur (reversibilitet) (om det anvinds) ska fortsitta vigas varje vecka under hela
aterhdmtningsperioden. Vid studiens upphérande bor samtliga djur vigas strax fore avlivningen for en objektiv
berakning av forhéllandet organ-kroppsvikt.

FODO- OCH VATTENINTAG

Fodointaget bor mitas varje vecka. Vattenintaget bor ocksd matas.

KLINISK PATOLOGI

Kliniska patologiska bedomningar bor goras av samtliga djur, inklusive kontroll- och satellitdjur (reversibilitet)
ndr de avlivas. Tidsintervallet mellan exponeringens upphorande och insamlingen av blod ska registreras, i
synnerhet ndr rekonstitueringen av endpointen dr snabb. Provtagning efter att exponeringen har upphort
indikeras for dessa parametrar med ett kort plasmaprov halvtid (t.ex. COHb, CHE och MetHb).

Tabell 1 listar de kliniska patologiska parametrar som i allmédnhet kravs for alla toxikologiska studier. Urinanalys
krdvs inte rutinméssigt, men kan utforas nir det bedoms lampligt utifrén forvintad eller observerad toxicitet.
Forsoksledaren kan vilja att bedoma ytterligare parametrar for att béttre kunna karakterisera en testkemikalies
toxicitet (t.ex. kolinesteras, lipider, hormoner, syra/bas-balans, methemoglobin eller Heinz-kroppar, kreatinkinas,
myeloid/erytroid-forhéllande, troponiner, arteriella blodgaser, laktatdehydrogenas, sorbitoldehydrogenas, gluta-
matdehydrogenas och gamma-glutamyltranspeptidas).

Tabell 1

Standardiserade parametrar for klinisk patologi

Hematologi
Erytrocytantal Totalt antal leukocyter
Hematokrit Differentalt leukocytantal
Hemoglobinkoncentration Trombocytantal
Medelvirde for korpuskuldrt hemoglobin Koaguleringsformdga (vilj ett alternativ):
Medelvirde for korpuskuldr volym — Protrobintid
Medelvirde for korpuskuldr hemoglobinkoncentration | — Koagulationstid
Retikulocyter — Partiell tromboplastintid
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40.

Klinisk kemi

Glukos (¥) Alaninaminotransferas
Totalkolesterol Aspartataminotransferas
Triglycerider Alkaliskt fosfatas
Blodureakvive Kalium

Total bilirubin Natrium

Kreatinin Kalcium

Totalprotein Fosfor

Albumin Klorid

Globulin

Urinalys (valfritt)

Utseende (firg och grumlighet) Totalprotein
Volym Glukos
Specifik vikt eller osmolalitet Blod/blodceller

pH

(*) Eftersom en ldng fasteperiod kan inféra partiskhet i glukosmétningar for de behandlade djuren jamfort med kontrolldjuren,
bor forsoksledaren avgora om det dr lampligt att djuren fastar. Om man anvénder en fasteperiod bor den vara avpassad for
den art som anvinds, for ratta kan det vara 16 timmar (fastande over natten). Bestimning av fasteglukos kan utforas efter en
natts fasta under den sista exponeringsveckan, eller efter en natts fasta innan obduktionen (i det senare fallet tillsammans
med alla andra kliniska patologiska parametrar).

Nir det finns bevis pd att de nedre luftvigarna (dvs. alveolerna) dr den frimsta platsen for deponering och
lagring, dé kan lungskoljning vara det tekniska valet for att kvantitativt analysera hypotesbaserade doseffektpara-
metrar med fokus pa alveolit, lunginflammation och fosfolipidos. Detta gor att dosrespons och tidsforlopps-
forandringar for alveoldr skada grundligt kan undersokas. BAL-vitskan kan analyseras for totalt och differentiellt
leukocytantal, totalprotein och laktatdehydrogenas. Andra parametrar som kan beaktas dr de som tyder pa
lysosomal skada, fosfolipidos, fibros, och irriterande eller allergisk inflammation som kan innefatta bestimning
av pro-inflammatoriska cytokiner/kemokiner. BAL-mitningar kompletterar i allminhet resultaten frin histopa-
tologiska undersokningar, men kan dock inte ersitta dem. Vigledning om hur man utfor lungskéljning finns i
GD 39 (2).

MAKROSKOPISK PATOLOGI OCH ORGANVIKTER

Samtliga forsoksdjur, inklusive de som avlider under testet eller avlivas och tas bort frdn undersokningen av
djurskyddsskil, bor underkastas fullstindig blodtomning (om mojligt) och obduceras. Tidsperioden mellan
slutfasen av varje djurs exponering och avlivandet av dem ska registreras. Om en obduktion inte kan utforas
omedelbart efter att ett dott djur pafunnits, bor djuret kylas (inte frysas) vid en temperatur som ar tillrackligt lag
for att minimera autolys. Obduktioner ska utforas sd snart som mojligt, vanligtvis inom en dag eller tva. Alla
betydande patologiska forindringar bor registreras for varje djur med sirskild uppmarksamhet pa eventuella
forandringar i luftvigarna.

Tabell 2 visar de organ och vdvnader som bor bevaras i ett lampligt medium under obduktion f6r histopato-
logisk undersokning. Bevarandet av organ och vivnader [inom hakparentes] och eventuellt andra organ och
vivnader avgors av forsoksledaren. Organen i fetstil ska putsas och vigas vata sd snart som mojligt efter
dissektionen for att undvika uttorkning. Skoldkorteln och bitestiklarna bor endast vagas om det behovs, efter-
som trimning av artefakter kan hindra en histopatologisk utvirdering. Vavnader och organ bér fixeras i 10 %
buffrad formalin eller annat limpligt fixativ s snart obduktionen utforts, och inte mindre 4n 24-48 timmar
fore trimning beroende péd det fixativ som ska anvindas.
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Tabell 2

Organ och vivnader som bevaras vid obduktion

Binjurar Sadesblasor

Benmirg (och/eller firskt aspirat) gReyr%gmérg (cervikala, mitt pd brostkorgen och landryg-
Hjirna (inklusive delar av cerebrum, cerebellum och

medulla/pons) Mjilte

(Ogon [retina, synnerv] och dgonlock) Mage

Hjirta Testiklar

Njurar Tymus

Larynx (3 nivder, 1 nivd for att inkludera basen pd | gpsidkortel
epiglottis)

Luftstrupe (minst 2 nivder inklusive 1 lingdsnitt genom

Lever carina och 1 tvirsnitt)

Lungor (alla lober pd en niv4, inklusive huvudbron-

ker) [Urinblésa]

Lymfkortlar frén lungans hilarregion, sarskilt betraf- Uterus

fande svérlosliga partikeltestkemikalier. For mer in-
gdende undersokningar och/eller studier med immu- | Alla storre skador
nologi i fokus kan ytterligare lymfkortlar beaktas,
tex. de frin de mediastinala, cervikala/submandibu-
lara och/eller aurikuldra regionerna.

Nasofaryngeala vdvnader (minst 4 nivéer; 1 niva for
att inkludera den nasofaryngeala kanalen och den
nasalassocierade lymfvivnaden (NALT)

Esofagus
[Luktbulb]

Aggstockar

Lungorna bor avldgsnas intakta, vigas och indrinkas med lampligt fixativ vid ett tryck pd 20-30 cm vatten for
att sakerstilla att lungstrukturen bibehlls (5). Sektioner bor samlas in for alla lober pd en niva, inklusive
huvudbronker, men om lungskoljning utfors ska den oskoljda loben sektioneras pd tre nivder (¢j seriella
sektioner).

Minst 4 nivder av de nasofaryngeala vivnaderna bor undersokas, varav en ska innehalla den nasofaryngeala
kanalen, (5, 6, 7, 8, 9) for en adekvat undersokning av den skvamosa, mellanliggande (icke-cilierade respirato-
riska), respiratoriska (cilierade respiratoriska) och luktepitelet, samt den drinerade lymfvavnaden (NALT; 10, 11).
Tre nivéer av struphuvudet bor undersokas, och en av dessa nivder bor inkludera struplockets bas (12). Minst
tvd nivder av luftstrupen bor undersokas, inklusive ett lingdsnitt genom forgreningen av carinan for de
extrapulmonella bronkerna, samt ett tvirsnitt.

HISTOPATOLOGI

En histopatologisk utvirdering av alla organ och vdvnader som raknas upp i tabell 2 bor utformas for kontroll-
och hogkoncentrationsgrupperna och for alla djur som dor eller avlivas under studien. Sirskild uppmarksamhet
bor ges &t luftvdgarna, malorganen och storre skador. Organ och vivnader som har skador i hogkoncentrations-
gruppen bor undersokas i alla grupper. Forsoksledaren kan vilja att utfora histopatologiska utvirderingar av
flera grupper for att pavisa en tydlig koncentrationsrespons. Om en satellitgrupp (reversibilitet) anvinds bor en
histopatologisk utvirdering goras av samtliga vivnader och organ dir effekter visats i de behandlade grupperna.
Om det finns alltfor ménga tidiga dodsfall eller andra problem i hogkoncentrationsgruppen som dventyrar
datans signifikans, bor nésta ligre koncentration undersokas histopatologiskt. Ett forsok bor goras att korrelera
storre observationer i relation till mikroskopiska fynd.
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45.

DATA OCH RAPPORTERING
Data

Individuella data om djurens kroppsvikt, fédointag, klinisk patologi, makroskopisk patologi, organvikter och
histopatologi ska lamnas. Kliniska observationsdata bor sammanfattas i tabellform, som for varje testgrupp visar
antalet djur som anvants, antalet djur som visar tecken pa toxicitet, antalet djur som avlidit under testet eller
som avlivats av humanitdra skil, tidpunkten da det enskilda djuret har avlidit, beskrivning och tidsf6rlopp for
toxiska verkningar och reversibilitet, samt obduktionsfynd. Samtliga resultat, kvantitativa och tillfilliga, ska
utvirderas genom en lamplig statistisk metod. En allmint vedertagen statistisk metod kan anvindas, och sta-
tistiska metoderna bor viljas under studiens utformning.

Testrapport

Testrapporten ska omfatta f6ljande information, nar sd 4r lampligt:

Forsoksdjur och djurhdllning

— Beskrivning av burforhdllanden, inklusive antal (eller fordndring av antal) djur per bur, strd, omgivnings-
temperatur och relativ fuktighet, ljusperiod och identifiering av kost.

— Art/stam som anvidnds och motivering for att anvinda andra arter 4n ratta. Kéllor och historiska data kan
ges om de kommer fran djur som har exponerats under liknande exponering, inhysning och fastebetingelser.

— Djurens antal, dlder och kon.

— Metod for randomisering.

— Beskrivning av eventuella fortestbetingelser inbegripet kost, karantidn och behandling av sjukdomar.

Testkemikalie

— Fysikalisk natur, renhet och, i férekommande fall, fysikalisk-kemiska egenskaper (inbegripet isomerisering).

— Identifieringsdata och CAS-nummer (Chemical Abstract Services), om detta dr kint.

Vehikel

— Motivering for anvindning av vehikel och valet av vehikel (om annat 4n vatten).

— Historiska eller parallella data som visar att vehikeln inte paverkar studiens slutresultat.

Inhalationskammare

— Detaljerad beskrivning av inhalationskammaren inklusive volym och ett diagram.

— Ursprung och beskrivning av utrustning som anvinds for exponering av djur sd vil som generering av
atmosfiren.

— Utrustning for métning av temperatur, fuktighet, partikelstorlek och faktisk koncentration.

— Luftkélla och system som anvinds for konditionering.

— Metoder som anvinds for kalibrering av utrustning for att sikerstilla en homogen testatmosfar.

— Tryckskillnad (positiv eller negativ).

— Exponeringsportar per kammare (enbart nos), placering av djur i kammaren (helkropp).



L 81/52 Europeiska unionens officiella tidning

19.3.2014

— Testatmosfirens stabilitet.
— Placering av temperatur- och fuktighetsgivare och provtagning av testatmosfiren i kammaren.
— Behandling av luft som tillfors/extraheras.

— Luftflodeshastigheter, port for luftflode och exponering (enbart nos), eller djurbelastning och kammare

(helkropp).
— Tid tills inhalationskammaren har nétt jamvikt (t95).
— Antal volymutbyten per timme.
— Matutrustning (i forekommande fall).
Exponeringsdata
— Grund f6r valet av mélkoncentration i huvudstudien.

— Nominella koncentrationer (den totala massan av testkemikalien som genereras i inhalationskammaren
dividerad med luftvolymen som passerar genom kammaren).

— Faktiska koncentrationer av testkemikalien som uppsamlats fran djurens andningsapparat, for blandningar
som bildar heterogena fysikaliska former (gaser, dngor, aerosoler), dir var och en analyseras separat.

— Alla luftkoncentrationer bor redovisas i massenheter (mg|l mg/m’, etc.) snarare in volymenheter (ppm, ppb,
etc.).

— Partikelstorleksfordelning, aerodynamisk massmediandiameter (MMAD) och geometrisk standardavvikelse
(o), inklusive metoderna for deras berdkning. Individuella partikelstorleksanalyser bor rapporteras.

Testbetingelser

— Uppgifter om testkemikalieberedning, inklusive uppgifter om eventuella procedurer som anvénts for att
minska partikelstorlekarna hos fasta dmnen eller for att bereda testlosningar.

— En beskrivning (helst med ett diagram) av utrustningen som anvands for att generera testatmosfaren och for
att exponera djuren for denna atmosfr.

— Uppgifter om den utrustning som anvinds for att 6vervaka kammarens temperatur, fuktighet och luftflode
(dvs. utarbetningen av en kalibreringskurva).

— Uppgifter om den utrustning som anvinds for att samla in prover for bestimning av kammarens kon-
centration och partikelstorleksfordelning.

— Uppgifter om den kemiska analysmetod som anvinds och metodvalidering (inklusive effektiviteten for
atervinningen av testkemikalien frdn provtagningsmediet).

— Metod for randomisering av djur till test- och kontrollgrupper.

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet (inbegripet kosttyp/-killa och vattenférsorjning).
— Grunden for valet av testkoncentration.

Resultat

— Tabelluppstillning av kammarens temperatur, fuktighet och luftflode.

— Tabelluppstdllning av kammarens nominella och faktiska koncentrationsdata.
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— Tabelluppstillning av partikelstorleksdata som omfattar provtagningsdata, partikelstorleksférdelning och
berdkning av MMAD och o,

— Tabelluppstillning av responsdata och koncentrationsnivaer for varje djur (dvs. djur som uppvisar tecken pa
toxicitet inklusive mortalitet, natur, allvarlighetsgrad, tidpunkt f6r forsta tecknet och effekternas varaktighet).

— Tabelluppstallning av de enskilda djurens vikt.

— Tabelluppstillning av fodointag.

— Tabelluppstallning av kliniska patologiska data.

— Obduktionsfynd och histopatologiska fynd for varje djur, om detta finns tillgangligt.
— Tabelluppstillning av eventuella andra uppmitta parametrar.

Diskussion och tolkning av resultaten

— Sérskild uppmirksamhet bor ges till beskrivningen av metoderna som anvénds for att uppfylla kriterierna
for denna testmetod t.ex. koncentrationsgréns eller partikelstorlek.

— Partiklarnas andningsbarhet i ljuset av de overgripande resultaten bor behandlas, sirskilt om kriterierna for
partikelstorlek inte kunde uppfyllas.

— Overensstimmelsen mellan metoderna som anvinds for att bestimma nominell och faktisk koncentration,
och forhdllandet mellan faktisk och nominell koncentration boér ingd i den samlade bedomningen av
studien.

— Den sannolika dodsorsaken och dominerande verkningsmekanism (systematisk mot lokal) bor behandlas.

— En forklaring bor ges om det fanns behov av att avliva djur, som visade tecken pd uppenbar smirta eller
svart och ihdllande lidande, av humanitira skil pd grundval av kriterierna i OECD:s vigledningsdokument
om humana endpoints (3).

— Malorganet(en) bor identifieras.

— NOAEL och LOAEL bér bestimmas.

LITTERATUR

(1) OECD (1981). Subchronic Inhalation Toxicity Testing, Original Test Guideline No 412, Environment Directo-
rate, OECD, Paris.

(2) OECD (2009). Guidance Document on Acute Inhalation Toxicity Testing, Environmental Health and Safety
Monograph Series on Testing and Assessment No. 39, ENV/JM/MONO(2009)28, OECD, Paris.

(3) OECD (2000). Guidance Document on the Recognition, Assessment and Use of Clinical Signs as Humane
Endpoints for Experimental Animals Used in Safety Evaluation, Environmental Health and Safety Monograph
Series on Testing and Assessment No. 19, ENV/J]M/MONO(2000)7, OECD, Paris.

(4) Whalan JE and Redden JC (1994). Interim Policy for Particle Size and Limit Concentration Issues in Inhalation
Toxicity Studies. Office of Pesticide Programs, United States Environmental Protection Agency.

(5) Dungworth DL, Tyler WS, Plopper CE (1985). Morphological Methods for Gross and Microscopic Pathology
(Chapter 9) in Toxicology of Inhaled Material, Witschi, H.P. and Brain, ].D. (eds), Springer Verlag Heidelberg,
s. 229-258.

(6) Young JT (1981). Histopathological examination of the rat nasal cavity. Fundam. Appl. Toxicol. 1: 309-312.

(7) Harkema JR (1990). Comparative pathology of the nasal mucosa in laboratory animals exposed to inhaled
irritants. Environ. Health Perspect. 85: 231-238.



L 81/54 Europeiska unionens officiella tidning

19.3.2014

(8) Woutersen RA, Garderen-Hoetmer A, van Slootweg PJ, Feron V] (1994). Upper respiratory tract carcinogenesis
in experimental animals and in humans. I: Waalkes MP and Ward JM (eds) Carcinogenesis. Target Organ
Toxicology Series, Raven Press, New York, 215-263.

(9) Mery S, Gross EA, Joyner DR, Godo M, Morgan KT (1994). Nasala diagram: A tool for recording the dis-
tribution of nasal lesions in rats and mice. Toxicol. Pathol. 22: 353-372.

(10) Kuper CF, Koornstra PJ, Hameleers DMH, Biewenga J, Spit BJ, Duijvestijn AM, Breda Vriesman van PJC, Sminia
T (1992). The role of nasopharyngeal lymphoid tissue. Immunol. Today 13: 219-224.

(11) Kuper CF, Arts JHE, Feron V] (2003). Toxicity to nasal-associated lymphoid tissue. Toxicol. Lett. 140-141:
281-285.

(12) Lewis DJ (1981). Mitotic Indices of Rat Laryngeal Epithelia. Journal of Anatomy 132(3): 419-428.

(13) Europaparlamentets och radets forordning (EG) nr 12722008 av den 16 december 2008 om klassificering,
mirkning och forpackning av dmnen och blandningar, dndring och upphévande av direktiven 67/548/EEG och
1999/45/EG samt dndring av férordning (EG) nr 1907/2006 (Text av betydelse for EES), EUT L 353,
31.12.2008, s. 1.



19.3.2014

Europeiska unionens officiella tidning

L 81/55

Tilligg 1

DEFINITION

Testkemikalie: Alla 4mnen eller blandningar som testas med denna testmetod.”

(5) Kapitlen B.29 och B.30 ska ersittas med foljande:

"B.29 SUBKRONISK INHALATIONSTOXICITET: 90-DAGARSSTUDIE

SAMMANFATTNING

Denna reviderade B.29-testmetod har utformats for att till fullo karakterisera testkemikaliens inhalationstoxicitet
under en begrinsad tidsperiod (90 dagar), och for att tillhandahalla stabila data for kvantitativa riskbedomningar.
Grupper om 10 hangnagare och 10 hongnagare exponeras 6 timmar per dag under en 90-dagarsperiod (13 veckor)
for a) testkemikalien vid tre eller fler koncentrationsnivéer, b) filtrerad luft (negativ kontroll, och/eller ¢) vehikeln
(vehikelkontroll). Djur exponeras i allmdnhet 5 dagar per vecka, men exponering 7 dagar per vecka dr ocksa tillaten.
Hanar och honor testas alltid, men de kan exponeras vid olika koncentrationsnivder om det 4r ként att ett kon ar
mer mottagligt for en viss testkemikalie. Denna metod ger forsoksledaren flexibilitet att inkludera satellitgrupper
(reversibilitet), avlivningar, lungskoljning (BAL), neurologiska tester och ytterligare utvirderingar av klinisk patologi
och histopatologi for att battre kunna karakterisera en testkemikalies toxicitet.

INLEDNING

1. Den hir testmetoden motsvarar OECD:s testriktlinje 413 (2009). Den ursprungliga testriktlinjen 413 (TG 413)
for subkronisk inhalation antogs 1981 (1). Den hir testmetoden B.29 (som motsvarar den reviderade test-
riktlinjen 413 (2009)) har uppdaterats for att aterspegla vetenskapen och mota nuvarande och framtida
lagstiftningsbehov.

2. Studier av subkronisk inhalationstoxicitet anvinds frimst for att hirleda regulatoriska koncentrationer for
bedémning av risker i arbetsmiljoer. De anvinds ocksd for att beddma manniskors bostdder, transportmedel
och miljorisker. Den hir testmetoden medger karakterisering av negativa effekter efter upprepad daglig expo-
nering genom inhalation av en testkemikalie under 90 dagar (cirka 10 % av en rattas livslingd). Datan som
hidrror fran studier om subkronisk inhalationstoxicitet kan anvindas for kvantitativa riskbedomningar och for
valet av koncentrationer for kroniska studier. Den hidr testmetoden ar inte specifikt avsedd for testning av
nanomaterial. Definitioner som anvinds inom ramen for den hir metoden finns i slutet av det hér kapitlet och i
vigledningsdokumentet (GD) 39 (2).

INLEDANDE OVERVAGANDEN

3. All tillginglig information om testkemikalien bor beaktas av laboratoriet innan studien genomfors i syfte att
hoja studiens kvalitet och minimera djuranvindningen. Information som underldttar valet av lampliga test-
koncentrationer kan inkludera identitet, kemisk struktur, och fysikalisk-kemiska egenskaper hos testkemikalien,
resultat fran eventuella in vitro- eller in vivo-toxicitetstester, forvantad anvidndning(ar) och risken for ménsklig
exponering, tillgingliga (Q)SAR-data och toxikologiska data om strukturellt nirbeslaktade kemikalier samt data
fran andra studier av upprepad exponering. Om neurotoxicitet forvintas eller observeras under studiens gang,
kan forsoksledaren vilja att inkludera lampliga utvarderingar sdsom en funktionell samlingsstudie (FOB) och
mitning av motorisk aktivitet. Aven om tidpunkter for exponeringar i férhdllande till specifika undersskningar
kan vara kritiska, bor resultaten frin dessa extra aktiviteter inte stora studiens grundliggande utformning.

4. Utspadningar av korrosiva eller irriterande testkemikalier kan testas vid koncentrationer som kommer att ge den
onskade graden av toxicitet. For ytterligare information se GD 39 (2). Nar djur utsitts for dessa material bor
malkoncentrationerna vara tillrackligt ldga for att inte orsaka avsevird smirta och lidande, men dnda tillrickliga
for att utstricka koncentration-respons-kurvan till nivder som gor att testets regulatoriska och vetenskapliga mal
kan uppnds. Dessa koncentrationer bor viljas fran fall till fall, foretradesvis baserade pa en adekvat utformad
undersokning av spannvidden som ger information om den kritiska endpointen, eventuellt troskelviarde for
irritation och tiden for de forsta tecknen (se punkterna 11-13). Motivering for valet av koncentration ska anges.

5. Doende djur eller djur som visar tecken pd uppenbar smirta eller svirt och ihdllande lidande ska avlivas
skonsamt. Doende djur betraktas pd samma sitt som de som dor under testet. Kriterier for att ta beslutet
att avliva doende eller svart lidande djur, och vigledning om hur man kinner igen tecken pa forutsigbar eller
annalkande dod, omfattas i OECD:s vigledningsdokument om humana endpoints (3).
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METODBESKRIVNING
Val av djurart

I testet bor friska unga vuxna gnagare anvindas av stammar som vanligtvis anvands pa laboratorier. For detta
test anvands rdtta. Motivering ska ges om annan art anvénds.

Forberedelse av djuren

Honorna ska inte ha fatt ungar och inte vara driktiga. P4 dagen for randomiseringen bor djuren vara unga
vuxna 7 till 9 veckor gamla. Kroppsvikten bor ligga inom + 20 % av medelvikten f6r vardera konet. Djuren viljs
ut slumpvis och marks for individuell identifikation, och far ddrefter acklimatisera sig till laboratoriets beting-
elser i sina burar i minst fem dagar fore teststarten.

Djurhallning

Djuren bor identifieras individuellt, foretridesvis med subkutana transpondrar for att underlitta observationer
och undvika forvirring. Temperaturen i forsoksdjurens utrymmen bor vara 22 £ 3 °C. Den relativa fuktigheten
bor ligga mellan 30 och 70 %, dven om detta kanske inte dr mojligt nér vatten anvinds som vehikel. Fore och
efter exponeringen bor djuren inhysas i grupper avhingigt kon och koncentration, dock far antalet djur per bur
inte hindra en tydlig observation av varje enskilt djur, och forluster genom kannibalism och slagsmal bor
minimeras. Om endast djurens nosar ska exponeras kan det vara nodvindigt att de far acklimatisera sig till
fasthallningsroren. Fasthallningsroren ska inte medfora onodig fysisk, termisk eller fasthallningsstress for djuren.
Fasthdllning kan péverka fysiologiska endpoints sdsom kroppstemperatur (hypotermi) och/eller minimala respi-
ratoriska volymer. Om det finns generiska data tillgdngliga som inte pekar pd sddana forandringar i nigon
nidmnvird omfattning 4r det inte nodvandigt med anpassningen till roren fore exponeringen. Djur vars hela
kroppar ska exponeras for en aerosol ska inhysas individuellt under exponeringen for att forhindra att de andra
djuren i buren filtrerar aerosolen genom sina pilsar. For utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder
anvindas, utom under exponeringen, tillsammans med en obegrinsad tillgdng till vatten. Belysningen bor
vara artificiell med omvixlande 12 timmar ljus och 12 timmar morker.

Inhalationskammare

Vid val av inhalationskammare bor man beakta kemikaliens beskaffenhet och 4ndamalet med testet. Det
foredragna exponeringssittet dr enbart nos (termen inkluderar dven enbart huvud, enbart nos eller enbart tryne).
Exponering av enbart nos foredras i allméinhet vid studier av vitskor och fasta aerosoler och dnga som kan
kondenseras och bilda aerosoler. Vissa av undersokningens mal kan bittre uppnds genom exponering av hela
kroppen, men detta ska motiveras i undersokningsrapporten. For att sikerstilla atmosfirisk stabilitet vid
anvindningen av en helkroppskammare ska den totala volymen av forsoksdjuren inte Gverskrida 5% av
kammarens volym. Teknikerna for enbart nos och helkroppsexponeringens principer och sirskilda for- och
nackdelar behandlas i GD 39 (2).

TOXICITETSSTUDIER
Koncentrationsgrinser

Till skillnad fran akuta studier finns det inga faststillda koncentrationsgrinser i studier av subkronisk inhala-
tionstoxicitet. For den hogsta testade koncentrationen bor man beakta: 1) hogsta mojliga koncentration, 2)
vérsta tinkbara fall av mansklig exponering, 3) behovet av att ge en tillracklig syretillforsel och/eller 4) djur-
skyddsskal. I avsaknad av databaserade gransvirden, fir de akuta gransvirdena i forordning (EG) nr 1272/2008
(13) anvindas (dvs. upp till en hogsta koncentration av 5 mg/l for aerosoler, 20 mg/l for dngor och
20 000 ppm for gaser); se GD 39 (2). Motivering ska ges om det dr nodvindigt att verskrida dessa gransvirden
vid testning av gaser eller mycket flyktiga testkemikalier (t.ex. koldmedier). Koncentrationsgransen bor framkalla
tydlig toxicitet utan att utsitta djuren for onodig stress eller paverka deras livslingd (3).

Spinnviddsstudie

Innan huvudstudien paborjas dr det i allmdnhet nodvindigt att genomfora en spannviddsstudie. En spannvidds-
studie 4r mer omfattande 4n en inledande studie eftersom den inte dr begransad till valet av koncentration.
Kunskap frén en spannviddsstudie kan leda till en lyckad huvudstudie. En spannviddsstudie kan till exempel ge
teknisk information om analysmetoder, partikeldimensionering, upptickt av toxiska mekanismer, klinisk pato-
logi- och histopatologidata, och en uppskattning av vad som kan vara NOAEL- och MTC-koncentrationer i en
huvudstudie. Forsoksledaren kan vilja att anvdnda en spannviddsstudie for att identifiera troskelvardet for
irritation i luftvdgarna (t.ex. med histopatologi i luftvdgarna, lungfunktionstest eller lungskoljning), den ovre
koncentration som tolereras utan att djuren utsitts for onodig stress och de parametrar som bast kdnnetecknar
en testkemikalies toxicitet.
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En spannviddsstudie kan bestd av en eller flera koncentrationsnivéer. Beroende pa de endpoints som valts bor 3
till 6 hanar och 3 till 6 honor exponeras vid varje koncentrationsnivd. En spannviddsstudie ska pagd under
minst 5 dagar och vanligtvis inte mer dn i 28 dagar. Motiveringen for valet av koncentrationer till huvudstudien
ska ges i undersokningsrapporten. Syftet med huvudstudien 4r att pavisa ett koncentration-respons-forhillande
baserat pd vad som forvintas vara den mest kinsliga endpointen. Den laga koncentrationen bor helst vara en
koncentration utan en pévisbar skadlig effekt medan den hoga koncentrationen bor framkalla tydlig toxicitet
utan att utsitta djuren for onddig stress eller paverka deras livslingd (3).

Vid valet av koncentrationsnivaer for spannviddsstudien bor all tillgdnglig information beaktas, inklusive struk-
tur-aktivitetsforhdllanden samt data for liknande kemikalier (se punkt 3). En spinnviddsstudie kan verifiera/
motbevisa vad som anses vara de endpoints som dr mest mekanistiskt baserade, t.ex. kolinesterasinhibition av
organiska fosforforeningar, methemoglobinbildning av erytrocytotoxiska agens, skoldkortelhormoner (T;, T,)
for tyreotoxiska dmnen, protein, LDH eller neutrofiler i bronkoalvelvolir skoljning for ofarliga svarlosliga
partiklar eller lungretande aerosoler.

Huvudstudie

Huvudstudien for subkronisk toxicitet bestdr i allmdnhet av tre koncentrationsnivder och dven samtidiga
negativa (luft) och/eller vehikelkontroller efter behov (se punkt 18). Alla tillgdngliga data bor anvindas for
att underlitta valet av limpliga exponeringsnivéer, inklusive resultaten frdn de systematiska toxicitetsstudierna,
metabolism och kinetik (sdrskild vikt bor laggas vid att undvika hoga koncentrationsnivder som mittar kinetiska
processer). Varje testgrupp bestir av 10 hangnagare och 10 hongnagare som exponeras for testkemikalien 6
timmar per dag 5 dagar per vecka under en period pd 13 veckor (total studielingd minst 90 dagar). Djuren kan
ocksd exponeras 7 dagar per vecka (t.ex. vid testning av likemedel som inhaleras. Om ett kon ar kint for att
vara mer mottagligt for en viss testkemikalie kan konen exponeras vid olika koncentrationsnivder for att
optimera koncentrationsresponsen enligt beskrivningen i punkt 15. Om andra gnagare dn rdttor exponeras
enbart nos, fir maximala exponeringstider justeras for att minska artspecifikt lidande. En motivering bor ges nir
man anvinder kortare exponeringstid d4n 6 timmar/dag, eller nir det dr nodvindigt att utfora en helkropps-
exponeringsstudie med lang varaktighet (t.ex. 22 timmar/dag) (se GD 39) (2). Inget foder ska ges under
exponeringsperioden, om den inte overskrider 6 timmar. Vatten kan tillhandahéllas under en helkroppsexpo-
nering.

Den maélkoncentration som valts ska identifiera mélorgan(en) och pavisa en tydlig koncentrationsrespons:

— Den hoga koncentrationsnivan bor leda till toxiska effekter, men inte orsaka kvardrojande tecken eller
dodlighet, vilket kan forhindra en meningsfull utvirdering.

— Den mellanliggande koncentrationsnivan(erna) bor spridas ut for gradering av toxiska effekter mellan den
laga och hoga koncentrationen.

— Den ldga koncentrationsnivan bor frambringa f eller inga beldgg for toxicitet.

Avlivande

Om avlivning planeras ska antalet djur vid varje exponeringsnivd 6kas med det antal som ska avlivas fore
studiens avslutande. Motiveringen for att anvianda avlivningar bor tillhandahallas samt statistiska analyser som
stoder dem.

Satellitstudie (reversibilitet)

En satellitstudie (reversibilitet) kan anvindas for att observera reversibilitet, persistens eller fordrojd toxicitet for
en efterbehandlingsperiod av lamplig lingd, dock inte mindre dn 14 dagar. Satellitgrupper (reversibilitet) bestar
av 10 hanar och 10 honor som exponeras samtidigt med forsoksdjuren i huvudstudien. Satellitstudiegrupper
bor exponeras for testkemikalien vid den hogsta koncentrationsnivan och det bér finnas samtidiga luft- och/eller
vehikelkontroller efter behov (se punkt 18).

Kontrolldjur

Samtidiga negativa (luft-) kontrolldjur bor hanteras pd ett sitt som 4r identiskt med djuren i testgruppen,
forutom att de exponeras for filtrerad luft i stéllet for testkemikalien. Nar vatten eller annat dmne anvinds
for att generera testatmosfiren bor en vehikelkontrollgrupp i stillet for en negativ (luft-) kontrollgrupp ingd i
studien. Vatten bor anvindas som vehikel nérhelst det ar mojligt. Ndr vatten anvinds som vehikel bor kontroll-
djuren exponeras for luft med samma relativa fuktighet som de exponerade grupperna. Valet av en limplig
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vehikel bor grunda sig pa en lampligt utford forstudie eller historiska data. Om en vehikels toxicitet inte dr kdnd
kan forsoksledaren vilja att anvinda bdde en negativ (luft-) kontroll och en vehikelkontroll, men det rekom-
menderas inte. Om historiska data visar att en vehikel inte ar toxisk finns det inget behov av en negativ (luft-)
kontrollgrupp och da bor endast en vehikelkontroll anvindas. Om en forstudie av en testkemikalie som beretts i
en vehikel inte visar ndgon toxicitet, framgér det att vehikeln inte 4r toxisk vid den testade koncentrationen och
att denna vehikelkontroll bér anvindas.

EXPONERINGSBETINGELSER
Administration av koncentrationer

Djur exponeras for testkemikalien som en gas, nga, aerosol eller en blandning av dem. Det fysikaliska tillstand
som ska testas beror pd testkemikaliens fysikalisk-kemiska egenskaper, valda koncentrationer och/eller dess mest
sannolika fysikaliska form vid hanteringen och anvindningen. Hygroskopiska och kemiskt reaktiva testkemika-
lier ska testas i torr luft. Det dr viktigt att se till att inga explosiva koncentrationer skapas. For att minska
partikelstorleken kan partikelmaterialet utsittas for mekaniska processer. Mer vigledning finns i GD 39 (2).

Partikelstorleksfordelning

Partikeldimensionering bor utféras for alla aerosoler och dngor som kan kondenseras och bilda aerosoler. For
att mojliggora exponering av alla relevanta omraden i luftvigarna, rekommenderas aerosoler med en aero-
dynamisk diameter (MMAD) i intervallet 1 till 3 pm med en geometrisk standardavvikelse (o,) i intervallet 1,5
till 3,0 (4). Aven om en rimlig anstringning krévs for att uppfylla denna standard, bér en sakkunnig bedémning
ges om detta inte kan uppnas. Till exempel blir rokpartiklar av metall mindre 4n denna standard, och laddade
partiklar och fibrer kan overstiga den.

Beredning av testkemikalie i en vehikel

Testkemikalien ska helst testas utan en vehikel. Om det 4r nodvindigt att anvanda en vehikel for att generera en
lamplig koncentration och partikelstorlek av testkemikalien, bor vatten ges foretrade. Narhelst en testkemikalie
ar upplost i en vehikel ska dess stabilitet pavisas.

OVERVAKNING AV EXPONERINGSFORHALLANDEN
Kammarens luftflode

Luftflodet genom exponeringskammaren ska omsorgsfullt kontrolleras, kontinuerligt 6vervakas och registreras
minst en ging i timmen under varje exponering. Overvakningen i realtid av testatmosfirens koncentration (eller
temporal stabilitet) dr en integrerad mitning av samtliga dynamiska parametrar och ger ett indirekt sitt att
kontrollera alla relevanta dynamiska inhalationsparametrar. Om koncentrationen &vervakas i realtid kan mat-
frekvensen for luftfloden minskas till en enda mitning per exponeringsdag. Sirskild hidnsyn bor tas for att
undvika dterandning i enbart nos-kammare. Syrehalten bor vara minst 19 % och koncentrationen av koldioxid
bor inte overstiga 1 %. Om det finns anledning att tro att denna standard inte kan uppfyllas bor man mata
koncentrationen av syre och koldioxid. Om mdtningar under den forsta exponeringsdagen visar att dessa gaser
har korrekta nivaer behover inga fler mitningar utforas.

Kammarens temperatur och relativa fuktighet

Kammarens temperatur bor uppritthallas vid 22 + 3 °C. Relativ fuktighet i djurens andningsapparater, for bade
enbart nos och helkroppsexponering, bor overvakas kontinuerligt och registreras varje timme vid varje expo-
nering, om mojligt. Den relativa fuktigheten bor helst uppritthdllas inom intervallet 30 till 70 %, men detta
kanske inte dr mojligt (t.ex. vid testning av vattenbaserade blandningar), eller inte mitbart pd grund av att
testkemikalien stor sjilva testmetoden.

Testkemikalie: Nominell koncentration

Niar det dr mojligt bor den nominella koncentrationen i exponeringskammaren berdknas och registreras. Den
nominella koncentrationen dr massan av den genererade testkemikalien dividerad med den totala volymen av
luft som passerade genom inhalationskammarsystemet. Den nominella koncentrationen anvinds inte for att
karakterisera djurens exponering, men en jamforelse mellan den nominella koncentrationen och den faktiska
koncentrationen ger en indikation pé testsystemets genereringsprestanda, och kan didrmed anvindas for att
uppticka genereringsproblem.
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Testkemikalie: Faktisk koncentration

Den faktiska koncentrationen ir testkemikaliekoncentrationen som samlats in i djurets andningsomrdde i en
inhalationskammare. Faktiska koncentrationer kan erhllas antingen genom sirskilda metoder (t.ex. direkt prov-
tagning, adsorptiva eller kemiskt reaktiva metoder, och efterfoljande analytisk karakterisering) eller genom icke-
specifika metoder sdsom gravimetrisk filteranalys. Anvandningen av gravimetrisk analys 4r endast acceptabel for
pulveraerosoler bestdende av en enda komponent eller aerosoler bestdende av vitskor med ldg flyktighet, och
bor stodjas av en lamplig preklinisk studie med kemikaliespecifik karakterisering. Koncentrationen i pulveraero-
soler bestiende av flera komponenter kan ocksd bestimmas genom gravimetrisk analys. Detta kriver dock
analysresultat som visar att sammansittningen av luftburet material liknar startmaterialet. Om denna infor-
mation inte finns tillganglig kan det vara nodvindigt med en ny analys av testkemikalien (helst i sitt luftburna
tillstdnd) under loppet av studien. Fér medel i aerosolform som kan férangas eller sublimeras bor man kunna
visa att samtliga faser uppsamlades med den valda metoden.

En sats av testkemikalien ska anvindas genom hela studien, om mojligt, och provet ska lagras under sddana
forhallanden att det bibehaller sin renhet, homogenitet och stabilitet. Infor starten av studien bor det finnas en
beskrivning av testkemikalien som inbegriper dess renhet och, om det ar tekniskt genomforbart, identitet, och
kvantiteterna av identifierade foéroreningar och orenheter. Detta kan visas genom, men 4r inte begrinsat till,
foljande data: retentionstid och relativ topparea, molekylvikt frin masspektroskopi eller gaskromatografianalys,
eller andra uppskattningar. Aven om testlaboratoriet inte ansvarar fér provets identitet, kan det vara klokt att
man i stora drag bekriftar karakteriseringen (t.ex. firg, fysisk natur etc.).

Exponeringsatmosfaren ska héllas sd konstant som mgjligt. En enhet for realtidsovervakning, sdsom en aero-
solfotometer for aerosoler eller en analysator for totalkolvite for dngor kan anvindas for att pévisa stabiliteten
for exponeringsforhéllandena. Faktisk kammarkoncentration bor miétas minst 3 gdnger varje exponeringsdag vid
varje exponeringsnivd. Om det inte dr mojligt pd grund av begrinsade luftfloden eller 1dga koncentrationer, ar
det acceptabelt med ett prov per exponeringsperiod. Helst ska detta prov sedan samlas in under hela expone-
ringsperioden. Provtagning av kammarkoncentrationer frdn individuella kammare bor inte avvika fran den
genomsnittliga koncentrationen med mer dn + 10 % for gaser och dngor, och inte med mer 4n * 20 % for
flytande eller fasta aerosoler. Tid for att uppnd kammarjamvikt (to5) bor berdknas och rapporteras. Varaktigheten
for en exponering stricker sig 6ver den tid som testkemikalien genereras. Detta tar hansyn till den tid som kravs
for att uppnd kammarens jaimvikt (tgs) och sonderfall. Riktlinjer for att uppskatta tes finns i GD 39 (2).

For mycket komplexa blandningar bestdende av gaser/dngor och aerosoler (t.ex. forbranningsatmosfirer och
testkemikalier framdrivna frdn darfor avsedd slutanvindningsprodukt/-utrustning) kan varje fas bete sig olika i
en inhalationskammare. Dirfor ska minst ett indikatordimne viljas (analyt), vanligtvis den huvudsakliga aktiva
ingrediensen i blandningen for varje fas (gas/dnga och aerosol). Nir testkemikalien 4r en blandning ska den
analytiska koncentrationen i totalblandningen rapporteras, inte bara den aktiva ingrediensen eller indikatorim-
net (analyten). Ytterligare information om faktisk koncentration finns i GD 39 (2).

Testkemikalie: Partikelstorleksférdelning

Acrosolers partikelstorleksfordelning bor faststillas minst en géng i veckan vid varje koncentrationsnivd med
hjilp av en kaskadimpaktor eller ett alternativt instrument sdsom en aerodynamisk partikelsorterare APS). Om
man kan visa ett likvardigt resultat fran en kaskadimpaktor och det alternativa instrumentet, kan man anvinda
det sistndmnda under hela studien.

En andra enhet, till exempel ett gravimetriskt filter eller en impinger/gasbubblare, bor anvindas parallellt med
det primira instrumentet for att bekrifta uppsamlingsprestandan hos det primdra instrumentet. Masskoncent-
rationen som erhdllits genom analys av partikelstorleken ska ligga inom rimliga grinser for den masskoncent-
ration som erhéllits genom filteranalys (se GD 39 (2)). Om likvirdigheten kan pavisas for alla koncentrationer
som testats i ett tidigt skede av forsoket, kan ytterligare bekriftande mitningar utelimnas. Av hinsyn till
djurskyddsskil bor atgarder vidtas for att minimera ofullstindiga uppgifter som kan leda till att studien maste

upprepas.

Partikeldimensionering bor utforas for dngor om det finns en méjlighet att kondensen kan bilda en aerosol, eller
om partiklar uppticks i dngatmosfiren som kan gora sa att faserna blandas.
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38.

IAKTTAGELSER

Djuren bor observeras kliniskt fore, under och efter exponeringsperioden. Mer frekventa iakttagelser kan
indikeras beroende pé djurens respons under exponeringen. Nir iakttagelser av djuren hindras genom anvind-
ning av fasthéllningsror, daligt upplysta kroppskammare eller ogenomskinlig atmosfir, bor djuren noga obser-
veras efter exponeringen. Observationer fore nista dags exponering kan utvirdera eventuell reversibilitet eller
stegrande toxiska effekter.

Alla observationer registreras med individuell registrering f6r varje djur. Nér djur avlivas av humanitira skal eller
patriffas doda, ska tidpunkten for dodsfallet registreras s& noggrant som mojligt.

Observationer vid buren bér omfatta forandringar i hud och pils, 6gon och slemhinnor, férandringar i and-
nings- och cirkulationssystemen, férandringar i nervsystemet, samt fordndringar i kroppsmotorik och beteende-
monster. Uppmirksamhet bor fistas vid iakttagelser av tremor, konvulsioner, salivutsondring, diarré, letargi,
somn och koma. Matningen av rektala temperaturer kan ge beldgg for bradypnéreflex eller hypo/hypertermi
relaterat till behandling eller insparrning. Ytterligare utvirderingar kan inkluderas i studiens protokoll sisom
kinetik, biologisk Gvervakning, lungfunktion, retention av svérlosliga dmnen som ackumuleras i lungvivnad,
samt beteendefordndringar.

KROPPSVIKT

De enskilda djurens vikt bor registreras strax fore den forsta exponeringen (dag 0), ddrefter tvd ginger i veckan
(till exempel péd fredagar och méndagar for att pavisa dterhdmtning Over ett exponeringsfritt veckoslut, eller
under ett tidsintervall for bedomning av systematisk toxicitet), och vid tidpunkten for dodsfallet eller avliv-
ningen. Om inga effekter visas under de 4 forsta veckorna kan kroppsvikterna mitas en gang i veckan for
aterstoden av studien. Satellitdjur (reversibilitet) (om det anvinds) ska fortsitta vdgas varje vecka under hela
dterhamtningsperioden. Vid studiens upphorande bor samtliga djur vigas strax fore avlivningen for en objektiv
berdkning av forhédllandet organ-kroppsvikt.

FODO- OCH VATTENINTAG

Fodointaget bor mitas varje vecka. Vattenintaget bor ocksd matas.

KLINISK PATOLOGI

Kliniska patologiska bedomningar bor goras av samtliga djur, inklusive kontroll- och satellitdjur (reversibilitet)
ndr de avlivas. Tidsintervallet mellan exponeringens upphérande och insamlingen av blod ska registreras, i
synnerhet ndr rekonstitueringen av endpointen dr snabb. Provtagning efter att exponeringen har upphort
indikeras for dessa parametrar med ett kort plasmaprov halvtid (t.ex. COHb, CHE och MetHb).

Tabell 1 listar de kliniska patologiska parametrar som i allméinhet krévs for alla toxikologiska studier. Urinanalys
krdvs inte rutinméssigt, men kan utforas nir det bedoms lampligt utifrén forvintad eller observerad toxicitet.
Forsoksledaren kan vilja att bedoma ytterligare parametrar for att béttre kunna karakterisera en testkemikalies
toxicitet (t.ex. kolinesteras, lipider, hormoner, syra/bas-balans, methemoglobin eller Heinz-kroppar, kreatinkinas,
myeloid/erytroid-forhéllande, troponiner, arteriella blodgaser, laktatdehydrogenas, sorbitaldehydrogenas, gluta-
matdehydrogenas och gamma-glutamyltranspeptidas).

Tabell 1

Standardiserade parametrar for klinisk patologi

Hematologi
Erytrocytantal Totalt antal leukocyter
Hematokrit Differentalt leukocytantal
Hemoglobinkoncentration Trombocytantal
Medelvirde for korpuskuldrt hemoglobin Koaguleringsformdaga (vilj ett alternativ):
Medelvirde for korpuskuldr volym — Protrobintid
Medelvirde for korpuskuldr hemoglobinkoncentration | — Koagulationstid
Retikulocyter — Partiell tromboplastintid




19.3.2014

Europeiska unionens officiella tidning

L 81/61

39.

40.

41.

42.

Klinisk kemi

Glukos (¥) Alaninaminotransferas
Totalkolesterol Aspartataminotransferas
Triglycerider Alkaliskt fosfatas
Blodureakvive Kalium

Total bilirubin Natrium

Kreatinin Kalcium

Totalprotein Fosfor

Albumin Klorid

Globulin

Urinalys (valfritt)

Utseende (firg och grumlighet) Totalprotein
Volym Glukos
Specifik vikt eller osmolalitet Blod/blodceller

pH

(*) Eftersom en ling fasteperiod kan inféra partiskhet i glukosmitningar for de behandlade djuren jamfért med kontrolldjuren,
bor forsoksledaren avgora om det ér lampligt att djuren fastar. Om man anvénder en fasteperiod bor den vara avpassad for
den art som anvénds, for ritta kan det vara 16 timmar (fastande Gver natten). Bestimning av fasteglukos kan utforas efter en
natts fasta under den sista exponeringsveckan, eller efter en natts fasta innan obduktionen (i det senare fallet tillsammans
med alla andra kliniska patologiska parametrar).

Nir det finns bevis pd att de nedre luftvigarna (dvs. alveolerna) dr den frimsta platsen for deponering och
lagring, dé kan lungskoljning vara det tekniska valet for att kvantitativt analysera hypotesbaserade doseffektpara-
metrar med fokus pa alveolit, lunginflammation och fosfolipidos. Detta gor att dosrespons och tidsforlopps-
forandringar for alveoldr skada grundligt kan undersokas. BAL-vitskan kan analyseras for totalt och differentiellt
leukocytantal, totalprotein och laktatdehydrogenas. Andra parametrar som kan beaktas dr de som tyder pa
lysosomal skada, fosfolipidos, fibros, och irriterande eller allergisk inflammation som kan innefatta bestimning
av pro-inflammatoriska cytokiner/kemokiner. BAL-mitningar kompletterar i allminhet resultaten frin histopa-
tologiska undersokningar, men kan dock inte ersitta dem. Vigledning om hur man utfor lungskéljning finns i
GD 39 (2).

OFTALMOLOGISK UNDERSOKNING

Med ett oftalmoskop eller motsvarande anordning bér oftalmologiska undersokningar av fundus, brytnings-
media, iris och konjunktival utforas pd samtliga djur fére administreringen av testkemikalien, och for samtliga
hogkoncentrations- och kontrollgrupper vid avlivning. Om férdndringar i 6gonen uppticks, ska samtliga djur i
de andra grupperna undersokas, inklusive satellitgruppen (reversibilitet).

MAKROSKOPISK PATOLOGI OCH ORGANVIKTER

Samtliga forsoksdjur, inklusive de som avlider under testet eller avlivas och tas bort frén undersokningen av
djurskyddsskal, bor underkastas fullstindig blodtomning (om mojligt) och obduceras. Tidsperioden mellan
slutfasen av varje djurs exponering och dess avlivning ska registreras. Om en obduktion inte kan utforas
omedelbart efter att ett dott djur péfunnits, bor djuret kylas (inte frysas) vid en temperatur som dar tillrackligt
lag for att minimera autolys. Obduktioner ska utforas sd snart som mojligt, vanligtvis inom en dag eller tva. Alla
betydande patologiska forandringar bor registreras for varje djur med sirskild uppmarksamhet pa eventuella
forandringar i luftvigarna.

Tabell 2 visar de organ och vdvnader som bor bevaras i ett lampligt medium under obduktion for histopato-
logisk undersokning. Bevarandet av organ och vivnader [inom hakparentes] och eventuellt andra organ och
vivnader avgors av forsoksledaren. Organen i fetstil ska putsas och vdgas vata sd snart som mojligt efter
dissektionen for att undvika uttorkning. Skoldkorteln och bitestiklarna bor endast vagas om det behovs, efter-
som trimning av artefakter kan hindra en histopatologisk utvardering. Vdavnader och organ bor fixeras i 10 %
buffrad formalin eller annat limpligt fixativ s snart obduktionen utforts, och inte mindre 4n 24-48 timmar
fore trimning beroende péd det fixativ som ska anvindas.
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Tabell 2

Organ och vivnader som bevaras vid obduktion

Binjurar
Aorta
Benmirg (och/eller farskt aspirat)

Hjdrna (inklusive delar av cerebrum, cerebellum och
medulla/pons)

Cekum

Kolon

Tolvfingertarm

[Epididymis]

(Ogon [retina, synnerv] och dgonlock)
Larbenet och knidleden

Gallbldsa (i forekommande fall)
[Harderiankortlar]

Hjirta

lleum

Jejunum

Njurar

[Tarkortlar (extraorbitala)]

Larynx (3 nivéder inklusive struplockets bas)
Lever

Lungor (alla lober pé en niva, inklusive huvudbron-

ker)

Lymkortlar frin lungans hilarregion, sirskilt betraf-
fande svérlosliga partikeltestkemikalier. For mer in-
gdende undersokningar och/eller studier med immu-
nologi i fokus kan ytterligare lymfkortlar beaktas,
tex. de frin de mediastinala, cervikala/submandibu-
lara och/eller aurikulira regionerna

Lymfkortlar (distalt fran ingdngshélet)
Mjolkkortlar (honor)
Muskel (ar)

Nasofaryngeala vivnader (minst 4 nivder; 1 niva for
att inkludera den nasofaryngeala kanalen och den
nasalassocierade lymfvivnaden (NALT))

Esofagus

[Luktbulb]

Aggstockar

Pankreas

Bikoldkortlar

Perifer nerv (ischias eller tibia), helst ndra muskeln)
Hypofys

Prostata

Rektum

Spottkortlar

Sadesblasor

Hud

Ryggmarg (cervikala, mitt pa brostkorgen och landryg-

gen)

Mjilte
Brostben
Mage

Tander
Testiklar
Tymus
Skoldkortlar

[Tunga]

Luftstrupe (minst 2 nivaer inklusive 1 lingdsnitt genom

carina och 1 tvirsnitt)
[Ureter]

[Uretra]

Urinblasa

Uterus

Mélorgan

Alla storre skador och massor

Lungorna bor avldgsnas intakta, vigas och indrinkas med limpligt fixativ vid ett tryck pd 20-30 cm vatten for
att sakerstilla att lungstrukturen bibehdlls (5). Sektioner bor samlas in for alla lober pd en niva, inklusive
huvudbronker, men om lungskoljning utfors ska den oskoljda loben sektioneras pd tre nivder (¢ seriella

sektioner).
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46.

47.

Minst 4 nivder av nasofaryngeala viavnader bor undersokas, varav en ska innehélla den nasofaryngeala kanalen
(5) (6) (7) (8) (9) for en adekvat undersokning av den skvamosa, mellanliggande (icke-cilierade respiratoriska),
respiratoriska (cilierade respiratoriska) och luktepitelet, och den drinerade lymfvivnaden (NALT((10) (11). Tre
nivder av struphuvudet bor undersokas, och en av dessa nivder bor inkludera struplockets bas (12). Minst tva
nivder av luftstrupen bor undersokas, inklusive ett lingdsnitt genom forgreningen av carinan for de extrapul-
monella bronkerna, samt ett tvirsnitt.

HISTOPATOLOGI

En histopatologisk utvirdering av alla organ och vavnader som raknas upp i tabell 2 bor utformas for kontroll-
och hogkoncentrationsgrupperna och for alla djur som dor eller avlivas under studien. Sirskild uppmarksamhet
bor ges ét luftvigarna, médlorganen och storre skador. Organ och vdvnader som har skador i hogkoncentrations-
gruppen bor undersokas i alla grupper. Forsoksledaren kan vilja att utfora histopatologiska utvarderingar av
flera grupper for att pavisa en tydlig koncentrationsrespons. Om en satellitgrupp (reversibilitet) anvands bor en
histopatologisk utvardering goras av samtliga vivnader och organ dar effekter visats i de behandlade grupperna.
Om det finns alltfér manga tidiga dodsfall eller andra problem i hogkoncentrationsgruppen som dventyrar
datans signifikans, bor nésta ligre koncentration undersokas histopatologiskt. Ett forsok bor goras att korrelera
storre observationer i relation till mikroskopiska fynd.

DATA OCH RAPPORTERING
Data

Individuella data om djurens kroppsvikt, fodointag, klinisk patologi, makroskopisk patologi, organvikter och
histopatologi ska lamnas. Kliniska observationsdata bor sammanfattas i tabellform, som for varje testgrupp visar
antalet djur som anvants, antalet djur som visar tecken pa toxicitet, antalet djur som avlidit under testet eller
som avlivats av humanitdra skil, tidpunkten dd det enskilda djuret har avlidit, beskrivning och tidsforlopp for
toxiska verkningar och reversibilitet, samt obduktionsfynd. Samtliga resultat, kvantitativa och tillfilliga, ska
utvirderas genom en limplig statistisk metod. En allmént vedertagen statistisk metod kan anvindas, och sta-
tistiska metoderna bor viljas under studiens utformning.

Testrapport

Testrapporten ska omfatta foljande information, ndr s ir lampligt:

Forsoksdjur och djurhallning

— Beskrivning av burforhdllanden, inklusive antal (eller fordndring av antal) djur per bur, str, omgivnings-
temperatur och relativ fuktighet, ljusperiod och identifiering av kost.

— Art/stam som anvinds och motivering for att anvdnda andra arter 4n rdtta. Killor och historiska data kan
tillhandahéllas om de ér frdn djur som har exponerats under liknande exponering, inhysning och fastebe-
tingelser.

— Dijurens antal, alder och kon.

— Metod for randomisering.

— Beskrivning av eventuella fortestbetingelser inbegripet kost, karantin och behandling av sjukdomar.

Testkemikalie

— Fysikalisk natur, renhet och, i férekommande fall, fysikalisk-kemiska egenskaper (inbegripet isomerisering).

— Identifieringsdata och CAS-nummer (Chemical Abstract Services), om detta dr kint.

Vehikel

— Motivering for anvindning av vehikel och valet av vehikel (om annat dn vatten).

— Historiska eller parallella data som visar att vehikeln inte paverkar studiens slutresultat.
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Inhalationskammare

Detaljerad beskrivning av inhalationskammaren inklusive volym och ett diagram.

Ursprung och beskrivning av utrustning som anvinds for exponering av djur sd val som generering av
atmosfir.

Utrustning for miétning av temperatur, fuktighet, partikelstorlek och faktisk koncentration.
Luftkilla och system som anvinds for konditionering.

Metoder som anvinds for kalibrering av utrustning for att sakerstilla en homogen testatmosfar.
Tryckskillnad (positiv eller negativ).

Exponeringsportar per kammare (enbart nos), placering av djur i kammaren (helkropp).
Testatmosfdrens stabilitet.

Placering av temperatur- och fuktighetsgivare och provtagning av testatmosfaren i kammaren.
Behandling av luft som tillfors/extraheras.

Luftflodeshastigheter, port for luftflode och exponering (enbart nos), eller djurbelastning och kammare
(helkropp).

Tid tills inhalationskammaren har natt jamvikt (t95).
Antal volymutbyten per timme.

Maitutrustning (i forekommande fall).

Exponeringsdata

Grund for valet av malkoncentration i huvudstudien.

Nominella koncentrationer (den totala massan av testkemikalien som genereras i inhalationskammaren
dividerad med luftvolymen som passerar genom kammaren).

Faktiska koncentrationer av testkemikalien som uppsamlats frdn djurens andningsapparat, f6r blandningar
som bildar heterogena fysikaliska former (gaser, dngor, aerosoler), ddr var och en analyseras separat.

Alla luftkoncentrationer bor redovisas i massenheter (mg/l, mg/m?, etc.) snarare dn volymenheter (ppm, ppb,
etc.).

Partikelstorleksfordelning, aerodynamisk massmediandiameter (MMAD) och geometrisk standardavvikelse
(0g), inklusive metoderna for deras berdkning. Individuella partikelstorleksanalyser bér rapporteras.

Testbetingelser

Uppgifter om beredning av testkemikalien, inklusive uppgifter om eventuella procedurer som anvints for att
minska partikelstorleken hos fasta material eller for att bereda testlosningar.

En beskrivning (helst med ett diagram) av utrustningen som anvinds for att generera testatmosfiaren och for
att exponera djuren for denna atmosfr.

Uppgifter om den utrustning som anvinds for att 6vervaka kammarens temperatur, fuktighet och luftflode
(dvs. utarbetningen av en kalibreringskurva).

Uppgifter om den utrustning som anvinds for att samla in prover for bestimning av kammarens kon-
centration och partikelstorleksfordelning.

Uppgifter om den kemiska analysmetod som anvidnds och metodvalidering (inklusive effektiviteten for
atervinningen av testkemikalien frn provtagningsmediet).
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— Metod for randomisering av djur till test- och kontrollgrupper.

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet (inbegripet kosttyp/-killa och vattenforsorjning).
— Grunden for valet av testkoncentration.

Resultat

— Tabelluppstallning av kammarens temperatur, fuktighet och luftflode.

— Tabelluppstillning av kammarens nominella och faktiska koncentrationsdata.

— Tabelluppstillning av partikelstorleksdata som omfattar provtagningsdata, partikelstorleksférdelning och
berdkning av MMAD och o,

— Tabelluppstillning av responsdata och koncentrationsnivéer for varje djur (dvs. djur som uppvisar tecken pa
toxicitet inklusive mortalitet, natur, allvarlighetsgrad, tidpunkt for forsta tecknet och effekternas varaktighet).

— Tabelluppstillning av de enskilda djurens vikt.

— Tabelluppstillning av fodointag.

— Tabelluppstallning av kliniska patologiska data.

— Obduktionsfynd och histopatologiska fynd for varje djur, om detta finns tillgangligt.
Diskussion och tolkning av resultaten

— Sarskild uppmirksamhet bor ges till beskrivningen av metoderna som anvinds for att uppfylla kriterierna
for denna testmetod t.ex. koncentrationsgréns eller partikelstorlek.

— Partiklarnas andningsbarhet i ljuset av de overgripande resultaten bor behandlas, sarskilt om kriterierna for
partikelstorlek inte kunde uppfyllas.

— Overensstimmelsen mellan metoderna som anvinds for att bestimma nominell och faktisk koncentration,
och forhdllandet mellan faktisk och nominell koncentration bér ingd i den samlade bedomningen av
studien.

— Den sannolika dodsorsaken och dominerande verkningsmekanism (systematisk mot lokal) bor behandlas.

— En forklaring bor ges om det fanns behov av att avliva djur, som visade tecken pd uppenbar smirta eller
svart och ihéllande lidande, av humanitdra skdl pa grundval av kriterierna i OECD:s végledningsdokument
om humana endpoints (3).

— Malorganet(en) bor identifieras.
— NOAEL och LOAEL bér bestimmas.
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Tilligg 1

DEFINITION

Testkemikalie: Alla dmnen eller blandningar som testas med denna testmetod.

B.30 STUDIER AV KRONISK TOXICITET

INLEDNING

Den hir testmetoden motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 452 (2009). Den ursprungliga TG 452 antogs 1981.
Utvecklingen av denna reviderade testmetod B.30 ansdgs nodvindig for att dterspegla den senaste utvecklingen
inom djurskydd och myndighetskrav (1) (2) (3) (4). Uppdateringen av denna testmetod B.30 har genomforts
parallellt med revideringen av kapitel B.32 i denna bilaga, karcinogenicitetsstudier, och kapitel B.33 i denna
bilaga, i syfte att erhdlla ytterligare information om djuren som anvinds i studien och ge ytterligare detaljer om
val av dos. Den hidr testmetoden ar avsedd att anvindas vid testning av ett brett spektrum av kemikalier,
inklusive bekdmpningsmedel och industrikemikalier.

Majoriteten av kroniska toxicitetsstudier genomfors med gnagare, och den hir testmetoden &r fraimst avsedd for
studier som genomférs med dessa arter. Skulle sddana studier krivas for icke-gnagare giller ocksd de principer
och forfaranden som beskrivs i denna testmetod, tillsammans med dem i kapitel B.27 i denna bilaga, 90-dagars
oral toxicitetsstudie pd icke-gnagare (5), med limpliga dndringar som beskrivs i OECD:s vigledningsdokument
nr 116 om utformning och genomférande av studier om kronisk toxicitet och karcinogenicitet (6).

De tre huvudsakliga administreringssitten som anvinds i kroniska toxicitetsstudier dr oral, dermal och inhala-
tion. Valet av administreringssitt beror pa de fysikaliska och kemiska egenskaperna hos testkemikalien och det
dominerande exponeringssittet for manniskor. Ytterligare information om val av exponeringssitt ges i OECD:s
vigledningsdokument nr 116 (6).

Den hir testmetoden fokuserar pd exponering via den orala vdgen, den vdg som anvinds mest i kroniska
toxicitetsstudier. Aven om langsiktiga kroniska toxicitetsstudier som medfor exponering via hud eller inhalation
kan vara nodvindiga for riskbedomning av ménniskors hilsa och/eller kan krdvas under vissa regelverk, sd
innebdr bada exponeringsvigarna en betydande teknisk komplexitet. Sddana studier méste utformas fran fall till
fall, dven om testmetoden som beskrivs hir for bedomningen och utvirderingen av kronisk toxicitet skulle
kunna utgora grunden for ett protokoll for inhalations- ochfeller hudstudier, med hinsyn tagen till rekom-
mendationer om behandlingsperioder, kliniska eller patologiska parametrar etc. OECD:s vigledning finns till-
ginglig om administrering av testkemikalier genom inhalation (6) (7) och via huden (6). Kapitel B.8 i denna
bilaga (8) och kapitel B.29 i denna bilaga (9), tillsammans med OECD:s vigledningsdokument om testning av
akut inhalation (7), bor sarskilt rddfrdgas vid utformningen av langsiktiga studier som inbegriper exponering via
inhalation. Kapitel B.9 i denna bilaga (10) bor radfragas nir det giller testning som utfors via huden.

Studien om kronisk toxicitet ger information om mojliga halsofaror som sannolikt kan uppstd vid upprepad
exponering over en stor del av livslingden for de arter som anvinds. Studien kommer att ge information om de
toxiska effekterna hos testkemikalien, samt indikation om maélorgan och méjlig ackumulering. Den kan ocksd ge
en uppskattning om de icke-observerade nivderna for skadliga biverkningar som kan anvindas for att faststilla
sakerhetskriterier for exponering av manniskor. Behovet av noggranna kliniska observationer av djuren i syfte
att fa fram s& mycket information som majligt betonas ocksd.

Malen for de studier som omfattas av denna testmetod inkluderar:
— Identifieringen av den kroniska toxiciteten for en testkemikalie.
— Identifieringen av mélorganen.

— Karakterisering av forhéllandet dos-respons.

— Identifieringen av nivan dir ingen skadlig effekt observeras (NOAEL) eller utgangspunkten for upprittandet
av en referensdos (BMD).

— Forutsdgelsen av kroniska toxicitetseffekter pd nivder fér minsklig exponering.

— Tillhandahéllande av data for att testa hypoteser om verkningssitt (6).
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INLEDANDE OVERVAGANDEN

Vid bedomningen och utvirderingen av de toxikologiska egenskaperna hos en testkemikalie bor all tillginglig
information om testkemikalien beaktas av testlaboratoriet innan studien genomférs, i syfte att fokusera pa
utformningen av studien for att mer effektivt testa den kroniska toxicitetspotentialen och minimera anvind-
ningen av djur. Information som underldttar studiens utformning inkluderar identitet, kemisk struktur, och
fysikalisk-kemiska egenskaper hos testkemikalien, eventuell information om verkningssitt, resultat frén eventu-
ella in vitro- eller in vivo-toxicitetstester; forvantad anvindning(ar) och risken for minsklig exponering, till-
gingliga (Q)SAR-data och toxikologiska data om strukturellt nirbesliktade kemikalier, tillgdngliga toxikokine-
tiska data (engdngsdos- och upprepad dos-kinetik om det finns tillgingligt) och data frin andra studier med
upprepad exponering. Faststillandet av kronisk toxicitet bor endast utforas efter att inledande information om
toxicitet har erhdllits frdn 28-dagars och/eller 90-dagars tester med upprepad dosering. Ett stegvist forhéllnings-
sitt till testning av kronisk toxicitet bor betraktas som en del av den overgripande bedomningen av de
potentiella hilsoeffekterna for en viss testkemikalie (11) (12) (13) (14).

De statistiska metoder som ar mest limpade for analys av resultaten, med tanke pa forsoksutformningen och
madlen, bor faststillas innan studien pdborjas. Fragor att dverviga kan inbegripa huruvida statistiken ska omfatta
justeringar for overlevnad och analys i hindelse av fortida avlivning av en eller flera grupper. Vdgledning om
lampliga statistiska analyser och viktiga referenser till internationellt erkinda statistiska metoder ges i vigled-
ningsdokument nr 116 (6), samt i vagledningsdokument nr 35 om analys och utvirdering av studier over
kronisk toxicitet och karcinogenicitet (15).

Vid genomforandet av en studie om kronisk toxicitet bor man alltid f6lja de vigledande principer och Gver-
viganden som beskrivs i OECD:s vigledningsdokument nr 19 om erkinnande, bedomning och anvindning av
kliniska tecken som humana endpoints for forsoksdjur som anvinds i sidkerhetsbedomningen (16). Se sirskilt
punkt 62. Detta avsnitt anger att "I studier med upprepad dosering nar ett djur visar kliniska tecken som ar
progressiva, vilket leder till ytterligare forsimring av tillstdndet, bor ett vilgrundat beslut tas om man ska eller
inte ska avliva djuret av humanitdra skal. Beslutet bor dven omfatta overvigandet av virdet av informationen
som fds genom fortsatt skotsel av det djuret i studien i forhéllande till dess 6vergripande tillstdind. Om ett beslut
har tagits att ldta djuret kvarstd i testet, bor observationsfrekvensen 6kas vid behov. Det dr ocksd majligt, utan
att allvarligt paverka syftet med testet, att tillfdlligt upphora med doseringen om det kan minska smirtan eller
lidandet, eller att minska testdosen.”

Detaljerad vigledning om och diskussion om principerna for valet av dos for studier om kronisk toxicitet och
karcinogenicitet finns i vigledningsdokument nr 116 (6) samt i tvd internationella publikationer fran Life
Sciences Institute (17) (18). Den centrala strategin for valet av dos idr beroende av det primira malet eller
mélen med studien (punkt 6). Vid val av limpliga dosnivaer bor en balans uppstd mellan faroundersokning a
ena sidan och karakterisering av ldgdosresponser och deras betydelse pd den andra. Detta ér sarskilt relevant i en
situation ddr en kombinerad studie av kronisk toxicitet och karcinogenicitet (kapitel B.33 i denna bilaga)
genomfors (punkt 11).

Man bor verviga att genomfora en kombinerad studie av kronisk toxicitet och karcinogenicitet (kapitel B.33 i
denna bilaga), snarare dn ett separat utforande av en studie av kronisk toxicitet (denna testmetod B.30) och en
studie av karcinogenicitet (kapitel B.32 i denna bilaga). Det kombinerade testet ger storre effektivitet vad giller
tid och kostnad jimfort med att jamfora tvd separata studier, utan att man kompromissar med datans kvalitet i
antingen den kroniska eller karcinogena fasen. Noggrant évervigande bor dock ges for principerna av valet av
dos (punkterna 9 och 20-25) vid en kombinerad studie av kronisk toxicitet och karcinogenicitet (kapitel B.33 i
denna bilaga), och det dr ocksa erkidnt att separata studier kan krdvas under vissa regelverk.

Definitioner som anvinds inom ramen for den hir metoden finns i slutet av det hir kapitlet och i vigled-
ningsdokumentet nr 116 (6).

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Testkemikalien administreras dagligen i graderade doser till flera grupper forsoksdjur, i allmdnhet under en 12-
ménadersperiod, dven om kortare eller lingre varaktigheter kan viljas beroende pd myndighetskrav (se punkt
33). Denna lingd ar vald for att vara tillrackligt ling for att eventuella effekter av kumulativ toxicitet blir
uppenbara, utan de storande effekterna av geriatriska forandringar. Avvikelser frin exponeringstider pd 12
ménader bor motiveras, sarskilt ndr det géller kortare varaktigheter. Testkemikalien administreras normalt oralt
dven om inhalation eller via huden ocksd kan vara limpligt. Studiens utformning kan 4ven omfatta en eller flera
avlivningar t.ex. vid 3 eller 6 manader, och ytterligare djur kan inkluderas for att tillgodose detta (se punkt 19).
Under administreringsperioden observeras djuren noggrant efter tecken pa toxicitet. Djur som dor eller avlivas
under testet obduceras, och i slutet av testet avlivas overlevande djur och obduceras.
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METODBESKRIVNING
Val av djurart

Den hir testmetoden ticker fraimst bedémning och utvirdering av kronisk toxicitet hos gnagare (se punkt 2)
dven om liknande studier av icke-gnagare kan kravas under vissa regelverk. Valet av art bor motiveras. Ut-
formning och genomférande av studier av kronisk toxicitet i icke-gnagare, nir sd kravs, bor baseras pd de
principer som beskrivs i denna testmetod tillsammans med dem i kapitel B.27 i denna bilaga, 90-dagars oral
toxicitetsstudie pa icke-gnagare (5). Ytterligare information om val av arter och stam ges i OECD:s viglednings-
dokument nr 116 (6).

I den hir testmetoden anvinds ratta, dven om andra gnagare t.ex. mus kan anvindas. Rattor och moss har
foredragits pa grund av deras relativt korta livslingd, deras breda anvindning i farmakologiska och toxikologiska
studier, deras kanslighet f6r tumorinduktion och tillgdngen pd stammar som beskrivits tillrackligt ingdende. Som
en foljd av dessa egenskaper finns en stor mingd information tillganglig om deras fysiologi och patologi. I testet
bor unga friska vuxna djur anvindas av stammar som vanligtvis anvinds pé laboratorier. Studien av kronisk
toxicitet maste utforas med djur frin samma stam och ursprung som de som anvindes i den inledande
studien(rna) av toxicitet med kortare varaktighet. Honorna ska inte ha fitt ungar och inte vara driktiga.

Inhysnings- och utfodringsforhallanden

Djuren kan inhysas individuellt, eller i smd grupper av samma kon; individuell inhysning ska endast overvigas
om det 4r vetenskapligt motiverat (19) (20) (21). Burarna bor placeras sé att en mojlig paverkan beroende pa
deras placering minimeras. Temperaturen i forsoksdjurens utrymmen bor vara 22 °C (+ 3 °C). Den relativa
fuktigheten bor vara minst 30 % och helst inte Overstiga 70 % utom nir rummet rengors, och mdlet bor
vara 50-60 %. Belysningen bor vara artificiell, med omvixlande 12 timmar ljus och 12 timmar mérker. For
utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder anvindas med ett obegrinsat utbud av dricksvatten. Kosten ska
uppfylla alla niringsmissiga krav for arterna som testas och innehéllet av fororeningar i kosten som kan
paverka testresultatet inkluderar, men &dr ¢j begrinsade till, bekimpningsmedelsrester, langlivade organiska
fororeningar, fytoostrogener, tungmetaller och mykotoxiner, och bor vara sd liga som mojligt. Analytisk infor-
mation om nérings- och kostfororeningsnivaer bor genereras periodiskt, atminstone i bérjan av studien och nir
det finns en forandring i det anvinda partiet, och bor ingd i den slutliga rapporten. Analytisk information om
dricksvattnet som anvinds i studien ska likaledes ingd. Valet av foder kan paverkas av behovet av att sikerstilla
en lamplig blandning av en testkemikalie och for att tillgodose djurens ndringsbehov nir testkemikalien tillfors
genom kosten.

Forberedelse av djuren

Friska djur, som har acklimatiserat sig till laboratoriets betingelser i minst 7 dagar och inte tidigare har ingdtt i
forsok, ska anvandas. Nar det galler gnagare bor doseringen av djuren pdborjas snarast mojligt efter avvanjning
och acklimatisering, och helst innan djuren 4r 8 veckor gamla. Forsoksdjuren bor karakteriseras efter art, stam,
ursprung, kon, vikt och alder. Vid undersokningens borjan bor viktvariationen hos varje kon vara minimal och
inte Gverstiga + 20 % av medelvikten for alla djur inom studien, separat for varje kon. Djuren fordelas slumpvis i
kontroll- och behandlingsgrupperna. Efter randomiseringen bor det inte finnas ndgra signifikanta skillnader i
genomsnittliga kroppsvikter mellan grupper inom varje kon. Om det finns statistiskt signifikanta skillnader, bor
randomiseringssteget upprepas, om méjligt. Varje djur bor tilldelas ett unikt identifikationsnummer, och mirkas
permanent med detta nummer genom tatuering, mikrochipimplantat, eller med annan limplig metod.

PROCEDUR
Djurens antal och kon

Bdgge konen ska anvindas. Ett tillrdckligt antal djur ska anvindas, sd att det i slutet av studien finns tillrickligt
ménga djur i varje grupp for en grundlig biologisk och statistisk utvirdering. For gnagare ska minst 20 djur per
kon och grupp normalt anvindas vid varje dosnivd, medan det for icke-gnagare rekommenderas ett minsta antal
av 4 per kon och grupp. I studier dir moss ingdr behovs fler djur i varje dosgrupp for att genomféra alla
nodvindiga hematologiska bestimningar.

Avsittningar for avlivningar, satellitgrupper och kontrolldjur

Studien fér foreskriva avlivningar (minst 10 djur/kon/grupp) t.ex. efter 6 manader for information om utveck-
lingen av toxikologiska fordndringar och mekanistisk information, om det &r vetenskapligt motiverat. Om sddan
information om testkemikalien redan finns tillgdnglig frén tidigare toxicitetsstudier med upprepad dosering
kanske inte avlivningar dr vetenskapligt motiverade. Satellitgrupper kan ocksd ingd for overvakning av reversi-
biliteten av eventuella toxikologiska forandringar som orsakats av den testkemikalie som undersoks, dessa
begrinsas normalt till studiens hogsta dosnivd plus kontroll. Ytterligare en grupp kontrolldjur (normalt 5
djur per kon) kan ocksd ingd for overvakning av sjukdomsstatus under studien (22), om nddvindigt. Om



L 81/70

Europeiska unionens officiella tidning

19.3.2014

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

avlivning eller inforlivande av satellit- eller kontrollgrupper planeras, ska antalet djur som ingdr i studien okas
med det antal djur som ska avlivas innan studien slutforts. Dessa djur bor normalt genomgd samma observa-
tioner, inklusive kroppsvikt, foder-|vattenkonsumtion, hematologiska och kliniska biokemiska matningar och
patologiska undersokningar, som djuren i den kroniska toxicitetsfasen i huvudstudien, dven om avsittningar
ocksd kan goras (i avlivningsgruppen) for att mdtningarna ska begrinsas till vissa viktiga miétningar sdsom
neurotoxicitet eller immunotoxicitet.

Dosgrupper och dosering

Vigledning 6ver alla aspekter av valet av dos och dosnivé finns i vigledningsdokument nr 116 (6). Minst tre
dosnivéer och en parallell kontroll ska anvindas, utom om ett toleranstest utfors (se punkt 27). Dosnivder
grundas i allminhet p& resultaten fran en korttidsstudie med upprepad dosering eller en spannviddsstudie och
bor beakta eventuella toxikokinetiska data som finns tillgangliga om testkemikalien eller ndrbesliktade kemi-
kalier.

Savida den inte dr begrinsad genom testkemikaliens fysikalisk-kemiska natur eller biologiska verkningar, bor
den hogsta dosnivdn normalt viljas for att identifiera de viktigaste malorganen och de toxiska effekterna
samtidigt som man undviker lidande, svar toxicitet, sjuklighet eller dod. Samtidigt som man tar hinsyn till
de faktorer som anges nedan i punkt 22, ska den hogsta dosnivan viljas for att framkalla tecken pd toxicitet,
vilket framgdr av till exempel en sinkning av kroppsviktsokningen (ca 10 %).

Dock kan man beroende pd mdlen for studien (se punkt 6), vilja en toppdos ldgre dn den dos som ger tecken
pa toxicitet, t.ex. om en dos framkallar en negativ effekt som har liten eller ingen paverkan pa livslingd eller
kroppsvikt. Den ovre dosen bor inte Gverskrida 1 000 mg/kg kroppsvikt/dag (gransdos, se punkt 27).

Dosnivéer och dosnivspridning kan viljas for att etablera en dosrespons och en NOAEL eller andra avsedda
resultat av studien, t.ex. en BMD (se punkt 25) for den ligsta dosnivdn. Faktorer som bor beaktas i placeringen
av lagre doser inkluderar den forvintade lutningen for dosrespons-kurvan, de doser vid vilka viktiga forand-
ringar kan uppsté i metabolismen eller den toxiska verkningens art, dir ett troskelvirde forvintas eller dir en
utgangspunkt for lagdosextrapolering forvintas.

Den dosnivaspridning som valjs beror pa testkemikaliens egenskaper och kan inte foreskrivas i denna testmetod,
men tva- till fyrfaldiga dosintervall ger ofta bra testprestanda for att faststilla fallande dosnivaer, och tilligg av
en fjirde testgrupp 4r att foredra framfor anvandningen av mycket stora intervall (t.ex. en faktor pd mer 4n ca
6-10) mellan doseringarna. I allminhet bor anvindningen av faktorer som ar storre dn 10 undvikas och
motiveras om de anvinds.

Som beskrivs vidare i vdgledningsdokument nr 116 (6), inkluderar punkter som ska beaktas vid val av dos:

— Kinda eller misstinkta olinjdriteter eller inflexionspunkter i dosresponsen.

— Toxikokinetik och dosintervall dir metabolisk induktion, mittnad eller olinjdritet mellan externa och interna
doser upptrader eller ¢j.

— Utgéangsskador, markorer for verkan eller indikatorer for viktiga underliggande biologiska processer.

— Nyckelaspekter (eller misstinkta sadana) for verkningsmekanismer, sdsom doser vid vilka cytotoxicitet borjar
uppstd, hormonnivéderna stors, homeostatiska mekanismer 4r 6vervildigande etc.

— Omraden i dosrespons-kurvan dir en sirskilt stabil uppskattning behévs, t.ex. intervallet for forvantad BMD
eller ett misstankt troskelvirde.

— Beaktande av forvintade exponeringsnivaer for manniskor.

Kontrollgruppen ska vara en obehandlad grupp eller en vehikelkontrollgrupp, om en vehikel anvinds for
tillforsel av testkemikalien. Med undantag av behandlingen med testkemikalien, bor djuren i kontrollgruppen
hanteras pd exakt samma sitt som de i testgrupperna. Om en vehikel anvinds ska kontrollgruppen tillforas
vehikeln i den storsta volym som anvinds bland dosgrupperna. Om en testkemikalie tillfors via kosten och
fororsakar ett betydligt minskat intag pd grund av mindre vdlsmakande kost, kan ytterligare en parutfodrad
kontrollgrupp vara anvindbar for en lampligare kontroll.
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Om det kan forvintas, baserat pd information frdn inledande studier, att ett test med en dosnivd motsvarande
minst 1 000 mg/kg kroppsvikt/dag med hjilp av de forfaranden som beskrivs hir inte ger ndgra skadliga
effekter, och om toxicitet inte forvintas baserat pd data frén strukturellt besldktade kemikalier, anses en full-
stindig studie med tre dosnivder inte vara nodvindig. En grins pd 1 000 mg/kg kroppsvikt/dag kan tillimpas,
utom ndr mansklig exponering anger att en hogre dosnivd ska anvindas.

Beredning av doser och administrering av testkemikalie

Testkemikalien tillfors vanligtvis oralt, via kosten eller dricksvattnet, eller genom sondmatning. Ytterligare
information om vigar och metoder for administrering ges i OECD:s vigledningsdokument nr 116 (6). Vigen
och metoden for administrering beror pa syftet med studien, de fysikalisk/kemiska egenskaperna hos testkemi-
kalien, dess biotillginglighet och dominerande vig och metod for exponering av minniskor. En motivering bor
ges for vald vig och metod for administrering. Med tanke pd djurskydd bor oral sondmatning normalt viljas
endast for de dmnen for vilka denna vdg och metod for administrering representerar en potentiell méinsklig
exponering (t.ex. ldkemedel). For kost- eller miljokemikalier inklusive bekdmpningsmedel, sker administrering
vanligtvis via foder eller dricksvatten. For nigra situationer, t.ex. arbetsrelaterad exponering, kan administrering
via andra vigar vara limpligare.

Vid behov kan testkemikalien upplosas eller suspenderas i en limplig vehikel. Hinsyn bor tas till foljande
egenskaper hos vehikeln och andra tillsatsimnen, i férekommande fall: Verkningar pd absorption, distribution,
metabolism eller retention av testkemikalien, verkningar pa testkemikaliens kemiska egenskaper som kan for-
dndra dess toxiska egenskaper samt paverkan pa foder- eller vattenkonsumtion, eller djurens nutritionsstatus.
Det rekommenderas, ndr sd dr mojligt, att man forst anvander en vattenbaserad 1osning/suspension foljt av en
16sning/emulsion i olja (t.ex. majsolja) och darefter eventuell 16sning i andra vehiklar. For andra vehiklar dn
vatten bor de toxiska egenskaperna hos vehikeln vara kidnda. Information om testkemikaliens stabilitet och
doseringslosningarnas eller fodrets homogenitet (i forekommande fall) enligt villkoren for administrering (t.ex.
kost), bor finnas tillgdngliga.

For kemikalier som tillfors via foder eller dricksvatten dr det viktigt att sikerstilla att kvantiteterna av den
berorda testkemikalien inte paverkar normal nérings- eller vattenbalans. I lingtidsstudier med kostadministrering
bor koncentrationen av testkemikalien i fodret normalt inte Gverskrida en Gvre grins pd 5 % av den totala
kosten, for att undvika niringsmissig obalans. Niar testkemikalien tillfors via kosten, kan antingen en konstant
foderkoncentration (mg/kg foder eller ppm) eller en konstant dosniva i forhéllande till djurens kroppsvikt
(mg/kg kroppsvikt), berdknad pd veckobasis, anvandas. Det alternativ som anvinds ska anges.

Vad giller oral administrering doseras djuren med testkemikalien dagligen (sju dagar i veckan), vanligtvis under
en period pd 12 mdanader (se ocksd punkt 33), dven om en lingre varaktighet kan krdvas beroende pa
myndighetskrav. Alla andra doseringsscheman, t.ex. fem dagar per vecka, méste motiveras. Nar det giller dermal
administrering, behandlas djuren normalt med testkemikalien minst 6 timmar per dag, 7 dagar per vecka, enligt
kapitel B.9 i denna bilaga (10), under en period av 12 ménader. Exponering genom inhalation utfors 6 timmar
per dag, 7 dagar per vecka, men exponering 5 dagar per vecka kan ocksd anvindas om detta dr motiverat.
Exponeringsperioden dr normalt en period pd 12 médnader. Om andra gnagare dn rattor utsitts for enbart nos,
kan de maximala exponeringstiderna justeras for att minska artspecifikt lidande. En motivering bor ges ndr man
anvander en exponeringstid kortare 4n 6 timmar per dag. Se ocksd kapitel B.8 i denna bilaga (8).

Nir en testkemikalie administreras via sondmatning bor detta ske via en magsond eller en limplig intubations-
kanyl vid ungefir samma tid varje dag. Normalt administreras en singeldos en ging per dag, men om en
kemikalie 4r lokalt irriterande dr det mojligt att uppritthélla den dagliga dosen genom delad dos (tvd gdnger per
dag). Den storsta mingd vitska som kan administreras vid ett tillfille beror pd forsoksdjurets storlek. Volymen
bor vara sd liten som mojligt, och bor normalt inte overstiga 1 ml/100 g kroppsvikt for gnagare (22). Varia-
tioner i testvolym bor minimeras genom justering av koncentrationen for att sikerstilla en konstant volym vid
alla dosnivder. Potentiellt fritande eller irriterande kemikalier dr undantagna, och madste spiddas ut for att
allvarliga lokala verkningar ska kunna undvikas. Testning vid koncentrationer som sannolikt ar fritande eller
irriterande for magtarmkanalen bor undvikas.

Studiens varaktighet

Aven om den hir testmetoden frimst dr utformad som en 12-ménaders kronisk toxicitetsstudie kan den till-
limpas pd antingen kortare (t.ex. 6 eller 9 ménader) eller lingre (t.ex. 18 eller 24 médnader) varaktighetsstudier,
beroende pd kraven for sirskilda regelverk eller sirskilda mekanistiska andamal. Avvikelser frén en exponerings-
tid pd 12 manader bor motiveras, sirskilt nar det géller kortare varaktigheter. Satellitgrupper som ingar for att
overvaka reversibiliteten av eventuella toxikologiska forindringar som orsakats av den testkemikalie som un-
dersoks, ska bibehdllas utan dosering under en period som inte dr kortare d4n 4 veckor och inte lingre 4n en
tredjedel av den totala studieperioden efter avslutad exponering. Ytterligare vigledning, inklusive en bedomning
av Overlevnaden i studien finns i vdgledningsdokument nr 116 (6).



L 81/72 Europeiska unionens officiella tidning 19.3.2014

IAKTTAGELSER

34. Samtliga djur bor observeras betriffande sjuklighet eller mortalitet, vanligtvis i borjan och slutet av varje dag,
inklusive helger och helgdagar. Allmadnna kliniska observationer bor goras minst en ging per dag, helst vid
samma tidpunkt(er), och ta hdnsyn till maximalt forvintade effekter efter doseringen nir det giller administre-
ring via sondmatning.

35. Detaljerade kliniska observationer bor goras pa samtliga djur minst en gdng fore den forsta exponeringen (for
jamforelser inom samma objekt), i slutet av studiens forsta vecka och darefter varje mdnad. Observationspro-
tokollet bér anordnas sa att variationerna mellan enskilda observatorer minimeras och dr oberoende av test-
grupp. Dessa observationer bor goras utanfor buren pé avsedd plats, ungefir vid samma tidpunkter varje gdng.
De bor noggrant registreras, helst med hjdlp av ett podngsystem som utforligt definierats av testlaboratoriet.
Anstrangningar bor goras for att sikerstdlla att variationer i observationsbetingelserna 4r minimala. Observa-
tionerna bor omfatta, men inte begrénsas till, fordndringar av hud, pils, 6gon, slemhinnor, forekomst av sekret
och utsondringar samt autonom aktivitet (t.ex. tdrflode, upprest harrem, pupillstorlek och ovanligt andnings-
monster). Forandringar i gdng, hallning och reaktion pd hantering liksom eventuella kramper eller spasmer,
stereotypier (t.ex. 6verdrivet putsande, repetitivt cirklande) eller bisarrt beteende (t.ex. sjilvstympning, bakling-
esgdng) bor ocksé registreras (24).

36. En oftalmologisk undersokning med ett oftalmoskop eller annan limplig utrustning bér utforas pa samtliga djur
fore den forsta administreringen av testkemikalien. Vid slutet av studien bor denna undersokning helst utforas
pa samtliga djur, men dtminstone pa hogdos- och kontrollgrupperna. Om behandlingsrelaterade 6gonférind-
ringar uppticks bor samtliga djur undersokas. Om strukturell analys eller annan information tyder pa okuldr
toxicitet bor frekvensen pd okuldra undersdkningar hojas.

37. For kemikalier dar tidigare 28-dagars och/eller 90-dagars toxicitetstest med upprepad dosering indikerade en
potential for att framkalla neurotoxiska effekter, bor sensorisk reaktion pé stimuli av olika slag (24) (t.ex. horsel,
syn och djupsensorisk stimuli) (25), (26), (27), bedémning av greppstyrka (28) och bedémning av motorisk
aktivitet (29) eventuellt utforas fore studiestarten och vid 3-ménadersperioder efter studiestarten till och med 12
ménader, samt vid studiens upphorande (om lingre dn 12 ménader). Ytterligare uppgifter om de procedurer
som kan foljas finns i respektive hdnvisningar. Dock kan andra procedurer dn de som hinvisats till ocksa
anvindas.

38. For kemikalier dir tidigare 28-dagars och/eller 90-dagars toxicitetstester med upprepad dosering indikerade en
potential for att orsaka immunologiska effekter, kan ytterligare undersokningar av denna endpoint eventuell
utforas vid avslutningen.

Kroppsvikt, foder-/vattenkonsumtion och fodereffektivitet

39. Samtliga djur bor vigas vid behandlingens borjan, minst en ging i veckan de forsta 13 veckorna och darefter
minst en gang per manad. Matningar av foderkonsumtion och fodereffektivitet bor minst goras varje vecka de
13 forsta veckorna och direfter minst en géng per manad. Vattenkonsumtionen bér matas minst en gang per
vecka de 13 forsta veckorna, och direfter minst varje ménad, nir kemikalien administreras via dricksvattnet.
Mitningar av vattenkonsumtionen bor ocksd 6vervigas for studier dir vattendrickandet fordndras.

Hematologi och klinisk biokemi

40. I studier med gnagare bor hematologiska undersokningar utféras pd minst 10 handjur och 10 hondjur per
grupp, vid 3, 6 och 12 ménader, samt vid studiens slut (om lingre 4n 12 manader), pd samma djur hela tiden.
Satellitdjur kan behovas ndr det galler moss for att genomfora alla nddvindiga hematologiska bestimningar (se
punkt 18). For icke-gnagare mdste prover tas frén ett mindre antal djur (t.ex. 4 djur per kon och per grupp for
hundstudier) vid mellanliggande provtagningstillfillen och avslutandet enligt vad som beskrivits for gnagare.
Mitningar vid 3 ménader, antingen pa gnagare cller icke-gnagare, behover inte utféras om inga effekter syntes
pa hematologiska parametrar i en tidigare 90-dagars studie som genomfordes med jimforbara dosnivéer.
Blodprover bor tas under narkos frdn angivet stille, till exempel genom hjartpunktering eller frin retro-orbi-
talsinus.

41. Foljande lista 6ver parametrar bor undersokas (30): total- och differentialrikning av vita blodkroppar, erytro-
cytantal, trombocytantal, hemoglobinkoncentration, hematokrit (packad cellvolym), medelvirde for korpuskular-
volym (MCV), medelvirde for korpuskuldrt hemoglobin (MCH), medelvirde for korpuskulir hemoglobinkon-
centration (MCHC), protrombintid och aktiverad partiell tromboplastintid. Ovriga hematologiska parametrar
sdsom Heinz-kroppar eller annan atypisk erytrocytmorfologi eller methemoglobin kan mitas pa lampligt sitt
beroende pa testkemikaliens toxicitet. Sammantaget bor en flexibel strategi antas, beroende pd den observerade
och/eller forvantade verkningen av en given testkemikalie. Om testkemikalien har en effekt pa det hematopoe-
tiska systemet, kan retikulocytantal och benmaérgscytologi ocksa anges, men detta behover inte utforas rutinmas-
sigt.
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Kliniska biokemiska bestimningar for att undersoka storre toxiska effekter i vdavnader och, sirskilt, effekter pa
lever och njurar bor utforas pd blodprov frin minst 10 handjur och 10 hondjur per grupp, vid samma
tidsintervall som specificerades for den hematologiska undersokningen, med samma djur hela tiden. Satellitdjur
kan behovas nir det giller moss for att genomfora alla nodvandiga kliniska biokemiska bestimningar. For icke-
gnagare maste prover tas fran ett mindre antal djur (t.ex. 4 djur per kon och per grupp for hundstudier) vid
mellanliggande provtagningstillfillen och avslutandet enligt vad som beskrivits fér gnagare. Mitningar vid 3
ménader, antingen pd gnagare eller icke-gnagare, behover inte utféras om inga effekter syntes pd kliniska
biokemiska parametrar i en tidigare 90-dagars studie som genomférdes med jamforbara dosnivéer. Det rekom-
menderas att djuren fastar Gver natten (med undantag av méss) fore blodprovstagningen. Foljande lista over
parametrar bor undersokas (30): glukos, urea (ureakvive), kreatinin, totalprotein, albumin, kalcium, natrium,
kalium, totalkolesterol, minst tva limpliga tester for hepatocellular utvirdering (alaninaminotransferas, aspartat-
aminotransferas, glutamatdehydrogenas, totala gallsyror) (31), och minst tvd limpliga tester for hepatobilidr
utvirdering (alkaliskt fosfatas, gammaglutamyl transferas, 5-nukleotidas, totalt bilirubin, totala gallsyror) (31).
Andra Kliniska kemiska parametrar sdsom triglycerider vid fasta, specifika hormoner och kolinesteras kan matas
pa lampligt sitt, beroende pé testkemikaliens toxicitet. Sammantaget finns det ett behov av en flexibel strategi,
beroende pd den observerade och/eller forvantade verkningen av en given testkemikalie.

Urinanalyserna bor utforas pd minst 10 handjur och 10 hondjur per grupp, pd prov som tagits vid samma
intervaller som f6r hematologi och klinisk kemi. Médtningar vid 3 mdnader behover inte utféras om ingen effekt
syntes pd urinanalysen i en tidigare 90-dagars studie som genomférdes med jimforbara dosnivéer. Foljande lista
over parametrar ingick i en sakkunnig rekommendation om kliniska patologiska studier (30): utseende, volym,
osmolalitet eller specifik vikt, pH, totalprotein och glukos. Andra bestimningar inkluderar keton, urobilinogen,
bilirubin och ockult blédning. Ytterligare parametrar kan anvindas vid behov for att utvidga undersokningen av
observerad(e) verkning(ar).

Det anses allmédnt att utgdngsvirden for hematologiska och kliniska kemiska variabler behévs fore behandlingen
i hundstudier, men inte behover bestimmas for studier i gnagare (30). Om historiska basdata (se punkt 50) dr
otillrdckliga bor man Gverviga att generera sidana data.

Patologi
Obduktion

Samtliga djur i studien bor normalt underkastas en fullstindig obduktion, som omfattar omsorgsfull granskning
av kroppens yttre ytor, alla kroppsoppningar samt kranium, brost- och bukhéla och deras innehdll. En be-
stimmelse kan ocksd goras (i avlivnings- eller satellitgrupperna) sd att métningarna begrinsas till vissa viktiga
atgarder, sdsom neurotoxicitet eller immunotoxicitet (se punkt 19). Dessa djur behover inte obduceras och
efterfoljande procedurer beskrivs i nedanstdende punkter. Obduktion kan fran fall till fall krdvas av indikator-
djur, efter beslut av forsoksledaren.

Organvikter bor samlas frin samtliga djur, forutom de som undantas genom den senare delen av punkt 45.
Binjurar, hjdrna, bitestiklar, hjirta, njurar, lever, dggstockar, mjilte, testiklar, skoldkortel (vigda efter fixering,
med biskoldkortlar) och livmoder fran samtliga djur (bortsett frin de doende och/eller avlivade) putsas fran
angrinsande vivnad, i forekommande fall, och deras vétvikt bestims sd snart som mojligt efter dissektionen for

att undvika uttorkning. I studier med moss ér det valfritt med vigning av binjurarna.

Foljande vdvnader bor bevaras i det mest limpade fixeringsmedlet f6r bide vivnadstypen och den planerade
efterfoljande histopatologiska undersokningen (32) (vivnader inom hakparenteser ér valfria):

alla storre skador hjarta pankreas mage (formagen,
glanduldrmagen)

binjure ileum biskoldkortel [tdnder]

aorta jejunum perifer nerv testikel

hjirna (inklusive delar av | njure hypofys tymus

cerebrum, cerebellum och

medulla/pons)

cekum tarkortel (exorbital) prostata skoldkortel

cervix lever rektum [tunga]
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koagulerande kortel lunga spottkortel trakea
kolon lymfkortlar (bdde ytliga | sddesbldsa urinbldsa
och djupa)
tolvfingertarm brostkortel (obligatorisk | skelettmuskel uterus (inklusive cervix)
for honor, och om synlig
och dissekeringsbar hos
hanar)
bitestikel [ovre luftvdgarna, inklu- | hud [ureter]
sive nos, turbinates och
bihélorna]
6ga (inklusive nithinna) esofagus ryggmarg (pd tre nivéer: | [uretra]
cervikal, mitt pd brost-
korgen och liandryggen)
[larben med led] [luktbulb] mjilte vagina
gallbldsa (for andra arter | dggstock [brostben], snitt av ryggmirgen och/
n ratta) eller ett farskt benmargs-
aspirat
Harderiankortel

Nar det giller parvisa organ t.ex. njure, binjure, bor bada organen bevaras. Kliniska och andra fynd kan indikera
behovet av att undersoka ytterligare viavnader. Ocksa alla organ som sannolikt 4r mélorgan, baserat pd kunskap
om testkemikaliens egenskaper, ska konserveras. I studier som inbegriper administrering via huden bor organen
som anges for oralt intag bevaras, och det 4r viktigt med sarskild provtagning och bevarande av huden dir
appliceringen har skett. I inhalationsstudier bor forteckningen 6ver bevarade och undersokta vivnader fran
luftvigarna folja rekommendationerna i kapitel B.8 (8) och kapitel B.29 i denna bilaga (9). For andra organ|
vavnader (och i tillagg till de specifikt bevarade vavnaderna frdn luftvigarna) bor de organ som finns i for-
teckningen som anges for den orala vigen undersokas.

Histopatologi

Vigledning finns tillgdnglig om bésta praxis vid genomforande av studier gillande toxikologisk patologi (32).
Den minsta histopatologiska undersokningen bor vara:

— Alla vdvnader frin hogdos- och kontrollgrupperna.

— Alla vdvnader frin djur som dor eller avlivas under studien.

— Alla vdvnader som uppvisar makroskopiska abnormaliteter.

— Malvévnader, eller viavnader som uppvisade behandlingsrelaterade foriandringar i hogdosgruppen, fran samt-
liga djur i alla andra doseringsgrupper.

— Nir det giller parvisa organ t.ex. njure, binjure, bor bada organen undersokas.

DATA OCH RAPPORTERING
Data

Individuella data for samtliga utvirderade parametrar bor ges. Darutover bor alla data sammanfattas i tabellform,
som for varje testgrupp visar antal djur vid testets borjan, antal djur som péfanns doda under testet eller som
avlivats av humanitdra skdl och tidpunkten for dodsfallen eller avlivningen, antal djur som visar tecken pa
toxicitet, en beskrivning av de tecken pd toxicitet som observerats, inklusive tidpunkt for de forsta tecknen,
varaktighet och hur allvarliga de toxiska verkningarna ir, antal djur som uppvisar skador, typ av skador och
procentandelen djur for varje typ av skada. Sammanfattande tabeller bor ge medelvirden och standardavvikelser
(for kontinuerliga testdata) for djur som uppvisar toxiska effekter eller skador, i tilligg till skadornas gradering.
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Historiska kontrolldata kan vara virdefulla vid tolkningen av studiens resultat, t.ex. i de fall dd det finns
indikationer pa att de data som limnats frdn de parallella kontrollerna i huvudsak avviker jamfort med aktuell
data frdn kontrolldjuren frdn samma testanldggning/-koloni. Historiska kontrolldata, om de har utvirderats, bor
ldimnas in frdn samma laboratorium och relatera till djur i samma &lder och av samma stam som genererats
under de fem ar som foregick studien i friga.

Nir det dr tillimpligt bor numeriska resultat utvirderas genom en limplig och allmént vedertagen statistisk
metod. De statistiska metoderna och datan som ska analyseras bor viljas vid utformningen av studien (punkt 8).
Valet bor innehdlla bestimmelser om 6verlevnadsjusteringar, ddr sd kravs.

Testrapport

Testrapporten ska omfatta foljande information:

Testkemikalie:

— Fysikalisk natur, renhet och fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Identifikationsuppgifter.

— Kemikaliens killa.

— Satsnummer.

— Intyg om kemisk analys.

Vehikel (i forekommande fall):

— Motivering for val av vehikel (om annan 4n vatten).

Forsoksdjur:

— Art/stam som anvinds och motivering av valet.

— Dijurens antal, dlder och kon vid testets borjan.

— Ursprung, inhysning, kost etc.

— Djurens individuella vikt vid testets borjan.

Forsoksbetingelser:

— Grund for administreringssitt och dosval.

— I forekommande fall, de statistiska metoderna som anvints for att analysera datan.
— Uppgifter om testkemikaliens sammansittning/foderberedning.

— Analysdata om beredningens uppnadda koncentration, stabilitet och homogenitet.
— Administreringssitt och uppgifter om testkemikaliens administrering.
— Om enbart nos eller helkropp vid inhalationsstudier.

— Faktiska doser (mg/kg kroppsvikt/dag) och omrikningsfaktor for kostens/dricksvattnets testkemikaliekon-
centration (mg/kg eller ppm) till den faktiska dosen, om tillimpligt.

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.
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Resultat (sammanfattande data i tabellform och enskilda djurdata ska presenteras):
— Overlevnadsdata.
— Kroppsvikt/kroppsviktsforandringar.

— Foderforbrukning, berikningar av fodereffektivitet, om det har utforts, och vattenférbrukning, om tillimp-

ligt.
— Uppgifter om toxiska reaktioner efter kon och dosnivé, inklusive tecken pé toxicitet.

— Art, forekomst (och, om protokoll forts, allvarlighetsgrad) och de kliniska observationernas varaktighet (om
overgdende eller permanenta).

— Oftalmologiska undersokningar.

— Hematologiska tester.

— Kliniska biokemiska undersokningar.

— Urinanalystester.

— Resultaten fran eventuella undersokningar av neurotoxicitet eller immunotoxicitet.
— Terminal kroppsvikt.

— Organvikter (och deras kvoter, om tillimpligt).

— Obduktionsfynd.

— En detaljerad beskrivning av samtliga behandlingsrelaterade histopatologiska fynd.
— Absorptionsdata, i forekommande fall.

Statistisk bearbetning av resultaten, ndr sd ar lampligt

Diskussion av resultaten, inklusive:

— Dos: responssamband

— Beaktande av eventuell information om verkningssitt.

— Diskussion om eventuella modellstrategier.

— BMD-, NOAEL- eller LOAEL-bestimning.

— Historiska kontrolldata.

— Relevans for manniskor.
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Testkemikalie: Alla dmnen eller blandningar som testas med denna testmetod.

Tilligg 1

DEFINITION

»

(6) Kapitlen B.32 och B.33 ska ersittas med foljande:

”"B.32 KARCINOGENICITETSSTUDIER

INLEDNING

Den hir testmetoden motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 451 (2009). Den ursprungliga TG 451 om karcino-
genicitetsstudier antogs 1981. Utvecklingen av denna reviderade testmetod B.32 ansdgs nodviandig for att
aterspegla den senaste utvecklingen inom djurskydd och myndighetskrav (2) (3) (4) (5) (6). Uppdateringen av
denna testmetod B.32 har genomforts parallellt med revideringen av kapitel B.30 i denna bilaga, kroniska
toxicitetsstudier, och kapitel B.33 i denna bilaga, kombinerad kronisk toxicitet/karcinogenicitetsstudie i syfte
att erhélla ytterligare information om djuren som anvinds i studien och ge ytterligare detaljer om val av dos.
Den hir testmetoden B.32 ir avsedd att anvindas vid testning av ett brett spektrum av kemikalier, inklusive
bekidmpningsmedel och industrikemikalier. Det bor papekas att vissa detaljer och krav kan variera for likemedel
(se internationella konferensen om harmonisering (ICH) vigledning S1B om testning av cancerframkallande

lakemedel).

Majoriteten av karcinogenicitetsstudier genomf6rs med gnagare, och den hir testmetoden ér frimst avsedd for
studier som genomfors med dessa arter. Skulle sddana studier krdvas for icke-gnagare, bor de principer och
forfaranden som beskrivs i denna testmetod tillsammans med dem som anges i kapitel B.27 i denna bilaga, 90-
dagars toxicitetsstudie med upprepad oral dosering med icke-gnagare (6) tillimpas, med limpliga modifieringar.
Ytterligare vigledning finns i OECD:s vigledningsdokument nr 116 om utformning och genomforande av
kroniska toxicitets- och karcinogenicitetsstudier (7).

De tre huvudsakliga administreringssitten som anvinds i karcinogenicitetsstudier dr oral, dermal och inhalation.
Valet av administreringssitt beror pd de fysikaliska och kemiska egenskaperna hos testkemikalien och det
dominerande exponeringssittet for manniskor. Ytterligare information om val av exponeringssitt ges i vigled-
ningsdokument nr 116 (7).

Den hir testmetoden fokuserar pd exponering via oralt intag, det intag som anvinds mest i karcinogenicitets-
studier. Aven om karcinogenicitetsstudier som medfér exponering via huden eller inhalation kan vara nédvin-
diga for riskbedomning av manniskors hilsa och/eller kan krivas under vissa regelverk, innebir bdda expone-
ringsvagarna en betydande teknisk komplexitet. Sddana studier maste utformas frén fall dll fall, dven om
testmetoden som beskrivs hir for bedomningen och utvirderingen av karcinogenicitet skulle kunna utgora
grunden for ett protokoll for inhalations- och/eller hudstudier, med hinsyn tagen till rekommendationer om
behandlingsperioder, kliniska eller patologiska parametrar etc. OECD:s vigledning finns tillgdnglig om admini-
strering av testkemikalier via huden (7) och genom inhalation (7) (8). Kapitel B.8 i denna bilaga (9) och kapitel
B.29 i denna bilaga (10), tillsammans med OECD:s vigledningsdokument om akut inhalationstestning (8), bor
sarskilt rddfragas vid utformningen av ldngsiktiga studier som inbegriper exponering via inhalation. Kapitel B.9 i
denna bilaga (11) bor rddfrdgas nar det giller testning som utférs via huden.

Studien om karcinogenicitet ger information om mdjliga hélsofaror som sannolikt kan uppstd vid upprepad
exponering under en period som varar upp till hela livslingden for de arter som anvinds. Studien kommer att
ge information om de toxiska effekterna hos testkemikalien inklusive potentiell karcinogenicitet, samt indikation
om malorgan och mojlig ackumulering. Den kan ge en uppskattning av den icke-observerade nivén for skadliga
biverkningar och, i fallet med icke-genotoxiska karcinogener, for tumorresponser som kan anvindas for att
faststilla sikerhetskriterier for exponering av ménniskor. Behovet av noggranna kliniska observationer av djuren
i syfte att f4 fram s mycket information som majligt betonas ocksa.

Mélen for karcinogenicitetsstudier som omfattas av denna testmetod inkluderar:

— Identifieringen av de cancerframkallande egenskaperna hos en testkemikalie, vilket leder till en 6kad incidens
av tumorer, 6kad andel av maligna tumorer eller en minskning av tiden till uppkomsten av tumérer, jamfort
med parallella kontrollgrupper.

— Identifieringen av mélorgan for karcinogenicitet.

— Faststdllandet av tiden till uppkomst av tumérer.
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— Karakterisering av forhéllandet tumor-dosrespons.

— Identifieringen av nivan dir ingen skadlig effekt observeras (NOAEL) eller utgangspunkten for upprattandet
av en referensdos (BMD).

— Framtida konsekvenser av karcinogena effekter vid mansklig exponering for ldgdosnivéer.

— Tillhandahallande av data for att testa hypoteser om verkningssitt (2) (7) (12) (13) (14) (15).

INLEDANDE OVERVAGANDEN

Vid bedomningen och utvirderingen av den potentiella karcinogeniciteten hos en testkemikalie bor all tillging-
lig information om testkemikalien beaktas av testlaboratoriet innan studien genomfors, i syfte att fokusera pa
utformningen av studien for att mer effektivt testa den karcinogena potentialen och minimera anvindningen av
djur. Information om, och hansyn till, verkningsmekanismen hos ett cancerframkallande dmne (2) (7) (12) (13)
(14) (15) ar sérskilt viktig, eftersom den optimala utformningen kan variera beroende pa om testkemikalien ar
en kind eller misstankt genotoxisk karcinogen. Ytterligare vigledning om beaktande av verkningssitt finns i
végledningsdokument nr 116 (7).

Information som underléttar studiens utformning inkluderar identitet, kemisk struktur, och fysikalisk-kemiska
egenskaper hos testkemikalien, resultat frin eventuella in vitro- eller in vivo-genotoxicitetstester; forvantad(e)
anvindning(ar) och risken for ménsklig exponering, tillgingliga (Q)SAR-data, mutagenicitet/genotoxicitet, kar-
cinogenicitet och toxikologiska data om strukturellt nirbesliktade kemikalier, tillgingliga toxikokinetiska data
(engéngsdos- och upprepad dos-kinetik om det finns tillgingligt) och data fran andra studier med upprepad
exponering. Bedomning av kronisk toxicitet bor utforas efter att inledande information om toxicitet har erhéllits
frain 28-dagars och/eller 90-dagars toxicitetstester med upprepad dosering. Kortsiktiga initieringsfrimjande
cancertester kan ocksd ge anvindbar information. Ett stegvist forhallningssitt till testning av karcinogenicitet
bor betraktas som en del av den overgripande bedomningen av de potentiella hilsoeffekterna for en viss
testkemikalie (16) (17) (18) (19).

De statistiska metoder som ar mest limpade for analys av resultaten, med tanke pa forsoksutformningen och
mélen, bor faststillas innan studien paborjas. Fragor att overviga inkluderar huruvida statistiken bor innefatta
justering av overlevnad, analys av kumulativa tumoérrisker i forhallande till Gverlevnadsvaraktighet, analys av
tiden till tumoren och analys i hindelse av fortida terminering av en eller fler grupper. Vigledning om lampliga
statistiska analyser och viktiga referenser till internationellt erkdnda statistiska metoder ges i vigledningsdoku-
ment nr 116 (7), samt i vigledningsdokument nr 35 om analys och utvirdering av studier 6ver kronisk toxicitet
och karcinogenicitet (20).

Vid genomférandet av en studie om karcinogenicitet bor man alltid folja de vigledande principer och over-
viganden som beskrivs i OECD:s vigledningsdokument nr 19 om erkdnnande, beddmning och anvindning av
kliniska tecken som humana endpoints for forsoksdjur som anvénds i sikerhetsbedomningen (21). Se sarskilt
punkt 62. Detta avsnitt anger att "I studier med upprepad dosering nar ett djur visar kliniska tecken som ir
progressiva, vilket leder till ytterligare forsamring av tillstdndet, bor ett vilgrundat beslut tas om man ska eller
inte ska avliva djuret av humanitdra skal. Beslutet bor dven omfatta overvigandet av virdet av informationen
som fds genom fortsatt skotsel av det djuret i studien i forhéllande till dess 6vergripande tillstind. Om ett beslut
har tagits att ldta djuret kvarstd i testet, bor observationsfrekvensen okas vid behov. Det dr ocksd mojligt, utan
att allvarligt paverka syftet med testet, att tillflligt upphora med doseringen om det kan minska smirtan eller
lidandet, eller att minska testdosen.”

Detaljerad vigledning om och diskussion av principerna for valet av dos for studier om kronisk toxicitet och
karcinogenicitet finns i vigledningsdokument nr 116 (7) samt i tvd internationella publikationer fran Life
Sciences Institute (22) (23). Den centrala strategin for valet av dos ar beroende av det primédra malet eller
mélen med studien (punkt 6). Vid val av limpliga dosnivder bor en balans uppstd mellan faroundersokning &
ena sidan och karakterisering av ldgdosresponser och deras betydelse pa den andra. Detta ér sirskilt relevant i en
situation dir en kombinerad studie av kronisk toxicitet och karcinogenicitet (kapitel B.33 i denna bilaga)
genomfors (punkt 12).

Man bor 6verviga att genomfora en kombinerad studie av kronisk toxicitet och karcinogenicitet (kapitel B.33 i
denna bilaga), snarare dn ett separat utférande av en studie av kronisk toxicitet (kapitel B.30 i denna bilaga) och
en studie av karcinogenicitet (denna testmetod B.32). Det kombinerade testet ger storre effektivitet vad galler tid
och kostnad jamfort med att jamfora tvd separata studier, utan att man kompromissar med datans kvalitet i
antingen den kroniska eller karcinogena fasen. Noggrant overvigande bor dock ges for principerna av valet av
dos (punkterna 11 och 22-25) vid en kombinerad studie av kronisk toxicitet och karcinogenicitet (kapitel B.33
i denna bilaga), och det dr ocksa erkdnt att separata studier kan krdvas under vissa regelverk.
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Definitioner som anvinds inom ramen for den hdr metoden finns i slutet av det hir kapitlet och i vigled-
ningsdokumentet nr 116 (7).

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Testkemikalien administreras dagligen i graderade doser till flera grupper av forsoksdjur for huvuddelen av deras
livslingd, normalt via oralt intag. Testning genom inhalation eller via huden kan ocksd vara lampligt. Djuren
observeras noggrant avseende tecken pé toxicitet och for utvecklingen av neoplastiska skador. Djur som dor
eller avlivas under testet obduceras, och i slutet av testet avlivas dverlevande djur och obduceras.

BESKRIVNING AV METOD
Val av djurart

Den hir testmetoden ticker frimst bedomning och utvirdering av karcinogenicitet hos gnagare (punkt 2).
Anvindningen av icke-gnagare kan overvigas nir tillgingliga data tyder pa att de 4r mer relevanta for for-
utsdgelser av hélsoeffekter p4 manniskor. Valet av art bor motiveras. Rekommenderad gnagare ér ritta, dven om
andra gnagare tex. mus kan anvindas. Aven om anvdndningen av méss i karcinogenicitetstester kan ha
begrinsad anvindbarhet (24) (25) (26), krivs fortfarande karcinogenicitetstester med moss under ndgra aktuella
regelverk sdvida det inte kan faststillas att en sddan studie inte r vetenskapligt nodvindig. Rattor och moss har
foredragits pd grund av deras relativt korta livslingd, deras breda anvindning i farmakologiska och toxikologiska
studier, deras kinslighet f6r tumorinduktion och tillgdngen pa stammar som beskrivits tillrackligt ingdende. Som
en foljd av dessa egenskaper finns en stor mingd information tillgdnglig om deras fysiologi och patologi.
Ytterligare information om val av arter och stam ges i OECD:s vigledningsdokument nr 116 (7).

I testet bor unga friska vuxna djur anvidndas av stammar som vanligtvis anvands pd laboratorier. Karcinogeni-
citetsstudien bor helst utforas pd djur frin samma stam och ursprung som de som anvindes i den inledande
toxicitetsstudien(erna) med kortare varaktighet, dock, om djur frén samma stam och ursprung 4r kidnda for att
ge problem med att uppné det normalt accepterade kriteriet for overlevnad i langsiktiga studier (se vigled-
ningsdokument nr 116 (7)), bor man overviga att anvinda en stam med acceptabel overlevnadsgrad for den
langsiktiga studien. Honorna ska inte ha fatt ungar och inte vara driktiga.

Inhysning och utfodring

Djuren kan inhysas individuellt, eller i smé grupper av samma kon; individuell inhysning ska endast Gvervigas
om det ir vetenskapligt motiverat (27) (28) (29). Burarna bor placeras sd att en mojlig paverkan beroende pa
deras placering minimeras. Temperaturen i forsoksdjurens utrymmen bor vara 22 °C (x 3 °C). Den relativa
fuktigheten bor vara minst 30 % och helst inte Overstiga 70 % utom ndr rummet rengors, och malet bor
vara 50-60 %. Belysningen bor vara artificiell, med omvixlande 12 timmar ljus och 12 timmar morker. For
utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder anvindas med ett obegransat utbud av dricksvatten. Kosten ska
uppfylla alla niringsmissiga krav for arterna som testas och innehallet av fororeningar i kosten som kan
paverka testresultatet inkluderar, men 4r ¢j begrinsade till, bekimpningsmedelsrester, linglivade organiska
fororeningar, fytoostrogener, tungmetaller och mykotoxiner, och bor vara s laga som mojligt. Analytisk infor-
mation om nirings- och kostféroreningsnivder bor genereras periodiskt, dtminstone i borjan av studien och nir
det finns en forandring i det anvdnda partiet, och bor ingd i den slutliga rapporten. Analytisk information om
dricksvattnet som anvinds i studien ska likaledes ingd. Valet av foder kan péaverkas av behovet av att sikerstilla
en limplig blandning av en testkemikalie och for att tillgodose djurens niringsbehov nir testkemikalien tillfors
genom kosten.

Forberedelse av djuren

Friska djur, som har acklimatiserat sig till laboratoriets betingelser i minst 7 dagar och inte tidigare har ingtt i
forsok, ska anvandas. Nar det giller gnagare bor doseringen av djuren paborjas snarast mojligt efter avvinjning
och acklimatisering, och helst innan djuren 4r 8 veckor gamla. Forsoksdjuren bor karakteriseras efter art, stam,
ursprung, kon, vikt och dlder. Vid undersokningens bérjan bor viktvariationen hos varje kon vara minimal och
inte Gverstiga + 20 % av medelvikten for alla djur inom studien, separat for varje kon. Djuren fordelas slumpvis i
kontroll- och behandlingsgrupperna. Efter randomiseringen bor det inte finnas ndgra signifikanta skillnader i
genomsnittliga kroppsvikter mellan grupper inom varje kon. Om det finns statistiskt signifikanta skillnader, bor
randomiseringssteget upprepas, om mdéjligt. Varje djur bor tilldelas ett unikt identifikationsnummer, och mirkas
permanent med detta nummer genom tatuering, mikrochipimplantat, eller med annan limplig metod.
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PROCEDUR
Djurens antal och kon

19. Bagge konen ska anvandas. Ett tillrickligt antal djur ska anvindas sd att en grundlig biologisk och statistisk
utvirdering dr mojlig. Varje dosgrupp och parallell kontrollgrupp bor darfor innehalla minst 50 djur av vardera
konet. Beroende pa syftet med studien finns det mojlighet att oka den statistiska giltigheten for de viktigaste
uppskattningarna genom att fordela djuren ojamnt till de olika dosgrupperna, med tex. fler dn 50 djur i
lagdosgruppen, for att uppskatta den cancerframkallande potentialen vid laga doser. Det ska dock erkdnnas
att en mdttlig 6kning av gruppstorlek ger en relativt liten 0kning av den statistiska giltigheten for studien.
Ytterligare information om statistisk utformning av studien och val av dosnivder for att maximera den statistiska
giltigheten finns i vigledningsdokument nr 116 (7).

Avsittningar for avlivningar och satellitgrupper (kontroll)

20. Studien far foreskriva avlivningar t.ex. efter 12 mdnader for att fd information om framskridandet av neoplas-
tiska fordndringar och mekanistisk information, om det 4r vetenskapligt motiverat. Om sddan information om
testkemikalien redan finns tillginglig frén tidigare toxicitetsstudier med upprepad dosering kanske inte avliv-
ningar dr vetenskapligt motiverade. Om avlivning ar inkluderad i studien, kommer antalet djur i varje dosgrupp
som planeras att avlivas normalt vara 10 djur per kon, och det totala antalet djur som ingdr i studiens
utformning ska okas med det antal djur som avlivas innan studien slutfors. Ytterligare en grupp kontrolldjur
(normalt 5 djur per kon) kan ingd for 6vervakning av sjukdomsstatus under studien (30), om nédvandigt. Mer
végledning finns i vigledningsdokument nr 116 (7).

Dosgrupper och dosering

21. Vigledning 6ver alla aspekter av valet av dos och dosnivé finns i vigledningsdokument nr 116 (7). Minst tre
dosnivéder och en parallell kontroll ska anvindas. Dosnivder grundas i allmdnhet pé resultaten frdn en korttids-
studie med upprepad dosering eller en spinnviddsstudie och bor beakta eventuella toxikokinetiska data som
finns tillgangliga om testkemikalien eller ndrbesliktade kemikalier.

22. Savida den inte 4r begrinsad genom testkemikaliens fysikalisk-kemiska natur eller biologiska verkningar, bor
den hogsta dosnivan viljas for att identifiera de viktigaste malorganen och de toxiska effekterna, samtidigt som
man undviker lidande, svdr toxicitet, sjuklighet eller dod. Samtidigt som man tar hansyn till de faktorer som
anges nedan i punkt 23, ska den hogsta dosnivan viljas for att framkalla tecken pé toxicitet, vilket framgar av
till exempel en sinkning av kroppsviktsokningen (ca 10 %). Dock kan man beroende pd madlen for studien (se
punkt 6), vilja en toppdos ligre dn den dos som ger tecken pa toxicitet, t.ex. om en dos framkallar en negativ
effekt som har liten eller ingen paverkan pa livslingd eller kroppsvikt.

23. Dosnivder och dosnivaspridning kan viljas for att etablera en dosrespons och, beroende péd testkemikaliens
verkningssitt, en NOAEL eller andra avsedda resultat frin studien t.ex. en BMD (se punkt 25) for den ligsta
dosnivén. Faktorer som bor beaktas i placeringen av ligre doser inkluderar den forvintade lutningen for
dosrespons-kurvan, de doser vid vilka viktiga fordndringar kan uppstd i metabolismen eller den toxiska verk-
ningens art, ddr ett troskelvirde forvintas eller ddr en utgdngspunkt for 1dgdosextrapolering forvintas.

24. Den dosnivaspridning som viljs beror pé testkemikaliens egenskaper och kan inte foreskrivas i denna testmetod,
men tva- till fyrfaldiga dosintervall ger ofta bra testprestanda for att faststilla fallande dosnivéer, och tilligg av
en fjirde testgrupp ar att foredra framfor anvindningen av mycket stora intervall (t.ex. mer dn en faktor pa ca
6—10) mellan doseringarna. I allméinhet bor anvindningen av faktorer som dr storre dn 10 undvikas, och ska
motiveras om de anvinds.

25. Sasom diskuteras vidare i vigledningsdokument nr 116 (7), inkluderar punkter som ska beaktas vid val av dos:

— Kinda eller misstinkta olinjiriteter eller inflexionspunkter i dosresponsen.

— Toxikokinetik och dosintervall didr metabolisk induktion, méttnad eller olinjdritet mellan externa och interna
doser upptrider eller ej.

— Utgangsskador, markorer for verkan eller indikatorer for viktiga underliggande biologiska processer.

— Nyckelaspekter (eller misstinkta sidana) for verkningsmekanismer, sdsom doser vid vilka cytotoxicitet borjar
uppstd, hormonnivéerna stors, homeostatiska mekanismer 4r Gvervildigande etc.
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— Omraden i dosrespons-kurvan dir en sirskilt stabil uppskattning behdvs, t.ex. intervallet for forvintad BMD
eller ett misstankt troskelvirde.

— Beaktande av forvintade exponeringsnivaer for manniskor.

Kontrollgruppen ska vara en obehandlad grupp eller en vehikelkontrollgrupp, om en vehikel anvinds for
tillforsel av testkemikalien. Med undantag av behandlingen med testkemikalien, bor djuren i kontrollgruppen
hanteras pd exakt samma sitt som de i testgrupperna. Om en vehikel anvinds ska kontrollgruppen tillforas
vehikeln i den storsta volym som anvénds bland dosgrupperna. Om en testkemikalie tillférs via kosten och
fororsakar ett betydligt minskat intag pd grund av mindre vilsmakande kost, kan ytterligare en parutfodrad
kontrollgrupp vara anviandbar for en limpligare kontroll.

Beredning av doser och administrering av testkemikalie

Testkemikalien tillfors vanligtvis oralt, via kosten eller dricksvattnet, eller genom sondmatning. Ytterligare
information om vigar och metoder for administrering ges i OECD:s vigledningsdokument nr 116 (7). Vigen
och metoden for administrering beror pa syftet med studien, de fysikalisk-kemiska egenskaperna hos testkemi-
kalien, dess biotillgianglighet och dominerande vidg och metod for exponering av manniskor. En motivering bor
ges for vald vig och metod for administrering. Med tanke pd djurskydd bor oral sondmatning normalt viljas
endast for de dmnen for vilka denna vdg och metod for administrering representerar en potentiell méinsklig
exponering (t.ex. likemedel). For kost- eller miljokemikalier inklusive bekimpningsmedel, sker administrering
vanligtvis via foder eller dricksvatten. For ndgra situationer, t.ex. arbetsrelaterad exponering, kan administrering
via andra vigar vara lampligare.

Vid behov kan testkemikalien upplosas eller suspenderas i en limplig vehikel. Hinsyn bor tas till foljande
egenskaper hos vehikeln och andra tillsatsimnen, i forekommande fall: verkningar pa absorption, distribution,
metabolism eller retention av testkemikalien, verkningar pd testkemikaliens kemiska egenskaper som kan for-
dndra dess toxiska egenskaper samt paverkan péd foder- eller vattenkonsumtion, eller djurens nutritionsstatus.
Det rekommenderas, ndr sd dr mojligt, att man forst anvander en vattenbaserad 1osning/suspension foljt av en
16sning/emulsion i olja (t.ex. majsolja) och darefter eventuell 16sning i andra vehiklar. For andra vehiklar dn
vatten bor de toxiska egenskaperna hos vehikeln vara kinda. Information om testkemikaliens stabilitet och
doseringslosningarnas eller fodrets homogenitet (i forekommande fall) enligt villkoren for administreringen (t.ex.
kost), bor finnas tillginglig.

For kemikalier som tillfors via foder eller dricksvatten 4r det viktigt att sikerstilla att kvantiteterna av den
berorda testkemikalien inte paverkar normal narings- eller vattenbalans. I langtidsstudier med kostadministrering
bor koncentrationen av testkemikalien i fodret normalt inte overskrida en ovre grins pa 5 % av den totala
kosten, for att undvika ndringsmissig obalans. Nar testkemikalien tillfors via kosten, kan antingen en konstant
foderkoncentration (mg/kg foder eller ppm) eller en konstant dosnivd i forhdllande till djurens kroppsvikt
(mg[kg kroppsvikt), berdknad pa veckobasis, anvindas. Det alternativ som anvinds ska anges.

Vad giller oral administrering doseras djuren med testkemikalien dagligen (sju dagar per vecka), vanligtvis under
en period pd 24 manader for gnagare (se ocksd punkt 32). Alla andra doseringsscheman, t.ex. fem dagar per
vecka, mdste motiveras. Nir det giller dermal administrering behandlas djuren normalt med testkemikalien
minst 6 timmar per dag, 7 dagar per vecka enligt kapitel B.9 i denna bilaga (11) under en period av 24
mdnader. Exponering genom inhalation utférs 6 timmar per dag, 7 dagar per vecka, men exponering 5 dagar
per vecka kan ocksd anvdndas om detta dr motiverat. Exponeringsperioden dr normalt en period pa 24
ménader. Om andra gnagare dn rattor utsitts for enbart nos, kan de maximala exponeringstiderna justeras
for att minska artspecifikt lidande. En motivering bor ges nir man anvinder en exponeringstid kortare dn 6
timmar per dag. Se ocksd kapitel B.8 i denna bilaga (9).

Nir en testkemikalie administreras via sondmatning bor detta ske via en magsond eller en lamplig intubations-
kanyl vid ungefir samma tid varje dag. Normalt administreras en engdngsdos en gdng per dag, men om en
kemikalie 4r lokalt irriterande dr det mojligt att upprétthélla den dagliga dosen genom delad dos (tvé gdnger per
dag). Den storsta mingd vitska som kan administreras vid ett tillfille beror pd forsoksdjurets storlek. Volymen
bor vara sd liten som méjligt, och bor normalt inte verstiga 1 ml/100 g kroppsvikt for gnagare (31). Varia-
tioner i testvolym bor minimeras genom justering av koncentrationen for att sikerstdlla en konstant volym vid
alla dosnivéer. Potentiellt fritande eller irriterande kemikalier dr undantagna, och méste spadas ut for att
allvarliga lokala verkningar ska kunna undvikas. Testning vid koncentrationer som sannolikt 4r fritande eller
irriterande for magtarmkanalen bor undvikas.
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32.

33.

34.

35.

36.

37.

Studiens varaktighet

Studiens varaktighet dr normalt 24 ménader for gnagare, vilket motsvarar huvuddelen av livslingden for de djur
som anvands. Kortare eller lingre varaktigheter kan anvindas, beroende pa livslingden for djurarten i studien,
men bor motiveras. For specifika stammar av moss t.ex. AKR/]-, C3H[J- eller C57BL/6J-stammar kan en var-
aktighet pd 18 ménader vara mer lamplig. Det foljande ger viss végledning avseende varaktighet, studiens
upphorande och 6verlevnad, ytterligare riktlinjer som inbegriper en bedomning av huruvida en negativ karci-
nogenicitet forhéller sig till 6verlevnad i studien ges i OECD:s vigledningsdokument nr 116 om utformning och
genomférande av studier om kronisk toxicitet och karcinogenicitet (7).

— Studiens upphorande bor beaktas nir antalet overlevare i de ldgre dosgrupperna understiger 25 procent.

— 1 de fall ddr endast hogdosgruppen dor i fortid pd grund av toxicitet bor detta inte leda till upphorande av
studien.

— Overlevnad fér vardera kon ska beaktas for sig.

— Studien bor inte fortsitta 6ver den punke dér tillgangliga data frén studien inte lingre ar tillrickliga for att ge
en statistisk giltig utvardering.

IAKTTAGELSER

Samtliga djur bor observeras betriffande sjuklighet eller mortalitet, vanligtvis i borjan och slutet av varje dag,
inklusive helger och helgdagar. Djuren bor dessutom kontrolleras en ging per dag for sirskilda tecken med
toxikologisk relevans, med beaktande av maximalt forvintade effekter efter dosering med sondmatning. Sarskild
uppmirksamhet bor ges at tumorutveckling och tidpunkten for tumérens uppkomst, plats, mitt, utseende, och
utvecklingen av varje tydlig eller kinnbar tumér ska registreras.

Kroppsvikt, foder-/vattenkonsumtion och fodereffektivitet

Samtliga djur bor vigas vid behandlingens borjan, minst en gdng i veckan de forsta 13 veckorna och darefter
minst en gdng per mdnad. Mitningar av foderkonsumtion och fodereffektivitet bor minst goras varje vecka de
13 forsta veckorna och dérefter minst en ging per ménad. Vattenkonsumtionen bér matas minst en gang per
vecka de 13 forsta veckorna, och direfter minst en gdng per ménad, ndr testkemikalien administreras via
dricksvattnet. Métningar av vattenkonsumtionen bor ocksd évervigas for studier dér vattendrickandet forandras.

Hematologiska, kliniska biokemiska och andra mdtningar

For att maximera informationen som erhéllits fran studien, sarskilt 6vervdganden gillande verkningssatt, kan
blodprover tas for hematologi och klinisk biokemi, och detta efter bedomning av forsoksledaren. Urinanalys kan
dven vara lamplig. Ytterligare vdgledning om virdet med att ta sidana prov som en del av en karcinogenicitets-
studie finns i vdgledningsdokument nr 116 (7). Om det anses limpligt kan blodprov for hematologiska och
kliniska biokemiska bestdimningar och urinanalys utforas som en del i en avlivning (punkt 20) och vid studiens
slut pd minst 10 djur per kon och grupp. Blodprover bor tas under narkos frén ett angivet stille, till exempel
genom hjdrtpunktering eller fran retro-orbitalsinus under narkos, och lagras, om tillimpligt, under limpliga
forhéllanden. Blodutstryk kan ocksa beredas for undersokning, sirskilt om benmirgen verkar vara malorganet,
dven om virdet av en sddan undersokning for bestimning av karcinogenfonkogen potential har ifrdgasatts (32).

PATOLOGI
Obduktion

Samtliga djur i studien med undantag av kontrolldjur (se punkt 20) och andra satellitgrupper, bor underkastas
en fullstindig obduktion som omfattar omsorgsfull granskning av kroppens yttre ytor, alla kroppsoppningar
samt kranium, brost- och bukhdla och deras innehéll. Obduktion kan frén fall till fall krivas av indikatordjur
och andra satellitdjur efter beslut av forsoksledaren. Organvikter dr normalt inte en del av en karcinogen studie,
eftersom geriatriska fordndringar och, i senare skeden, utvecklingen av tumérer forvirrar anvindbarheten av
organviktsdatan. De kan dock vara avgorande for att gora en sammanvigd bedomning, och sirskilt for over-
vaganden betriffande verkningssitt. Om de ar en del av en satellitstudie bor de inte samlas in senare dn ett dr
efter studiens inledning.

Foljande vdvnader bor bevaras i det mest limpade fixeringsmedlet for bide vdvnadstypen och den planerade
efterfoljande histopatologiska undersokningen (33) (vdvnader inom hakparenteser ar valfria):
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38.

alla storre skador hjirta pankreas mage (férmagen,
glanduldrmagen)

binjure ileum biskoldkortel [ténder]
aorta jejunum perifer nerv testikel
hjarna (inklusive delar av | njure hypofys tymus
cerebrum, cerebellum och
medulla/pons)
cekum tarkortel (exorbital) prostata skoldkortel
cervix lever rektum [tunga]
koagulerande kortel lunga spottkortel trakea
kolon lymfkortlar (bdde ytliga | sddesbldsa urinbldsa

och djupa)
tolvfingertarm brostkortel (obligatorisk | skelettmuskel uterus (inklusive cervix)

for honor, och om synlig

och dissekeringsbar hos

hanar)
bitestikel [6vre luftvdgarna, inklu- | hud [ureter]

sive nos, turbinates och

bihalorna]
o6ga (inklusive ndthinna) esofagus ryggmirg (pa tre nivder: | [uretra]

cervikal, mitt pd brost-
korgen och landryggen)

[larben med led] [luktbulb] mjalte vagina
gallbldsa (for andra arter | dggstock [brostben], snitt av ryggmaérgen och/

an ratta)

eller ett farskt benmargs-
aspirat

Harderiankortel

Nar det giller parvisa organ t.ex. njure, binjure, bor bada organen bevaras. Kliniska och andra fynd kan indikera
behovet av att undersoka ytterligare viavnader. Alla organ som sannolikt dr mélorgan, baserat pd kunskap om
testkemikaliens egenskaper, ska ocksd konserveras. I studier som inbegriper administrering via huden bor
organen som anges for oralt intag bevaras, och det dr viktigt med sdrskild provtagning och bevarande av
huden dar appliceringen har skett. I inhalationsstudier bor forteckningen 6ver bevarade och undersokta viv-
nader frdn luftvigarna folja rekommendationerna i kapitlen B.8 och B.29 i denna bilaga. For andra organ/viv-
nader (och i tilligg till de specifikt bevarade vdvnaderna fran luftvdgarna) bor de organ som finns i forteck-
ningen som anges for den orala vigen undersokas.

Histopatologi

Vigledning finns tillgdnglig om bista praxis vid genomforande av studier gillande toxikologisk patologi (33). De
vivnader som minst ska undersokas ir:

— Alla vdvnader frdn hogdos- och kontrollgrupperna.
— Alla vdvnader frén djur som dor eller avlivas under studien.
— Alla vdvnader som uppvisar makroskopiska abnormaliteter, inklusive tumorer.

— Nar behandlingsrelaterade histopatologiska fordndringar observeras i hogdosgruppen, ska samma vivnader
fran samtliga djur i alla andra dosgrupper undersokas.

— Nir det giller parvisa organ t.ex. njure, binjure, bor bada organen undersokas.
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39.

40.

41.

42.

DATA OCH RAPPORTERING
Data

Individuella data for samtliga utvirderade parametrar bor ges. Darutover bor alla data ssmmanfattas i tabellform,
som for varje testgrupp visar antal djur vid testets borjan, antal djur som péfanns doda under testet eller som
avlivats av humanitdra skil och tidpunkten for dodsfallen eller avlivningen, antal djur som visar tecken pa
toxicitet, en beskrivning av de tecken pa toxicitet som observerats, inklusive tidpunkt for de forsta tecknen,
varaktighet och hur allvarliga de toxiska verkningarna ir, antal djur som uppvisar skador, typ av skador och
procentandelen djur for varje typ av skada. Sammanfattande tabeller bor ge medelvirden och standardavvikelser
(for kontinuerliga testdata) for djur som uppvisar toxiska effekter eller skador, i tilligg till skadornas gradering.

Historiska kontrolldata kan vara virdefulla vid tolkningen av studiens resultat, tex. i de fall dd det finns
indikationer pa att de data som limnats fran de parallella kontrollerna i huvudsak avviker jaimfort med aktuell
data fran kontrolldjuren frin samma testanldggning/-koloni. Historiska kontrolldata, om de har utvirderats, bor
limnas in frdn samma laboratorium och relatera till djur i samma éalder och av samma stam som genererats
under de fem dr som foregick studien i friga.

Nar det ér tillimpligt bor numeriska resultat utvdrderas genom en limplig och allmint vedertagen statistisk
metod. Vid utformningen av studien bor de statistiska metoderna och datan som ska analyseras viljas (punkt 9).
Valet bor innehélla bestimmelser om 6verlevnadsjusteringar, dér sd krévs.

Testrapport

Testrapporten ska omfatta f6ljande information:

Testkemikalie:

— Fysikalisk natur, renhet och fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Identifikationsuppgifter.

— Kemikaliens killa.

— Satsnummer.

— Intyg om kemisk analys.

Vehikel (i férekommande fall):

— Motivering for val av vehikel (om annan dn vatten).
Forsoksdjur:

— Art/stam som anvinds och motivering av valet.

— Djurens antal, dlder och kon vid testets borjan.

— Ursprung, inhysning, kost etc.

— Dijurens individuella vikt vid testets borjan.

Forsoksbetingelser:

— Grund for administreringssitt och dosval.

— I forekommande fall, de statistiska metoderna som anvints for att analysera datan.
— Uppgifter om testkemikaliens sammansittning/foderberedning.

— Analysdata om beredningens uppnddda koncentration, stabilitet och homogenitet.
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— Administreringssitt och uppgifter om testkemikaliens administrering.

— Om enbart nos eller helkropp vid inhalationsstudier.

— Faktiska doser (mg/kg kroppsvikt/dag) och omrikningsfaktor for kostens/dricksvattnets testkemikaliekon-
centration (mg/kg eller ppm) till den faktiska dosen, om tillimpligt.

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.

Resultat (sammanfattande data i tabellform och enskilda djurdata ska presenteras)

Allmdint

— Overlevnadsdata.

— Kroppsvikt/kroppsviktsférandringar.

— Foderforbrukning, berikningar av fodereffektivitet, om det har utforts, och vattenforbrukning, om tillimp-
ligt.

— Toxikokinetiska data (om tillgingligt).

— Oftalmoskopi (om tillgingligt).

— Hematologi (om tillgingligt).

— Klinisk kemi (om tillgingligt).

Kliniska fynd

— Tecken pa toxicitet.

— Forekomst (och allvarlighetsgrad) av eventuell abnormitet.

— Art, allvarlighetsgrad och varaktighet for kliniska observationer (huruvida de dr 6vergdende eller permanen-
ta).

Obduktionsdata

— Terminal kroppsvikt.

— Organvikter och deras forhdllanden, om tillimpligt.

— Obduktionsfynd, abnormaliteternas forekomst och allvarlighetsgrad.

Histopatologi

— Icke-neoplastiska histopatologiska fynd.

— Neoplastiska histopatologiska fynd.

— Sambandet mellan grova och mikroskopiska fynd.

— Detaljerad beskrivning av alla behandlingsrelaterade histopatologiska fynd, inklusive allvarlighetsgradering.
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— Rapport om eventuell inbordes granskning av bilder.
Statistisk bearbetning av resultaten, ndr sd dr lampligt
Diskussion av resultaten, inklusive:

— Diskussion om eventuella modellstrategier.

— Dos-responsforhdllanden.

— Historiska kontrolldata.

— Beaktande av eventuell information om verkningssatt.
— BMD-, NOAEL- eller LOAEL-bestimning.

— Relevans for manniskor.
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Tilligg 1

DEFINITION

Testkemikalie: Alla 4mnen eller blandningar som testas med denna testmetod.

B. 33 KOMBINERAD KRONISK TOXICITETS-/KARCINOGENICITETSSTUDIE

INLEDNING

Den hir testmetoden motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 453 (2009). Den ursprungliga TG 453 antogs 1981.
Utvecklingen av denna uppdaterade testmetod B.33 ansdgs nddvindig for att aterspegla den senaste utveck-
lingen inom djurskydd och myndighetskrav (1) (2) (3) (4) (5). Uppdateringen av denna testmetod B.33 har
genomforts parallellt med revideringen av kapitel B.32 i denna bilaga, karcinogenicitetsstudier, och kapitel B.30 i
denna bilaga, kroniska toxicitetsstudier, i syfte att erhdlla ytterligare information om djuren som anvinds i
studien och ge ytterligare detaljer om val av dos. Den hir testmetoden ér avsedd att anvindas vid testning av ett
brett spektrum av kemikalier, inklusive bekdmpningsmedel och industrikemikalier. Det bor papekas att vissa
detaljer och krav kan variera for likemedel (se internationella konferensen om harmonisering (ICH) vigledning
S1B om testning av cancerframkallande likemedel).

Majoriteten av kroniska toxicitetsstudier och karcinogenicitetsstudier genomférs med gnagare, och den hir
testmetoden dr frimst avsedd for studier som genomférs med dessa arter. Skulle sidana studier krivas for
icke-gnagare giller ocksé de principer och forfaranden som beskrivs i denna testmetod, med limpliga modi-
fieringar, tillsammans med dem i kapitel B.27 i denna bilaga, 90-dagars oral toxicitetsstudie pd icke-gnagare (6),
som beskrivs i OECD:s vigledningsdokument nr 116 om utformning och genomférande av studier om kronisk
toxicitet och karcinogenicitet (7).

De tre huvudsakliga administrationssitten som anvinds i kroniska toxicitets-/karcinogenicitetsstudier 4r oral,
dermal och inhalation. Valet av administreringssitt beror pa de fysikaliska och kemiska egenskaperna hos
testkemikalien och det dominerande exponeringssittet for minniskor. Ytterligare information om val av ex-
poneringssitt ges i vigledningsdokument nr 116 (7).

Den hir testmetoden fokuserar pa exponering via oralt intag, det intag som anvinds mest i kroniska toxicitets-
och karcinogenicitetsstudier. Aven om lingsiktiga studier som medfor exponering via huden eller inhalation kan
vara nodvindiga for riskbedomning av ménniskors hilsa och/eller kan krivas under vissa regelverk, s& innebir
bada exponeringsvigarna en betydande teknisk komplexitet. Sddana studier méste utformas fran fall till fall,
dven om testmetoden som beskrivs hir for bedomningen och utvirderingen av kronisk toxicitet och karcino-
genicitet skulle kunna utgora grunden for ett protokoll for inhalations- och/eller hudstudier, med hinsyn tagen
till rekommendationer om behandlingsperioder, kliniska eller patologiska parametrar etc. OECD:s vigledning
finns tillgdnglig om administrering av testkemikalier via inhalation (7) (8) och genom huden (7). Kapitel B.8 i
denna bilaga (9) och kapitel B.29 i denna bilaga (10), tillsammans med OECD:s vigledningsdokument om akut
inhalationstestning (8), bor sarskilt rddfragas vid utformningen av 1angsiktiga studier som inbegriper exponering
via inhalation. Kapitel B.9 i denna bilaga (11) bor rddfrigas ndr det giller testning som utférs via huden.

Den kombinerade kronisk toxicitet/karcinogenicitetsstudien ger information om majliga hélsofaror som sanno-
likt kan uppstd vid upprepad exponering under en period som varar upp till hela livslingden for de arter som
anvinds. Studien ger information om de toxiska effekterna hos testkemikalien, inklusive potentiell karcinoge-
nicitet, indikation om malorgan och méjlig ackumulering. Den kan ge en uppskattning av den icke-observerade
nivan for skadliga biverkningar och, i fallet med icke-genotoxiska karcinogener, for tumérresponser som kan
anvandas for att faststilla sikerhetskriterier for exponering av manniskor. Behovet av noggranna kliniska
observationer av djuren i syfte att fi fram sd mycket information som mojligt betonas ocksa.

Malen for kroniska toxicitets-/karcinogenicitetsstudier som omfattas av denna testmetod inkluderar:

— Identifieringen av de cancerframkallande egenskaperna hos en testkemikalie, vilka leder till en 6kad incidens
av tumorer, 6kad andel maligna tumorer eller en minskning av tiden till uppkomst av tumorer, jamfort med
parallella kontrollgrupper.

— Faststallandet av tiden till uppkomst av tumorer.

— Identifieringen av den kroniska toxiciteten hos testkemikalien.
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— Identifieringen av mélorgan(en) for kronisk toxicitet/karcinogenicitet.

— Karakterisering av forhéllandet dos:respons.

— Identifieringen av nivdn ddr ingen skadlig effekt observeras (NOAEL) eller utgdngspunkten for upprattandet
av en referensdos (BMD).

— Framtida konsekvenser av karcinogena effekter vid ménsklig exponering av ldgdosnivaer.

— Forutsdgelse av kroniska toxiska effekter pd nivaer for mansklig exponering.

— Tillhandahéllande av data for att testa hypoteser om verkningssitt (2) (7) (12) (13) (14) (15).

INLEDANDE OVERVAGANDEN

Vid bedémningen och utvirderingen av den potentiella karcinogeniciteten och den kroniska toxiciteten hos en
testkemikalie bor all tillganglig information om testkemikalien beaktas av testlaboratoriet innan studien genom-
fors, i syfte att fokusera pd utformningen av studien for att mer effektivt testa dess toxikologiska egenskaper och
minimera anvindningen av djur. Information om, och hénsyn till, verkningsmekanismen hos ett cancerframkal-
lande dmne (2) (7) (12) (13) (14) (15) dr sdrskilt viktig, eftersom den optimala utformningen kan variera
beroende pd om testkemikalien dr en kind eller misstinkt genotoxisk karcinogen. Ytterligare vigledning om
beaktande av verkningssitt finns i vdgledningsdokument nr 116 (7).

Information som underlittar studiens utformning inkluderar identitet, kemisk struktur, och fysikalisk-kemiska
egenskaper hos testkemikalien, eventuell information om verkningssitt, resultat frin eventuella in vitro- eller in
vivo-genotoxicitetstester; forvintad(e) anvindning(ar) och risken for ménsklig exponering, tillgdngliga (Q)SAR-
data, mutagenicitet/genotoxicitet, karcinogenicitet och toxikologiska data om strukturellt nirbesliktade kemika-
lier, tillgdngliga toxikokinetiska data (engdngsdos- och upprepad dos-kinetik om det finns tillgdngligt) och data
fran andra studier med upprepad exponering. Faststillandet av kronisk toxicitet/karcinogenicitet bor endast
utforas efter att inledande information om toxicitet har erhillits frin 28-dagars och/eller 90-dagars tester
med upprepad dosering. Kortsiktiga initieringsfrimjande cancertester kan ocksd ge anvindbar information. Ett
stegvist forhallningssitt till testning av karcinogenicitet bor betraktas som en del av den 6vergripande bedom-
ningen av de potentiella hilsoeffekterna for en viss testkemikalie (16) (17) (18) (19).

De statistiska metoder som ar mest limpade for analys av resultaten, med tanke pa forsoksutformningen och
maélen, bor faststillas innan studien paborjas. Fragor att overviga inkluderar huruvida statistiken bor innefatta
justering av Gverlevnad, analys av kumulativa tumorrisker i forhéllande till 6verlevnadsvaraktighet, analys av
tiden till tumoren och analys i hindelse av fortida terminering av en eller fler grupper. Vigledning om limpliga
statistiska analyser och viktiga referenser till internationellt erkdnda statistiska metoder ges i vigledningsdoku-
ment nr 116 (7), samt i vigledningsdokument nr 35 om analys och utvirdering av studier 6ver kronisk toxicitet
och karcinogenicitet (20).

Vid genomférandet av en studie om karcinogenicitet bér man alltid folja de vigledande principer och over-
vdganden som beskrivs i OECD:s vigledningsdokument om erkinnande, bedémning och anvindning av kliniska
tecken som humana endpoints for forsoksdjur som anvands i sikerhetsbedomningen (21). Se sarskilt punkt 62.
Detta avsnitt anger att "I studier med upprepad dosering nir ett djur visar kliniska tecken som &r progressiva,
vilket leder till ytterligare forsamring av tillstindet, bor ett valgrundat beslut tas om man ska eller inte ska avliva
djuret av humanitdra skil. Beslutet bor dven omfatta Gvervigandet av virdet av informationen som fis genom
fortsatt skotsel av det djuret i studien i forhdllande till dess 6vergripande tillstind. Om ett beslut har tagits att
lata djuret kvarstd i testet, bor observationsfrekvensen okas vid behov. Det ar ocksd mojligt, utan att allvarligt
paverka syftet med testet, att tillfalligt upphora med doseringen om det kan minska smértan eller lidandet, eller
att minska testdosen.”

Detaljerad vigledning om och diskussion om principerna for valet av dos for studier om kronisk toxicitet och
karcinogenicitet finns i vigledningsdokument nr 116 (7) samt i tvd internationella publikationer frin Life
Sciences Institute (22) (23). Den centrala strategin for valet av dos dr beroende av det primdra mélet eller
mélen med studien (punkt 6). Vid val av ldmpliga dosnivéer bor en balans uppnds mellan faroundersokning &
ena sidan och karakterisering av lagdosresponser och deras betydelse & andra sidan. Detta ar sirskilt relevant nir
det giller denna kombinerade kroniska toxicitets- och karcinogenicitetsstudie.
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Man bor overviga att genomfora denna kombinerade studie av kronisk toxicitet och karcinogenicitet, snarare dn
ett separat utforande av en studie av kronisk toxicitet (kapitel B.30 i denna bilaga) och en studie av karcino-
genicitet (kapitel B.32 i denna bilaga). Det kombinerade testet ger storre effektivitet vad giller tid och kostnad,
och en viss minskning av djuranvindning jamfort med att jimfora tvd separata studier, utan att man kom-
promissar med datakvaliteten i antingen den kroniska eller karcinogena fasen. Noggrant overvigande bor dock
ges av principerna for valet av dos (punkterna 11 och 22-26) vid en kombinerad studie av kronisk toxicitet och
karcinogenicitet, och det dr ocksd erkdnt att separata studier kan krdvas under vissa regelverk. Ytterligare
vigledning om utformningen av den kombinerade kroniska toxicitets- och karcinogenicitetsstudien for att
uppnd maximal studieprestanda nir det giller mojligheterna att minska antalet djur som anvinds, sd vil
som rationalisering av de olika f6rsoksforfaranden finns i vigledningsdokument nr 116 (7).

Definitioner som anvinds inom ramen for den hir metoden finns i slutet av det hir kapitlet och i vigled-
ningsdokument nr 116 (7).

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Studien 4r utformad med tva parallella faser, en kronisk fas och karcinogenicitetsfas (se respektive punkt 34 och
35 for varaktighet). Testkemikalien administreras normalt oralt dven om inhalation eller via huden ocksa kan
vara lampligt. For den kroniska fasen administreras testkemikalien dagligen i graderade doser till flera grupper
forsoksdjur, en dosniva per grupp, i allminhet under en 12-ménadersperiod, dven om kortare eller lingre
varaktigheter kan viljas beroende pd myndighetskrav (se punkt 34). Denna lingd ar vald for att vara tillrackligt
lang for att eventuella effekter av kumulativ toxicitet blir uppenbara, utan de storande effekterna av geriatriska
forandringar. Studiens utformning kan dven omfatta en eller flera avlivningar t.ex. vid 3 eller 6 manader, och
ytterligare djur kan inkluderas for att tillgodose detta (se punkt 20). For karcinogenicitetsfasen administreras
testkemikalien dagligen till flera grupper av forsoksdjur under en storre del av deras livslingd. Djuren observeras
noggrant i bada faserna avseende tecken pa toxicitet och utvecklingen av neoplastiska skador. Djur som dor eller
avlivas under testet obduceras, och i slutet av testet avlivas dverlevande djur och obduceras.

METODBESKRIVNING
Val av djurart

Den hir testmetoden ticker fraimst bedomning och utvirdering av kronisk toxicitet och karcinogenicitet hos
gnagare (punkt 2). Anvindningen av icke-gnagare kan Gvervigas ndr tillgdngliga data tyder pé att de dr mer
relevanta for forutsigelser av hilsoeffekter pd manniskor. Valet av art bor motiveras. Rekommenderad gnagare
4r ritta, dven om andra gnagare t.ex. mus kan anvindas. Aven om anvindningen av mdss i karcinogenicitets-
tester kan ha begransad anvindbarhet (24) (25) (26), krdvs fortfarande karcinogenicitetstester med moss under
nagra aktuella regelverk sdvida det inte kan faststillas att en sddan studie inte dr vetenskapligt nodvindig. Réttor
och moss har foredragits pd grund av deras relativt korta livslingd, deras breda anvindning i farmakologiska
och toxikologiska studier, deras kanslighet for tumoérinduktion och tillgdngen pd stammar som beskrivits till-
rickligt ingdende. Som en foljd av dessa egenskaper finns en stor mangd information tillginglig om deras
fysiologi och patologi. Utformning och genomforande av kroniska toxicitets-/karcinogenicitetsstudier i icke-
gnagare, ndr sd kravs, bor baseras pd de principer som beskrivs i denna testmetod tillsammans med dem i
kapitel B.27 i denna bilaga, 90-dagars oral toxicitetsstudie pd icke-gnagare med upprepad dosering (6). Ytter-
ligare information om val av arter och stam ges i OECD:s végledningsdokument nr 116 (7).

[ testet bor unga friska vuxna djur anvindas av stammar som vanligtvis anvdnds pd laboratorier. Den kom-
binerade kroniska toxicitets-/karcinogenicitetsstudien bor utforas pa djur fran samma stam och ursprung som de
som anvindes i den inledande toxicitetsstudien(erna) med kortare varaktighet, dock, om djur frdn samma stam
och ursprung ir kdnda for att ge problem med att uppnd det normalt accepterade kriteriet for overlevnad i
langsiktiga studier (se vigledningsdokument nr 116 (7)), bor man bor overvdga att anvinda en stam med
acceptabel overlevnadsgrad for den langsiktiga studien. Honorna ska inte ha fatt ungar och inte vara driktiga.

Inhysnings- och utfodringsférhallanden

Djuren kan inhysas individuellt, eller i sm& grupper av samma kon; individuell inhysning ska endast 6vervigas
om det dr vetenskapligt motiverat (27) (28) (29). Burarna bor placeras sa att en mojlig paverkan beroende pd
deras placering minimeras. Temperaturen i forsoksdjurens utrymmen bor vara 22 °C (x 3 °C). Den relativa
fuktigheten bor vara minst 30 % och helst inte Gverstiga 70 % utom ndr rummet rengors, och malet bor
vara 50-60 %. Belysningen bor vara artificiell, med omvixlande 12 timmar ljus och 12 timmar moérker. For
utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder anvindas med ett obegransat utbud av dricksvatten. Kosten ska
uppfylla alla niringsmissiga krav for arterna som testas och innehllet av fororeningar i kosten som kan
paverka testresultatet inkluderar, men &r ej begrdnsade till, bekimpningsmedelsrester, langlivade organiska
fororeningar, fytoostrogener, tungmetaller och mykotoxiner, och bor vara si liga som mojligt. Analytisk infor-
mation om nérings- och kostfroreningsnivéer bor genereras periodiskt, dtminstone i borjan av studien och ndr
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det finns en forindring i det anvdnda partiet, och bor ingd i den slutliga rapporten. Analytisk information om
dricksvattnet som anvinds i studien ska likaledes ingd. Valet av foder kan péverkas av behovet av att sikerstilla
en limplig blandning av en testkemikalie och for att tillgodose djurens nédringsbehov nir testkemikalien tillfors
genom kosten.

Forberedelse av djuren

Friska djur, som har acklimatiserat sig till laboratoriets betingelser i minst 7 dagar och inte tidigare har ingdtt i
forsok, ska anviandas. Nar det giller gnagare bor doseringen av djuren pdborjas snarast majligt efter avvanjning
och acklimatisering, och helst innan djuren 4r 8 veckor gamla. Forsoksdjuren bor karakteriseras efter art, stam,
ursprung, kon, vikt och dlder. Vid undersokningens boérjan bor viktvariationen hos varje kon vara minimal och
inte Gverstiga * 20 % av medelvikten for alla djur inom studien, separat for varje kon. Djuren fordelas slumpvis i
kontroll- och behandlingsgrupperna. Efter randomiseringen bor det inte finnas nagra signifikanta skillnader i
genomsnittliga kroppsvikter mellan grupper inom varje kon. Om det finns statistiskt signifikanta skillnader, bor
randomiseringssteget upprepas, om mojligt. Varje djur bor tilldelas ett unikt identifikationsnummer, och mérkas
permanent med detta nummer genom tatuering, mikrochipimplantat, eller med annan limplig metod.

PROCEDUR
Djurens antal och kon

Bigge konen ska anvindas. Ett tillrickligt antal djur ska anvindas sd att en grundlig biologisk och statistisk
utvirdering dr mojlig. For gnagare ska varje dosgrupp (som beskrivs i punkt 22) och parallell kontrollgrupp for
studiens karcinogenicitetsfas innehélla minst 50 djur av varje kon. Beroende pd syftet med studien finns det
mojlighet att oka den statistiska giltigheten for de viktigaste uppskattningarna genom att fordela djuren ojamnt
till de olika dosgrupperna, med t.ex. fler 4n 50 djur i lagdosgruppen, for att uppskatta den cancerframkallande
potentialen i ldga doser. Det ska dock erkdnnas att en mattlig okning av gruppstorlek ger en relativt liten okning
av den statistiska giltigheten for studien. Varje dosgrupp (som beskrivs i punkt 22) och parallell kontrollgrupp
for studiens kroniska toxicitetsfas bor innehédlla minst 10 djur av varje kon nér det giller gnagare. Det bor
noteras att denna siffra dr lagre dn i studien for kronisk toxicitet (kapitel B.30 i denna bilaga). Tolkningen av
data frdn det minskade antalet djur per grupp i den kroniska toxicitetsfasen i denna kombinerade studie
kommer dock att stodjas av data frén det storre antalet djur i studiens karcinogenicitetsfas. I studier dar
moss ingdr behovs fler djur i varje dosgrupp for den kroniska toxicitetsfasen for att genomféra alla nodvindiga
hematologiska bestdimningar. Ytterligare information om statistisk utformning av studien och val av dosnivder
for att maximera den statistiska giltigheten finns i vigledningsdokument nr 116 (7).

Avsittningar for avlivningar, satellitgrupp och kontrolldjur.

Studien fir foreskriva avlivningar efter t.ex. 6 manader for den kroniska toxicitetsfasen for att fd information om
framskridandet av icke-neoplastiska forandringar och mekanistisk information, om det ir vetenskapligt moti-
verat. Om sddan information om testkemikalien redan finns tillginglig frén tidigare toxicitetsstudier med upp-
repad dosering kanske inte avlivningar dr vetenskapligt motiverade. De djur som anvinds i den kroniska
toxicitetsfasen, normalt 12 manaders varaktighet (punkt 34) ger avlivningsdata for den karcinogena fasen i
studien, pa sa sitt uppnds ett totalt minskat antal djur. Satellitgrupper kan ocksa ingé i den kroniska toxicitets-
fasen av studien, for att 6vervaka reversibiliteten av eventuella toxikologiska forandringar som orsakats av den
testkemikalie som undersoks. Dessa kan begrdnsas till studiens hogsta dosniva plus kontroll. Ytterligare en
grupp kontrolldjur (normalt 5 djur per kon) kan ingd for overvakning av sjukdomsstatus under studien (30), om
nodvindigt. Ytterligare vagledning om studiens utformning for att omfatta avlivningar, satellit- och kontrolldjur,
samtidigt som antalet djur som anvinds totalt minskas ges i vigledningsdokument nr 116 (7).

Om satellitdjur och/eller avlivningar inkluderas i studien, kommer antalet djur i varje dosgrupp som inkluderas i
detta syfte normalt vara 10 djur per kon, och det totala antalet djur som ingar i studiens utformning ska okas
med det antal djur som planeras att avlivas innan studien slutfrs. Avlivningar och satellitdjur bor normalt
genomgd samma observationer, inklusive kroppsvikt, foder-|vattenkonsumtion, hematologiska och kliniska bio-
kemiska matningar och patologiska undersokningar som djuren i den kroniska toxicitetsfasen i huvudstudien,
dven om avsdttningar ocksd kan goras (i avlivningsgruppen) for att matningar ska begrinsas till vissa viktiga
maitningar sdsom neurotoxicitet eller immunotoxicitet.

Dosgrupper och dosering

Vigledning 6ver alla aspekter av valet av dos och dosnivéd finns i vigledningsdokument nr 116 (7). Minst tre
dosnivéder och en parallell kontrollgrupp ska anvindas, for bade den kroniska fasen och karcinogenicitetsfasen.
Dosnivéer grundas i allmdnhet pd resultaten frén en korttidsstudie med upprepad dosering eller en spannvidds-
studie och bor beakta eventuella toxikokinetiska data som finns tillgdngliga om testkemikalien eller nirbeslak-
tade kemikalier.
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For den kroniska toxicitetsfasen, kan en fullstindig studie med tre dosnivder inte anses vara nodvindig om det
ar troligt att en studie med en dosnivd pd motsvarande minst 1 000 mg/kg kroppsvikt/dag inte ger ndgra
skadliga effekter. Detta bor baseras pd information fran inledande studier och med hinsyn till att toxicitet
inte forvintas baserat pd data frén strukturellt nirbesliktade kemikalier. En grans pd 1 000 mg/kg kroppsvikt/
dag kan tillimpas, utom nir mansklig exponering anger att en hogre dosniva ska anvindas.

Sévida den inte 4r begrinsad genom testkemikaliens fysikalisk-kemiska natur eller biologiska verkningar, bor
den hogsta dosnivan viljas for att identifiera de viktigaste malorganen och de toxiska effekterna, samtidigt som
man undviker lidande, svar toxicitet, sjuklighet eller dod. Den hogsta dosnivén ska normalt viljas for att
framkalla tecken pd toxicitet, vilket t.ex. framgdr av en minskning av kroppens viktokning (ca 10 %). Dock
kan beroende pd mélen for studien (se punkt 6), en ovre dos lagre dn den dos som ger tecken pé toxicitet viljas,
tex. om en dos framkallar en negativ effekt som har forsumbar eller ingen paverkan pa livslangd eller kropps-
vikt.

Dosnivéer och dosnivaspridning kan viljas for att etablera en dosrespons och, beroende av testkemikaliens
verkningssitt, en NOAEL eller andra avsedda resultat frdn studien t.ex. en BMD (se punkt 27). Faktorer som bor
beaktas i placeringen av ligre doser inkluderar den forvintade lutningen for dosrespons-kurvan, de doser vid
vilka viktiga fordndringar kan uppstd i metabolismen eller den toxiska verkningens art, dir ett troskelvirde
forvintas eller dir en utgdngspunkt for ldgdosextrapolering forvantas. Vid genomférandet av en kombinerad
karcinogenicitets-/kronisk toxicitetsstudie, ar det primara malet att erhélla information for riskbedémning be-
traffande karcinogenicitet, och information om kronisk toxicitet 4r normalt ett delmal. Detta bor beaktas vid val
av dosnivaer och dosnivdspridning for studien.

Den dosnivaspridning som viljs beror pd mélen med studien och testkemikaliens egenskaper, och kan inte
foreskrivas i detalj i denna testmetod, men tva- till fyrfaldiga dosintervall ger ofta bra testprestanda for att
faststilla fallande dosnivéer, och tilligg av en fjirde testgrupp ér att foredra framfor anvindningen av mycket
stora intervall (t.ex. mer 4n en faktor pd ca 6-10) mellan doseringarna. I allminhet bor anvindningen av
faktorer som ir storre an 10 undvikas och motiveras om de anvinds.

Sésom vidare beskrivits i vigledningsdokument nr 116 (7), inkluderar punkter som ska beaktas vid valet av dos:

— Kinda eller misstinkta olinjariteter eller inflexionspunkter i dosresponsen.

— Toxikokinetik och dosintervall dir metabolisk induktion, mattnad eller olinjaritet mellan externa och interna
doser upptrader eller ¢j.

— Utgangsskador, markorer for verkan eller indikatorer for viktiga underliggande biologiska processer.

— Nyckelaspekter (eller misstinkta sddana) for verkningsmekanismer, sdsom doser vid vilka cytotoxicitet borjar
uppstd, hormonnivéerna stors, homeostatiska mekanismer ar 6vervildigande etc.

— Omraden i dosrespons-kurvan dér en sdrskilt stabil uppskattning behovs, t.ex. intervallet for forvantad BMD
eller ett misstankt troskelvarde.

— Beaktande av forvintade exponeringsnivaer for manniskor, sarskilt vid valet av mellan- och lagdoser.

Kontrollgruppen ska vara en obehandlad grupp eller en vehikelkontrollgrupp, om en vehikel anvinds for
tillforsel av testkemikalien. Med undantag av behandlingen med testkemikalien, bor djuren i kontrollgruppen
hanteras pd exakt samma sitt som de i testgrupperna. Om en vehikel anvinds ska kontrollgruppen tillforas
vehikeln i den storsta volym som anvinds bland dosgrupperna. Om en testkemikalie tillfors via kosten och
fororsakar ett betydligt minskat intag pd grund av mindre vilsmakande kost, kan ytterligare en parutfodrad
kontrollgrupp vara anvandbar for en limpligare kontroll.

Beredning av doser och administrering av testkemikalie

Testkemikalien tillfors vanligtvis oralt, via kosten eller dricksvattnet, eller genom sondmatning. Ytterligare
information om végar och metoder for administrering ges i OECD:s vigledningsdokument nr 116 (7). Vigen
och metoden for administrering beror pa syftet med studien, de fysikalisk/kemiska egenskaperna hos testkemi-
kalien, dess biotillganglighet, och dominerande vdg och metod for exponering av manniskor. En motivering bor
ges for vald vdg och metod for administrering. Med tanke pd djurskydd bor oral sondmatning normalt viljas
endast for de dmnen for vilka denna vdg och metod for administrering representerar en potentiell mansklig
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exponering (t.ex. likemedel). For kost- eller miljokemikalier inklusive bekdmpningsmedel, sker administrering
vanligtvis via foder eller dricksvatten. For ndgra situationer, t.ex. arbetsrelaterad exponering, kan administrering
via andra vdgar vara lampligare.

Vid behov kan testkemikalien upplosas eller suspenderas i en lamplig vehikel. Hansyn bor tas till foljande
egenskaper hos vehikeln och andra tillsatsimnen, i forekommande fall: verkningar pa absorption, distribution,
metabolism eller retention av testkemikalien, verkningar pa testkemikaliens kemiska egenskaper som kan for-
dndra dess toxiska egenskaper samt paverkan pé foder- eller vattenkonsumtion, eller djurens nutritionsstatus.
Det rekommenderas, ndr sd dr mojligt, att man forst anvander en vattenbaserad 1osning/suspension f6ljt av en
losning/emulsion i olja (t.ex. majsolja) och direfter eventuell 16sning i andra vehiklar. For andra vehiklar dn
vatten bor de toxiska egenskaperna hos vehikeln vara kdnda. Information om testkemikaliens stabilitet och
doseringslosningarnas eller fodrets homogenitet (i forekommande fall) enligt villkoren for administreringen (t.ex.
kost), bor finnas tillganglig.

For kemikalier som tillfors via foder eller dricksvatten dr det viktigt att sikerstilla att kvantiteterna av den
berérda testkemikalien inte paverkar normal nirings- eller vattenbalans. I langtidsstudier med kostadministrering
bor koncentrationen av testkemikalien i fodret normalt inte Gverskrida en Gvre grans pd 5 % av den totala
kosten, for att undvika néringsmissig obalans. Nir testkemikalien tillfors via kosten kan antingen en konstant
foderkoncentration (mg/kg foder eller ppm) eller en konstant dosniva i forhallande till djurens kroppsvikt
(mg/kg kroppsvikt), berdknad pd veckobasis, anvindas. Det alternativ som anvinds ska anges.

Nir det giller oral administrering doseras djuren dagligen med testkemikalien (sju dagar i veckan) under en
period pa 12 ménader (kronisk fas) eller 24 mdnader (karcinogenicitetsfas), se ocksd punkterna 33 och 34. Alla
andra doseringsscheman t.ex. fem dagar per vecka maste motiveras. Nir det giller dermal administrering,
behandlas djuren normalt med testkemikalien minst 6 timmar per dag, 7 dagar per vecka, enligt kapitel B.9
i denna bilaga (11), under en period av 12 ménader (kronisk fas) eller 24 ménader (karcinogenicitetsfas).
Exponering genom inhalation utfors 6 timmar per dag, 7 dagar per vecka, men exponering 5 dagar per vecka
kan ocksa anvindas om detta dr motiverat. Exponeringsperioden 4r normalt 12 manader (kronisk fas) eller 24
ménader (karcinogenicitetsfas). Om andra gnagare dn rittor utsitts for enbart nos, kan de maximala expone-
ringstiderna justeras for att minska artspecifikt lidande. En motivering bor ges nir man anvinder en expone-
ringstid kortare dn 6 timmar per dag. Se ocksa kapitel B.8 i denna bilaga (9).

Nar en testkemikalie administreras via sondmatning bor detta ske via en magsond eller en limplig intubations-
kanyl vid ungefir samma tid varje dag. Normalt administreras en singeldos en géng per dag, men om en
kemikalie ar lokalt irriterande 4r det mojligt att uppratthalla den dagliga dosen genom delad dos (tva génger per
dag). Den storsta mingd vitska som kan administreras vid ett tillfille beror pd forsoksdjurets storlek. Volymen
bor vara sd liten som mojligt, och bor normalt inte overstiga 1 ml/100 g kroppsvikt for gnagare (31). Varia-
tioner i testvolym bor minimeras genom justering av koncentrationen for att sakerstilla en konstant volym vid
alla dosnivéer. Potentiellt fritande eller irriterande kemikalier dr undantagna, och madste spadas ut for att
allvarliga lokala verkningar ska kunna undvikas. Testning vid koncentrationer som sannolikt r fritande eller
irriterande for magtarmkanalen bor undvikas.

Studiens varaktighet

Doseringsperioden och varaktigheten for den kroniska fasen i den hir studien &r i allmédnhet 12 manader, dven
om studiens utformning medger och kan tillimpas pd antingen kortare (t.ex. 6 eller 9 manader) eller langre
(tex. 18 eller 24 manader) varaktighetsstudier, beroende pd kraven fran sirskilda regelverk eller sirskilda
mekanistiska dandamal. Avvikelser frin en exponeringstid pd 12 manader bor motiveras, sirskilt nar det géller
kortare varaktigheter. Alla dosgrupper som tilldelats denna fas kommer att avslutas vid den utsatta tidpunkten
for utvirdering av kronisk toxicitet och icke-neoplastisk patologi. Satellitgrupper som ingér for att overvaka
reversibiliteten av eventuella toxikologiska forindringar som orsakats av den testkemikalie som undersoks, ska
bibehéllas utan dosering under en period som inte ar kortare dn 4 veckor och inte lingre dn en tredjedel av den
totala studieperioden efter avslutad exponering.

Studiens varaktighet for den karcinogenicitetiska fasen av studien dr normalt 24 manader for gnagare, vilket
motsvarar huvuddelen av livslingden for de djur som anvinds. Kortare eller lingre varaktigheter kan anvindas,
beroende pd livslingden for djurarten i studien, men bor motiveras. For specifika stammar av moss t.ex. AKR/J-,
C3HJJ- eller C57BL/6]-stammar kan en varaktighet pd 18 mdnader vara mer limplig. Det foljande ger viss
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vigledning om varaktighet, studiens upphérande och 6verlevnad, ytterligare vigledning, inbegripet en bedom-
ning av huruvida en negativ karcinogenicitetsstudie i forhéllande till 6verlevnad dr godtagbar, finns i vigled-
ningsdokument nr 116 (7).

— Studiens upphérande bor beaktas nidr antalet dverlevare i de ligre dosgrupperna understiger 25 procent.

— I de fall dir endast hogdosgruppen dor i fortid pa grund av toxicitet bor detta inte leda till upphorande av
studien.

— Overlevnad fér vardera kon ska beaktas for sig.

— Studien bér inte fortsitta 6ver den punkt dir tillgdngliga data frén studien inte lingre ér tillrickliga for att ge
en statistisk giltig utvardering.

OBSERVATIONER (KRONISK TOXICITETSFAS)

Samtliga djur bor observeras betriffande sjuklighet eller mortalitet, vanligtvis i borjan och slutet av varje dag,
inklusive helger och helgdagar. Allminna kliniska observationer bor goras minst en gdng per dag, helst vid
samma tidpunkt(er), och ta hansyn till maximalt forvintade effekter efter doseringen nér det galler administre-
ring via sondmatning.

Detaljerade kliniska observationer bor goras pa samtliga djur minst en gdng fore den forsta exponeringen (for
jamforelser inom samma objekt), i slutet av studiens forsta vecka och direfter varje méinad. Observationspro-
tokollet bor anordnas sa att variationerna mellan enskilda observatorer minimeras och 4r oberoende av test-
grupp. Dessa observationer bor goras utanfor buren péd avsedd plats, ungefir vid samma tidpunkter varje gang.
De bor noggrant registreras, helst med hjilp av ett podngsystem som utforligt definierats av testlaboratoriet.
Anstringningar bor goras for att sikerstdlla att variationer i observationsbetingelserna dr minimala. Observa-
tionerna bor omfatta, men inte begrinsas till, forandringar av hud, pils, 6gon, slemhinnor, férekomst av sekret
och utsondringar samt autonom aktivitet (t.ex. tarflode, upprest hirrem, pupillstorlek, ovanligt andningsmons-
ter). Fordndringar i gang, hdllning och reaktion pd hantering liksom eventuella kramper eller spasmer, stereo-
typier (t.ex. overdrivet putsande, repetitivt cirklande) eller bisarrt beteende (t.ex. sjalvstympning, baklingesgang)
bor ocksa registreras (32).

En oftalmologisk undersokning med ett oftalmoskop eller annan lamplig utrustning bor utforas pa samtliga djur
fore den forsta administreringen av testkemikalien. Vid slutet av studien bor denna undersokning helst utforas
pa samtliga djur, men dtminstone pd hdgdos- och kontrollgrupperna. Om behandlingsrelaterade 6gonforand-
ringar uppticks bor samtliga djur undersokas. Om strukturell analys eller annan information tyder pa okuldr
toxicitet bor frekvensen péd okuldra undersokningar hojas.

For kemikalier dir tidigare 28-dagars och/eller 90-dagars toxicitetstest med upprepad dosering indikerade en
potential for att framkalla neurotoxiska effekter, bor sensorisk reaktion pé stimuli av olika slag (32) (t.ex. horsel,
syn och djupsensorisk stimuli) (33), (34), (35), bedomning av greppstyrka (36) och bedomning av motorisk
aktivitet (37) eventuellt utforas fore studiestarten och i 3-manadersperioder efter studiestarten till och med 12
manader, samt vid studiens upphorande (om lingre dn 12 ménader). Ytterligare uppgifter om de procedurer
som kan foljas finns i respektive hdnvisningar. Dock kan andra procedurer 4n de som hanvisats till ocksa
anvindas.

For kemikalier dar tidigare 28-dagars och/eller 90-dagars toxicitetstester med upprepad dosering indikerade en
potential for att orsaka immunologiska effekter, kan ytterligare undersokningar av denna endpoint eventuellt
utforas vid avslutningen.

Kroppsvikt, foder-/vattenkonsumtion och fodereffektivitet

Samtliga djur bor vigas vid behandlingens borjan, minst en gang i veckan de forsta 13 veckorna och direfter
minst en gdng per manad. Matningar av foderkonsumtion och fodereffektivitet bor minst goras varje vecka de
13 forsta veckorna och direfter minst en gang per ménad. Vattenkonsumtionen bér matas minst en gang per
vecka de 13 forsta veckorna, och direfter minst en gdng per mdnad, nir testkemikalien administreras via
dricksvattnet. Métningar av vattenkonsumtionen bor ocksd overvagas for studier dir vattendrickandet forindras.
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Hematologi och klinisk biokemi

42. 1 studier med gnagare bor hematologiska undersokningar utforas pa samtliga djur (10 handjur och 10 hondjur
per grupp), vid 3, 6 och 12 manader, samt vid studiens upphorande (om lingre 4n 12 manader). Satellitdjur kan
behovas ndr det giller moss for att genomfora alla nodvandiga hematologiska bestimningar (se punkt 19). For
icke-gnagare mdste prover tas frdn ett mindre antal djur (t.ex. 4 djur per kon och per grupp for hundstudier) vid
mellanliggande provtagningstillfillen och avslutandet enligt vad som beskrivits for gnagare. Mdtningar vid 3
ménader, antingen pd gnagare eller icke-gnagare, behover inte utforas om inga effekter syntes pd hematologiska
parametrar i en tidigare 90-dagars studie som genomfordes med jaimforbara dosnivéer. Blodprover bor tas under
narkos fran angivet stille, till exempel genom hjartpunktering eller frn retro-orbitalsinus.

43. Foljande lista over parametrar bor undersokas (38): Total- och differentialrkning av vita blodkroppar, erytro-
cytantal, trombocytantal, hemoglobinkoncentration, hematokrit (packad cellvolym), medelvirde for korpuskulir-
volym (MCV), medelvirde for korpuskulirt hemoglobin (MCH), medelvirde for korpuskuldr hemoglobinkon-
centration (MCHC), protrombintid och aktiverad partiell tromboplastintid. Ovriga hematologiska parametrar
sdsom Heinz-kroppar eller annan atypisk erytrocytmorfologi eller methemoglobin kan mitas pd lampligt sitt
beroende pa testkemikaliens toxicitet. Sammantaget bor en flexibel strategi antas, beroende pd den observerade
och/eller forvintade verkningen av en given testkemikalie. Om testkemikalien har en effekt pd det hematopoe-
tiska systemet, kan retikulocytantal och benmaérgscytologi ocksa anges, men detta behover inte utforas rutinmas-
sigt.

44. Kliniska biokemiska bestimningar for att undersoka storre toxiska effekter i vdavnader och, sdrskilt, effekter pa
lever och njurar bor utforas pa blodprov fran samtliga forsoksdjur (10 handjur och 10 hondjur per grupp), vid
samma tidsintervaller som specificerades for de hematologiska undersokningarna. Satellitdjur kan behévas nir
det giller moss for att genomfora alla nodvindiga kliniska biokemiska bestimningar. For icke-gnagare mdste
prover tas frdn ett mindre antal djur (t.ex. 4 djur per kon och per grupp for hundstudier) vid mellanliggande
provtagningstillfillen och avslutandet enligt vad som beskrivits for gnagare. Matningar vid 3 manader, antingen
pa gnagare eller icke-gnagare, behover inte utforas om inga effekter syntes pa kliniska biokemiska parametrar i
en tidigare 90-dagars studie som genomfordes med jaimforbara dosnivéer. Det rekommenderas att djuren fastar
over natten (med undantag av moss) fore blodprovstagningen (). Foljande lista ver parametrar bor undersokas
(38): Glukos, urea (ureakvive), kreatinin, totalprotein, albumin, kalcium, natrium, kalium, totalkolesterol, minst
tva lampliga tester for hepatocellular utvardering (alaninaminotransferas, aspartataminotransferas, glutamatde-
hydrogenas, totala gallsyror) (39), och minst tvd limpliga tester for hepatobilidr utvirdering (alkaliskt fosfatas,
gammaglutamyl transferas, 5-nukleotidas, totalt bilirubin, totala gallsyror) (39). Andra kliniska kemiska para-
metrar sdsom triglycerider vid fasta, specifika hormoner och kolinesteras kan mitas pd lampligt sitt, beroende
pa testkemikaliens toxicitet. Sammantaget finns det ett behov av en flexibel strategi, beroende pa den obser-
verade och/eller forvintade verkningen av en given testkemikalie.

45. Urinanalyserna bor utforas pa samtliga forsoksdjur (10 handjur och 10 hondjur per grupp), pé prov som tagits
vid samma intervaller som for hematologi och klinisk kemi. Métningar vid 3 manader behéver inte utforas om
ingen effekt syntes pd urinanalysen i en tidigare 90-dagars studie som genomfordes med jimforbara dosnivéer.
Foljande lista over parametrar ingick i en sakkunnig rekommendation om kliniska patologiska studier (38):
Utseende, volym, osmolalitet eller specifik vikt, pH, totalprotein och glukos. Andra bestimningar inkluderar
keton, urobilinogen, bilirubin och ockult blodning. Ytterligare parametrar kan anvindas vid behov for att
utvidga undersokningen av observerad(e) verkning(ar).

46. Det anses allmint att utgdngsvirden f6r hematologiska och kliniska kemiska variabler behover bestimmas fore
behandlingen i hundstudier, men inte behover bestimmas for studier i gnagare (38). Om historiska basdata (se
punkt 58) dr otillrickliga bor man 6verviga att generera sddana data.

PATOLOGI
Obduktion

47. Samtliga djur i studien bor normalt underkastas en fullstindig obduktion, som omfattar omsorgsfull granskning
av kroppens yttre ytor, alla kroppsoppningar samt kranium, brost- och bukhdla samt deras innehall. En
bestaimmelse kan ocksa goras (i avlivnings- eller satellitgrupperna) sd att mitningarna begransas till vissa viktiga
atgarder, sdsom neurotoxicitet eller immunotoxicitet (se punkt 21). Dessa djur behover inte obduceras och
efterfoljande procedurer beskrivs i nedanstdende punkter. Obduktion kan frdn fall till fall krdvas av indikator-
djur, efter beslut av forsoksledaren.

(") For ett antal métningar i serum och plasma, sirskilt glukos, dr det 6nskvirt med fasta 6ver natten. Den storsta orsaken till detta ér att

den okade variationen som oundvikligen resulterar frdn icke-fastande, tenderar att maskera mer subtila effekter och goéra tolkningen
svar. Dock bor det noteras att fastande 6ver natten kan paverka djurens allmdnna metabolism, sirskilt betriffande utfodringsstudier,
och kan stora den dagliga exponeringen av testkemikalien. Samtliga djur bor bedémas i samma fysiologiska tillstand och dirfor bor
detaljerade eller neurologiska bedomningar planeras fér annan dag 4n den kliniska biokemiska provtagningen.
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Organvikter bor samlas frin samtliga djur, forutom de som undantas genom den senare delen av punkt 47.
Binjurar, hjdrna, bitestiklar, hjirta, njurar, lever, dggstockar, mjilte, testiklar, skoldkortel (vigda efter fixering,
med biskoldkortlar) och livmoder frén samtliga djur (bortsett frin de ddende och/eller avlivade) putsas fran
angrinsande vivnad, i forekommande fall, och deras vétvikt bestims sd snart som mojligt efter dissektionen for

att undvika uttorkning.

Foljande vdvnader bor bevaras i det mest limpade fixeringsmedlet for bdde vdvnadstypen och den planerade

efterfoljande histopatologiska undersokningen (40) (vivnader inom hakparenteser ar valfria):

alla storre skador hjirta pankreas mage (formagen,
glanduldrmagen)
binjure ileum biskoldkortel [tdnder]
aorta jejunum perifer nerv testikel
hjirna (inklusive delar av | njure hypofys tymus
cerebrum, cerebellum och
medulla/pons)
cekum tarkortel (exorbital) prostata skoldkortel
cervix lever rektum [tunga]
koagulerande kortel lunga spottkortel trakea
kolon lymfkortlar (bade ytliga | sddesbldsa urinbldsa
och djupa)
tolvfingertarm brostkortel (obligatorisk | skelettmuskel uterus (inklusive cervix)
for honor, och om synlig
och dissekeringsbar hos
hanar)
bitestikel [ovre luftvdgarna, inklu- | hud [ureter]
sive nos, turbinates och
bihalorna]
6ga (inklusive nathinna) esofagus ryggmirg (pa tre nivder: | [uretra]
cervikal, mitt pa brost-
korgen och lindryggen)
[larben med led] [luktbulb] mjilte vagina
gallbldsa (for andra arter | dggstock [brostben], snitt av ryggmargen och/
an rétta) eller ett farskt benmargs-
aspirat
Harderiankortel

Nir det giller parvisa organ t.ex. njure, binjure, bor bada organen bevaras. Kliniska och andra fynd kan indikera
behovet av att undersoka ytterligare vivnader. Ocksa alla organ som sannolikt 4r mélorgan, baserat pd kunskap
om testkemikaliens egenskaper, ska konserveras. I studier som inbegriper administrering via huden bor listan pa
organ som anges for oralt intag undersokas, och det dr nodvindigt med sirskild provtagning och bevarande av
huden dir appliceringen har skett. I inhalationsstudier bor forteckningen 6ver bevarade och undersokta viv-
nader fran luftvigarna folja rekommendationerna i kapitel B.8 (9) och kapitel B.29 i denna bilaga (10). For
andra organ/vavnader (och i tillagg till de specifikt bevarade vdvnaderna fran luftvigarna) bor de organ som
finns i forteckningen som anges for den orala vigen undersokas.

Histopatologi

Vigledning finns tillgdnglig om bésta praxis vid genomforande av studier gillande toxikologisk patologi (40).
Den minsta histopatologiska undersokningen bor vara:

— Alla vdvnader frén hogdos- och kontrollgrupperna.
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— Alla vdvnader frén djur som dor eller avlivas under studien.

— Alla vdvnader som uppvisar makroskopiska abnormaliteter.

— Malvévnader, eller vdvnader som uppvisade behandlingsrelaterade forandringar i hogdosgruppen, fran samt-
liga djur i alla andra doseringsgrupper,

— Nir det giller parvisa organ t.ex. njure, binjure, bor bada organen undersokas.

OBSERVATIONER (KARCINOGENICITETSFAS)

Samtliga djur bor observeras betriffande sjuklighet eller mortalitet, vanligtvis i borjan och slutet av varje dag,
inklusive helger och helgdagar. Djuren bor dessutom kontrolleras en ging per dag for sirskilda tecken med
toxikologisk relevans. Nir det giller sondmatningsstudier bor djuren kontrolleras under perioden omedelbart
efter dosering. Sirskild uppmarksamhet bor ges at tumorutveckling och tidpunkten for tumoérens uppkomst,
plats, matt, utseende, och utvecklingen av varje tydlig eller kinnbar tumoér ska registreras.

Samtliga djur bor vigas vid behandlingens borjan, minst en ging i veckan de forsta 13 veckorna och direfter
minst en gdng per manad. Matningar av foderkonsumtion och fodereffektivitet bor minst goras varje vecka de
13 forsta veckorna och direfter minst en gang per manad. Vattenkonsumtionen bér matas minst en gang per
vecka de 13 forsta veckorna, och direfter minst en gdng per mdnad, nir testkemikalien administreras via
dricksvattnet. Métningar av vattenkonsumtionen bor ocksd overvigas for studier dér vattendrickandet forandras.

Hematologiska, Kliniska biokemiska och andra mdtningar

For att maximera informationen som erhéllits fran studien, sirskilt Gvervdganden gillande verkningssatt, kan
blodprover tas for hematologi och klinisk biokemi, 4ven om detta avgors av forsoksledaren. Urinanalys kan
dven vara limplig. Data om djuren som anvinds i studiens kroniska toxicitetsfas, vanligtvis efter en 12-mé-
naders varaktighet (punkt 34) ger information om dessa parametrar. Ytterligare vigledning om vardet med att ta
sddana prov som en del av en karcinogenicitetsstudie finns i vdgledningsdokument nr 116 (7). Om blodprov tas
sd bor dessa samlas i slutet av testperioden, strax fore eller som ett led i avlivningsforfarandet. De bér tas under
narkos fran angivet stille, till exempel genom hjartpunktering eller frn retro-orbitalsinus. Blodutstryk kan ocksa
beredas for undersokning, sirskilt om benmargen verkar vara mélorganet, dven om virdet av en sddan under-
sokning av blodutstryk i karcinogenicitetsfasen for bestimning av karcinogen/onkogen potential har ifragasatts
(38).

PATOLOGI
Obduktion

Samtliga djur i studien med undantag av kontrolldjur och andra satellitgrupper (se punkt 20), ska underkastas
en fullstindig obduktion som omfattar omsorgsfull granskning av kroppens yttre ytor, alla kroppsoppningar
samt kranium, brost- och bukhila samt deras innehdll. Obduktion kan fran fall till fall krivas av indikatordjur
och andra satellitdjur efter beslut av forsoksledaren. Organvikter dr normalt inte en del av en karcinogen studie,
eftersom geriatriska fordndringar och, i senare skeden, utvecklingen av tumorer forvirrar anvindbarheten av
organviktsdatan. De kan dock vara avgorande for att gora en sammanvigd bedomning, och sirskilt for over-
viganden betriffande verkningssitt. Om de ar en del av en satellitstudie bor de inte samlas in senare én ett ar
efter studiens inledning.

Foljande vivnader bor bevaras i det mest limpade fixeringsmedlet for bade vivnadstypen och den planerade
efterfoljande histopatologiska undersokningen (40) (vdvnader inom hakparenteser ér valfria):

alla storre skador hjarta pankreas mage (formagen,
glanduldrmagen)

binjure ileum biskoldkortel [tander]

aorta jejunum perifer nerv testikel

hjdrna (inklusive delar av | njure hypofys tymus

cerebrum, cerebellum och

medulla/pons)

cekum tarkortel (exorbital) prostata skoldkortel
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cervix lever rektum [tunga]
koagulerande kortel lunga spottkortel trakea
kolon lymfkortlar (bade ytliga | sddesbldsa urinbldsa
och djupa)
tolvfingertarm brostkortel (obligatorisk | skelettmuskel uterus (inklusive cervix)
for honor, och om synlig
och dissekeringsbar hos
hanar)
bitestikel [6vre luftvigarna, inklu- | hud [ureter]
sive nos, turbinates och
bihalorna]
oga (inklusive nithinna) esofagus ryggmirg (pa tre nivder: | [uretra]
cervikal, mitt pd brost-
korgen och landryggen)
[lairben med led] [luktbulb] mjilte vagina
gallblasa (for andra arter | dggstock [brostben], snitt av ryggmargen och/

an ratta)

eller ett farskt benmargs-

aspirat

Harderiankortel

Nir det giller parvisa organ t.ex. njure, binjure, bor bada organen bevaras. Kliniska och andra fynd kan indikera
behovet av att undersoka ytterligare vavnader. Alla organ som sannolikt dr mélorgan, baserat pd kunskap om
testkemikaliens egenskaper, ska ocksd konserveras. I studier som inbegriper administrering via huden boér listan
pa organ som anges for oralt intag undersokas, och det dr noédviandigt med sdrskild provtagning och bevarande
av huden dir appliceringen har skett. I inhalationsstudier bor forteckningen over bevarade och undersokta
vavnader fran luftvigarna folja rekommendationerna i kapitel B.8 (8) och kapitel B.29 i denna bilaga (9). For
andra organ/vivnader (och i tilldgg till de specifikt bevarade vivnaderna fran luftvigarna) bor de organ som
finns i forteckningen som anges for den orala vigen undersokas.

Histopatologi

Vigledning finns tillganglig om bésta praxis vid genomforande av studier gillande toxikologisk patologi (40). De
vavnader som minst ska undersokas ir:

— Alla vivnader frdn hogdos- och kontrollgrupperna.

— Alla vavnader frén djur som dor eller avlivas under studien.

— Alla vivnader som uppvisar makroskopiska abnormaliteter, inklusive tumorer.

— Nir behandlingsrelaterade histopatologiska forandringar observeras i hogdosgruppen, ska samma vivnader
fran samtliga djur i alla andra dosgrupper undersokas,

— Nar det giller parvisa organ t.ex. njure, binjure, bor bdda organen undersokas.

DATA OCH RAPPORTERING (KARCINOGENICITET OCH KRONISK TOXICITET)
Data

Individuella data for samtliga utvdrderade parametrar bor ges. Darutover bor alla data sammanfattas i tabellform,
som for varje testgrupp visar antal djur vid testets borjan, antal djur som péfanns doda under testet eller som
avlivats av humanitdra skil och tidpunkten for dodsfallen eller avlivningen, antal djur som visar tecken pa
toxicitet, en beskrivning av de tecken pd toxicitet som observerats, inklusive tidpunkt for de forsta tecknen,
varaktighet och hur allvarliga de toxiska verkningarna dr, antal djur som uppvisar skador, typ av skador och
procentandelen djur for varje typ av skada. Sammanfattande tabeller bor ge medelvirden och standardavvikelser
(for kontinuerliga testdata) for djur som uppvisar toxiska effekter eller skador, i tilldgg till skadornas gradering.
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Historiska kontrolldata kan vara virdefulla vid tolkningen av studiens resultat, t.ex. i de fall dd det finns
indikationer pa att de data som limnats frdn de parallella kontrollerna i huvudsak avviker jamfort med aktuell
data frdn kontrolldjuren frén samma testanliggning/-koloni. Historiska kontrolldata, om de har utvirderats, bor
ldmnas in frdn samma laboratorium och relatera till djur i samma &lder och av samma stam som genererats
under de fem &r som foregick studien i frdga.

Niar det dr tillimpligt bor numeriska resultat utvarderas genom en limplig och allmédnt vedertagen statistisk
metod. Vid utformningen av studien bor de statistiska metoderna och datan som ska analyseras viljas (punkt 9).
Valet bor innehalla bestimmelser om 6verlevnadsjusteringar, dir sd kravs.

Testrapporten ska omfatta foljande information:

Testkemikalie:

— Fysikalisk natur, renhet och fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Identifikationsuppgifter.

— Kemikaliens killa.

— Satsnummer.

— Intyg om kemisk analys.

Vehikel (i forekommande fall):

— Motivering for val av vehikel (om annan 4n vatten).

Forsoksdjur:

— Art/stam som anvinds och motivering av valet.

— Djurens antal, &lder och kon vid testets borjan.

— Ursprung, inhysning, kost etc.

— Djurens individuella vikt vid testets borjan.

Forsoksbetingelser:

— Grund f6r administreringssitt och dosval.

— I férekommande fall, de statistiska metoderna som anvints for att analysera datan.

— Uppgifter om testkemikaliens sammansittning/foderberedning.

— Analysdata om beredningens uppnddda koncentration, stabilitet och homogenitet.

— Administreringssitt och uppgifter om testkemikaliens administrering.

— Om enbart nos eller helkropp vid inhalationsstudier.

— Faktiska doser (mgf/kg kroppsvikt/dag) och omrikningsfaktor for kostens/dricksvattnets testkemikaliekon-
centration (mg/kg eller ppm) till den faktiska dosen, om tillimpligt.

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.
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Resultat (sammanfattande data i tabellform och enskilda djurdata ska presenteras):
Allmdnt

— Overlevnadsdata.

— Kroppsvikt/kroppsviktsforandringar.

— Foderforbrukning, berdkningar av fodereffektivitet, om det har utforts, och vattenforbrukning, om tillimp-
ligt.

— Toxikokinetiska data, i forekommande fall.

— Oftalmoskopi (om tillgingligt).

— Hematologi (om tillgingligt).

— Klinisk kemi (om tillgdngligt).

Kliniska fynd

— Tecken pd toxicitet.

— Forekomst (och allvarlighetsgrad) av eventuell abnormitet.

— Art, allvarlighetsgrad och varaktighet for kliniska observationer (huruvida de 4r 6vergdende eller permanen-
ta).

Obduktionsdata

— Terminal kroppsvikt.

— Organvikter och deras forhdllanden, om tillimpligt.

— Obduktionsfynd, abnormaliteternas forekomst och allvarlighetsgrad.
Histopatologi

— Icke-neoplastiska histopatologiska fynd.

— Neoplastiska histopatologiska fynd.

— Sambandet mellan grova och mikroskopiska fynd.

— Detaljerad beskrivning av alla behandlingsrelaterade histopatologiska fynd, inklusive allvarlighetsgradering.
— Rapport over eventuell inbordes granskning av bilder.

Statistisk bearbetning av resultaten, nar sd dr lampligt

Diskussion av resultaten, inklusive:

— Diskussion om eventuella modellstrategier.

— Dos:responsforhéllanden.

— Historiska kontrolldata.
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— Beaktande av eventuell information om verkningssitt.

— BMD-, NOAEL- eller LOAEL-bestimning.

— Relevans fér minniskor.
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Tilligg 1

DEFINITION

Testkemikalie: Alla 4mnen eller blandningar som testas med denna testmetod.”

(7) Kapitel B.36 ska ersittas med foljande:

"B.36 TOXIKOKINETIK

INLEDNING

Den hir testmetoden motsvarar OECD:s TG 417 (2010). Studier som undersoker toxikokinetik (TK) i en
testkemikalie utfors for att erhdlla relevant information om dess absorption, distribution, biotransformering
(dvs. metabolism) och exkretion, som hjilp for att relatera koncentration eller dos till den observerade toxi-
citeten, och for att underldtta forstdelsen av dess toxicitetsmekanism. TK kan hjilpa till med att forstd de
toxikologiska studierna genom att visa att forsoksdjuren systematiskt exponeras for testkemikalien och genom
att visa vilka som ar de cirkulerande delarna (ursprunglig kemikal/metaboliter). Grundldggande TK-parametrar
som bestimts genom dessa studier ger ocksd information om risken for ackumulering av testkemikalien i
vivnader och/eller organ och potentialen for framkallande av biotransformering som en f6ljd av exponeringen
av testkemikalien.

TK-data kan bidra till beddmningen av limpligheten och relevansen av djurtoxicitetsdata for extrapolering av
fara for minniskor och/eller riskbedomning. Dessutom kan toxikokinetiska studier ge anvindbar information
for bestimning av dosnivaer for toxicitetsstudier (linjar kontra icke-linjar kinetik), administreringssattsverkning-
ar, biotillganglighet och frigor som ror studieutformning. Vissa typer av TK-data kan anvandas i fysiologiskt
baserad toxikokinetisk (PBTK) modellutveckling.

Det finns viktiga anvidndningsomraden for metabolit/TK-data sdsom foreslagen méjlig toxicitet och verkningssitt
och deras relation till dosniva och exponeringssitt. Dessutom kan metabolismdata ge anvandbar information for
bedomning av den toxikologiska betydelsen av exponeringar till exogent frambringade metaboliter av testkemi-
kalien.

Adekvat toxikokinetisk data ér till hjdlp for att stodja den fortsatta acceptansen och tillimpligheten av kvan-
titativa struktur-aktivitetssamband, jimforelse med strukturlika dmnen eller grupperingsstrategier i sikerhets-
bedomningen av kemikalier. Kinetiska data kan ocksa anvindas for att utvirdera den toxikologiska relevansen
av andra studier (t.ex. in vivo[in vitro).

Om inget annat administreringssitt nimns (se sarskilt punkterna 74-78) tillimpas denna testmetod pd oral
tillforsel av testkemikalien.

INLEDANDE OVERVAGANDEN

Regelsystem har olika krav och behov vad giller mitning av endpoints och parametrar relaterade till toxi-
kokinetik for olika klasser av kemikalier (t.ex. bekimpningsmedel, biocider, industrikemikalier). Till skillnad fran
de flesta testmetoder beskriver denna testmetod toxikokinetisk testning, vilket omfattar ett flertal matningar och
endpoints. | framtiden kan flera nya testmetoder och/eller vigledningsdokument utvecklas for att beskriva varje
endpoint enskilt och mer detaljerat. Nér det giller denna testmetod, vars tester eller bedomningar specificeras av
kraven och/eller behoven for varje regelsystem.

Det finns ménga studier som kan utféras for att utvirdera TK-beteendet hos en testkemikalie for regulatoriska
dndamél. Dock &r, beroende pa sirskilda regulatoriska behov eller situationer, inte alla dessa mojliga studier
nodvindiga for utvdrderingen av en testkemikalie. Flexibilitet, med hinsyn till den undersokta testkemikaliens
egenskaper, behdvs vid utformningen av toxikokinetiska studier. I ndgra fall kanske bara vissa fragor behover
utforskas for att ta itu med de testkemikalierelaterade faro- och riskfrdgorna. I ndgra sammanhang kan TK-data
samlas som en del av utvirderingen i andra toxikologiska studier. I andra sammanhang kan ytterligare och/eller
mer omfattande TK-studier vara nodvindiga beroende pa behovet av regler och/eller om nya frgor uppstar som
en del av testkemikaliens utvirdering.

All tillganglig information om testkemikalien och relevanta metaboliter och analoger bor beaktas av laboratoriet
innan studien genomf6rs i syfte att hoja studiekvaliteten och undvika onodig djuranvindning. Detta kan omfatta
data frdn andra relevanta testmetoder (in vivo-studier, in vitro-studier, ochfeller in silico-utvirderingar).
Fysikalisk-kemiska egenskaper, sdsom en kemikalies fordelningskoefficient i oktanol-vatten (uttryckt som log
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Pow), pKa, vattenloslighet, dngtryck och molekylvikt kan vara anvindbara for planering av en studie och
tolkning av resultat. De kan faststillas med limpliga metoder som beskrivs i de relevanta testmetoderna.

BEGRANSNINGAR

Denna testmetod dr inte utformad for att hantera sirskilda omstindigheter, sisom driktigt eller diande djur och
avkomma, eller for att utvdrdera potentiella resthalter i exponerade livsmedelproducerande djur. Diremot kan
datan som erhlls frin en B.36-studie ge bakgrundsinformation som en vigledning vid utformning av specifika
studier for dessa undersokningar. Den hir testmetoden ér inte avsedd for testning av nanomaterial. En rapport
om prelimindr 6versyn av OECD:s testriktlinjer for deras tillimplighet for nanomaterial visar att TG 417
(motsvarande denna testmetod B.36) inte kan tillimpas pd nanomaterial (1).

DEFINITIONER

Definitioner som anvinds for tillimpningen av denna testmetod finns i tilldgget.

DJURSKYDDSOVERVAGANDEN

Vigledning om human behandling av djur finns i OECD:s vigledningsdokument (GD) 19 (2). Det rekommen-
deras att OECD:s GD 19 konsulteras for alla in vivo- och in vitro-studier beskrivna i denna testmetod.

BESKRIVNING AV METODER
Pilotstudier

Anvindning av pilotstudier rekommenderas och uppmuntras vid valet av forsoksparametrar till toxikokinetiska
studier (t.ex. metabolism, massbalans, analysforfaranden, dosfinnande, utandning av CO,, etc.). Karakteriseringen
av vissa av dessa parametrar krdver inte anvindningen av radioaktivt mirkta kemikalier.

Val av djur
Arter

De djurarter (och den stam) som anvinds for TK-testning bor helst vara densamma som anvindes i andra
toxikologiska studier utforda med testkemikalien av intresse. Normalt bor ratta anvindas dd den har anvints i
stor utstrackning for toxikologiska studier. Anvindningen av andra eller ytterligare arter kan vara befogat om
viktiga toxikologiska studier visar prov pa signifikant toxicitet i dessa arter eller om deras toxicitet/toxikokinetik
visar sig vara mer relevant for minniskor. Motivering bor ges for val av djurart och dess stam.

Om inte annat anges avser denna testmetod réittan som forsoksart. Vissa aspekter for metoden kan behova
modifieras vid anvandningen av andra forsoksarter.

Alder och stam

Unga friska vuxna djur (normalt 6-12 veckor vid tidpunkten for doseringen) bor anvindas (se ocksd punkterna
13 och 14). Motivering bor ges for anviandningen av djur som inte dr unga vuxna. Alla djur bor vara i samma
alder i borjan av studien. Viktskillnaden mellan enskilda djur bor inte overstiga + 20 % av medelvikten for
testgruppen. Helst bor den stam som anvinds vara samma som anvandes for hirledning av den toxikologiska
databasen for testkemikalien.

Dijurens antal och kin

Minst fyra djur av samma kon bor anvindas for varje dos som testas. Motivering bor ges for konet pa de djur
som anvinds. Anvindningen av bdda konen (fyra hanar och fyra honor) bor 6vervigas om det finns beldgg for
betydande konsrelaterade skillnader i toxicitet.

Inhysnings- och utfodringsforhallanden

Djuren bor i regel inhysas individuellt under testperioden. Inhysning i grupp kan vara berittigad under sirskilda
omstindigheter. Belysningen bor vara artificiell med omvixlande 12 timmra ljus och 12 timmar morker.
Temperaturen i forsoksdjurens utrymmen bor vara 22 °C ( 3 °C) och den relativa fuktigheten 30-70 %. For
utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder anvindas med ett obegrinsat utbud av dricksvatten.
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Testkemikalie

En radioaktivt markt testkemikalie med !*C kan anvindas for alla massbalans- och metabolitidentifierings-
aspekter av studien, men om det kan pévisas att:

— Massbalans och metabolitidentifiering kan utvarderas tillrackligt med den omirkta testkemikalien.

— Den analytiska specificiteten och sensitiviteten fér metoden som anviands med en icke-radioaktiv testkemi-
kalie 4r lika med eller storre dn det som kan uppnéds med den radioaktivt mirkta testkemikalien.

D4 behover man inte anvinda en radioaktivt mérkt testkemikalie. Vidare kan andra radioaktiva och stabila
isotoper anvindas, sdrskilt om dmnet svarar for eller 4r en del av testkemikaliens toxiska del. Om mojligt bor
den radioaktiva markningen lokaliseras i en kidrndel av molekylen som &4r metaboliskt stabil (den &r inte
utbytbar, avligsnas inte metaboliskt som CO, och blir inte del av en-kolreserven i organismen). Markning av
flera platser eller specifika omrdden i molekylen kan vara nodvindig for att se vad som hinder med test-
kemikaliens metabolism.

De radioaktivt mirkta och omirkta testkemikalierna bor analyseras med limpliga metoder for att uppritta
renhet och identitet. Den radioaktiva renheten hos den radioaktiva testkemikalien bor vara den hogst uppndbara
for en viss testkemikalie (helst mer dn 95 %) och rimlig anstringning bor géras for att identifiera fororeningar
som forekommer i 2 % eller mer. Renheten tillsammans med identiteten och andelen eventuella orenheter som
har identifierats bor rapporteras. Enskilda reglerande program kan vilja att ge ytterligare vagledning som hjilp
for definitionen och specifikationerna av testkemikalier som bestdr av blandningar for bestimning av renhet.

Val av dos
Pilotstudie

Vanligtvis dr en enkel oral dos tillracklig for pilotstudien. Dosen bor vara icke-toxisk, men tillrackligt hog for att
medge metabolisk identifiering i exkret (och plasma om tillimpligt) samt uppfylla det faststdllda syftet med
pilotstudien som ndmns i punkt 12 i denna testmetod.

Huvudstudier

For huvudstudierna dr minst tva doser att foredra eftersom samlad information fran minst tvd dosgrupper kan
vara behjilplig for dosinstdllning i andra toxicitetsstudier, och hjilpa till med dosrespons-bedomningen av redan
tillgingliga toxicitetstester.

Om tvd doser administreras bor bdda doserna vara tillrickligt hoga for att medge metabolisk identifiering i
exkrement (och plasma om tillimpligt). Information fran tillgingliga toxicitetsdata bor beaktas vid valet av dos.
Om informationen inte &r tillgdnglig (t.ex. frén akuta orala toxicitetsstudier med registrerade tecken pa toxicitet
eller frin toxicitetsstudier med upprepad dosering) kan ett virde for den hogre dosen som ligger under LD -
(oralt och via huden) eller LCsq-uppskattningen (inhalation), eller under det lagre virdet for akut toxicitets-
intervall beaktas. Den ligre dosen bor vara en del av den hogre dosen.

Om endast en dosnivd undersoks bor helst dosen vara tillrickligt hog for att medge metabolitidentifiering i
exkrement (och plasma om tillimpligt), utan att framkalla uppenbar toxicitet. En motivering bor ges till varfor
inte en andra dosnivd har inkluderats.

Om doseffekten pa de kinetiska processerna behover upprittas kanske tvd doser inte racker och minst en dos
behover vara tillrckligt hog for att mdtta dessa processer. Om arean under plasmakoncentration-tidkurvan
(AYCQ) inte &r linjar mellan tva dosnivder som anvinds i huvudstudien, ar detta ett tydligt tecken pd att mattnad
av en eller flera kinetiska processer sker ndgonstans mellan de tvd dosnivéderna.

For testkemikalier med 1dg toxicitet bor en maximal dos pd 1000 mg/kg kroppsvikt (oralt och via huden)
anvindas (om administreringen sker via inhalation, se kapitel B.2 i denna bilaga for vigledning; vanligtvis
overskrider inte denna dos 2 mg/l). Kemisk-specifika overvdganden kan krdva en hogre dos beroende pé
regleringsbehoven. Valet av dos ska alltid motiveras.
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Engdngsdostoxikokinetiska data och vivnadsdistributionsdata kan vara lampliga for att faststilla potentialen for
ackumulering och/eller persistens. I vissa fall kan dock administrering med upprepad dos behovas i) for att mer
fullstindigt hantera potentialen fér ackumulering och/eller persistens eller forandringar i TK (t.ex. enzyminduk-
tion och inhibition), eller ii) vad som krdvs enligt tillimpliga regelsystem. I studier med upprepad dosering dir
administrering med upprepade ldga doser vanligtvis ricker, kan under vissa omstindigheter ocksd vara nod-
vindiga (se dven punkt 57).

Administrering av testkemikalie

Testkemikalien ska upplosas eller suspenderas homogent i samma vehikel som anvinds i andra toxicitetsstudier
med oral sondmatning som utfors med testkemikalien, om sddan vehikelinformation finns tillgdnglig. Grunden
for valet av vehikel ska ges. Valet av vehikel och doseringsvolymen ska beaktas vid studiens utformning. Det
sedvanliga administreringssattet 4r genom sondmatning, dock kan administrering via gelatinkapsel eller foderb-
landning vara fordelaktig i specifika situationer (i bida fallen bor detta motiveras). Verifiering av den faktiska
dos som administreras till varje djur bor ges.

Den maximala volymen vitska som ska administreras genom sondmatning vid ett tillfille beror pa forsoks-
djurens storlek, typen av dosvehikel, och huruvida fodret undanhills eller ¢j fore administreringen av test-
kemikalien. Motivering for administrering eller undanhallande av foder fore dosering ska ges. I regel bor
volymen héllas sd 1dg som majligt for antingen vattenbaserade eller icke-vattenbaserade vehiklar. Dosvolymer
bor normalt inte overskrida 10 mlfkg kroppsvikt for gnagare. Vehikelvolymer som anvinds for mer lipofila
testkemikalier kan borja med 4 ml/kg kroppsvikt. Vid upprepad dosering, nir dagligt fastandet kontraindiceras,
bor lagre dosnivéer (t.ex. 2-4 ml/kg kroppsvikt) overvigas. Dir s& dr mojligt kan man overviga att anvinda en
dosvolym som overensstimmer med den som administrerats i andra sondmatningsstudier av en testkemikale.

Intravenos (IV) administrering av testkemikalien och matning av testkemikalien i blod och/eller exkrement kan
anvindas for att faststilla biotillganglighet eller relativ oral absorption. For IV-studien administreras en engangs-
dos (vanligtvis lika med men inte 6verskridande den ligre orala dosen — se val av dos) av testkemikalien med en
lamplig vehikel. Detta amne bor administreras i limplig volym (t.ex. 1 ml/kg kroppsvikt) pa den valda platsen
for administreringen till minst fyra djur av lampligt kon (bdda konen kan anvindas om det ar befogat, se punkt
16). En fullt upplost eller suspenderad dosberedning dr nodvindig for IV-administrering av testkemikalien.
Vehikeln for IV-administrering ska inte stora blodintegriteten eller blodflodet. Om testkemikalien infunderas
bor infusionshastigheten rapporteras och standardiseras mellan djuren, forutsatt att en infusionspump anvinds.
Narkos bor anvindas om man for in en kanyl i halsvenen (for administrering av testkemikalie och/eller
insamling av blod) eller om man anvinder den femorala artiren for administreringen. Hansyn bor tas till
den typ av bedovning som kan péaverka toxikokinetiken. Djuren bor fa tillfille att dterhimta sig fore admini-
streringen av testkemikalien plus vehikeln.

Andra administreringssitt, sisom hud och inhalation (se punkterna 74-78), kan vara tillimpliga for vissa
testkemikalier med tanke pé deras fysikalisk-kemiska egenskaper och den férvintade minskliga anvandningen
eller exponeringen.

Mitningar
Massbalans

Massbalans bestims genom summering av procenten for den administrerade (radioaktiva) dosen som utsondrats
i urin, avforing och utandningsluft, och procentandelen som finns i vdvnader, resterna av kroppen och burtvitt
(se punkt 46). Generellt anses en total tervinning av den administrerade testkemikalien (radioaktivitet) i stor-
leksordningen > 90 % vara tillracklig.

Absorption

En initial uppskattning av absorption kan uppnds genom att utesluta den procentuella dosen i det gastroin-
testinala (GI) omradet och/eller avforingen frdn massbalansbestimningen. For procentberdkningen av absorption,
se punkt 33. For undersokning av avforing, se punkterna 44-49. Om den exakta omfattningen av absorption
efter oral dosering inte kan faststillas genom massbalansstudier (t.ex. dir mer 4n 20 % av den administrerade
dosen finns i avforingen) kan ytterligare undersokningar vara nodvindiga. Dessa studier kan antingen omfatta 1)
oral administrering av testkemikalie och mitning av testkemikalie i galla eller 2) oral och intravenos admini-
strering av testkemikalien och mitning av nettotestkemikalie i urin plus utandningsluft plus kadaver f6r var och
en av de bada sitten. I bada studieutformningarna genomfors mitning av radioaktivitet som en surrogatmetod
for kemikaliespecifik analys av testkemikalien plus metaboliter.

Om en gallutsondringsstudie genomférs anvinds vanligtvis oral administrering. I denna studie bor kanyler foras
in i gallgdngarna hos minst fyra djur av lampligt kon (eller av bdda konen om det dr befogat) och en
engdngsdos av testkemikalien ska administreras. Efter administreringen av testkemikalien bor utsondringen av
radioaktivitet/testkemikalie i gallan Overvakas sd linge som krdvs for att uppskatta procentandelen av den
administrerade dosen som utsondras via denna vdg, som kan anvindas for att direkt berdkna omfattningen
av oral absorption enligt foljande:
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Procentandel absorption = (miéngd i galla + urin + utandningsluft + kropp utan matspjilkningskanalinnehall)/
administrerad mangd x 100

I ndgra klasser av testkemikalien kan direkt utsondring av den absorberade dosen upptrida i de intestinala
membranen. | sidana fall anses inte métningen av %-dosen i avforingen efter en oral dos i gallgdngen repre-
sentativt for den icke-absorberade dosen. Det rekommenderas att dé tarmsekretion tros ske baseras den ab-
sorberade %-dosen pa absorptionen beriknad pa utsondringen efter den orala jamfort med den intravenosa (hel
eller gallgdng) (se punkt 35). Det rekommenderas ockséd att om kvantifiering av tarmsekretet anses nodvandig,
mits exkretionen i gallgdngen efter den intravendsa administreringen.

Biotillganglighet

Biotillginglighet kan bestimmas genom plasma-/blodkinetik pd de orala och intravendsa grupperna, sdsom
beskrivs i punkterna 50-52, genom sirskilda kemiska analyser av testkemikalien och/eller relevant metabolit(er),
dirfor kravs inte testkemikalier méarkta med radioaktivitet. Berdkningen av testkemikaliens biotillgianglighet (F)
eller relevant metabolit(er) kan utforas enligt foljande:

F= (AUCexp/AUCIV) x (DOSIV/DOSexp)

Dir AUC ir arean under plasmakoncentration-tidkurvan, och exp 4r den experimentella vigen (oral, dermal eller
via inhalation).

Vid riskbedomning av systematiska effekter, foredras i allminhet biotillginglighet framfor procentuell absorp-
tion nir man jimfor systematiska koncentrationer i djurstudier med analoga bioovervakningsdata frin studier
over arbetstagares exponering. Situationen kan bli mer komplicerad om doserna ir i det icke-linjara omréadet sd
det ar viktigt att toxikokinetisk screening bestimmer doserna i det linjara omradet.

Vivnadsfordelning

Kunskap om en testkemikalies vdvnadsfordelning och/eller dess metaboliter ar viktig for identifieringen av
malvavnader och forstdelsen for de underliggande mekanismerna for toxicitet, samt information om testkemi-
kaliens potential och metabolitackumulering och persistens. Procentandelen av den totala (radioaktiva) dosen i
vivnader samt rester i kroppen ar det som minst som ska mitas vid exkretionsforsokets upphérande (t.ex. upp
till 7 dagar efter dosering eller mindre beroende pa testkemikaliens specifika beteende). Nar ingen testkemikalie
detekteras i vivnaderna vid studiens upphorande (t.ex. for att testkemikalien kanske har eliminerats fore studiens
upphorande pa grund av en kort halveringstid), bor man vara forsiktig for att undvika feltolkning av datan. I
denna typ av situation bor vivnadsfordelningen undersokas vid tidpunkten for testkemikaliens (och/eller me-
tabolit) plasma-/blodtoppkoncentration (T,,,,) eller topphastighet fér urinexkretion, nir si ar lampligt (se punkt
38). Vidare kan vivnadsinsamlingar vid ytterligare tidpunkter vara nodvindiga for att bestimma vdvnadsfor-
delningen av testkemikalien och/eller dess metaboliter, bedoma tidsberoendet (om tillimpligt), underlitta upp-
rittande av massbalansen och/eller det som krivs av en behorig myndighet. Vavnader som bor samlas in dr
lever, fett, magtarmkanalen, njurar, mjilte, helblod, rester av kroppen, mélvivnadsorgan och eventuellt andra
vivnader (t.ex. skoldkortel, erytrocyter, reproduktionsorgan, hud, 6ga (sirskilt i pigmenterade djur) som har en
potentiell betydelse for den toxikologiska utvirderingen av testkemikalien. Analys av ytterligare vdvnader vid
samma tidpunkter bor beaktas for att maximera utnyttjandet av djuren och i hidndelse av att malorgantoxicitet
observeras i subkroniska eller kroniska toxicitetsstudier. Den (radioaktiva) restkoncentrationen och férhéllandet
vivnad-blod bor ocksa rapporteras.

Utvérderingen av vavnadsfordelningen vid ytterligare tidpunkter sisom tidpunkten for plasma-/blodtoppkon-
centrationen (t.ex. Ty, eller urinexkretionens topphastighet, kan ocksd behovas eller kravas av en behorig
myndighet. Denna information kan underldtta forstdelsen av toxicitet samt testkemikaliens potential och me-
tabolitackumulering och persistens. Motivering for urvalet bor ges; prover for analys bor i allminhet vara
desamma som de ovan (se punkt 37).

Kvantifiering av radioaktivitet i vdvnadsfordelningsstudier kan utféras med organdissektion, homogenisering,
forbranning och/eller 16slighet, foljt av vitskescintillationsrakning (LSC) av fingade rester. Vissa tekniker, for
ndrvarande pa olika utvecklingsstadier t.ex. kvantitativ helkroppsautoradiografi och receptormikroskopisk auto-
radiografi, kan vara anvindbara for att bestimma fordelningen av en testkemikalie i organ och/eller vivnader

() (4).

For exponeringsvigar annat 4n orala, bor specifika vdvnader samlas in och analyseras, sdsom lungor i inhala-
tionsstudier och hud i dermala studier. Se punkterna 74-78.
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Metabolism

Exkret (och plasma, i forekommande fall) bor samlas in for identifiering och kvantifiering av oférandrad
testkemikalie och metaboliter som beskrivs i punkterna 44-49. Det dr acceptabelt med sammanslagning av
urin och avforing for att underldtta metabolitidentifiering inom en given dosgrupp. Profilering av metaboliter
fran varje tidsperiod rekommenderas. Om bristen pa prov och/eller radioaktivitet utesluter detta, dr det dock
acceptabelt med sammanslagning av urin och avforing over flera tidpunkter, men sammanslagning mellan
konen eller doser dr inte acceptabelt. Limpliga kvalitativa och kvantitativa metoder ska anvindas for att
analysera urin, avforing, sonderfallen radioaktivitet frin behandlade djur samt galla vid behov.

Rimliga anstringningar bor goras for att identifiera alla metaboliter som finns i 5 % eller mer av den admini-
strerade dosen och for att tillhanda ett metaboliskt system for testkemikalien. Testkemikalier som kidnnetecknas
av exkrementer som innefattar 5 % eller mer av den administrerade dosen bér identifieras. Identifiering hinvisar
till den exakta strukturella bestimningen av komponenter. Normalt utfors identifiering antingen genom co-
kromatografi av metaboliten med kidnda standarder som anvinder tvd olika system eller tekniker for positiv
strukturell identifiering, sisom masspektrometri, kirnmagnetisk resonans (NMR) etc. Nir det giller co-kromato-
grafi anses inte kromatografiska tekniker som anvinder samma stationira fas med tvd olika 16sningsmedel-
system vara en limplig tvimetodsverifiering av metabolitidentitet, eftersom metoderna inte ar sjilvstindiga.
Identifiering genom co-kromatografi ska erhdllas genom anvindning av tva olika analytiskt oberoende system
sdsom omvind och normal tunnskiktskromatografi (TLC) och vitskekromatografi (HPLC). Forutsatt att den
kromatografiska separationen ar av limplig kvalitet dr ytterligare bekriftelse genom spektroskopi inte nodvan-
dig. Alternativt kan otvetydig identifiering dven erhdllas med metoder som ger strukturell information sdsom
vitskekromatografi/masspektrometri (LC-MS) eller vitskekromatografi/tandem-masspektrometri (LC-MS/MS),
gaskromatografi/masspektrometri (GC-MS), och NMR-spektrometri.

Om det inte dr mojligt med identifiering av metaboliter pd 5 % eller mer av den administrerade dosen bor en
motivering/forklaring lamnas i slutrapporten. Det kan vara lampligt att identifiera metaboliter som utgér mindre
an 5% av den administrerade dosen for att fi en bittre forstdelse av metabolismen for faro- ochfeller risk-
bedomning av testkemikalien. Strukturell bekriftelse ska limnas nir det dr mojligt. Detta kan inkludera pro-
filering av plasma eller blod, eller andra vivnader.

Exkretion

Hastigheten och omfattningen av exkretion av den administrerade dosen bor bestimmas genom mdtning av
procentandelen av den dtervunna (radioaktiva) dosen fran urin, avforing och utandningsluft. Dessa data hjdlper
ocksd till att etablera massbalans. De kvantiteter av testkemikalien (radioaktivitet) som eliminerats i urin,
avforing och utandningsluft bor bestimmas med limpliga tidsintervall (se punkterna 47-49). Forsok med
upprepad dos ska utformas for att medge insamling av exkretionsdata for att uppfylla de méal som beskrivs i
punkt 26. Detta kommer att mojliggora jamforelse med forsok med engangsdos.

Om en pilotstudie har visat att ingen signifikant mingd av testkemikalien (radioaktivitet) (enligt punkt 49)
utsondras i utandningsluften, dd behover inte utandningsluften samlas in i den slutgiltiga studien.

Varje djur ska placeras i en separat metabolisk enhet f6r uppsamling av urin och avforing (urin, avforing och
utandningsluft). Vid slutet av varje uppsamlingsperiod (se punkterna 47-49), bor de metaboliska enheterna
skoljas med lampligt 16sningsmedel (detta ar kint som “burtvitt”) for att sikerstilla maximal atervinning av
testkemikalien (radioaktivitet). Insamling av urin och avféring bor upphora efter 7 dagar, eller efter att minst
90 % av den administrerade dosen har tervunnits, beroende pé vilket som intriffar forst.

De totala mingderna av testkemikalien (radioaktivitet) i urin ska bestimmas vid minst tvd olika tidpunkter
under dag 1 av uppsamlingen, varav en 24 timmar efter dosering, och direfter dagligen till dess studien upphor.
Valet av mer dn tvd provtagningstidpunkter under dag ett (t.ex. vid 6, 12 och 24 timmar) uppmuntras.
Resultaten frén pilotstudier ska analyseras for information om alternativa eller kompletterande tidpunkter for
insamling. En motivering ska ges for insamlingsschemana.

Den totala mingden testkemikalie (radioaktivitet) i avforing ska faststdllas pd daglig basis med borjan 24 timmar
efter dosering tills studien avslutas, savida inte pilotstudier foresldr alternativa eller kompletterande tidpunkter
for insamling. En motivering ska ges for de alternativa insamlingsschemana.

Insamlingen av passerad CO, och andra flyktiga material kan avbrytas i ett givet studieforsok ndr mindre dn 1 %
av den administrerade dosen aterfinns i utandningsluften under en 24-timmars uppsamlingsperiod.
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Tidpunktsstudier
Plasma-/blodkinetik

Syftet med dessa studier dr att fi en uppskattning av grundliggande TK-parametrar (t.ex. Cp,,, Tpae halverings-
tid (t; 1), AUC) for testkemikalien. Dessa studier kan utféras med en dos eller, mer troligt med tva eller fler
doser. Dosinstillning bor bestimmas av forsokstypen ochfeller frigan som behandlas. Kinetiska data kan
behovas for att 16sa frigor sdsom testkemikaliens biotillgdnglighet och/eller for att klargora doseffekten for
godkidnnande (t.ex. for att klargora huruvida godkdnnandet dr mittat pd ett dosberoende sitt).

For dessa studier ska minst fyra djur av samma kon per dosgrupp anvindas. Motivering bor ges for konet pd de
djur som anvinds. Anvindningen av bida konen (fyra hanar och fyra honor) bor 6vervigas om det finns belidgg
for betydande konsrelaterade skillnader i toxicitet.

Efter administreringen av testkemikalien (radioaktiv) ska blodprov tas fran varje djur vid limpliga tidpunkter
med hjilp av limplig provtagningsmetod. Volymen och antal blodprov som kan erhallas per djur kan begrinsas
genom potentiella effekter fran upprepad provtagning pa djurhilsa/fysiologi och/eller analysmetodens kinslighet.
Proven ska analyseras for varje enskilt djur. I vissa fall (t.ex. metabolitkarakterisering) kan det vara nodvandigt
att samla in prover fran fler dn ett djur. Samlingsprover bor identifieras och en forklaring for sammanslagning
bor ges. Om en radioaktiv mérkt testkemikalie anvinds kan en analys av den totala aktuella radioaktiviteten vara
tillracklig. Om s dr fallet, bor den totala radioaktiviteten analyseras i helblod och plasma eller plasma och roda
blodkroppar for mojliggora en berdkning av blod-/plasmaforhallandet. Under andra omstindigheter kan mer
specifika undersokningar som kriver identifiering av modersubstans och/eller metaboliter, eller beddmning av
proteinbindning behovas.

Ovrig véivnadskinetik

Syftet med dessa studier dr att fi information om tidsforloppet for att behandla frigor rérande toxisk verk-
ningsmekanism, bioackumulering och biopersistens genom bestimning av testkemikalienivder i olika vivnader.
Valet av vivnader och antal tidspunkter som utvirderas beror pé fragan som ska behandlas och testkemikaliens
toxikologiska databas. Utformningen av dessa ytterligare vdvnadskinetiska studier bor ta hinsyn till den infor-
mation som samlats in som beskrivs i punkterna 37-40. Dessa studier kan galla engdngsdosering eller upprepad
dosering. En detaljerad motivering for den anvinda strategin ska ges.

Skal for att utfora andra vdvnadskinetiska studier kan omfatta:
— Tecken pd utokad blodhalveringstid tyder pd mojlig ackumulering av testkemikalien i olika vdvnader eller

— intresse av om en stabil tillstdndsnivd har uppndtts i vissa vivnader (4ven om en stabil tillstindsnivd av en
testkemikalie kan ha uppndtts kan det finnas intresse av att veta att en stabil tillstindsnivd ocksd har
uppndtts i mélvivnader i t.ex. studier med upprepad dosering).

For dessa typer av tidforloppsstudier bor en limplig oral dos av testkemikalien administreras till minst fyra djur
per dos per tidpunkt och tidsforloppet for distributionen Gvervakas i utvalda vdvnader. Endast ena konet far
anvindas om inte konsspecifik toxicitet observeras. Om total radioaktivitet eller moderkemikalien och/eller
metaboliter analyseras beror pd den frdga som behandlas. Bedomning av vdvnadsdistributionen bor goras
med ldmpliga metoder.

Enzyminduktion/inhibition

Studier som tar upp eventuella effekter av enzyminduktion/inhibition eller biotransformation av testkemikalien
som studeras kan krévas i ett eller flera av foljande fall:

1) Tillgdngliga uppgifter tyder pé ett samband mellan biotransformering av testkemikalien och 6kad toxicitet.
2) Tillgdngliga toxicitetsdata tyder pa ett ickelinjirt forhallande mellan dos och metabolism.

3) Resultatet av metabolitidentifieringsstudier visar identifiering av en potentiell toxisk metabolit som kan ha
producerats av en enzymvig som inducerats av testkemikalien.

4) For att forklara effekter som antas vara kopplade till enzyminducerade fenomen.
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5) Om toxikologiskt signifikanta fordndringar i den metaboliska profilen hos testkemikalien observeras antingen
in vitro- eller in vivo-forsok med olika arter eller villkor, kan karakteriseringen av involverad enzym(er)
behovas (t.ex. fas I-enzymer sdsom isoenzymer av cytokrom P450-beroende mono-oxygenassystemet, fas
ll-enzymer sdsom isoenzymer av sulfotransferas eller uridindifosfat glukuronosyltransferas, eller andra rele-
vanta enzymer). Denna information kan anvindas for att utvirdera relevansen av art till art extrapoleringar.

Lampliga studieprotokoll for att virdera testkemikalierelaterade forandringar i TK, lampligt validerade och
motiverade bor anvindas. Exempelstudieutformning utgérs av upprepad dosering med omirkt testkemikalie,
foljt av en radioaktivt mirkt engdngsdos dag 14 eller upprepad dosering med radioaktivt markt testkemikalie
och provtagning dag 1, 7 och 14 for bestimning av metabolita profiler. Upprepad dosering med radioaktivt
mirkta kemikalier kan ocksd ge information om bioackumulering (se punkt 26).

KOMPLETTERANDE METODER

Kompletterande metoder bortom in vivo-forsok som beskrivs i denna testmetod kan ge nyttig information om
absorption, distribution, metabolism eller eliminering av en testkemikalie i vissa arter.

Anvindning av in vitro-information

Flera frigor som ror metabolism av testkemikalien kan behandlas i in vitro-studier med lampliga testsystem.
Nyligen isolerade eller odlade hepatocyter och subcellulra fraktioner (t.ex. mikrosomer och cytosol eller S9-
fraktioner) fran levern kan anvindas for att studera eventuella metaboliter. Lokal metabolism i malorganet t.ex.
lungan kan vara av intresse vid riskbedomningen. For dessa dndamal kan mikrosomala fraktioner av mélorgan
vara anvandbara. Studier med mikrosomer kan vara anviandbara for att hantera potentiella kon- och livsetapps-
skillnader och karakterisera enzymparametrar (K, och V,.,) som kan hjilpa till vid bedémningen av dos-
beroende metabolism i forhdllande till exponeringsnivéer. Dessutom kan mikrosomer vara anvindbara for att
identifiera de specifika mikrosomala enzymer som ir involverade i metabolismen av testkemikalien som kan
vara relevanta i artextrapolering (se ocksd punkt 56). Potentialen for induktion av metabolism kan ocksa
undersokas genom leversubcelluldra fraktioner (t.ex. mikrosomer och cytosol) av djur som forbehandlats med
testkemikalien i frdga, in vitro via hepatocytinduktionsstudier eller fran specifika cellinjer som uttrycker rele-
vanta enzymer. Under vissa omstindigheter och under limpliga forhdllanden kan subcelluldra fraktioner som
kommer frdn manskliga vdvnader overvigas for bestimning av potenticlla artskillnader i biotransformation.
Resultaten frén in vitro-undersokningar kan ocksé vara anvindbara i utvecklingen av PBTK-modeller (5).

In vitro-hudabsorptionsstudier kan ocksd ge kompletterande information for att karakterisera absorption (6).

Primdra cellkulturer fran leverceller och firska vivnadsskivor kan anvindas for att behandla liknande fragor som
med levermikrosomer. I vissa fall kan det vara mojligt att svara pd specifika frigor med hjilp av cellinjer med
definierade uttryck av det relevanta enzymet eller modifierade cellinjer. I vissa fall kan det vara anvindbart att
studera inhiberingen och induktionen av specifika cytokrom P450-isozymer (t.ex. CYP1A1, 2E1, 1A2 och
andra) ochleller fas Il-enzymer av modersubstansen med hjilp av in vitro-studier. Informationen som erhills
kan anvandas for liknande strukturerade foreningar.

Anvindning av toxikokinetiska data frin toxicitetsstudier som kompletterande information

Analys av blod, vdvnad och/eller avforingsprover som erhallits under genomférandet av eventuella andra toxi-
citetsstudier kan ge data om biotillginglighet, fordndringar i plasmakoncentration i tid (AUC, C,,,,,), bioacku-
muleringspotential, nedbrytningshastighet och kons- eller livsskedesfordndringar i metabolism och kinetik.

Overvigande av studiens utformning kan anvindas for att besvara frigor som ror mittad absorption, biotrans-
formering eller utsondringsvagar vid hogre dosnivéer, hanteringen av nya metaboliska vigar vid hogre doser och
begrinsningen av toxiska metaboliter for hogre doser.

Andra farobedomningsoverviganden kan omfatta fragor sdsom:

— Aldersrelaterad kinslighet pa grund av skillnader i statusen for blod-hjirnbarridiren, njuren och/eller avgift-
ningskapaciteten.

— Subpopulationskinslighet pd grund av skillnader i biotransformeringskapacitet eller andra TK-skillnader.

— Omfattningen av exponeringen av fostret genom transplacental overforing av kemikalier eller hos de
nyfédda genom digivning.
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Anvindning av toxikokinetisk modellering

Toxikokinetiska modeller kan vara anvindbara for olika faro- och riskbedomningsaspekter som till exempel
forutsdgelsen av systematisk exponering och intern vdvnadsdos. Vidare kan specifika frigor om verknings-
mekanism behandlas, och dessa modeller kan ge en grund for extrapolering mellan arter, exponeringsvigar,
doseringsmonster och mansklig riskbedomning. Data som ér anvindbara for utvecklandet av PBTK-modeller for
en testkemikale for en given art inkluderar 1) fordelningskoefficienter, 2) biokemiska konstanter och fysiologiska
parametrar, 3) vagspecifika absorptionsparametrar och 4) in vivo-kinetiska data for modellutvirdering (t.ex.
nedbrytningsparametrar for relevanta (> 10 %) utsondringsvagar, K., och V. for metabolism). Forsoksdatan
som anvinds vid modellutvecklingen ska genereras med vetenskapligt sunda metoder och modellresultaten ska
valideras. Testkemikalie och artspecifika parametrar sdsom absorptionshastighet, blodvivnadspartitionering och
metaboliska hastighetskonstanter bestims ofta for att underlitta utvecklingen av oberoende eller fysiologiskt
baserade modeller (7).

DATA OCH RAPPORTERING

Det rekommenderas att studierapporten innehaller en innehallsforteckning.

Rapportens huvuddel

Rapportens huvuddel ska innehélla information som omfattas av denna testmetod indelad i avsnitt och punkter
enligt foljande:

Sammanfattning

Denna del av studien ska innehélla en sammanfattning av studiens utformning och en beskrivning av metoderna
som anvénts. Den bor ocksd belysa de viktigaste resultaten avseende massbalans, arten och omfattningen av
metaboliter, vavnadsrester, nedbrytningshastighet, bioackumuleringspotential, konsskillnader etc. Sammanfatt-
ningen bor presenteras i tillricklig detalj for att mojliggora en bedomning av resultaten.

Inledning

Denna del av rapporten ska omfatta studiens mal, motiv och utformning sévil som limpliga referenser och
eventuell bakgrundshistoria.

Material och metoder

Denna del av rapporten ska innehélla detaljerade beskrivningar av all relevant information, inklusive:

a) Testkemikalie

Denna underavdelning ska innehélla identifiering av testkemikalien: Kemiskt namn, molekylstruktur, kva-
litativ och kvantitativ bestimning av dess kemiska sammansittning, kemisk renhet och nir det s& mojligt,
typ och mingd av eventuella orenheter. Den bor ocksd innehélla information om fysikalisk/kemiska egen-
skaper, inklusive fysiskt tillstdnd, firg, bruttoloslighet och/eller fordelningskoefficient, stabilitet, och om sa ar
lampligt, fritande egenskaper. Om tillimpligt ska information om isomerer limnas. Om testimnet 4r radio-
aktivt bor information om foljande ingd i denna underavdelning: Typen av radionuklid, lige for markning,
specifik aktivitet och radiokemisk renhet.

Typ eller beskrivning av eventuell vehikel, spidningsmedel, suspenderingsmedel och emulgeringsmedel eller
andra material som anvands vid administreringen av testkemikalien bor anges.

b) Forsoksdjur

Denna underavdelning ska innehdlla information om forsoksdjuren, inklusive val och motivering av art,
stam, dlder vid studiens inledning, kon samt kroppsvikt, hilsotillstind och djurhallning.

¢) Metoder

Denna underavdelning ska innehélla detaljer om studiens utformning och metod som anvinds. Den ska
innehdlla en beskrivning av:

1) Motivering for varje dndring av exponeringsvdg och exponeringsforhdllanden, om tillimpligt.
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2) Motivering for valet av dosnivéer.

3) Beskrivning av pilotstudier som anvinds i den experimentella utformningen av uppféljningsstudier, om
tillimpligt. Pilotstudiens underlag ska ldmnas in.

4) Hur doseringslosningen bereddes och typen av losningsmedel eller vehikel, om ndgon, som anvinds.
5) Antal behandlingsgrupper och antal djur per grupp.

6) Doseringsnivaer och volym (och specifik dosaktivitet dd radioaktivitet anvands).

7) Vig och metod for administrering.

8) Doseringsfrekvens.

9) Fasteperiod (om sddan anvinds).
10) Total radioaktivitet per djur.
11) Djurhantering.
12) Provtagning och hantering.

13) Analysmetoder som anvinds for separering, kvantifiering och identifiering av metaboliter.
14) Detektionsgrins for de anvidnda metoderna.

15) Andra experimentella mitningar och forfaranden som anvinds (inklusive validering av metoder for
metabolitanalys).

Statistisk analys.

Om statistisk analys anvands for att analysera studieresultaten ska tillrdcklig information om analysmetoden
och de datorprogram som anvinds ingd, sd att en oberoende granskare/statistiker kan omvirdera och
rekonstruera analysen.

Nir det géller systemmodellstudier sdsom PBTK bor presentationen av modellerna innehélla en fullstindig
beskrivning av modellen for att tillata en oberoende rekonstruktion och validering av modellen (se punkt 65
och Tilldgg: Definitioner).

Resultat

All data ska sammanfattas i tabellform med limplig statistisk utvirdering och beskrivas i texten i denna
avdelning. Radioaktivitetsdata ska sammanfattas och presenteras pé lampligt sitt for studien, vanligtvis i mikro-
gram- eller milligramekvivalenter per massa for provet, 4ven om andra enheter kan anvindas. Denna avdelning
bor innehdlla grafiska illustrationer, reproduktion av representativa kromatografiska och spektrometriska data,
metabolitidentifiering/kvantifiering och foreslagna metaboliska vdgar inklusive metaboliternas molekylstruktur.
Vidare ska foljande information ingé i denna avdelning, om tillimpligt:

1) Kvantitet och procentandel av dtervinning i urin, avforing, utandningsluft, samt urin och avféring i burtvitt.

— For dermala studier ska dven data inkluderas betriffande dtervinning av testkemikalien frdn behandlad
hud, hudtvitt och kvarvarande radioaktivitet i huden vilket omfattar utrustning och metabolisk enhet
samt resultaten frin hudtvittsstudien. For fortsatt diskussion se punkterna 74-77.

— Inhalationsstudier ska dven innehdlla data om &tervinning av testkemikalien frdn lungor och nasala
vivnader (8). For fortsatt diskussion se punkt 78.
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2) Vivnadsfordelning rapporteras som procent av administrerad dos och koncentration (mikrogramekvivalenter
per gram vévnad), och vivnad-blod eller viavnad-plasma-forhéllanden.

3) Materialbalans utvecklad ur varje studie som inbegriper analys av kroppsvdvnader och utséndringar.

4) Plasmakoncentrationer och toxikokinetiska parametrar (biotillginglighet, AUC, Cmax, Tmax, nedbrytning,
halveringstid) efter administrering genom relevant vig(ar) for exponering.

5) Hastighet och omfattning av absorption av testkemikalien efter administrering genom relevant vag(ar) for
exponering.

6) Mingden testkemikalie och metaboliter (rapporterad som en procentandel av den administrerade dosen) som
uppsamlas fran avforingen.

7) Hanvisning till tilliggsdata som innehdller individuella djurdata fran alla kvantitativa endpoints (t.ex. dos-
administrering, procentandel tervinning, koncentrationer, TK-parametrar etc.).

8) En figur med de foreslagna metaboliska vigarna och metaboliternas molekylira strukturer.

Diskussion och slutsatser

I detta avsnitt bor forfattaren/forfattarna:

1) Foresld en metabolisk vdg pd grundval av resultaten fran testkemikaliens metabolism och disposition.

2) Diskutera eventuella art- och konskillnader nar det giller disposition och/eller biotransformering av test-
kemikalien.

3) Stilla upp i tabellform och diskutera identifieringen och omfattningen av metaboliter, nedbrytningshastighet,
bioackumuleringspotential och nivd pd moderdmne i vivnadsrester och/eller metabolit(er) sdvil som mojliga
dosberoende forandringar i TK-parametrar, i forekommande fall.

4) I detta avsnitt integrera eventuella relevanta TK-data som erhdllits i samband med genomférandet av toxi-
citetsstudier.

5) Ge en kortfattad slutsats som kan stodjas av resultaten fran studien.

6) Tillagda avsnitt (som behovs eller dr lampliga).

Ytterligare avsnitt bor anvindas for att inkludera stod for bibliografisk information, tabeller, figurer, tilligg etc.

ALTERNATIVA EXPONERINGSVAGAR
Hud
Hudbehandling

Det hir avsnittet innehéller specifik information om undersokningen av testkemikaliens toxikokinetik vid
administrering via huden. For hudabsorption ska kapitel B.44 i denna bilaga (hudabsorption: in vivo-metod
(9)) konsulteras. For andra endpoints sdsom distribution och metabolism kan den hir testmetoden B.36
anvandas. En eller flera dosnivéer for testkemikalien ska anvindas vid dermal behandling. Testkemikalien (t.ex.
rent, utspétt eller berett material som innehéller testkemikalien vilken appliceras pd huden) ska vara samma
(eller ett realistiskt surrogat) som minniskor eller andra potentiella malarter kan exponeras for. Dosnivén(erna)
ska viljas i enlighet med punkterna 20-26 i denna testmetod. Faktorer som kan tas i dvervdgande i dermalt
dosval inkluderar forvintad ménsklig exponering och/eller doser vid vilka toxicitet observerades i andra dermala
toxicitetsstudier. Den dermala dosen(erna) bor upplosas, om nodvindigt, i en limplig vehikel och appliceras i en
tillracklig volym for att leverera de doserna. Strax fore testet ska palsen klippas pa ryggdelen pé forsoksdjurens
bal. Rakning kan anvindas, men det bor goras cirka 24 timmar fore testet. Vid klippning eller rikning av palsen
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ska forsiktighet iakttas sd att huden inte skadas, vilket kan 4ndra dess genomtringlighet. Cirka 10 % av kropps-
ytan bor goras ren for applicering av testkemikalien. Vid mycket toxiska kemikalier kan den yta som ticks vara
mindre dn 10 %, men en s stor del av omridet som mojligt ska tickas med en tunn och jimn film. Samma
behandling av ytan ska anvindas for alla dermala testgrupper. De doserade omradena ska skyddas med limpligt
skydd som sitter pd plats. Djuren bor inhysas separat.

75. En dermal tvittstudie bor genomforas for att bedoma mingden applicerad dos av testkemikalien som kan
avldgsnas fran huden genom tvittning av den behandlade huden med en mild tval och vatten. Denna studie kan
ocksa ge stod i upprittandet av massbalans nir testkemikalien administreras via huden. For denna dermala
tvittstudie bor en engdngsdos av testkemikalien appliceras pa tva djur. Val av dosnivé dr i enlighet med punkt
23 i denna testmetod (se dven punkt 76 for diskussion om hudkontakttid). Midngderna av testkemikalien som
dtervunnits i tvittarna bor faststillas for att bedoma effektiviteten vid borttagningen av testkemikalien genom
tvattproceduren.

76. Savida den inte hindras av korrosionsverkan bor testkemikalien appliceras och hallas pd huden i minst 6
timmar. Vid tidpunkten for borttagandet av skyddet bor det behandlade omradet tvittas enligt forfarandet i
den dermala tvittstudien (se punkt 75). Bdde skyddet och tvittarna ska analyseras for kvarvarande testkemikalie.
Vid studiens upphorande ska varje djur avlivas skonsamt i enlighet med (2) och den behandlade huden ska
avldgsnas. En lamplig del av behandlad hud ska analyseras for att bestimma kvarvarande testkemikalie (radio-
aktivitet).

77. For toxikokinetisk bedomning av likemedel kan olika forfaranden i enlighet med lampligt regelverk behovas.

Inhalation

78. En engdngskoncentration (eller mer vid behov) av testkemikalien bor anvindas. Koncentrationen(erna) ska viljas
i enlighet med punkterna 20-26 i denna testmetod. Inhalationsbehandlingar ska utforas med hjilp av utrustning
for "noskon” eller "enbart huvud” for att forhindra absorption genom alternativa vigar for exponering (8). Om
andra villkor for inhalationsexponering anvinds bor motiveringen for dndringen dokumenteras. Varaktigheten
av exponering genom inhalation bor definieras, normalt dr exponeringen 4—6 timmar.
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Tilligg

DEFINITIONER

Absorption: Process(er) med upptag av kemikalier i eller genom vivnader. Absorption avser moderforeningen och alla
dess metaboliter. Inte att forvixla med “biotillginglighet”.

Ackumulering (Bioackumulering): Okning av mingden testkemikalie 6ver tid i vivnader (vanligtvis fettvivnader, efter
upprepad dosering); om tillforseln av en testkemikalie i kroppen ir storre 4n den hastighet med vilken den elimineras,
ackumulerar organismen testkemikalien och toxiska koncentrationer av testkemikalien kan uppnds.

ADME: Forkortning for absorption, distribution, metabolism och exkretion.

AUC: (arean under plasmakoncentration-tid-kurvan): Arean under kurvan i ett diagram for koncentrationen av testkemi-
kalien i plasma 6ver tiden. Den representerar den totala mangden testkemikalie som absorberas av kroppen inom en
forutbestamd tidsperiod. Vid linjara forhdllanden dr AUC (frén tiden noll till odndligheten) proportionell mot den totala
mingden av en testkemikalie som absorberas av kroppen, oavsett graden av absorption.

Autoradiografi (helkropps-autoradiografi): Anvinds for att avgora kvalitativ och/eller kvantitativ vivnadslokalisering av
en radioaktiv testkemikalie. Denna teknik anvinder rontgenfilm eller pd senare tid digital fosforimaging for att visualisera
radioaktivt markta molekyler eller fragment av molekyler genom att registrera strdlningen som emitteras i det objekt som
studeras. Kvantitativ helkropps-autoradiografi kan, jamfort med organdissektion, ha vissa fordelar for utvirdering av
testkemikaliens distribution och bedémningen av den totala dtervinningen och uppldsningen av radioaktivt material i
vavnader. En betydande fordel ir, till exempel, att den kan anvindas for en pigmenterad djurmodell for att utvirdera
eventuell association av testkemikalien med melanin, som kan binda vissa molekyler. Medan det kan ge bekvdma hel-
kroppséversikter av bindningsstillen med hog kapacitet-ldg affinitet, kan denna teknik dock vara begransad i att kidnna
igen specifika malstillen sdsom receptor-bindningsstillen dir relativ hog upplosning och hog kinslighet behovs for
detektering. Nar autoradiografi anvands bor forsoket som syftar till att bestimma massbalansen f6r den administrerade
foreningen utféras som en separat grupp eller i en separat studie frin vivnadsfordelningsforsoket, dir alla exkret (vilket
dven kan inkludera utandningsluft) och hela kroppen homogeniseras och analyseras genom vitskescintillationsrakning.

Gallexkretion: Exkretion via gallgdngarna.
Bioackumulering: Se "ackumulering”.

Biotillginglighet: Fraktion av en administrerad dos som ndr det stora kretsloppet eller gors tillgidnglig pd platsen for
fysiologisk aktivitet. Normalt refererar testkemikaliens biotillginglighet till modersubstansen, men skulle kunna hinvisa till
dess metabolit. Den anses endast ha en kemisk form. Observera: Biotillgdnglighet och absorption ir inte detsamma.
Skillnaden mellan t.ex. oral absorption (dvs. ndrvaron i tarmviggen och portal cirkulation) och biotillginglighet (dvs.
ndrvaron i systemblod och i vdvnader) kan uppsté fran kemisk nedbrytning pé grund av metabolism i tarmviggen eller
utflodestransport tillbaka till lumen i magsicken eller presystemisk metabolism i levern, bland andra faktorer (10).
Biotillgingligheten for den toxiska komponenten (modersubstans eller en metabolit) dr en kritisk parameter i riskbedom-
ningen for ménniskor (hog till 1dgdos-extrapolering, vég till extrapolering) for hirledning av ett internt vérde frén externa
NOAEL eller BMD (tillimpad dos). Det dr den orala absorptionen som racker for leverpdverkan vid oral administrering.
Dock for varje paverkan annat dn vid portalen for intrdde, 4r det biotillgingligheten som i allminhet 4r en mer pélitlig
parameter for vidare anvindning i riskbedomningen, inte absorptionen.

Biopersistens: Se “persistens”.

Biotransformation: (Vanligtvis enzymatisk) kemisk omvandling av testkemikalien av intresse, till en annan kemikalie i
kroppen. Synonymt med metabolism.

Cpnax: Antingen maximal (toppvirde) koncentration i blodet (plasma/serum) efter administrering eller maximal (toppvirde)
utsondring (i urin eller avforing) efter administrering.

Nedbrytningshastighet: Kvantitativt matt pd den hastighet vid vilken testkemikalien fors bort fran blodet, plasman eller
en viss vdavnad per tidsenhet.

Kammare: Strukturell eller biokemisk del (eller enhet) av ett organ, vdvnad eller cell, som &r skild fran resten.

Avgiftningsvigar: Serier av steg som leder till eliminering av toxiska kemikalier frén kroppen, antingen genom meta-
bolisk forandring eller exkretion.
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Distribution: Spridning av en testkemikalie och dess derivat i en organism.

Enzymer|isozymer: Proteiner som katalyserar kemiska reaktioner. Isozymer ér enzymer som katalyserar liknande ke-
miska reaktioner men skiljer sig i sin aminosyresekvens.

Enzymatiska parametrar: K, : Michaelis konstant och V,,.: maximal hastighet.

Exkretion: Process(er) genom vilken en administrerad testkemikalie och/eller dess metaboliter avligsnas frn kroppen.
Exogent: Inford fran eller producerad utanfor organismen eller systemet.

Extrapolering: Slutledning av en eller flera okénda virden pd grundval av det som ir kint eller har observerats.

Halveringstid (t;),): Den tid det tar for koncentrationen av testkemikalien att minska med halften i en kammare. Den
refererar normalt till plasmakoncentrationen av testkemikalien i hela kroppen.

Induktion/enzyminduktion: Enzymsyntes som svar pd en miljomassig stimulans eller en inducermolekyl.

Linjiritet/linjir kinetik: En process dr linjar med avseende pé kinetik nir alla dverforingshastigheter mellan kammare
star i proportion till de mingder eller koncentrationer som dr nirvarande dvs. forsta ordningen. Foljaktligen dr nedbryt-
nings- och distributionsvolymerna konstanta sdval som halveringstiderna. De uppnadda koncentrationerna ar proportio-
nella med doseringshastigheten (exponering), och ackumuleringen &r ldttare forutsdgbar. Linjdritet/icke-linjdritet kan
bedomas genom att jimfora relevanta parametrar t.ex. AUC efter olika doser eller efter engdngsexponering och upprepad
exponering. Avsaknad av dosberoende kan vara tecken pd mittnad av enzymer involverade i metabolismen i foreningen,
en oOkning av AUC efter upprepad exponering jamfort med engdngsexponering kan vara tecken pd inhibering av
metabolismen, och en minskning av AUC kan vara en indikation pd induktion av metabolismen (se dven (11))

Massbalans: Redovisning av nir testkemikalien intrider i och limnar systemet.
Materialbalans: Se massbalans.

Toxicitetsmekanism (sitt)/verkningsmekanism (sitt): Verkningsmekanism avser specifika biokemiska interaktioner
genom vilka en testkemikalie alstrar dess effekt. Verkningssitt hdnvisar till mer allmidnna vagar som leder till en test-
kemikalies toxicitet.

Metabolism: Synonymt med biotransformering.
Metaboliter: Produkter av metabolism eller metaboliska processer.

Oral absorption: Den procentuella andelen testkemikaliedos absorberad fran administreringsstallet (dvs. matspjalknings-
kanalen). Denna kritiska parameter kan anviandas for att forstd fraktionen av den administrerade testkemikalien som nér
portvenen och direfter levern.

Partialkoefficient: Aven kind som fordelningskoefficienten som 4r ett matt pa den differentiella 16sligheten av en
kemikalie i tvd 16sningsmedel.

Toppblodnivier (plasma/serum): Maximal (toppvirde) blodkoncentration (plasma/serum) efter administrering (se dven
"Crrax)-

max

Persistens (biopersistens): Langsiktig nirvaro av en kemikalie (i ett biologiskt system) pd grund av resistens mot
nedbrytning/eliminering.

Jamforelse: Endpointinformation for en eller flera kemikalier anviinds for att géra en forutsigelse av endpointen for
malkemikalien.

Receptormikroskopisk autoradiografi (eller receptor-mikroautoradiografi): Denna teknik kan anvindas for att sondera
xenobiotisk interaktion med specifika vivnadsstillen eller cellpopulationer sdsom exempelvis for receptorbindning eller
specifika verkningssattstudier som kan kriva hog upplosning och hog kinslighet, vilket kanske inte 4r mojligt med andra
tekniker sdsom helkropps-autoradiografi.

Administreringsvig (oral, intravenos, dermal, inhalation etc.): Avser de sitt vilka kemikalien administreras till kroppen
(t.ex. oralt genom sondmatning, oralt genom foder, dermal, genom inhalation, intravendst etc.).
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Mittnad: Tillstdnd dir en eller flera av de kinetiska processerna (t.ex. absorption, metabolism eller nedbrytning) ar vid ett
maximum (lis "méttad”).

Sensitivitet: Mojligheten for en metod eller instrument att diskriminera mellan miétningsresponser som representerar
olika nivéder av en variabel av intresse.

Stationirt tillstdnd for blodnivéer (plasma): Icke-jamviktstillstdnd for ett dppet system dér alla krafter som verkar pd
systemet exakt balanseras av motsatta krafter, pa ett sddant sitt att alla dess komponenter &r stationira i koncentrationen
dven om materia flodar genom systemet.

Systemmodellering (fysiologiskt baserad toxikokinetik, farmakokinetiskt baserad, fysiologiskt baserad farmakokinetisk,
biologiskt baserad etc.): Abstrakt modell som anvinder matematiskt sprak for att beskriva ett systems beteende.

Miélvivnad: Vivnad i vilken en huvudsaklig skadlig effekt av ett gift manifisteras.
Testkemikalie: Alla kemikalier eller blandningar som testas med denna testmetod.

Vivnadsfordelning: Reversibel rorelse av en testkemikalie frén en plats i kroppen till en annan. Vavnadsfordelning kan
studeras genom organdissekering, homogenisering, forbranning och vitskescintillationsrakning eller genom kvalitativ
och/eller kvantitativ helkropps-autoradiografi. Den forstnimnda ar anvindbar for att uppnd koncentration och procent-
andel av atervinning fran vdvnader och aterstdende kropp av samma djur, men kan sakna upplosning for alla vivnader
och kan ha mindre 4n idealisk total tervinning (< 90 %). Se definition av den senare ovan.

T, ... Tid for att nd C

max- max*

Toxikokinetik (farmakokinetik): Studie av absorptionen, distributionen, metabolismen och exkretionen av kemikalier
over tiden.

Validering av modeller: Processen for att bedoma limpligheten av en modell for att konsekvent beskriva tillgingliga
toxikokinetiska data. Modellerna kan utvirderas via statistisk och visuell jamforelse av modellprognoser med experimen-
tella virden mot en gemensam oberoende variabel (t.ex. tid). Omfattningen av utvirderingen bor motiveras i forhallande
till den avsedda anvindningen av modellen.”

(8) Kapitel B.52 ska ldggas till:

"B.52 AKUT INHALATIONSTOXICITET - AKUT TOXICITETSKLASS

INLEDNING

1. Den hir testmetoden motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 436 (2009). Den forsta testriktlinjen for akut inha-
lation 403 antogs 1981, och har sedan dess reviderats (se kapitel B.2 i denna bilaga (1)). Utvecklingen av en
inhalationsmetod for akut toxicitetsklass (ATC) (2) (3) (4) ansdgs lamplig efter antagandet av den reviderade
orala ATC-metoden (kapitel B.1 i denna bilaga) (5). En retrospektiv resultatbedomning av ATC-testmetoden for
akut toxicitet vid inhalation visade att metoden &r lamplig for Klassificerings- och mérkningsandamal (6). ATC-
testmetoden for inhalation medger anvindningen av seriella steg med fasta malkoncentrationer for att rang-
ordna en testkemikalies toxicitet. Dodlighet anvinds som viktigaste endpoint, dock, bor djur med svér smirta
och som lider, eller 4r doende avlivas skonsamt for att minska lidandet. Vigledning om humana endpoints finns
i OECD:s végledningsdokument nr 19 (7).

2. I vigledningsdokumentet om akut inhalationstoxicitet (GD 39) (8) kan man fa vigledning om den hir beskrivna
testmetodens genomférande och tolkning.

3. Definitioner som anvinds inom ramen for den hir testmetoden finns i tilligg 1 och i GD 39 (8).

4. Testmetoden ger information om farliga egenskaper och later testkemikalien rangordnas och klassificeras i
enlighet med forordning (EG) nr 1272/2008 om Klassificering av kemikalier som orsakar akut toxicitet (9).
Om punktskattningar av LC50-vérden eller koncentration-responsanalyser krdvs, dr kapitel B.2 i denna bilaga (1)
den limpligaste testmetoden. Ytterligare vigledning om val av testmetod finns i GD 39 (8). Den hir test-
metoden dr inte specifikt avsedd for testning av specialmaterial sdsom svérlosliga isometriska eller fibrosa
material, eller avsiktligt tillverkade nanomaterial.
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INLEDANDE OVERVAGANDEN

Innan man overvager ett test i enlighet med den hir testmetoden bor testlaboratoriet Gverviga all information
avseende testkemikalien, inklusive befintliga studier vars data visar att man inte behover gora fler tester, for att
minska anvindningen av djur. Information som kan underldtta val av lamplig art, stam, kon, exponeringssatt
och lamplig testkoncentration dr dmnets identitet och kemiska struktur, fysikalisk-kemiska egenskaper, resultat
fran andra eventuella in vitro- eller in vivo-studier avseende toxicitet; forvintad(e) anvindning(ar) och risken for
minsklig exponering, tillgdngliga (Q)SAR-data samt toxikologiska data om strukturellt nirbesliktade kemikalier.
Koncentrationer som forvintas orsaka svar smarta eller lidande, beroende pé fritande (') eller allvarligt irrite-
rande verkningar bor inte testas med denna testmetod (se GD 39 (8)).

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Testprincipen bygger pé ett stegvist forfarande som ger tillracklig information om akut toxicitet vid inhalation
av testkemikalien under en exponeringsperiod pd 4 timmar for att mojliggora dess klassificering. Andra ex-
poneringstider kan gilla for specifika regulatoriska andamal. For varje definierat koncentrationssteg ska 3 djur av
vardera kon testas. Beroende pd mortaliteten och/eller forekomsten av déende djur kan steg 2 vara tillrickligt
for att mojliggora bedomning av testkemikaliens akuta toxicitet. Om det saknas beldgg for att det ena konet dr
mer mottagligt dn det andra kan testet fortsitta med det mer mottagliga konet. Resultatet fran det foregdende
steget kommer att bestimma det foljande steget sd att

a) ingen ytterligare testning behovs,

b) testning gors av tre djur per kon, eller

¢) testning gors av 6 djur av det mer mottagliga konet dvs. den undre grinsen for uppskattningar av toxisk
klass som bor baseras pa 6 djur per testkoncentrationsgrupp, oberoende av kon.

Doende djur eller djur som visar tecken pd uppenbar smirta eller svirt och ihdllande lidande ska avlivas
skonsamt och medtas i tolkningen av testresultaten pd samma sitt som de som avled under testet. Kriterier
for att ta beslutet att avliva doende eller svart lidande djur, och vigledning om hur man kinner igen tecknen pé
forutsagbar eller annalkande dod, omfattas i vdgledningsdokument nr 19 om humana endpoints (7).

METODBESKRIVNING
Val av djurart

[ testet anvinds friska unga vuxna djur av stammar som vanligtvis anvands pa laboratorier. For detta test
anvinds ritta och motiveringar ska ges om andra arter anvinds.

Forberedelse av djuren

Honorna ska inte ha fatt ungar och inte vara driktiga. P4 exponeringsdagen bor djuren vara unga vuxna 8 till
12 veckor gamla och kroppsvikten bor ligga inom * 20 % av medelvikten for vardera konet for eventuellt
tidigare exponerade djur i samma &lder. Djuren viljs ut slumpmissigt, forses med mérkning sd att de kan
identifieras individuellt. Dérefter far djuren acklimatisera sig till laboratoriets betingelser i sina burar i minst fem
dagar fore teststarten. Djuren bor ocksd acklimatisera sig till testutrustningen en kort period fore testet, eftersom
detta minskar den stress som en ny miljo innebir.

Djurhallning

Temperaturen i forsoksdjurens utrymmen bor vara 22 £ 3 °C. Den relativa fuktigheten bor ligga mellan 30 och
70 %, dven om detta kanske inte dr mojligt ndr vatten anvinds som vehikel. Fore och efter exponeringen bor
djuren inhysas i grupper avhingigt kon och koncentration, dock fir antalet djur per bur inte hindra en tydlig
observation av varje enskilt djur, och forluster genom kannibalism och slagsmédl bor minimeras. Om endast
djurens nosar ska exponeras kan det vara nodvindigt att de far acklimatisera sig till fasthllningsroren. Fasthall-
ningsroren ska inte medfora onddig fysisk, termisk eller fasthdllningsstress for djuren. Fasthdllning kan péverka
fysiologiska endpoints sdsom kroppstemperatur (hypotermi) och/eller minimala respiratoriska volymer. Om det
finns generiska data tillgdngliga som inte pekar pa sddana forandringar i ndgon nimnvird omfattning ar det inte
nodvindigt med anpassningen till roren fore exponeringen. Djur vars hela kroppar ska exponeras for en aerosol
ska inhysas individuellt under exponeringen for att forhindra att de andra djuren i buren filtrerar aerosolen

(") Korrosivitetsbedomningen kan baseras pa ett expertutlitande pd grundval av bevis sdsom erfarenhet frin ménniskor eller djur, befintliga
(in vitro) data, dvs. avsnitt B.40 (10), B.40 a (11) i denna bilaga eller OECD TG 435 (12), pH-virden, information frén liknande
kemikalier eller andra relevanta data.
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genom sina palsar. For utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder anvindas, utom under exponeringen,
tillsammans med en obegrinsad tillgang till vatten. Belysningen bor vara artificiell med omvixlande 12 timmar
ljus och 12 timmar morker.

Inhalationskammare

Vid val av inhalationskammare bor man beakta kemikaliens beskaffenhet och testets dndamal. Det foredragna
exponeringssdttet ar enbart nos (termen inkluderar dven enbart huvud, enbart nos eller enbart tryne). Expone-
ring av enbart nos foredras i allmanhet vid studier av vitskor och fasta aerosoler och dnga som kan kondenseras
och bilda aerosoler. Vissa av undersokningens mal kan battre uppnds genom exponering av hela kroppen, men
detta ska motiveras i undersokningsrapporten. For att sikerstilla atmosfirisk stabilitet vid anvindningen av en
helkroppskammare ska den totala volymen av forsoksdjuren inte overskrida 5 % av kammarens volym. Tek-
nikerna for enbart nos och helkroppsexponeringen, deras principer och sirskilda for- och nackdelar finns
beskrivna i GD 39 (8).

EXPONERINGSBETINGELSER
Administrering av koncentrationer

En fast exponeringstid pa 4 timmar, exklusive jamviktstid, re(kommenderas. Andra varaktigheter kan behévas for
att uppfylla specifika krav, dock bor motivering ges i studierapporten (se GD 39 (8)). Djur som exponeras i
helkroppskammare ska inhysas individuellt for att hindra intagandet av testkemikalien pd grund av skotsel av de
andra djuren i buren. Inget foder ska ges under exponeringsperioden. Vatten kan tillhandahillas under en
helkroppsexponering.

Djur exponeras for testkemikalien som en gas, dnga, aerosol eller en blandning av dem. Det fysikaliska tillstand
som ska testas beror pé testkemikaliens fysikalisk-kemiska egenskaper, vald koncentration och/eller dess mest
sannolika fysikaliska form vid hanteringen och anvindningen. Hygroskopiska och kemiskt reaktiva testkemika-
lier ska testas i torr luft. Det dr viktigt att se till att inga explosiva koncentrationer skapas.

Partikelstorleksfordelning

Partikeldimensionering bor utféras for alla aerosoler och dngor som kan kondenseras och bilda aerosoler. For
att mojliggora exponering av alla relevanta omrdden i luftvdgarna, rekommenderas aerosoler med en aero-
dynamisk diameter (MMAD) i intervallet 1 till 4 pm med en geometrisk standardavvikelse (o,) i intervallet 1,5
till 3,0 (8) (13) (14). Aven om en rimlig anstringning krivs for att uppfylla denna standard I?3(':'or en sakkunnig
bedomning goras om detta inte kan uppnds. Till exempel kan metalldimma understiga denna standard, och
laddade partiklar, fibrer och hygroskopiska material (som okar i storlek i den fuktiga miljon i andningsvigarna)
kan Gverstiga denna standard.

Beredning av testkemikalie i en vehikel

En vehikel kan anvindas for att generera en lamplig koncentration och partikelstorlek av testkemikalien i
atmosfiren. I regel bor vatten ha foretrade. For att uppnd den erfordrade partikelstorleksfordelningen bor
partikelmaterialet utsittas for mekaniska processer, emellertid bor forsiktighet iakttas sd att man inte sonderdelar
eller forandrar testkemikalien. I de fall ddr mekaniska processer tros ha forandrat testkemikaliens sammansitt-
ning (t.ex. extrem temperatur frin friktionen vid overdriven frisning), bor testkemikaliens sammansattning
verifieras analytiskt. Det ér viktigt att testkemikalien inte fororenas. Det ér inte nodvindigt att testa icke-sproda
granuldra material som avsiktligt 4r sammansatta s att de inte kan inhaleras. Ett friktionstest ska anvindas for
att visa att inga inandningsbara partiklar bildas nér det granuldra materialet hanteras. Om ett friktionstest bildar
inandningsbara partiklar ska ett test utforas avseende inhalationstoxicitet.

Kontrolldjur

Det ir inte nodvandigt med en parallell negativ (luft-) kontrollgrupp. Om en annan vehikel 4n vatten anvinds
for att skapa testatmosfaren ska en vehikelkontrollgrupp endast anvindas nédr historiska data om inhalations-
toxicitet inte ar tillgdngliga. Om en toxicitetsstudie av en testkemikalie som har beretts i en vehikel inte pavisar
nagon toxicitet, framgdr det att vehikeln ar icke-toxisk vid den testade koncentrationen, och dirmed finns det
inget behov av en vehikelkontroll.

OVERVAKNING AV EXPONERINGSFORHALLANDEN
Kammarens luftflode

Luftflodet genom kammaren ska omsorgsfullt kontrolleras, kontinuerligt 6vervakas och registreras minst en
gdng i timmen under varje exponering. Overvakningen av testatmosfarens koncentration (eller stabilitet) 4r en
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integrerad métning av samtliga dynamiska parametrar och ett indirekt sitt att kontrollera alla relevanta atmo-
sfarsskapande dynamiska parametrar. Sirskild hdnsyn bor tas for att undvika dterandning i enbart nos-kammare
i de fall dir luftflodet genom exponeringssystemet ér otillrickligt for att ge ett dynamiskt flode i testkemikalie-
atmosfiren. Det finns foreskrivna metoder som kan anvindas for att visa att dterandning inte sker under de
valda processforhdllandena (8) (15). Syrehalten bor vara minst 19 % och koncentrationen av koldioxid bor inte
overstiga 1 %. Om det finns anledning att tro att dessa standarder inte kan uppfyllas bor man mita kon-
centrationen av syre och koldioxid.

Kammarens temperatur och relativa fuktighet

Kammarens temperatur bor uppritthdllas vid 22 £ 3 °C. Relativ fuktighet i djurens andningsomraden, giller
bdde enbart nos och helkroppsexponering, bor Gvervakas och registreras minst tre ganger under tidsperioder
upp till 4 timmar, och varje timme vid kortare tidsperioder. Den relativa fuktigheten bor foretradesvis upp-
ritthdllas inom intervallet 30 till 70 %, men detta kanske inte dr mojligt (t.ex. vid testning av vattenbaserade
blandningar) eller inte métbart p& grund av att testkemikalien stor sjilva testmetoden.

Testkemikalie: nominell koncentration

Nir det dr mojligt bor den nominella koncentrationen i exponeringskammaren berdknas och registreras. Den
nominella koncentrationen ar massan av den genererade testkemikalien dividerad med den totala volymen av
luft som passerade genom kammarsystemet. Den nominella koncentrationen anvinds inte for att karakterisera
djurens exponering, men en jimforelse mellan den nominella och den faktiska koncentrationen ger en indika-
tion pa testsystemets genereringseffektivitet, och kan dirmed anvindas for att uppticka genereringsproblem.

Testkemikalie: faktisk koncentration

Den faktiska koncentrationen &r testkemikaliens koncentration i djurets andningsomrédde i en inhalationskam-
mare. Faktiska koncentrationer kan erhéllas antingen genom sirskilda metoder (t.ex. direkt provtagning, ad-
sorptiva eller kemiskt reaktiva metoder, och efterfljande analytisk karakterisering) eller av icke-specifika me-
toder sisom gravimetrisk filteranalys. Anvindningen av gravimetrisk analys dr endast acceptabel for pulveraero-
soler bestdende av en enda komponent eller acrosoler bestdende av vitskor med lag flyktighet, och bor stodjas
av en limplig preklinisk studie med kemikaliespecifik karakterisering. Koncentrationen i pulveraerosoler besté-
ende av flera komponenter kan ocksd bestimmas genom gravimetrisk analys. Detta krdver dock analysresultat
som visar att sammansattningen av luftburet material liknar startmaterialet. Om denna information inte finns
tillganglig kan det vara nodvindigt med en ny analys av testkemikalien (helst i sitt luftburna tillstind) under
loppet av studien. For medel i aerosolform som kan fordngas eller sublimeras bor man kunna visa att samtliga
faser uppsamlades med den valda metoden. Médlkoncentrationerna och de nominella och faktiska koncentratio-
nerna ska finnas med i undersokningsrapporten, men endast de faktiska koncentrationerna anvinds i de sta-
tistiska analyserna for att berdkna virdena for dodlig koncentration.

En sats av testkemikalien ska anvindas, om mojligt, och provet ska lagras under sidana forhallanden att det
bibehdller sin renhet, homogenitet och stabilitet. Infor starten av studien bor det finnas en beskrivning av
testkemikalien som inbegriper dess renhet och, om det ér tekniskt genomforbart, identitet, och kvantiteterna av
identifierade fororeningar och orenheter. Detta kan visas genom, men dr inte begrinsat till, foljande data:
retentionstid och relativ topparea, molekylvikt fran masspektroskopi eller gaskromatografianalys, eller andra
uppskattningar. Aven om testlaboratoriet inte ansvarar for provets identitet kan det vara klokt att man i stora
drag bekriftar karakteriseringen (t.ex. farg, fysisk natur etc.).

Exponeringsatmosfiren ska héllas sd konstant som mojligt och 6vervakas kontinuerligt och/eller intermittent
beroende pa analysmetoden. Nir intermittent provtagning anvinds bor prover pd kammaratmosfiren tas minst
tvd gdnger under en fyratimmarsstudie. Om det inte dr mojligt pd grund av begrinsade luftfloden eller laga
koncentrationer, kan ett prov tas under hela exponeringsperioden. Om mirkta prov-till-prov-fluktationer fore-
kommer, bor man for de paféljande koncentrationerna som ska testas ta fyra prover per exponering. Prov-
tagning av kammarkoncentrationer fran individuella kammare bor inte avvika frdn den genomsnittliga kon-
centrationen med mer dn + 10 % for gaser och angor, och inte med mer 4n * 20 % for flytande eller fasta
aerosoler. Tiden tills kammaren ndr jamvikt (tg5) bor berdknas och registreras. Varaktigheten for en exponering
spanner sig over den tid som testkemikalien genereras och tar hansyn till den tid som kravs for att uppnd tys.
Riktlinjer for att uppskatta tqs finns i GD 39 (8).

For mycket komplexa blandningar bestdende av dngor/gaser och aerosoler (t.ex. forbranningsatmosfirer och
testkemikalier framdrivna fran darfor avsedd slutanvindningsprodukt/-utrustning). Varje fas kan bete sig annor-
lunda i en inhalationskammare s& dtminstone en indikatorsubstans ska viljas (analyt), vanligtvis den huvud-
sakliga aktiva substansen i blandningen for varje fas (dnga/gas och aerosol). Nar testkemikalien dr en blandning
ska den analytiska koncentrationen i den totala blandningen rapporteras, inte bara for den aktiva ingrediensen
eller komponenten (analyten). Ytterligare information om faktisk koncentration finns i GD 39 (8).
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Testkemikalie: partikelstorleksférdelning

Aerosolers partikelstorleksfordelning bor faststillas minst tvd gdnger under varje 4-timmarsexponering med
hjilp av en kaskadimpaktor eller ett alternativt instrument sisom en aerodynamisk partikelsorterare. Om
man kan visa ett likvardigt resultat frdn en kaskadimpaktor eller det alternativa instrumentet, kan man anvinda
det sistndmnda under hela forsoket. En andra enhet, till exempel ett gravimetriskt filter eller en impinger/gas-
bubblare, bor anvindas parallellt med det primira instrumentet for att bekrifta uppsamlingsprestandan hos det
primdra instrumentet. Masskoncentrationen som erhdllits genom analys av partikelstorleken ska ligga inom
rimliga grinser for den masskoncentration som erhéllits genom filteranalys (se GD 39 (8)). Om likvirdigheten
kan pavisas i ett tidigt skede av forsoket kan ytterligare bekriftande métningar utelimnas. Av djurskyddsskal bor
atgirder vidtas for att minimera ofullstindiga uppgifter som kan leda till att exponeringen mdste upprepas.
Partikeldimensionering bor utforas for dngorna, om det finns en méjlighet att kondensen kan bilda en aerosol,
eller om partiklar uppticks i dngatmosfiren som kan gora sd att faserna blandas (se punkt 14).

PROCEDUR
Huvudtest

Tre djur per kon eller sex djur av det mer mottagliga konet anvinds for varje steg. Om andra gnagare 4n rdttor
utsdtts for enbart nos, kan de maximala exponeringstiderna justeras for att minska artspecifikt lidande. Kon-
centrationsnivan som ska anviandas som startdos viljs frdn en av fyra fasta nivder, och nivdn pd utgdngs-
koncentrationen bor vara den som mest sannolikt producerar toxicitet hos vissa av de doserade djuren. Test-
programmet for gaser, dngor och acrosoler (inkluderad i tilliggen 2-4) representerar testningen med avslut-
ningsvardena for CLP-kategorierna 1-4 (9) for gaser (100, 500, 2 500, 20 000 ppm/4h) (tilligg 2), for angor
(0,5, 2, 10, 20 mg/1/4h) (tillagg 3) och for aerosoler (0,05, 0,5, 1, 5 mg/l/4h) (tilligg 4). Kategori 5, som inte &r
genomférd i forordning (EG) nr 1272/2008 (9) avser koncentrationer 6ver respektive granskoncentration. For
varje startkoncentration giller respektive testprogram. Beroende pa antalet humant avlivade eller doda djur foljer
testproceduren de angivna pilarna tills en kategorisering kan goras.

Tidsintervallet mellan exponeringsgrupperna faststills genom start, varaktighet och allvarlighetsgrad for tecknen
pa toxicitet. Exponering av djur vid ndsta koncentrationsnivéd ska fordrojas tills det finns rimlig anledning att
anta att de tidigare testade djuren overlever. En period pé tre eller fyra dagar mellan exponeringarna for varje
koncentrationsnivd rekommenderas for observationen av fordrojd toxicitet. Tidsintervallet kan anpassas pa
lampligt sdtt, t.ex. i hindelse av ofullstindiga responser.

Toleranstest

Toleranstestet anvinds nir testkemikalien ar kand eller forvintas vara praktiskt taget icke-toxisk dvs. framkallar
endast en toxisk reaktion over den reglerade granskoncentrationen. Information om testkemikaliens toxicitet
kan erhéllas genom kunskap om liknande testade substanser eller liknande blandningar, med beaktande av
identitet och procentandel av komponenter kinda for att ha en signifikant toxicitet. I situationer nar det finns
lite eller ingen information om dess toxicitet, eller testkemikalien forvintas vara toxisk, ska huvudtestet utforas
(ytterligare vigledning finns i GD 39 (8)).

Enligt det normala forfarandet exponeras tre djur per kon, eller sex djur av det mer mottagliga konet for en
koncentration av respektive 20 000 ppm for gaser, 20 mg/l f6r dngor och 5 mg/l for damm/dnga (om mojligt),
vilket fungerar som toleranstestet for denna testmetod. Nir man testar aerosoler bor det priméra maélet vara att
uppnd en andningsbar partikelstorlek (dvs. en MMAD péd 1-4 pm). Det dr mojligt for de flesta kemikalier med
en koncentration pa 2 mg/l. Testning av aerosoler med hogre 4n 2 mg/l ska endast goras om en andningsbar
partikelstorlek kan uppnés [se GD 39 (8)]. I enlighet med GHS (16), avrddes testning 6ver en grinskoncent-
ration pd grund av djurskyddsskil. Testning i GHS-kategori 5 (16), som inte dr genomford i forordning (EG)
nr 1272/2008 (9), ska endast 6vervdgas om det finns en stor sannolikhet for att resultaten frdn ett sddant test
har en direkt relevans for skydd av manniskors hilsa, och motivering limnas i studierapporten. Nar det géller
potentiellt explosiva testkemikalier bér man vara noga med att undvika forhallanden som 4r gynnsamma for en
explosion. For att undvika on6dig anvandning av djur ska ett test genomforas utan djur fore toleranstestet, for
att se till att forhdllandena i kammaren kan uppnds for ett toleranstest.

OBSERVATIONER

Djuren bor ofta observeras kliniskt under exponeringsperioden. Efter exponeringen ska kliniska observationer
goras minst tvd ganger pd dagen for exponeringen, eller oftare om djurens respons pd behandlingen indikerar
det, och direfter minst en géng per dag under en period av 14 dagar. Observationstidens lingd ér inte fast, utan
bor bestimmas utifrdn art och tidpunkt for de forsta kliniska tecknen samt lingden péd aterhimtningsperioden.
De tillfallen dé tecken pa toxicitet upptrader och forsvinner ér viktig, sdrskilt om tecknen pa toxicitet visar en
tendens att fordrojas. Alla observationer registreras systematiskt med individuella registreringar for varje djur.
Djur som pétriffas déende och djur som visar tecken pd uppenbar smarta och/eller svért ihallande lidande ska
avlivas skonsamt av djurskyddsskal. Forsiktighet bor iakttas vid utforande av undersokningar for kliniska tecken
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30.

31.

32.

33.

34.

35.

pa toxicitet med djur som ser daliga ut och har Gvergdende respiratoriska forandringar till f6ljd av exponerings-
forfarandet, inte misstas for behandlingsrelaterade verkningar. Principerna och kriterierna som finns samman-
fattade i vdgledningsdokumentet om humana endpoints bér tas i beaktande (7). Nar djur avlivas av humanitira
skil eller pétriffas doda, ska tidpunkten for dodsfallet registreras si noggrant som mojligt.

Observationer vid buren bor omfatta fordndringar i bur och pils, 6gon och slemhinnor, samt 4ven andnings-
organen, cirkulationsorganen och det autonoma och centrala nervsystemet, samt kroppsmotorik och beteende-
monster. Om mojligt bor eventuella skillnader mellan lokala och systematiska effekter noteras. Uppmarksamhet
bor fistas vid observationer av tremor, konvulsioner, salivutsondring, diarré, letargi, somn och koma. Métningen
av rektala temperaturer kan ge beligg for bradypnéreflex eller hypo/hypertermi relaterat till behandling eller
inspdrrning.

Kroppsvikt

Vikten hos individuella djur bor registreras en gang under acklimatiseringsperioden pd exponeringsdagen innan
exponeringen (dag 0), och &tminstone dag 1, 3 och 7 (och direfter varje vecka), och vid tidpunkten for nir
doden eller avlivningen intriffar om dag 1 overskrids. Kroppsvikt dr en erként viktig indikator for toxicitet och
djur som uppvisar en ihdllande minskning pd > 20 % jimfort med virden fran forstudien bor noggrant Gver-
vakas. Djur som Gverlever vigs och avlivas skonsamt i slutet av perioden efter exponeringsperioden.

Patologi

Alla forsoksdjur, inklusive de som avlider under testet eller avlivas och tas bort fran undersokningen av djur-
skyddsskal bor obduceras. Om en obduktion inte kan utforas omedelbart efter att ett dott djur har upptackts,
bor djuret kylas (inte frysas) vid en temperatur som ér tillrackligt 1ag for att minimera autolys. Obduktioner ska
utforas sd snart som mojligt, vanligtvis inom en dag eller tvd. Alla betydande patologiska forindringar bor
registreras for varje djur med sirskild uppmérksamhet pa eventuella forandringar i luftvdgarna.

Ytterligare undersokningar inklusive a priori genom berakning kan anses utoka studiens tolkningsvarde, sisom
mitning av lungvikt hos 6verlevande réttor, och/eller ge prov pa irritation genom mikroskopundersokningen av
luftvdgarna. Undersokta organ kan innefatta sddana som uppvisar betydande skador och som harror fran djur
som Overlevt 24 timmar eller mer, och organ kinda for, eller som forvintas paverkas. Mikroskopisk under-
sokning av hela luftvigarna kan ge anvindbar information om testkemikalier som 4r reaktiva med vatten, sdsom
syror och hygroskopiska testkemikalier.

DATA OCH RAPPORTERING
Data

Individuella data om kroppsvikt och obduktionsfynd bér tillhandahallas. Kliniska observationsdata bor samman-
fattas i tabellform, som for varje testgrupp visar antalet djur som anvints, antalet djur som visar tecken pa
toxicitet, antalet djur som avlidit under testet eller som avlivats av humanitira skil, tidpunkten da det enskilda
djuret har avlidit, beskrivning och tidsforlopp for toxiska verkningar och reversibilitet, samt obduktionsfynd.

Testrapport

Testrapporten ska omfatta foljande information, nar sd 4r lampligt:

Forsoksdjur och djurhallning

— Beskrivning av burférhéllanden, inklusive antal (eller forandring av antal) djur per bur, stro, omgivnings-
temperatur och relativ fuktighet, ljusperiod och identifiering av kost.

— Art/stam som anvinds och motivering fér anvindning av andra arter dn rétta.

— Dijurens antal, alder och kon.

— Metod for randomisering.

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet (inbegripet kosttyp/-killa och vattenforsorjning).

— Beskrivning av eventuella fortestbetingelser inbegripet kost, karantin och behandling av sjukdomar.



L 81/128 Europeiska unionens officiella tidning 19.3.2014

Testkemikalie

— Fysikalisk natur, renhet och, i forekommande fall, fysikalisk-kemiska egenskaper (inbegripet isomerisering).
— Identifieringsdata och CAS-nummer (Chemical Abstract Services), om detta ar kant.

Vehikel

— Motivering for anvindning av vehikel och valet av vehikel (om annat 4n vatten).

— Historiska eller parallella data som visar att vehikeln inte paverkar studiens slutresultat.
Inhalationskammare

— Beskrivning av inhalationskammaren inklusive matt och volym.

— Ursprung och beskrivning av utrustning som anvinds for exponering av djur sd vil som generering av
atmosfir.

— Utrustning for miétning av temperatur, fuktighet, partikelstorlek och faktisk koncentration.

— Luftkilla, behandling av luft som tillférs/extraheras och system som anvinds for luftkonditionering.
— Metoder som anvinds for kalibrering av utrustning for att sikerstilla en homogen testatmosfir.
— Tryckskillnad (positiv eller negativ).

— Exponeringsportar per kammare (enbart nos), placering av djur i systemet (helkropp).

— Temporal homogenitet/stabilitet for testatmosfaren.

— Placering av temperatur- och fuktighetsgivare och provtagning av testatmosfiren i kammaren.

— Luftflodeshastigheter, port for luftflode och exponering (enbart nos), eller djurbelastning och kammare
(helkropp).

— Information om utrustningen som anvinds for att méta syre och koldioxid, i forekommande fall.
— Tid som kravs for att uppnd jimvikt i inhalationskammaren (tys)

— Antal volymutbyten per timme.

— Matutrustning (i forekommande fall).

Exponeringsdata

— Grunden for valet av mdlkoncentration i huvudstudien.

— Nominella koncentrationer (den totala massan av testkemikalien som genereras i inhalationskammaren
dividerad med luftvolymen som passerar genom kammaren).

— Faktiska koncentrationer av testblandningar som insamlats fran djurens andningsapparat, for blandningar
som bildar heterogena fysikaliska former (gaser, dngor, aerosoler), dar var och en kan analyseras separat.

— Alla luftkoncentrationer ska rapporteras i viktenheter (t.ex. mg/l, mg/m?>, etc.), enheter for volym (t.ex. ppm,
ppb) kan ocksd redovisas inom parantes.

— Partikelstorleksfordelning, aerodynamisk massmediandiameter (MMAD) och geometrisk standardavvikelse
(o), inklusive metoderna for deras berdkning. Individuella partikelstorleksanalyser bor rapporteras.
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Testbetingelser

— Uppgifter om testkemikalieberedning, inklusive uppgifter om eventuella procedurer som anvints for att
minska partikelstorleken hos fasta substanser eller for att bereda testlosningar. 1 de fall ddr mekaniska
processer kan ha fordndrat testkemikaliens sammansittning ska analysresultaten inkluderas for att bekrifta
dess sammansittning.

— En beskrivning (helst med ett diagram) av utrustningen som anvinds for att generera testatmosfaren och
exponera djuren for denna atmosfir.

— Uppgifter om den kemiska analysmetod som anvints och metodvalidering (inklusive effektiviteten for
atervinningen av testkemikalien fran provtagningsmediet).

— Grunden for valet av testkoncentration.

Resultat

— Tabelluppstillning av kammarens temperatur, fuktighet och luftflode.

— Tabelluppstillning av kammarens nominella och faktiska koncentrationsdata.

— Tabelluppstillning av partikelstorleksdata som omfattar provtagningsdata, partikelstorleksférdelning och
berdkning av MMAD och o,

— Tabelluppstillning av responsdata och koncentrationsnivaer for varje djur (dvs. djur som uppvisar tecken pa
toxicitet inklusive mortalitet, natur, allvarlighetsgrad och effekternas varaktighet).

— Den individuella kroppsvikten hos djuren som samlats in pd studiedagar, datum och tid for dodsfall som
intriffat fore planerad avlivning, tidsforlopp for forsta tecken pé toxicitet och om dessa var reversibla for
varje enskilt djur.

— Obduktionsfynd och histopatologiska fynd for varje djur, om detta finns tillgangligt.
— CLP-kategoriklassificering och LC;q-avslutningsvarde;
Diskussion och tolkning av resultaten

— Sarskild uppmarksamhet bor ges till beskrivningen av anvinda metoder for att uppfylla kriterierna for den
hidr testmetoden, t.ex. koncentrationsgrins eller partikelstorlek.

— Partiklarnas andningsbarhet i ljuset av de overgripande resultaten bor atgirdas, sirskilt om kriterierna for
partikelstorlek inte kunde uppfyllas.

— Overensstimmelsen mellan metoderna som anvinds for att bestimma nominell och faktisk koncentration,
och forhdllandet mellan faktisk och nominell koncentration bér ingd i den samlade bedomningen av
studien.

— Den sannolika dodsorsaken och dominerande verkningsmekanism (systematisk mot lokal) bor behandlas.

— En forklaring bor ges om det fanns behov av att offra djur, som visade tecken pd uppenbar smirta eller svart
och ihdllande lidande, av humanitdra skil pd grundval av kriterierna i OECD:s végledningsdokument om
humana endpoints (7).
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Tilligg 1

DEFINITION

Testkemikalie: Alla 4mnen eller blandningar som testas med denna testmetod.
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Tilligg 2

Forfarande for varje startkoncentration for gaser (ppm/4 h)

Allmédnna anmarkningar (1)

For varje startkoncentration ska forfarandet som dr beskrivet i detta tilligg foljas for respektive testprogram.
Tillagg 2 a: Startkoncentration 4r 100 ppm

Tillagg 2 b: Startkoncentration 4r 500 ppm

Tillagg 2 c: Startkoncentration 4r 2 500 ppm

Tilldgg 2 d: Startkoncentration dr 20 000 ppm

Beroende pé antalet humant avlivade eller doda djur ska testproceduren folja de angivna pilarna.

(") I foljande tabeller refereras till GHS (Globally Harmonised System of Classification and Labelling of Chemicals (GHS). EU-motsvarig-
heten ar férordning (EG) nr 1272/2008. Nir det giller akut inhalationstoxicitet, tillimpar inte forordning (EG) nr 1272/2008 (9)
kategori 5.
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Tilligg 2a

Akut inhalations toxicitet:

Tes tforfarande med en s tartkoncentration av 100 ppm/4 h for gas er

100 ppm —p{ 500 ppm —p] 2500 ppm —p] 20000ppm
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kon 1 kén 1 kon 1 kén 1
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kén 2 kon 2 kén 2 kén 2
(I | R | | | | | | I | | | e | e
r r y L A
g:sir Kat. 1 Kat. 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5
(ppm) | £100 > 100-500 » 500-2500 > 2500-20000 |» 20000-50000 0
6 L
(vid 2500)
A 4 r A w
LC 50
athén 100 500 1500 2500 20000 50000 0
gning
ppm

— 8 d + 3 g, eller 6 djur av det mer mottagliga kdnet per steg
— 0-6: Antal ddende eller déda djur/testad koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo Oklassifierad

— Testning vid = 20000 ppm/4h: se vagledningsdokument 39 (8)
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Tilligg 2b
Akut inhalationstoxicitet:
Testforfarande med en startkoncentration av 500 ppm/4 h for gaser
100 ppm e 500 ppm 2500 ppm mpd 20000 ppm
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kon 1 kon 1 kon 1 kon 1
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kén 2 kén 2 kén 2 kon 2
| 3-6 || o-2 ||| 3-6 |] o-2 |}| 3-6 || 0-2 E-El|3-4||1-2|| 0-0 |
] | I 1
A 2 y y v r v
GHS ; . 7
gaser | Kat. 1 Kat. 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5
(ppm)} <100 |>100-500 > 500-2500 > 2500-20000 | > 20000-50000
B dvriga
(vid 2500)
1 14 :
LC 50
:ﬁ;ag" 100 500 1500 2500 20000 50000
ppm

— 8 J + 3 g, eller 6 djur av det mer mottagliga kdnet per steg

— 0-6: Antal déende eller dbda djur/testad koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: Oklassifierad

— Testning vid = 20000 ppm/4h: se vagledningsdokument 39 (8)
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Tilligg 2¢

Akut inhalationstoxicitet:

Testforfarande med en startkoncentration av 2 500 ppm/4 h for gaser

100 ppm l— 500 ppm L_ 2500 ppm 20000 ppm
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kon 1 koén 1 kén 1 kon 1
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kén 2 kén 2 kén 2 kén 2

Ed | EdEd | G| EEIEL

L 4 L 4 y L 4 y L L
gzii, Kat. 1 Kat. 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5
(ppm) | <100 »100-500 > 500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000 0
[ dvriga
(vid 2500)f [ (vid 2500)
LC 50 L L
;‘é?;:" 100 500 1500 2500 20000 50000 ®
ppm

— 8 Jd + 3 g, eller 6 djur av det mer mottagliga kénet anvénds per steg
— 0-6: Antal déende eller déda djur/testad koncentration
— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo Oklassifierad
— Testning vid = 20000 ppm/4h: se vagledningsdokument 39 (8)
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Tilligg 2d
Akut inhalationstoxicitet:
Testforfarande med en startkoncentration av 20 000 ppm/4 h for gaser
100 ppm 500 ppm 2500 ppm 20000 ppm

3 djur 3 djur 3 djur 3 djur

kon 1 kon 1 kon 1 kon 1

3 djur 3 djur 3 djur 3 djur

kon 2 kén 2 kén 2 kén 2

NEET || DN | | TN | I | | e | I | | N | |
— ] | _—
5-6 3-4
(vid 2500) vid (5000)
- - l L -
GHS Kat. 1 Kat. 2 Kategori 3 Kategori 4 Kategori 5
aser
?ppm) <100 > 100-500 >500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000 o
6 N
(vid 2500) ovriga

LC 50 L 4 * l ¥ ¥ ¥ ar
avstén
gning 100 500 1500 2500 20000 50000 0
ppm

— 3 J + 3, eller 6 djur av det mer mottagliga kénet anvéands per steg

— 0-6: antal déende eller déda djur/testad koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo Oklassifierad

— Testning vid = 20000 ppm/4h: se vagledningsdokument 39 (8)
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Tilligg 3

Forfarande for varje startkoncentration fér angor (mgfl/4 h)

Allmédnna anmarkningar (')

For varje startkoncentration ska forfarandet som ér beskrivet i detta tillagg foljas for respektive testprogram.
Tillagg 3 a: Startkoncentration ir 0,5 mg/l
Tillagg 3 b: Startkoncentration dr 2,0 mg/l
Tilligg 3 c: Startkoncentration dr 10 mgl

Tilligg 3 d: Startkoncentration dr 20 mg|l

Beroende pé antalet humant avlivade eller doda djur ska testproceduren folja de angivna pilarna.

(") I foljande tabeller refereras till GHS (Globally Harmonised System of Classification and Labelling of Chemicals (GHS). EU-motsvarig-
heten dr forordning (EG) nr 1272/2008. Nir det giller akut inhalationstoxicitet, tillimpar inte férordning (EG) nr 1272/2008 (9)
kategori 5.
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Tilligg 3a
Akut inhalationstoxicitet:
Testforfarande med en startkoncentration av 0,5 mg/L/4 h for angor
0.5 mo/L — 2 mogil —p 10 mgil > 20 mgil
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kon 1 kon 1 kén 1 kon 1
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kon 2 kon 2 kon 2 koén 2
Ls-s Jlo-2 || Ls-sdlo-2]|_3:8]|0c-2 | 5-6 |[3-4]|1-2][0-0
| I—
w w w w w v
GHS 0 n .
angor Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kat. 4 Kat. 5
(mg/l) <05 >0.5-2 >2-10 >10-20-20-50|
6 (vid 2) (“\’/‘I’;'g; 6 (vid 10) (vi‘;-iO 3 (id 10)
v 1 1 Y 1 L 4 r v A 4
LC 50
avstén | 0.05 0.5 1.5 2 2.5 5 |10 20 50 L]
gning
pPM

— oo: Oklassifierad

— 0-6: antal ddéende eller déda djur/testad koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— 8 J + 3 g, eller 6 djur av det mer mottagliga kénet anvénds per steg

— Testning vid 50 mg/L/4h: se vagledningsdokument 39 (8)




19.3.2014 Europeiska unionens officiella tidning L 81/139
Tilldgg 3b
Akut Inhalationstoxicitet:
Testforfarande med en startkoncentration av 2 mg/L/4 h fo6r angor
0.5 mgiL 2 mogil - 10 mgil — 20 mgfl
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kén 1 kon 1 kén 1 kén 1
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kon 2 kon 2 kon 2 kon 2
L3-s 1leo-2 |l z-s 1lo-2 |35 Jle-2 |15-s l3-2]|1-2]|c-0
| |
A 4 A 4 v A 4 A 4 h 4 v
g,:]ir Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kat. 4 Kat. 5
(ma/) <05 >0.5 -2 >2-10 >10-20]>20-50] =
uri ) 4-5
]
w r h A 4 h 4
LC 50
avstan | 0.05 0.5 1.5 2 2.5 5 |10 20 50 ©
gning
mg/L

— 3 d + 3 g, eller 6 djur av det mer mottagliga kénet anvénds per steg

— 0-6: antal ddende eller déda djur/testad koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: Oklassifierad

— Testning vid 50 mg/L/4h: se vagledningsdokument 39 (8)
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Tilldgg 3c

Akut Inhalationstoxicitet:

Testforfarande med en startkoncentration av 10 mg/L/4 h for dngor

0.5 Mg/l e 2 mgil i 10 mgil —r 20 mg/L
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
koén 1 koén 1 koén 1 kén 1
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kdn 2 kdn 2 kén 2 kén 2

36 ||o-2 oelloz ] |Gelle2]| el el [2] [o 0

q ¥

GHS | Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 kat. 4 | kat. 5
(mam 208 >06 -2 >2-10 »10 -20]>20 -50| o

1 |

) dvriga 4-5
I6 (gi2) " Svidgzz | |6 e 10)I (vid 10|
3 2 r [ r y
1.5

2 25 5 |10 20 50 L]

2

LC 50
avstén 0.05 05
gning . .
ppm

— 3 Jd + 3 @, eller 6 djur av det mer mottagliga kdnet anvénds per steg
— 0-6: antal déende eller doda djur/testad koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: Oklassifierad

— Testning vid 50 mg/L/4h: se vagledningsdokument 39 (8)
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GHS,
Vapours
(mg/l)

LC 50
avstéan

Tilligg 3d

AKkut Inhalationstoxicitet:

Testforfarande med en startkoncentration av 20 mg/L/4 h for dngor

hd

0.5 mo/fl

2 mogfl

3 djur
kén 1

3 djur
kén 2

3 djur
kon 1

3 djur
kén 2

10mMgil g 20 mgfL
3 djur 3 djur
kon 1 koén 1
3 djur 3 djur
kén 2 kén 2

! 3-6 II 1-2 ii 0-0 I

Ls3-s Jleo-2 JIL3:s Jlo-2 J|L3:6
L
vid 20
w w w r h
Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3 Kat. 4 | Kat. 5
< 0.5 >0.5-2 »>2-10 >10 - 20> 20 - 50
dvri 6 4-5 3
T |
b 4 w r h
0.05 0.5 1.5 2,5 5110 20 50

— 3 d + 3 @, eller 6 djur av det mer mottagliga konet anvénds per steg

— 0-6: Antal ddende eller déda djur/testad koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: Oklassifierad

— Testning vid 50 mg/L/4h: se vagledningsdokument 39 (8)
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For varje startkoncentration ska forfarandet som dr beskrivet i detta tilligg foljas for respektive testprogram.

Tillagg 4 a:
Tillagg 4 b:
Tillagg 4 c
Tillagg 4 d:

Beroende pé antalet humant avlivade eller doda djur ska testproceduren félja de angivna pilarna.

kategori 5.

Forfarande for varje startkoncentration for aerosoler (mg/l/4 h)

Startkoncentration 4r 0,05 mg/l
Startkoncentration ar 0,5 mg/l
Startkoncentration 4r 1 mg/l

Startkoncentration dr 5 mg|l

Tilligg 4

Allmédnna anmarkningar (1)

(") I foljande tabeller refereras till GHS (Globally Harmonised System of Classification and Labelling of Chemicals (GHS). EU-motsvarig-
heten ar férordning (EG) nr 1272/2008. Nir det giller akut inhalationstoxicitet, tillimpar inte forordning (EG) nr 1272/2008 (9)
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Tilligg 4a
Akut Inhalationstoxicitet:
Testforfarande med en startkoncentration av 0,05 mg/L/4h for dngor
0.05 mg/L = osmol | ™ 1 mgil = 5mgiL
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kén 1 kén 1 kén 1 kén 1
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur |
kén 2 kén 2 kén 2 kén 2
| | | | |  —
| z-6 J{o-2 || {36 |fo-2 ]| fseffo-2{ffz6]fi-2]]col]
- T ]
L 4 Y 4
GHS
damm | Kat.1 Kategori 2 Kat. 3 Kategori 4 Kategori 5
och  1<oos| >005-05 505 -1 >1-5 >5-125
dimmor
[ —
Ie (vid 0. 5)'4-5(\/1(1 o.s)l 3(vid os)l
Lc 50 A 4 l l l h r
avstén I 0.05 I o.125| 025 I 0.5 I 1 I 2 )25 I 5 I 125 I wl
gning
ppm

— oo oklassifierad

— 3 J + 3 g, eller 6 djur av det mer mottagliga konet anvénds per steg
— 0-6: Antal déende eller déda djur/testad koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— Testning vid 12,5 ng/L/4h: se végledningsdokument 39 (8)
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Tilligg

4b

Akut inhalationstoxicitet:

Testforfarande med en startkoncentration av 0,5 mg[L/4h for aerosoler

GHS
damm-
och

LC 50
avstén
gning
mg/L

0.05 mo/L 0.5 mg/L 1 mg/l 5 mg/l
3 djur | I 3 djur I 3 djur | 3 djur I
koén 1 koén 1 koén 1 koén 1
3 djur | I 3 djur 3 djur | 3 djur I
kén 2 kén 2 kén 2 kén 2

C T | T 1 1 F—
= E4 ICaEd| EaEd| CaEd 2]
|

|

r

Kat. 1 Kategori 2 Kat. 3 Kategori 4 Kategori 5
<0.05 »>0.05- 0.5 >0.5-1 »>1-5 »>5-12.5
I

[ o0.05] 0.125] 0.25 |

os] 1] 2

25 |

5 | 125 |

=]

3 d + 3 @, eller 6 djurav det mer mot tagliga kénet anvands per steg

0-6: Antal déende eller déda djur/testad koncentration
GHS: Globally Harmonized Classification System

oo: Oklassifierad

— Testning vid 12,5 mg/L/4h: se vagledningsdokument 39 (8)
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Tilligg 4c

Akut inhalationstoxicitet:

Testforfarande med en startkoncentration av 1 mg/L/4h for aerosoler

0.05 mo/l 0.5 mg/l o= 1 mgfl 5 mg/l
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kén 1 kon 1 kon 1 koén 1
3 djur 3 djur 3 djur 3 djur
kén 2 kon 2 kén 2 kon 2

| ] ] ] ] ] ]  —
[as o2 e ]foz2)a-ealfoz|[3se]]-2][ool]
l |

|
GHS .
damm- |Kat. 1 Kategori 2 Kat. 3 Kategori 4 Kategori 5
och <0.05 > 0.05- 0.5 > 0.5 -1 >1-5 >5-125 )
11

C 50

avstan

il | u.o5| u.125| 0.25 | n.5| 1 I 225 I 5 I 12.5 | wl
mg/L

— 3 d + 3 @, eller 6 djurav det mer mot tagliga kénet anvénds per steg
— 0-6: Antal déende eller doda djur/testad koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo Oklassifierad

— Testning vid 12,5 mg/L/4h: se vagledningsdokument 39 (8)
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Tilligg 4d

Akut Inhalationstoxicitet:

Testforfarande med en startkoncentration av 5 mg[L/4h for aerosoler

0.05 mg/L 0.5myl  fegem 1 mgil 5 mg/L
3 djur | 3 djur I | 3 djur I | 3 djur
koén 1 koén 1 koén 1 kon 1
3 djur | 3 djur I 3 djur I 3 djur
kon 2 kon 2 koén 2 kon 2

| ] ] ] ] ] |  —
a6 | fo-2 ) W36 o2 fz-8fo-2)fze]fri-2]]o-o]
]

GHS 3

dammo-|Kat. 1 Kategori 2 Kat. 3 Kategori 4 Kategori 5

‘ih < 0.05 >0.05- 05 >05-1 »>1-5 >5-125 @
I

LC 50 ! |

avstén

gning I 0.05| 0.125| 0.25 I 0.5 I 1 I 20125 I 5 I (215 I col

mg/L

— 3 d + 3 @, eller 6 djurav det mer mot tagliga kénet anvénds per steg
— 0-6: Antal doende eller déda djur/testad koncentration

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo Oklassifierad

— Testning vid 12,5 mg/L/4h: se végledningsdokument 39 (8)”

9) Kapitel C.10 ska ersittas med foljande:

’C.10 SIMULATIONSTEST AEROB AVLOPPSVATTENBEHANDLING C.10-A: ENHETERNA FOR

AKTIVERAT SLAM - C.10-B BIOFILMER

C.10-A: Enheterna for aktiverat slam

INLEDNING

Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje 303 (2001). P4 1950-talet insdg man att de ytaktiva dmnen
som nyligen tagits i bruk orsakade kraftig skumbildning i avloppsreningsverk och i vattendrag. De avligsnades
inte helt under den aeroba behandlingen och i vissa fall kunde annat organiskt material inte avldgsnas. Detta
foranledde médnga undersokningar om hur ytaktiva dmnen kunde avldgsnas frdn avloppsvatten och huruvida nya
kemikalier producerade av industrin svarade pd avloppsvattenrening. For detta anvindes modeller som repre-
senterar de tvd huvudtyperna av aerob biologisk avloppsvattenrening (aktiverat slam och perkolations- eller
bakteriefilter). Det hade varit mycket opraktiskt och dyrt att distribuera varje ny kemikalie och 6vervaka stor-
skaliga reningsverk, dven pa lokal basis.

INLEDANDE OVERVAGANDEN
Enheterna fér aktiverat slam

I beskrivningarna har modellerna for enheterna for aktiverat slam varierat i storlek mellan 300 ml och cirka
2 000 ml. Vissa av modellerna hade stora likheter med storskaliga anldggningar, med slamsedimenteringstankar
dir det sedimenterade slammet pumpas tillbaka till luftningstanken, medan andra inte hade sedimenterings-
utrustning, t.ex. Swisher (1). Apparaturens storlek dr en kompromiss — & ena sidan méste den vara tillrickligt
stor for att de mekaniska operationerna ska fungera vl och for att tillata tillracklig provtagningsvolym utan att
paverka sjilva operationen och 4 andra sidan fir den inte vara s stor att utrymmes- och materialbehoven blir
for stora.
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10.

Tvé typer av utrustning som har anvénts i omfattande utstrickning och med tillfredsstillande resultat dr Hus-
mann-enheter (2) och Porous Pot-enheter (3) (4), som forst anvindes for studier av ytaktiva dmnen; dessa
beskrivs i denna testmetod. Aven andra enheter har anvints med framgéng, t.ex. Eckenfelder (5). Detta simu-
leringstest ér relativt dyrt och resurskravande, och dirfor gjordes en parallell undersokning av enklare och
forménligare screeningtest (se kapitel C.4 A—F i denna bilaga) (6). Erfarenheterna med olika ytaktiva dmnen
och andra kemikalier har visat att de som klarade screeningtest (litt nedbrytbara) ocksd brots ned vid simule-
ringstestningen. Vissa av dem som inte klarade screeningtest klarade test for littnedbrytbarhet (kapitlen C.12.7
och C.19.8 i denna bilaga), men endast en del i denna senare grupp bréts ned vid simuleringstest, medan de
kemikalier som inte klarade test for littnedbrytbarhet inte bréts ned i simuleringstest (9) (10) 11).

For vissa dndamal kan simuleringstest som gjorts vid en enda uppsittning betingelser vara tillrickliga, och dé
uttrycks resultaten som en procentandel avligsnad kemikalie eller upplost organiskt kol (DOC). En beskrivning
av ett sddant test ges i denna testmetod. Till skillnad frin den tidigare versionen av detta kapitel, ddr endast en
enda typ av apparatur for behandling av syntetiskt avloppsvatten i kopplad utformning med anvindning av en
relativt primitiv metod for kassering av slam beskrevs, erbjuder denna beskrivning ett antal variationer. Den
innehdller beskrivningar av alternativa typer av apparatur, arbetssitt, avloppsvatten och avligsnande av kasserat
slam. Denna text foljer ndra texten till ISO 11733 (12), som granskades i detalj vid utarbetningen, dven om
metoden inte har varit foremal for ringtest.

For andra dndamadl kriavs en mer exakt kinnedom om testkemikaliens koncentration i utflodet, vilket i sin tur
kréver en mer omfattande metod. Som exempel kan ndmnas att kasseringen av slam mdste kontrolleras exaktare
under varje dag och under hela testperioden, och enheterna méste koras med ett antal olika andelar kasserat
slam. For en heltickande metod bor tester dven koras vid tva eller tre olika temperaturer; en sddan metod
beskrivs av Birch (13) (14) och sammanfattas i tilligg 6. De nuvarande kunskaperna dr dock inte tillrickliga for
att sld fast vilken av de kinetiska modellerna som kan tillimpas pa biologisk nedbrytbarhet for kemikalier vid
avloppsrening och allmint taget i vattenmiljo. Tillimpningen av Monod-kinetik (exempel ges i tilligg 6) be-
gransas till kemikalichalter pd minst 1 mg/l, men det finns de som anser att dven detta terstdr att bevisa.
tilligg 7 anges tester vid koncentrationer som mer sanningsenligt dterspeglar koncentrationerna i avloppsvatten,
men sddana tester och tester enligt tilligg 6 finns angivna i tilliggen, och inte som separata testmetoder.

Filter

Modelleringen av perkolationsfilter har dgnats mycket mindre uppmiérksamhet, kanske for att de ar besvirliga
och mindre kompakta d4n modellerna for aktivslamanldggningar. Gerike m.fl. utvecklade enheter med bakterie-
filter (trickling filter) och anvinde enheterna i kopplat utférande (15). Dessa filter var relativt stora (hojd 2 m,
volym 60 1) och varje filter kravde sd mycket som 2 liter avloppsvatten i timmen. Baumann m.fl. (16) simulerade
bakteriefilter genom att fylla 1 m langa ror (14 mm innerdiameter) med remsor av polyesterfleece som forst
hade hallits i koncentrerat aktiverat slam i 30 minuter. Testkemikalien i form av ensam kolkélla i en mineral-
saltlosning matades ned i det vertikala réret och den biologiska nedbrytbarheten bedomdes enligt mitningar av
DOC i utflodet och CO, i utkommande gas.

Biofilter har dven simulerats pd annat sitt (15) — innerytorna i roterande ror som har en ldtt horisontell lutning
matas med avloppsvatten (cirka 250 ml/timme) med och utan testkemikalie, och de uppsamlade utflodena
analyseras for DOC och/eller den berorda testkemikalien.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Denna metod ar avsedd for att bestimma eliminering samt primir och/eller slutlig biologisk nedbrytning av
vattenlosliga organiska kemikalier som gors av aeroba mikroorganismer i ett kontinuerligt fungerande testsystem
som simulerar aktivslamprocessen. Ett littnedbrytbart organiskt medium och den organiska testkemikalien
fungerar som kolkélla och energikilla for mikroorganismerna.

Tvé kontinuerligt arbetande testenheter (aktivslamanliggningar eller Porous Pot-enheter kors parallellt under
identiska betingelser som viljs enligt testindamalet. Normalt dr den hydrauliska medelretentionstiden 6 timmar
och slammets medelélder (slamretentionstid) 6-10 dagar. Slam kasseras genom en av tvd metoder, testkemikalien
tillsitts i regel i en koncentration mellan 10 mg/l upplést organiskt kol (DOC) och 20 mg/l DOC till inflodet
(organiskt medium) endast till en av enheterna. Den andra enheten anvinds som kontrollenhet for att bestimma
den biologiska nedbrytbarheten for det organiska mediet.

Frekvent tagna prover av utflodet analyseras for DOC (helst) eller kemisk syreférbrukning (COD), samt kon-
centrationen av testkemikalie (om sd krdvs genom specifik analys) i utflodet frdn enheten som matas med
testkemikalie. Skillnaden mellan utflodeskoncentrationerna DOC eller COD i test- och kontrollenheterna antas
bero pé testkemikalien eller dess organiska metaboliter. Denna skillnad jimfors med inflodets koncentration
DOC eller COD pé grund av testkemikalien, for att bestimma elimineringen av testkemikalien.
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Den biologiska nedbrytbarheten kan i regel sirskiljas frin biologisk adsorption genom detaljerad analys av
eliminering/tid-kurvan och kan ofta bekriftas genom test for biologisk littnedbrytbarhet med anvindning av
acklimatiserat inokulat frdn enheten som matas med testkemikalie.

INFORMATION OM TESTKEMIKALIEN

Testkemikaliens renhet, vattenloslighet, flyktighet och adsorptionsegenskaper bor vara kinda, for att resultaten
ska kunna tolkas korrekt. I regel kan flyktiga och olosliga kemikalier inte testas, om inte sirskilda dtgdrder vidtas
(se tillagg 5). Likasd bor den kemiska strukturen eller minst den empiriska formeln vara kdnd, med tanke pa
kalkylering av teoretiska vdarden och/eller kontroll av uppmitta parametervirden, t.ex. teoretisk syreforbrukning
(ThOD), upplost organiskt kol (DOC) och kemisk syreforbrukning (COD).

Information om testkemikaliens toxicitet for mikroorganismer (se tilligg 4) kan vara till nytta vid val av limpliga
testkoncentrationer och kan vara viasentlig for en korrekt tolkning av laga virden for biologisk nedbrytbarhet.

GODKANNANDENIVAER

Enligt den ursprungliga tillimpningen av detta simuleringstest (bekrdftande test) pd primdr biologisk nedbrytning
av ytaktiva dmnen krdvs mer dn 80 % eliminering av den berorda kemikalien for att det ytaktiva dmnet ska fa
slippas ut pd marknaden. Om 80 % eliminering inte uppnds, kan detta simuleringstest (bekriftande test) till-
lampas, och det ytaktiva dmnet fir endast sldppas ut pd marknaden forutsatt att mer dn 90 % av kemikalien
elimineras. Generellt giller for kemikalier inte frigan om godkant/ej godkint, och virdet pd den procentuella
eliminering som erhéllits kan anvindas i uppskattningsberdkningar av den sannolika miljokoncentration som
kan anvindas vid farobedomning for kemikalier. Resultaten tenderar att folja ett "allt eller inget”-monster. I ett
antal studier av rena kemikalier konstaterades att elimineringsprocenten fér DOC var > 90 % i mer 4n tre
fjirdedelar av fallen och > 80 % i over 90 % av fallen for kemikalier som over huvud taget visade betydande
grad av biologisk nedbrytbarhet.

Relativt fd kemikalier (t.ex. ytaktiva dmnen) forekommer i avloppsvatten i de koncentrationer (cirka 10 mg C/l)
som anvinds i detta test. Vissa kemikalier kan vara himmande vid dessa koncentrationer, medan eliminerings-
kinetiken for andra kemikalier kan vara annorlunda vid ldga koncentrationer. En exaktare bedomning av ned-
brytningen kan goras med anvindning av modifierade metoder med realistiskt 1dga koncentrationer av test-
kemikalien, och erhdllna data kan anvindas for att berikna kinetiska konstanter. De nodvindiga forsokstek-
nikerna har dock dnnu inte utvirderats till fullo och de kinetiska modeller som beskriver reaktionerna vid
biologisk nedbrytning har inte heller faststillts (se tilligg 7).

REFERENSKEMIKALIER

For att sdkerstdlla att forsoksforfarandet genomfors korrekt dr det lampligt att med vissa mellanrum testa
kemikalier med kint beteende samtidigt som testkemikalier undersoks. Sidana kemikalier 4r adipinsyra, 2-
fenylfenol, 1-naftol, 2,2"-bifenyldikarboxylsyra, 1-naftoesyra osv. (9) (10) (11).

TESTRESULTATENS REPRODUCERBARHET

Det finns betydligt farre rapporter fran studier rérande simuleringstest dn fran test rorande ldtt bionedbrytbarhet.
Reproducerbarheten mellan (simultana) replikat 4r god (inom 10-15 %) for testkemikalier som bryts ner till
minst 80 %, men for kemikalier som 4r mindre nedbrytbara dr variationen storre. Mycket varierande resultat
(t.ex. 10 %, 90 %) har dven noterats for vissa grinskemikalier vid olika tillfillen inom de nio veckor som giller
for testningen.

Endast smé skillnader har konstaterats i resultat som erhallits med de tvd typerna av apparatur, men vissa
kemikalier har brutits ned i storre omfattning och mer genomgdende vid anvindning av avloppsvatten fran
hushall 4n vid anvindning av syntetiskt avloppsvatten enligt OECD.

METODBESKRIVNING
Apparatur
Testsystem

Testsystemet for en testkemikalie bestdr av en testenhet och en kontrollenhet, men nir endast specifika analyser
gors (primér biologisk nedbrytbarhet) behovs endast en testenhet. En och samma kontrollenhet kan anvindas for
flera testenheter som matas med samma eller olika testkemikalier. Om koppling anvinds (tilligg 3) maste varje
testenhet ha en separat kontrollenhet. Testsystemet kan vara en modell av aktivslamanlidggning, Husmann-enhet
(tillagg 1, figur 1) eller Porous Pot (tilligg 1, figur 2). I bada fallen behovs tillrackligt stora forvaringskarl for
inflode och utflode, savil som pumpar for att dosera inflodet, antingen blandat med testkemikalie eller separat.
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Varje aktivslamanldggning bestar av ett luftningskérl med en kind kapacitet pé cirka 3 liter aktiverat slam och en
separator (sekundarsedimentering) som rymmer cirka 1,5 liter. Volymerna kan i viss utstrickning fa variera om
separatorns hojd justeras. Kirl av olika storlek tillits om de anvinds med jimforbara hydrauliska belastningar.
Om det inte dr majligt att halla temperaturen i testningsrummet inom ritt intervall rekommenderas anvidndning
av mantlade kidrl med temperaturkontrollerat vatten. En mammutpump (airlift pump) eller doseringspump
anvinds for att dterfora aktivslammet frdn separatorn till luftningskarlet, antingen kontinuerligt eller intermittent.

Porous Pot-systemet bestdr av en inre poros cylinder med konisk botten innanfor ett lite storre karl med samma
form men gjort av ett ogenomtringligt plastmaterial. Limpligt material for innerkarlet ar porést polyetylen med
maximal porstorlek pd 90 pm och 2 mm tjocklek. Slammet separeras frin det behandlade organiska mediet
genom differentierad passage genom den porosa vaggen. Utflodet gar till det omgivande utrymmet fran vilket det
flodar over till uppsamlingskarlet. Ingen sedimentering sker och ddrfor ingen aterforing av slam. Hela systemet
kan monteras in i ett termostatkontrollerat vattenbad. Porous Pots kan till en borjan blockeras och floda over.
Ersdtt dd den porosa fodringen med en ren fodring genom att forst sifonera slammet fran innerkarlet till ett rent
kirl och ta ut den blockerade fodringen. Nir den ogenomtringliga yttre cylindern har rengjorts kan ett rent
innerkirl sittas in och slammet tillsdttas pa nytt. Det slam som finns lings den blockerade fodringens viggar ska
ocksa skrapas loss omsorgsfullt och overforas. Rengor blockerade innerkirl genom att forst avlidgsna slamrester
med en fin vattenstrdle och direfter blotligga i utspddd losning av natriumhypoklorit, sedan i vatten, och
darefter omsorgsfullt skolja med vatten.

For luftning av slammet i luftningskarlen i bada systemen kravs lampliga system, t.ex. sintrade kuber (diffusor-
stenar) och tryckluft. Vid behov ska luften rengoras genom passage genom lampligt filter och tvitt. Systemet
méste ha genomflode av tillrdckligt med luft for att aeroba betingelser ska bibehdllas och slamflockarna héllas
suspenderade under hela testningen.

Filtreringsapparatur eller centrifug

Utrustning for filtrering av prover med membranfilter av limplig porstorlek (nominell oppningsdiameter
0,45 ym) som adsorberar losliga organiska kemikalier och har minimalt utslapp av organiskt kol. Om de filter
som anvinds avger organiskt kol ska de tvittas forsiktigt med hett vatten for att avldgsna detta kol. Alternativt
kan man anvinda en centrifug som nir upp till 40 000 m/s.

Analysutrustning

Apparatur som krivs for att bestimma

— DOC (upplost organiskt kol) eller COD (kemisk syreforbrukning),

— specifik kemikalie, om sé krivs,

— suspenderade fasta dmnen, pH, syrehalten i vatten,

— temperatur, surhet och alkalinitet,

— ammonium, nitrit och nitrat, om testet genomférs under nitrifikationsforhéllanden.

Vatten

Kranvatten med mindre 4n 3 mg/l DOC. Bestdm alkaliniteten, om den inte redan ar kand.
Avjoniserat vatten med mindre 4n 2 mg/l DOC.

Organiskt medium

Syntetiskt avloppsvatten, avloppsvatten fran hushéll eller en blandning av bida kan anvindas som organiskt
medium. Det har visat sig (11) (14) att anvdndning av enbart avloppsvatten frdn hushall ofta ger 6kad pro-
centandel DOC-eliminering och t.o.m. mojliggor eliminering och biologisk nedbrytning av vissa kemikalier som
inte bryts ned nir syntetiskt avloppsvatten enligt OECD anvinds. Det betyder att kontinuerlig eller intermittent
tillsdttning av avloppsvatten fran hushill ofta stabiliserar det aktiva slammet och dven forbéttrar sedimenterings-
egenskaperna, som dr en central faktor. Darfor rekommenderas anvindning av avloppsvatten fran hushall. Mat
DOC- eller COD-koncentrationen i varje ny sats av organiskt medium. Det organiska mediets surhet eller
alkalinitet ska vara kdnd. Om det organiska mediet har 1dg surhet eller alkalinitet kan det krivas tillsats av
lamplig buffert (natriumvitekarbonat eller kaliumdivitefosfat) for att pH i luftningskarlet ska hallas kring
7,5 £ 0,5 under testet. Mangden buffert och tillsittningstidpunkten maste faststdllas separat i varje enskilt fall.
Om blandningar anvinds antingen kontinuerligt eller intermittent, méste blandningens DOC (eller COD) héllas
pa ungefdr konstant nivé t.ex. genom utspadning med vatten.
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Syntetiskt slam

28. Per liter kranvatten upploses foljande: 160 mg pepton, 110 mg kottextrakt, 30 mg urea, 28 mg vattenfritt
dikaliumvitefosfat (K,HPO,), 7 mg natriumklorid (NaCl), 4 mg kalciumkloriddihydrat (CaCl,-2H,0) och 2 mg
magnesiumsulfatheptahydrat (Mg,SO,7H,0). Detta syntetiska avloppsvatten enligt OECD dr ett exempel, och
ger en medelkoncentration pa cirka 100 mg/l DOC i inflodet. Alternativt kan man anvinda andra sammansitt-
ningar med ungefir samma DOC-koncentration, som ligger nirmare verkligt avloppsvatten. Om ett mindre
koncentrerat inflode kravs kan det syntetiska avloppsvattnet spadas ut med kranvatten (t.ex. 1:1) for att f en
koncentration pd cirka 50 mg[l. En sddan lagre koncentration i inflodet ger bittre tillvixt av nitrifierande
organismer, och denna modifiering bor anvindas om undersokningen giller simulering av nitrifierande renings-
verk. Detta syntetiska avloppsvatten kan goras i destillerat vatten i en koncentrerad form och forvaras i 1 °C upp
till en vecka. Spad vid behov ut med kranvatten. (Detta medium ar dock inte tillfredsstdllande, kvavekoncent-
rationen ar t.ex. mycket hog och kolhalten relativt 1dg, men det finns inga bittre forslag utom tillsdttning av
mera fosfat som buffert samt extra pepton).

Avloppsvatten frdn hushdll

29. Anvind firsk bottensats av avloppsvatten som samlas upp dagligen frdn reningsanldggningar som i huvudsak tar
emot avloppsvatten fran hushdll. Avloppsvattnet ska samlas upp fore primir sedimentering, frin primérsedi-
menteringstankens 6verflodeskanal eller frin matningen till aktivslamanldggningen, och det ska till dvervigande
del vara fritt frdn grova partiklar. Avloppsvattnet kan lagras nigra dagar fore anvandningen (i regel dock inte
langre dn sju dagar) vid cirka 4 °C, om det gér att pavisa att DOC (eller COD) inte har sjunkit betydligt (mindre
an 20 %) under lagringen. For att undvika systemstorningar ska DOC (eller COD) i varje ny sats justeras fore
anvandningen till ett lampligt konstant virde, t.ex. genom utspidning med kranvatten.

Aktiverat slam

30. Samla in aktiverat slam for inokulering fran luftningstanken vid ett valskott reningsverk eller frén en aktiv-
slamenhet i laboratorieskala som i huvudsak tar emot avloppsvatten fran hushall.

Stamldsningar av testkemikalien

31. For kemikalier med rimlig 16slighet bereds stamlosningar vid lampliga koncentrationer (t.ex. 1-5 g[l) i avjoniserat
vatten eller i mineraldelen av syntetiskt avloppsvatten (for olosliga och flyktiga kemikalier, se tilligg 5). Bestim
DOC och totalt organiskt kol (TOC) for stamlosningen och upprepa matningarna for varje ny sats. Om skill-
naden mellan DOC och TOC ir storre dn 20 % bor testkemikaliens vattenloslighet kontrolleras. Jamfor test-
kemikaliens DOC eller koncentration uppmitt genom specifik analys av stamlosningen med det nominella
virdet, for att kunna bedoma om utbytet ar tillrickligt bra (i regel kan > 90 % forvintas). Sarskilt for dis-
persioner bor man forsikra sig om att DOC kan anvdndas som analytisk parameter; annars madste en analys-
teknik som ir specifik for testkemikalien anvindas. For dispersioner krévs centrifugering av proverna. For varje
ny sats bor matning goras av DOC, COD eller testkemikalien med specifik analys.

32. Bestdm stamlosningens pH. Extremvirden tyder pé att tillsats av kemikalien kan paverka pH-virdet for det
aktiverade slammet i testsystemet. I sd fall bor stamlosningen neutraliseras till pH 7 £ 0,5 med smd mangder
oorganisk syra eller bas, men utfillning av testkemikalien bor undvikas.

FORFARANDE

33. Beskrivningen av forfarandet giller for aktivslamenheter, och forfarandet maste i viss man anpassas for Porous
Pot-system.

Forberedning av inokulat

34. Inokulera testsystemet i borjan av testet med aktiverat slam eller ett inokulat med 1dg koncentration av mik-
roorganismer. Hall inokulatet luftat vid rumstemperatur fram tills det anvinds (inom 24 timmar). Ta i det forsta
fallet ett prov av aktiverat slam fran luftningstanken vid ett valskott biologiskt reningsverk eller en laboratorie-
anldggning som i huvudsak tar emot avloppsvatten fran hushall. Om nitrifikationsférhallanden ska simuleras, ta
slam frdn ett reningsverk med nitrifikation. Bestdm halten suspenderade fasta amnen och koncentrera vid behov
slammet genom sedimentering s att den volym som tillsitts testsystemet dr minimal. Se till att startkoncent-
rationen torrsubstans ar kring 2,5 gfl.

35. Ta i det andra fallet 2-10 ml/l av utflodet fran ett biologiskt reningsverk for avloppsvatten fran hushéll som
inokulat. For att fi sd manga olika slags bakterier som majligt kan inokulat tillsittas frén flera olika kallor, t.ex.
ytvatten. I detta fall utvecklas och vixer det aktiverade slammet i testsystemet.
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Dosering av organiskt medium

Se till att inflédes- och utflédesbehallarna och roren frén inflodeskarl och till utflodeskarl rengérs omsorgsfullt
for att eliminera mikrobtillvaxt initialt och under hela testet. Montera testsystemet i ett temperaturkontrollerat
rum (i regel 20-25 °C) eller anvand testenheter med mantel. Forbered en tillracklig volym av det organiska
medium som ska anvindas (punkterna 27-29). Fyll forst luftningskarlet och separatorn med det organiska
mediet och tillsitt sedan inokulat (punkterna 34, 35). Starta luftningen for att halla slammet suspenderat och
i aerob status och borja dosera inflode och aterfora sedimenterat slam. Dosera organiskt medium ur lagrings-
kirlen till test- och kontrollenheternas luftningskérl (punkterna 20, 21) och samla in utflodena i liknande
lagringskirl. For att fa den normala hydrauliska retentionstiden pd 6 timmar ska det organiska mediet pumpas
med 0,5 1/tim. For att kontrollera detta méts den dagliga mingden organiskt medium som doseras, genom att
notera minskningen av volymen medium i lagringskarlen. For att bestimma effekterna av intermittent utslapp
och chockbelastning av kemikalier behovs andra doseringssitt.

Om det organiska mediet forbereds for anvindning for en period lingre dn 1 dag behovs kylning vid cirka 4 °C
eller andra lampliga konserveringsmetoder for att forebygga mikrobtillvaxt och biologisk nedbrytning utanfor
testenheterna (punkt 29). Om syntetiskt avloppsvatten anvinds kan detta forberedas och férvaras vid cirka 4 °C
som koncentrerad stamlosning (t.ex. 10-faldig koncentration jamfort med den normala, se punkt 28). Denna
stamlosning kan sedan blandas omsorgsfullt med limplig volym kranvatten fore anvindning eller alternativt
pumpas direkt medan lamplig mangd kranvatten pumpas separat.

Dosering av testkemikalie

Tillsdtt en limplig volym stamlosning av testkemikalien (punkt 31) till lagringskérlet for inflode eller dosera
direkt med en separat pump till luftningskérlet. Den normala medelkoncentrationen av testkemikalie i inflodet
ska vara mellan 10 och 20 mg/l DOC, och den hogsta koncentrationen fir inte overskrida 50 mg/l. Om
testkemikalien har délig vattenloslighet eller om det sannolikt uppstér toxiska effekter, ska koncentrationen
sinkas till 5 mg/l DOC eller lagre, men detta forutsitter att det finns en limplig specifik analysmetod som
kan anvindas (dispergerade testkemikalier som &r daligt vattenlosliga kan tillsdttas med anvandning av speciella
doseringstekniker, se tilligg 5).

Tillsdttning av testkemikalie inleds efter en period under vilken systemet stabiliseras och det organiska mediets
DOC avldgsnas effektivt (cirka 80 %). Det ir viktigt att fore tillsittningen av testkemikalie kontrollera att alla
enheter arbetar lika effektivt, och om de inte gor det kan detta i regel avhjilpas genom att blanda de enskilda
slammen och terfordela lika stora volymer till enheterna. Nar inokulat med cirka 2,5 g/l (torrvikt) aktiverat slam
anvinds, kan testkemikalien tillsittas frdn testets borjan, eftersom direkt tillsats av 6kande méingder fran borjan
ger den fordelen att det aktiverade slammet bittre kan anpassa sig till testkemikalien. Oberoende av hur
testkemikalien tillsitts, rekommenderas att relevant flodeshastighet och/eller volymerna i lagringskirl mits
regelbundet.

Hantering av aktiverat slam

Koncentrationen av fasta dmnen i aktiverat slam stabiliseras i regel under testets gdng oberoende av vilket
inokulat som anvinds, inom grinserna 1-3 g/l (torrvikt), beroende pd det organiska mediets kvalitet och kon-
centration, driftsbetingelserna, karaktdren hos ndrvarande mikroorganismer och testkemikaliens péverkan.

Bestim koncentrationen suspenderade fasta dmnen i luftningskérlen minst varje vecka och kassera Gverskotts-
slam for att bibehalla en koncentration pd 1-3 g/l (torrvikt); alternativt se till att slammets medeldlder halls
konstant, i regel 6-10 dagar. Om slamretentionstiden ar t.ex. 8 dagar, bor varje dag 1/8 av volymen aktiverat
slam 1 luftningskarlet avldgsnas och kasseras. Detta bor goras dagligen eller helst med anvindning av en auto-
matisk intermittent arbetande pump. Att halla koncentrationen suspenderade fasta amnen konstant eller inom
sndva grinser uppratthaller inte en konstant slamretentionstid, som 4r den variabel som avgor koncentrationen
av testkemikalie i utflodet.

Avligsna minst dagligen under testets gang allt slam som fastnat pé luftningskirlets och separatorns viggar for
att aterfora slammet till suspensionen. Kontrollera och rengér regelbundet alla ror for att forebygga tillvaxt av
biofilm. Aterfor sedimenterat slam frin separatorn till luftningskirlet, helst genom intermittent pumpning. 1 ett
Porous Pot-system sker ingen dterforing, men se till att rena innerkérl sitts in innan volymen i kirlen stiger
betydligt (punkt 21).

I Husmann-enheter kan det forekomma délig sedimentering och forlust av slam. Detta kan rittas till genom en
eller flera av nedan fortecknade atgirder, parallellt i test- och kontrollenheterna:
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— Farskt slam eller flockningsmedel (t.ex. 2 ml/kdrl med 50 g/l FeCl;) kan tillsittas regelbundet, t.ex. varje
vecka, men se till att FeCl; inte reagerar med eller leder till utfillning av testkemikalien.

— Mammutpumpen kan ersittas med en peristaltisk pump som ger ett slamaterforingsflode som ungefir
motsvarar det inflode som ska anvindas och ger utveckling av en anaerob zon i det sedimenterade slammet
(mammutpumpens geometri begransar minimiflodet aterfort slam till cirka 12-faldigt jamfort med inflodet).

— Slammet kan pumpas intermittent fran separatorn till luftningskarlet (t.ex. 5 minuter per 2,5 timmar for
att terfora 1-1,5 1/tim.

— Ett giftfritt skumhdmmande medel (t.ex. silikonolja) i minimikoncentration kan anvindas for att forhindra
forlust genom skumbildning.

— Luft kan ledas genom slammet i separatorn i korta kraftiga stralar (t.ex. 10 sekunder per timme).

— Det organiska mediet kan doseras intermittent till luftningskirlet (t.ex. 3-10 minuter per timme).

Provtagning och analys

Mt regelbundet koncentrationen uppldst syre, temperatur och pH i det aktiverade slammet i luftningskarlen. Se
till att det alltid finns tillrdckligt med syre (> 2 mgfl) och att temperaturen hélls inom det rekommenderade
intervallet (i regel 20-25 °C). Hall pH vid 7,5 + 0,5 genom att dosera sma mangder oorganisk bas eller syra till
luftningskirlet eller till inflédet, eller genom att ¢ka det organiska mediets buffertkapacitet (se punkt 27). Om
nitrifikation intréffar produceras syra, och oxidationen av 1 mg N producerar cirka 7 mg CO;". Mitningsfre-
kvensen beror pd vilka parametrar som mits och pa systemets stabilitet, och kan variera mellan dagliga och
veckovisa mitningar.

Mit DOC eller COD i inflodena till kontroll- och testkirlen. Mit testkemikaliens koncentration i testinflodet
genom specifik analys eller uppskatta koncentrationen utifrdn koncentrationen i stamlosningen (punkt 31), den
anvanda volymen och mingden avloppsvatten som doseras in i testenheten. For att minska variationen hos
koncentrationsdata rekommenderas att testkemikaliens koncentration berdknas.

Ta lampliga prover fran uppsamlat utflode (t.ex. 24 timmars sammansatt prov) och filtrera genom ett membran
med porstorlek 0,45 um eller centrifugera vid cirka 40 000 m? i cirka 15 minuter. Centrifugering bor anvindas
om filtreringen 4r svdr att utfora. Bestim DOC eller COD minst i duplikat for att mita slutlig biologisk
nedbrytning och vid behov primir biologisk nedbrytning genom en specifik analys av testkemikalien.

Bestdmning av COD kan ge upphov till analysproblem vid laga koncentrationer och rekommenderas dirfor
endast om den anvinda testkoncentrationen ar tillrackligt hog (cirka 30 mg/l). For starkt adsorberande kemi-
kalier rekommenderas ocksd att mangden adsorberad kemikalie i slammet mits med en analysteknik som ar
specifik for testkemikalien.

Provtagningsfrekvensen beror pé testets forvantade tidslingd. Rekommenderad frekvens ar tre gdnger per vecka.
Nar enheterna har borjat fungera effektivt, vanta minst 1 vecka och hogst 6 veckor efter tillforsel av testkemi-
kalien for att anpassningen ska nd stabila forhallanden (steady state). Forsok fd minst 15 giltiga virden frin
platafasen (punkt 59), som normalt varar i 3 veckor, for utvirdering av testresultaten. Testet kan avslutas nar
tillracklig elimineringsgrad nds (t.ex. > 90 %) och de 15 virden som representerar analyser som genomforts varje
veckodag under 3 veckor finns att tillgd. Normalt ska testet inte paga langre dn 12 veckor frdn tillsittning av
testkemikalien.

Om slammet nitrifieras och testkemikaliens effekter pa nitrifikationen ska undersokas, bor prover frin utflodet
fran test- och kontrollenheterna analyseras minst en géng per vecka

Alla analyser bor utforas sd snart som mojligt, sarskilt kvdavebestimningarna. Om analyser mdste senareldggas
bor proverna forvaras i morker vid cirka 4 °C i helt fyllda och tdtt forslutna flaskor. Om proverna méste forvaras
lingre 4n 48 timmar bor de konserveras genom djupfrysning, syrabehandling (t.ex. 10 ml/l av en 400 g/I-
svavelsyralosning) eller genom tillsats av lampligt gift (t.ex. 20 ml/l av en 10 g[l-losning av kvicksilver(ll) klorid).
Se till att konserveringstekniken inte paverkar analysresultaten.
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Koppling av testenheter

Om koppling anvinds (tilligg 3) bor samma mingd aktiverat slam (150-1 500 ml for luftningstankar som
innehdller 3 liter vitska) dagligen bytas mellan testenhetens luftningskarl och kontrollenheten. Om testkemika-
lien adsorberas starkt pa slammet, bor endast separatorernas supernatant bytas. I bada fallen bor en korrektions-
faktor anvindas for berdkning av testresultaten (punkt 55).

DATA OCH RAPPORTERING
Behandling av resultaten

Berdkna procentandelen DOC- eller COD-eliminering av testkemikalien for varje tidpunktsrelaterad bedomning,
genom foljande ekvation:

b= S EZE) g0
G
dir
D, = % eliminering av DOC eller COD vid tidpunkten t,
C, = DOC eller COD pé grund av testkemikalien, helst uppskattat utifrdn stamldsningen (mgl),
E = uppmitt DOC- eller COD-virde i testutflodet vid tidpunkten t (mg/l),
E, = uppmitt DOC- eller COD-virde i kontrollutflodet vid tidpunkten t (mg]l).

Graden av DOC- eller COD-eliminering i det organiska mediet i kontrollenheten bidrar till bedomningen av den
biologiska nedbrytningsaktiviteten i det aktiverade slammet under testet. Den procentuella elimineringen kan
beriknas genom foljande ekvation:

Cu — Eo
Dy = ——x 100
B Cu X
dir
Dy = % eliminering av DOC eller COD i det organiska mediet i kontrollenheten vid tidpunkten t,
Cy = DOC eller COD i det organiska mediet i kontrollenhetens inflode (mg/l).

Alternativt kan man berdkna procentuell eliminering av DOC eller COD som kan tillskrivas det organiska mediet
plus testkemikalie i testenheten med foljande ekvation:

Cr—E
Dr = x 100
T I

ddr
Dr = % eliminering av DOC eller COD i totalt testinflode,
Cr = DOC eller COD i totalt testinflode eller beraknat utifrdn stamlosningar (mg/l).

Berikna elimineringen av testkemikalie som uppmitts med en specifik analysmetod vid varje bedomningstid-
punkt, genom féljande ekvation:

Dsy = S‘fSe x 100
dir
Dgr = % primir eliminering av testkemikalien vid tidpunkten t,
S; = uppmiitt eller uppskattad koncentration av testkemikalien i testinflodet (mgl),
S. = uppmiitt koncentration av testkemikalien i testutflodet vid tidpunkten t (mg/l).
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55. Om kopplingsmodellen har anvints, kompensera utspidningen av testkemikalien i luftningskérlet genom slam-
utbytet med anvindning av en korrigeringsfaktor (se tilligg 3). Om genomsnittlig retentionstid pa 6 timmar och
utbyte av halva volymen aktiverat slam i luftningskirlet har anvints, maste de faststillda dagliga eliminations-
virdena (D,, punkt 52) korrigeras for att fd den faktiska elimineringsgraden D, . for testkemikalien genom
foljande ekvation:

Presentation av testresultat

56. Plotta en kurva med procentuell eliminering D, (eller D) och Dy, (om tillginglig) mot tiden (se tilldgg 2). Kurvan
for eliminering av testkemikalien (i sig eller som DOC) kan ge underlag for vissa slutsatser om eliminerings-
processen.

Adsorption

57. Om kraftig DOC-eliminering observeras fran borjan av testet, dr det sannolikt att testkemikalien elimineras
genom adsorption pé det aktiva slammets fasta bestandsdelar. Detta kan pavisas genom att bestimma adsorberad
testkemikalie genom specifik analys. Det dr inte vanligt att elimineringen av DOC for adsorberbara kemikalier
forblir kraftig genom hela testet; elimineringen &r i regel kraftig i borjan for att sedan minska gradvis till ett
jamviktsvirde. Om ddremot den adsorberbara testkemikalien pa ett eller annat sitt kan orsaka acklimatisering av
den mikrobiella populationen, stiger testkemikaliens DOC-eliminering ddrefter och nér ett hogt platavirde.

Lagfas

58. P4 samma sitt som vid statiska screeningtest, kraver manga testkemikalier en lagfas innan full biologisk ned-
brytning intriffar. Under lagfasen sker acklimatisering eller anpassning av de nedbrytande bakterierna praktiskt
taget utan eliminering av testkemikalien vid bakterietillvixtens inledande skede. Denna fas upphér och nedbryt-
ningsfasen anses borja nir cirka 10 % av den inledande mingden testkemikalie har eliminerats (efter att
adsorption fatt ske, i foreckommande fall). Lagfasen dr ofta mycket varierande och svér att reproducera.

Platdfas

59. Platafasen i en elimineringskurva for ett kontinuerligt test definieras som den fas dd maximal nedbrytning sker.
Platdfasen bor pdgd minst 3 veckor och ska ge cirka 15 uppmiitta valida virden.

Genomsnittlig elimineringsgrad for testkemikalien

60. Berdkna medelvardet utifrdn testkemikaliens elimineringsvirden (D,) under platdfasen. Avrundat till ndrmaste
heltal (i %) ar detta testkemikaliens elimineringsgrad. Likasd rekommenderas berdkning av medelvirdets 95 %
konfidensintervall.

Eliminering av organiskt medium

61. Plotta det organiska mediets procentuella eliminering av DOC eller COD i kontrollenheten (Dg) mot tid. Ange
genomsnittlig elimineringsgrad pd samma sitt som for testkemikalien (punkt 60).

Indikation pd biologisk nedbrytning

62. Om testkemikalien inte adsorberas i betydlig grad pa det aktiverade slammet och elimineringskurvan har den
typiska formen for en biologisk nedbrytningskurva med lagfas, kan nedbrytnings- och platdfaserna (punkterna
58, 59) med sikerhet tillskrivas biologisk nedbrytning. Om det har férekommit stark inledande eliminering kan
simulationstestet inte anvindas for att skilja mellan biologiska och abiotiska elimineringsprocesser. 1 sidana fall,
och i andra fall med tvivel rorande biologisk nedbrytning (t.ex. vid strippning), bor en analys goras rorande
adsorberade testkemikalier eller ytterligare test med statisk biologisk nedbrytning genomféras baserade pa para-
metrar som klart indikerar biologiska processer. Sddana test dr syreupptagningsmetoder (kapitel C.4 D, E och F i
denna bilaga (6)) eller test med mitning av koldioxidproduktion (kapitel C.4 C i denna bilaga (6)) eller ISO
Headspace-metoden (18), med anvindning av forexponerat inokulat fran simulationstestet. Om badde DOC-
eliminering och eliminering av specifik kemikalie har uppmitts och det finns betydande skillnader mellan
elimineringsgraderna (DOC-elimineringen dr lagre), tyder detta pé att utflodena innehaller intermedidra organiska
produkter som kan vara svdrare att bryta ned 4n den ursprungliga kemikalien.
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Testresultatens giltighet

Information om inokulatets normala bionedbrytningsmonster fis genom en bestimning av det organiska me-
diets elimineringsgrad (punkt 53) i kontrollenheten. Testet kan anses vara giltigt om graden av DOC- eller COD-
eliminering i kontrollenheten (-enheterna) 4r > 80 % efter tvd veckor och inget ovanligt har observerats.

Om en litt biologiskt nedbrytbar (referens)kemikalie har anvints, bor graden av biologisk nedbrytning (D,, punkt
52) vara > 90 %.

Om testet genomfors under nitrifierande forhallanden bor medelkoncentrationen i utflodena vara <1 mg|l
ammoniumkvive och < 2 mg/l nitritkvave.

Om dessa kriterier (punkterna 63-65) inte uppfylls, upprepa testet med inokulat frén en annan killa, testa en
referenskemikalie och se 6ver alla forsoksforfaranden.

Testrapport

Testrapporten ska innehdlla foljande information:

Testkemikalie:

— Identifieringsdata.

— Fysikalisk natur och, nir det 4r relevant, fysikalkemiska egenskaper.

Testbetingelser:

— Typ av testsystem och eventuella modifikationer for testning av olosliga och flyktiga kemikalier.
— Typ av organiskt medium.

— Andel av och egenskaper hos industriellt avloppsvatten som ingdr, om kénda.

— Inokulat, egenskaper och provtagningsplats(er), koncentration och eventuell forbehandling.

— Stamlosning av testkemikalien: DOC- och TOC-innehall, i forekommande fall beredningssitt for suspension,
anvind testkoncentration, motivering om denna ligger utanfér omridet 10-20 mg/l DOC, tillsittningsmetod,
datum for forsta tillsittning, eventuella dndringar.

— Slammets medelélder och medelvirde for hydraulisk retentionstid, metod for kassering av slam, metoder for
att undvika klumpbildning, forlust av slam osv.

— Analystekniker som anvénts.

— Testtemperatur.

— Slammets klumpbildningsegenskaper, slammets volymindex (SVI), suspenderad halt (MLSS).
— Avvikelser frdn standardforfaranden och alla omstindigheter som kan ha paverkat resultaten.
Testresultat:

— Alla uppmatta data (DOC, COD), specifika analyser, pH, temperatur, syrehalt, suspenderade fasta amnen,
kvivekemikalier om relevant.

— Alla berdknade virden for D, (eller D), Dy och Dy i tabellform samt elimineringskurvor.

— Information om lag- och platdfaserna, testets tidslingd, elimineringsgrad for testkemikalien och for det
organiska mediet i kontrollenheten, tillsammans med statistiska data och utlitanden om biologisk nedbryt-
barhet och testets giltighet.

— Diskussion om resultaten.
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Tilligg 1

Figur 1

Utrustning for undersokning av biologisk nedbrytning
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Figur 3

Detaljbeskrivning av Porous Pot-enhetens luftningskiirl (3 1)
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Tilligg 2

Exempel pd en elimineringskurva
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Tilligg 3

[SOM INFORMATION]

KOPPLING AV TESTENHETER

For att forsoka likstilla de mikrobiella populationerna i testenheten som matas med avloppsvatten plus testkemikalie och
kontrollenheten som endast matas med avloppsvatten, har man infort dagligt utbyte av slam (1). Forfarandet kallas
koppling och metoden kallas kopplade enheter. Koppling gjordes till en borjan med Husmann-enheter for aktiverat
slam men har ocksd gjorts med Porous Pot-enheter (2) (3). Inga betydande skillnader i resultat erholls mellan icke-
kopplade och kopplade enheter (Husmann eller Porous Pots) och det dr dirfor onodigt att anvinda tid och resurser péd
koppling av enheter.

Utbyte av slam kan ge bilden av ritt betydande eliminering, eftersom en del av testkemikalien Gverfors och koncent-
rationen av testkemikalie i test- och kontrollutflodena blir nistan densamma. Darfor méste korrigeringsfaktorer anvandas,
vilka dr beroende av den fraktion som utbyts och den genomsnittliga hydrauliska retentionstiden. Ndrmare detaljer om
berikningen har publicerats (1).

Berdkna den korrigerade DOC- eller COD-elimineringsgrader med anvindning av foljande allménna formel:

D = (D, — 100 - a - r/12)/(1 — a - 1/12) %

dar

«« = korrigerad procentuell DOC- eller COD-eliminering,

D, = faststilld procentuell DOC- eller COD-eliminering,

a = utbytesfraktion av volymen i enheterna for aktiverat slam,

r genomsnittlig hydraulisk retentionstid (tim).

Om tex. hilften av volymen i luftningskérlet byts ut (a = 0,5) och den genomsnittliga hydrauliska retentionstiden ar 6
timmar, dr den korrekta formeln foljande:

4D, — 100

Dtc = %
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Tilligg 4

UTVARDERING AV INHIBERING AV AKTIVERAT SLAM
Forfarande med testkemikalier

1. En kemikalie (eller ett avloppsvatten) bryts eventuellt inte ned eller elimineras i simuleringstest och kan t.o.m. ha en
inhiberande effekt pd slammets mikroorganismer. Ovriga kemikalier 4r biologisk nedbrytbara i liga koncentrationer
men har inhiberande verkan i hogre koncentrationer (hormesis). Inhiberande effekter har kanske framkommit pa ett
tidigare skede eller kan bestimmas med hjilp av toxicitetstest, med anvindning av liknande eller identiskt inokulat
som anvinds vid simuleringstest (1). Sddana metoder 4r inhibering av syreupptagning (kapitel C.11 i denna bilaga (2)
och ISO 8192 (3)) eller inhibering av tillvixt av mikroorganismer i aktiverat slam (ISO 15522 (4)).

2. Vid simuleringstest framgér inhibering genom att skillnaden mellan upplost organiskt kol (DOC) eller kemisk syre-
forbrukning (COD) mellan utflodet frén testkirlet och utflodet fran kontrollkarlet r storre d4n det DOC som tillsatts i
form av testkemikalie. Detta kan dven uttryckas som att den procentuella elimineringen av DOC (och biokemisk
syreférbrukning BOD, kemisk syreférbrukning COD och/eller NH",) i det organiska mediet minskar nir testkemikalie
har tillsatts. Om detta intriffar bor testet upprepas med ligre koncentration av testkemikalien tills man nér en nivé dar
ingen inhibering intriffar och direfter eventuellt ytterligare sinka koncentrationen tills testkemikalien har brutits ned
biologiskt. Om ddremot testkemikalien (eller avloppsvattnet) paverkar processen negativt vid alla testade koncent-
rationer, tyder detta pd att kemikalien 4r svar eller omojlig att behandla biologiskt, dven om det kan vara virt att
upprepa testet med aktiverat slam fran en annan killa och/eller lita slammet acklimatisera sig mer gradvis.

3. Omvint géller att om testkemikalien bryts ned biologiskt vid forsta forsoket i ett simuleringstest bor koncentrationen
okas, om det dr nodvindigt att fa information om huruvida kemikalien fungerar inhiberande.

4. Vid bestdimning av inhiberingsgraden bor man komma ihdg att populationen i det aktiverade slammet kan dndras sd
att mikroorganismerna med tiden utvecklar tolerans mot en inhiberande kemikalie.

5. Berdkning av inhiberingsgraden:

Den totala procentuella elimineringen R,, av BOD, DOC, COD osv. for test- och kontrollenheterna kan beraknas
genom foljande:

R, = 100 (I — B)1 %

dar:
I = inflodeskoncentrationen for BOD, DOC, COD osv. for test- eller kontrollkirl (mgl),
E = respektive utflodeskoncentrationer (mg/l).

I och E maste korrigeras for DOC pa grund av testkemikalien i testenheterna, annars fir man inte ratt resultat fran
berdkningen av procentuell inhibering.

Graden av inhibering orsakad av testkemikalien kan berdknas genom féljande:

% inhibering = 100 (R, — Ry)/R,

dar:

R. = procentuell eliminering i kontrollkarlen,

R, = procentuell eliminering i testkdrlen.
LITTERATUR
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Tilligg 5

Daligt vattenlosliga kemikalier, flyktiga kemikalier

Daligt vattenlosliga kemikalier

Det verkar finnas fi publicerade rapporter rorande test som simulerar vattenrening och omfattar kemikalier med dalig
eller ingen loslighet i vatten (1) (2) (3).

Det finns ingen enskild metod for dispergering av testkemikalie som kan tillimpas pa alla olosliga kemikalier. Tvé av de
fyra typer av metoder som beskrivs i ISO 10634 (4) verkar vara limpliga for att dispergera testkemikalier f6r simulerings-
test — anvdndning av emulgeringsmedel och/eller ultraljud. Den resulterande dispersionens stabilitet bor faststdllas under
minst 24 timmar. Lampligt stabiliserade dispersioner i en behéllare med kontinuerlig omrorning (punkt 38) kan darefter
doseras till luftningskirlet separat frdn avloppsvatten fran hushall (eller syntetiskt avloppsvatten).

Om en dispersion dr stabil bor man undersoka hur testkemikalien kan bestimmas i den dispergerade formen. Det idr
sannolikt inte limpligt med DOC, vilket betyder att en specifik analysmetod for testkemikalien bor etableras som kan
anvindas pa utflode, utflodets fasta dmnen och aktiverat slam. Direfter faststills vad som hdnder med testkemikalien vid
simulering av aktivslamprocessen, i vitskeform och fast form. D4 kan en "massbalans” etableras for att faststilla huruvida
det har skett biologisk nedbrytning av testkemikalien. Detta ger dock endast indikation pd primar biologisk nedbrytning.
Man bor forsoka demonstrera slutlig biologisk nedbrytning genom att tillimpa respirometritest for latt bionedbrytbarhet
(kapitel C.4 i denna bilaga (5) C, F eller D) med inokulat i form av slam som exponerats for testkemikalien i simulerings-
testet.

Flyktiga kemikalier

Simulering av avloppsvattenrening péd flyktiga kemikalier 4r bide diskutabelt och problematiskt. P4 samma sdtt som for
daligt vattenlosliga testkemikalier tycks det dven for flyktiga kemikalier ha publicerats mycket fa rapporter som beskriver
simuleringstest. En konventionell typ av apparatur for fullstindig blandning kan anpassas genom att forsegla luftnings-
och sedimenteringskirlen, och direfter mita och kontrollera luftflodet med flodesmatare och lata utloppsgasen passera
genom fillor for uppsamling av flyktigt organiskt material. I vissa fall anvinds vakuumpump for att dra utloppsgasen
genom en “kall” filla eller purge-trap som innehéller Tenax och silikagel f6r gaskromatografianalyser. Testkemikalien i
fallan kan bestimmas analytiskt.

Testet genomfors i tvd delar. Forst kors enheterna utan slam men med syntetiskt avloppsvatten plus testkemikalie som
pumpas in i luftningskirlet. Prover tas av inflode, utflode och utloppsgas och analyseras for testkemikalien under ndgra

dagar. Utifrdn insamlade data kan procentandelen testkemikalie (R, ) som strippats ur systemet berdknas.

Direfter genomfors normalt biologiskt test (med slam) under liknande forhdllanden som anvints vid strippningen. Likasa
mits DOC eller COD for att kontrollera att enheterna fungerar effektivt. Mangden testkemikalie i inflode, utflode och
utloppsgas bestims dd och dd under testets forsta fas, och efter acklimatiseringen mer frekvent. Utifrdn de data som fas
under steady state kan procentandelen eliminerad testkemikalie frdn vitskefasen i alla processer (Ry) (fysisk och biologisk
eliminering) berdknas, savil som andelen (Ry) som strippats fran systemet.

Berakning:

a) Vid icke-biologiskt test kan procentandelen (Ryp) testmaterial som strippats frdn systemet berdknas genom f6ljande:

S
RVP = ﬂ ° 100
Sip
dar
Ryp = eliminering av testkemikalie genom avdunstning (%),
Syp = testkemikalie som uppsamlats i en filla, uttryckt som ekvivalent koncentration i vitskefasen (mg/l),

Spp = testkemikaliens koncentration i inflodet (mg/l).

b) Vid biologiskt test kan procentandelen (Ry) testmaterial som strippats fran systemet beriknas genom foljande:
Sy
Ry =— -100
V=
dar
Ry = eliminering av testkemikalie genom avdunstning i biologiskt test (%),

Sy = testkemikalie som uppsamlats i en filla i biologiskt test, uttryckt som ekvivalent koncentration i vitskeformigt
inflode (mg/l),

S; = testkemikaliens koncentration i inflodet (mgfl).
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¢) Vid biologiskt test berdknas procentandelen testkemikalie (Ry) som eliminerats genom alla processer genom foljande:
S
Rr=1-2"-100
Si
dir
Sg = koncentrationen testkemikalie i (vdtskeformigt) utflode (mg/l).
d) D4 kan procentandelen (Rg,) som eliminerats genom bionedbrytning plus adsorption beriknas genom foljande:
Rga = Rr — Ry)
Separata test bor goras for att faststdlla om testkemikalien har adsorberats och i sd fall kan ytterligare korrigering
goras.
¢) En jimforelse mellan andelen testkemikalie som strippats frdn systemen for biologiskt test (R,) och icke-biologiskt test
(Ryp) indikerar den totala effekt som den biologiska behandlingen har haft pd utsldpp av testkemikalien i atmosfaren.
Exempel: Bensen
Slamretentionstid = 4 dagar
Syntetiskt slam, retentionstid 8 timmar
Sp = S =150 mg|l
Syp = 150 mg/l (Sgp = 0)
Sy = 22,5mgfl
Sg = 50 pgfl
Saledes,
Ryp = 100 %, Ry = 15 %
Ry = 100 % och Ryy = 85 %.
Det antas att bensen inte adsorberas pd slammet.
LITTERATUR

(1)

Horn J. A., Moyer ]. E., Hale J.H. (1970), "Biological degradation of tertiary butyl alcohol”, Proc. 25th Ind. Wastes
Conference Purdue Univ., s. 939-854.

(2) Pitter P., Chudoba J. (1990), "Biodegradability of organic substances in the aquatic environment”, CRC Press, Boston,

Forenta staterna.

(3) Stover E. L., Kincannon D. F. (1983), "Biological treatability of specific organic compounds found in chemical industry

waste waters”, J. Wat. Pollut. Control Fed. 55, 97,

(4) I1SO 10634 (1995), Water Quality - Guidance for the preparation and treatment of poorly water-soluble organic compounds for

the subsequent evaluation of their biodegradability in an aqueous medium.

(5) Kapitel C.4 i denna bilaga, Bestimning av "litt” bionedbrytbarhet.



L 81/164

Europeiska unionens officiella tidning

19.3.2014

Tilligg 6

Slamretentionstidens (SRT) inverkan pa reningsmdjligheterna for en kemikalie

INLEDNING

. Den metod som beskrivs i huvudtexten syftar till att faststilla om de kemikalier som testas (i regel kemikalier som

veterligen 4r inherent, men inte ldtt, bionedbrytbara) kan brytas ned biologiskt inom de grinser som giller i
avloppsreningsverk. Resultaten uttrycks som procentandel eliminering och procentandel biologisk nedbrytning.
Driftsbetingelserna i aktivslamenheterna och valet av inflode kan ge ritt stora variationer vad giller koncentrationen
av testkemikalie i utflodet. Testerna genomfors vanligen med endast en nominell koncentration av fasta dmnen i
slammet eller en nominell slamretentionstid (SRT) och de beskrivna systemen for slamkassering kan leda till att SRT-
virdet varierar betydligt under testet, bdde frén dag till dag och under en dag.

. I denna variant (1) (2) kontrolleras SRT med mycket sndvare granser under varje 24-timmarsperiod (pd samma stt

som i full skala), vilket ger en mer konstant koncentration i utflodena. Avloppsvatten frén hushéll rekommenderas
eftersom det ger enhetligare och hogre procentandel eliminering. Dessutom undersoks verkningarna av ett antal SRT-
virden och i en mer detaljerad studie kan verkningarna av ett urval temperaturer pa utflodeskoncentrationen fast-
stallas.

. Det finns fortfarande inget allmint samforstind om vilken kinetisk modell som giller ndr kemikalier bryts ned

biologiskt under de forhédllanden som rdder vid avloppsvattenrening. Monod-modellen for bakteriell tillvixt och
substratanvandning valdes (1) (2) for behandling av insamlade data, eftersom metoden endast var avsedd att till-
lampas pd kemikalier tillverkade i stora volymer som leder till en koncentration Gver 1 mg/l i avloppsvattnet. Den
forenklade modellens giltighet och de antaganden som gjordes faststilldes genom anvindning en serie alkoholetox-
ylat med varierande grader av primir bionedbrytbarhet (2) (3).

Anmdrkning: Denna metodvariant pdminner mycket om testmetod C.10-A och nedan anges endast de detaljer som
avviker.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

. Porous Pot-enheter for aktiverat slam utformade for att ge (ndstan) kontinuerlig kassering av blandad vitska, vilket

mojliggor en mycket exakt kontroll av slamretentionstiden (SRT eller ), kors i icke-kopplat ldge med ett urval olika
slamretentionstider och, alternativt, med ett urval olika temperaturer. Retentionstiden dr i regel 2-10 dagar och
temperaturen mellan 5 och 20 °C. Avloppsvattnet, helst frdn hushéll, och en 16sning av testkemikalien doseras
separat till enheterna med ett flode som ger den 6nskade retentionstiden (3—6 timmar) och 6nskad koncentration
av testkemikalien i inflodet. Kontrollenheter som inte matas med testkemikalie kors parallellt for jimforande dnda-
mal.

. Olika typer av apparatur kan anvindas, men stor vikt bor fistas vid att sikerstilla god kontroll av slamretentions-

tiden. Om den utrustning som anvinds t.ex. innehaller ett sedimenteringskirl, kan det vara nodvindigt att rikna med
forlust av fasta dmnen via utflodet. Dessutom bor speciella forsiktighetsmatt vidtas for att undvika fel pa grund av
variationer av méingden slam i sedimenteringskirlet.

. Enheterna kors vid var och en av de olika betingelser som har valts, och efter att jamvikt har nétts fds genomsnittliga

steady state-koncentrationer av testkemikalie i utflodena, och alternativt DOC, under en period som omfattar cirka tre
veckor. Utover bedomning av procentandelen eliminering for testkemikalie, och alternativt DOC, fis forhallandet
mellan driftsbetingelserna och koncentrationen i utflodet uttryckt i grafisk form. Utifrdn detta kan preliminira
kinetiska konstanter berdknas och prognoser for de betingelser under vilka testkemikalien kan behandlas.

INFORMATION OM TESTKEMIKALIEN

. Se kapitel C.10 A, punkterna 12 och 13.

GODKANNANDENIVAER

. Se kapitel C.10 A, punkterna 14 och 15.

REFERENSKEMIKALIE

. Se kapitel C.10 A, punkt 16.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

TESTRESULTATENS REPRODUCERBARHET
Se kapitel C.10 A, punkterna 17 och 18.

METODBESKRIVNING
Apparatur

Lamplig enhet ér ett modifierat Porous Pot-system (tilligg 6.1). Det bestdr av ett inre kirl konstruerat av porost
polypropen med tjocklek pd 3,2 mm och porstorlek pé cirka 90 pm, med stumsvetsad som (detta ger en robustare
enhet 4n den som beskrivs i punkt 21 i detta kapitel C.10 A). Innerkirlet omsluts av ett ogenomtringligt ytterkarl av
polyetylen som bestér av tva delar: en rund bas med hél for tvé luftkanaler och en slamkasseringskanal, och en Gvre
cylinder som ér skruvad pd basen och vars utlopp ér placerat s att Porous Pot-kérlet far en kind volym pd 3 liter. En
av luftkanalerna har en diffusor och den andra dr 6ppen och placerad i rit vinkel till diffusorens utlopp. Detta system
ger den turbulens som krivs for att sikerstdlla att innehallet blandas fullstandigt och att koncentrationerna av 16st
syre hélls over 2 mg/l.

Lampligt antal enheter hélls vid kontrollerad temperatur mellan 5 och 20 °C (¢ 1 °C), antingen i vattenbad eller i
utrymmen med konstant temperatur. Pumpar kravs for att dosera losning av testkemikalie och sedimenterat avlopps-
vatten med onskat flode (0-1,0 ml/min och 0-25 ml/min) och en tredje pump for att avldgsna 6verloppsslam frén
luftningskérlen. Den mycket ldga flodeshastighet som krivs for overskottsslam nds genom att anvinda en pump
stalld pa hogre flodeshastighet som kors intermittent med hjélp av en timer, t.ex. 10 sekunder per minut, sd att en
pumpinstdllning pd 3 ml/min ger ett flode pd 0,5 ml/min.

Filtreringsapparatur eller centrifug

Se kapitel C.10 A, punkt 23.

Analysutrustning

Se kapitel C.10 A, punkt 24.

Vatten

Se kapitel C.10 A, punkterna 25 och 26.

Organiskt medium

Se kapitel C.10 A, punkt 27.

Syntetiskt slam
Se kapitel C.10 A, punkt 28.

Avloppsvatten fran hushdll
Se kapitel C.10 A, punkt 29.

Aktiverat slam

Se kapitel C.10 A, punkt 30.

Stamlosningar av testkemikalien

Se kapitel C.10 A, punkterna 31 och 32.

FORFARANDE
Forberedning av inokulat

Se kapitel C.10 A, punkt 34 (endast denna giller) — anvand aktiverat slam (cirka 2,5 gfl).

Antal testenheter

For ett enkelt test, dvs. for att mdta procentandelen eliminering, behovs bara en slamretentionstid (SRT). For att fa de
data som behovs for berdkning av preliminira kinetiska konstanter behovs diremot 4 eller 5 SRT-virden. Vanligen
anvinds retentionstider mellan 2 och 10 dagar. Det ar i regel praktiskt att gora ett test med 4 eller 5 SRT-virden
samtidigt vid en och samma temperatur. I mer omfattande studier kan samma SRT-vérden, eller eventuellt ett annat
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

urval virden, anvidndas vid andra temperaturer inom omrddet 5-20 °C. For primér bionedbrytning (huvudindamal)
behovs i regel bara en enhet per uppsittning testbetingelser. Vid test av slutlig bionedbrytbarhet beh6vs dock en
kontrollenhet for varje uppsittning testbetingelser; denna matas med enbart slam, inte testkemikalie. Om man tror att
det finns testkemikalie i det slam som anvinds, dr det nddvindigt att anvinda kontrollenheter vid bedomning av
primdr biologisk nedbrytning och direfter gora nodvindiga korrigeringar i berdkningarna.

Dosering av organiskt medium och testkemikalie

Se kapitel C.10 A, punkterna 36-39, men notera att testkemikalielosningen doseras separat och att flera olika
slamkasseringsgrader anvinds. Det behovs ocksa regelbunden 6vervakning (t.ex. tva gdnger om dagen) och vid behov
justering, inom +10 %, av flodeshastigheterna for infloden, utfloden och slamkassering. Om det uppstar svarigheter
med analysmetoden nir avloppsvatten frdn hushall anvinds, kan testet genomforas med syntetiskt avloppsvatten,
men dd maste man se till att olika media ger jamforbara kinetiska data.

Hantering av enheterna for aktiverat slam

Se kapitel C.10 A, punkterna 40-43, men SRT ska endast kontrolleras genom “konstant” kassering av slam.

Provtagning och analys

Se kapitel C.10 A, punkterna 44-50, med undantag for att testkemikaliens koncentration maste bestimmas och
bestdimning av DOC ir frivillig. COD ska inte anvindas.

DATA OCH RAPPORTERING
Behandling av resultaten

Se kapitel C.10 A, punkterna 52-54.

Presentation av testresultat

Se kapitel C.10 A, punkterna 56—62.

Berikning av kinetiska konstanter

Det dr mera realistiskt att ange genomsnittlig steady state-koncentration av testkemikalien i utflodet och beskriva hur
denna varierar enligt driftsbetingelserna 4n att ange procentuell primir bionedbrytning. Detta kan goras genom att
beakta ekvation 6 i tilligg 6.2 som kan ge virden for K, p,, och Ugc, den kritiska slamretentionstiden.

(Alternativt kan ungefirliga virden for Ks och pm fds med hjilp av ett enkelt datorprogram for att anpassa den
teoretiska kurvan som berdknats med ekvation 2 (tillagg 6.2) till de experimentella virdena. Aven om ingen given
losning ar unik, gir det att fa en rimlig approximering av Kg och pm.)

Resultatvariation

Den vanliga erfarenheten 4r att man fir varierande virden for de kinetiska parametrarna for individuella kemikalier.
Man tror att slammets odlingsbetingelser och de betingelser som géller i det test som anvands (som i punkt 5 och i
andra test) har en stor effekt pd de virden som erhélls. En aspekt av denna variation har diskuterats av Grady m.fl. (4)
som har foreslagit att termerna "extant” and "intrinsic” ska anvindas for de tvd extrema betingelser som representerar
granserna for den fysiologiska status som en odling kan ha under ett kinetiskt experiment. Om odlingens status inte
tilldts variera under testet, aterspeglar de kinetiska parametervirdena betingelserna i den miljo frdn vilken mikroorga-
nismerna har tagits — for dessa virden anvinds benidmningen “extant”, dvs. ndgot som fortsatt existerar. Vid den
andra yttersta gransen 4r testbetingelserna sidana att de medger full utveckling av proteinsyntessystemet och dirmed
mojlighet till storsta maojliga tillvaxt, och d anvinds bendmningen "intrinsic” for de kinetiska parametrar som erhalls,
dvs. de dr endast beroende av substratets karaktir och typen av bakterier i odlingen. Som riktlinje kan sigas att
"extant’-virden fis nir forhéllandet mellan substratets koncentration och kompetenta mikroorganismer (S,/X,) halls
lagt, tex. 0,025, och "intrinsic™-virden fis ndr forhéllandet 4r hogt, t.ex. minst 20. I bada fallen gor S, bor vara
samma eller hogre 4n det relevanta virdet for Ks, halvmittnadskonstanten.

Variationen och andra aspekter rorande bionedbrytningens kinetik diskuterades nyligen vid en SETAC-workshop (5).
Dessa studier, rapporterade och projekterade, bor ge en klarare uppfattning om den kinetik som fungerar i vattenre-
ningsverk, och dirmed en bittre tolkning av befintliga data och forslag till mer relevanta utformningar av nya
testmetoder.
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Tilligg 6.1

Porous Pot med SRT-kontroll
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Tilligg 6.2

Berikning av kinetiska konstanter

1. Utifrdn antagandet att Monod-kinetik kan tillimpas och med beaktande av en massbalans av aktiva fasta dmnen och
substrat over systemet med aktiverat slam (1), kan man fa steady state-uttryck enligt foljande:

1:ym'Sl

5 — Ky (1)
eller % K+ S
K- (1+Ky-9)
S S T K — 1 2)
dar B (pm —Ka) =1
S; = koncentrationen substrat i utflodet (mg]l)

Kg = halvmittnadskonstant, den koncentration vid vilken p = p,/2 (mg/l)
p = specifik tillvixthastighet (d!)

Iy = maximivirde for p,(d™!)

K4 = specifik sonderfallshastighet for aktiva fasta amnen (d7!)

Vs = slammets medelretentionstid, SRT (d)

Undersokning av denna ekvation leder till foljande slutsatser:

i) Koncentrationen i utflodet dr oberoende av koncentrationen i inflodet (Sy); séledes varierar den procentuella
bionedbrytningen enligt koncentrationen i inflodet S,

ii) Den enda anldggningskontrollparameter som péverkar S; dr slamretentionstiden ds.

iiij) For en given koncentration i inflodet, Sy, finns det en kritisk slamretentionstid, dvs.

1 pS

— Ky (3)
dar

Ugc = kritisk slamretentionstid, under vilken de kompetenta mikroorganismerna skoljs ut ur anldggningen.

iv) Eftersom de 6vriga parametrarna i ekvation (2) dr associerade med tillvixtkinetik, dr det sannolikt att temperaturen
paverkar utflodets substratnivd och den kritiska slaméldern, dvs. den slamretentionstid som behovs for att f& en
viss grad av rening 6kar med sjunkande temperatur.

2. Utifrdn en massbalans for fasta 4mnen i Porous Pot-systemet och utifrdn antagandet att koncentrationen fasta dmnen i
anldggningens utflode X, dr ldgt i jamforelse med luftningskarlets utflode X, 4r slamretentionstiden

och P (Qe—Q1) X2+ Qi Xy *)
QX @
dir

V = luftningskirlets volym (])

e
1}

koncentrationen fasta dmnen i luftningskérlet (mg/l)
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X,
Qo
Q; = avloppsslammets flodeshastighet (I/d)

koncentrationen fasta dmnen i utflodet (mgl)

inflodets flodeshastighet (1/d)

Det ar saledes mojligt att hélla slamretentionstiden pa ett forhandsvalt virde genom att kontrollera avloppsslammets

flodeshastighet Q;.

Slutsatser:

. Huvudsyftet med detta test ér alltsd att kunna forutse testkemikaliens koncentration i utflodet, och dirmed testkemi-

kaliens nivéer i vattenrecipienten.

. Genom att plotta S; mot g kan den kritiska slamretentionstiden Dy i vissa fall uppskattas pa enkelt sitt, se t.ex. kurva

3 i figur 1. Om detta inte 4r mojligt kan gc berdknas med ungefarliga viarden pa p,, och K¢ genom att plotta S; mot
S;Vs.

Omordning av ekvation 1 ger foljande:
S] : 85 _ K
140, K )
Om Ky dr lgt blir 1 + 95 » K4 ~ 1 och ekvation 5 blir enligt foljande:
Ks  S1

M 'as:—s"'

Hm V_m ©

D& bor kurvan bli en rak linje (se figur 2) som har lutningen 1/, och skidrningspunkt med K/p,,; likasd dr 9g ~1/p,,.

Figur 1

Tre temperaturer, fem SRT-virden
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SRT*Koncentration i utflode S;
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Figur 2
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Tilligg 7

TEST VID LAGA (ug/l) KONCENTRATIONER

. Kemikalierna i vattenmiljon férekommer ofta i mycket ldga koncentrationer (ugfl), dven i avloppsvatten. Vid sddana

koncentrationer fungerar de sannolikt inte som primira substrat som resulterar i tillvdxt, utan sonderfaller mer
sannolikt som icke-vixande sekundira substrat, parallellt med forekomsten av flera olika naturligt forekommande
kolforeningar. Av det foljer att sonderfallet av sddana kemikalier inte foljer modellen som beskrivs i tilligg 6. Det finns
flera modeller som kan tillimpas och under de betingelser som rader i system for rening av avloppsvatten kan flera
modeller vara samtidigt aktiva. Det kommer att behovas en hel del mera forskning for att fa klarhet i detta problem.

. Fram till dess kan forfarandet som beskrivs i huvudtexten (kapitel C.10 A) foljas, men endast for primir bioned-

brytbarhet, med anvindning av limpligt ldga koncentrationer (< 100 pg/l) och ett validerat analysforfarande. Den
procentuella bionedbrytningen kan berdknas (se punkt 54 i testmetoden) forutsatt att de abiotiska processerna
(adsorption, flyktighet osv.) beaktas. Som exempel kan nimnas en studie gjord av Nyholm m.fl. (1) (2) med anvind-
ning av en 4-timmarscykel i ett fill and draw-system. De rapporterade pseudo-forsta ordningens konstanter for 5
kemikalier som tillsatts till syntetiskt avloppsvatten i koncentrationer pd 5-100 pg/l. For slutlig bionedbrytbarhet kan
14C-mirkta kemikalier anvindas. Beskrivning av detta gar utover rickvidden for denna testmetod eftersom det dn sa
linge inte finns overenskomna forfaranden, om 4n en foreslagen metod for ISO 14592 (3) innehéller vigledning om
anvindningen av !*C-mirkta kemikalier.

SCAS-test

. Senare foreslogs ett enklare tvéstegstest (4) (5) (6) dir SCAS-metoden (Semi Continous Activated Sludge) foljs av ett

kortvarigt kinetiskt test pd prover tagna frdn SCAS-enheterna. SCAS-systemet kors med kinda slamkasseringsgrader
(till atskillnad frén den ursprungliga C.12-testmetoden) och matas med modifierat syntetiskt avloppsvatten eller
avloppsvatten fran hushall. Det syntetiska avloppsvattnet modifierades (pd grund av foranderligt pH-virde och slam-
mets déliga sedimentering) genom tillsats av fosfat som buffert, jastextrakt, jarn(ll)klorid och sparelementsalter, och
COD hojdes till cirka 750 mg/l genom 6kad koncentration av pepton och kéttextrakt. Enheterna kordes med en 24-
timmarscykel: luftning under 23 timmar, kassering av slam, sedimentering, borttagning av supernatant (utflode) och
direfter tillsats av syntetiskt avloppsvatten plus testkemikalie, upp till pg/l (dvs. ungefir samma koncentration som
anvindes i korttidstestet). En gdng i veckan ersattes 10 % av totalslammet med farskt slam for att uppratthdlla balans i
den mikrobiella populationen.

. Koncentrationen av testkemikalie i borjan och i slutet av luftningen uppmits och testet fortsitts tills en konstant

eliminering av testkemikalie erhalls, vilket tar frin en vecka till flera mdnader.

Korttidstest

. Ett korttidstest (t.ex. 8 timmar) anvinds for att bestimma (pseudo) forsta ordningens kinetiska konstant for sonderfall

av testkemikalien i aktiverat slam med kdnda men olika ursprung och olika historia. Slamprover tas sirskilt frin SCAS-
reaktorer — i slutet av luftningsperioden ndr koncentrationen organiskt substrat dr ldg — medan acklimatiserings-
experiment pagdr (punkterna 3, 4). For jamforelse kan slam ocksd tas fran en parallell SCAS-enhet som inte exponeras
for testkemikalie. Blandningar av slam och testkemikalie tillsatta i tvd eller flera koncentrationen i omradet 1-50pg/l
luftas, utan tillsats av syntetiskt avloppsvatten eller annat organiskt substrat. Kvarvarande testkemikalie i 16sningen
bestims med regelbundna mellanrum, t.ex. varje timme, beroende pd kemikaliens sonderfallsegenskaper, under hogst
24 timmar. Proverna centrifugeras fore sjdlva analysen.

Berikningar

. Data fran SCAS-enheterna anvands for att berdkna procentandelen eliminerad testkemikalie (punkt 54). Likasa kan en

konstant for genomsnittlig eliminering K; (normaliserad for koncentrationen suspenderade fasta dmnen) kalkyleras
genom foljande:

Ki = l/t~ln% -1/88(1/g h)

ddr
t = luftningstiden (23 timmar)

. = koncentrationen vid luftningsperiodens slut (pg/l)

. = koncentrationen vid luftningsperiodens borjan (ug/l)
SS = koncentrationen av fasta amnen i aktiverat slam (g/])

. For korttidstestet plottas logaritmen av procentuell aterstdende koncentration mot tiden och lutningen pa den forsta

delen (10-50 % sonderfall) av grafen motsvarar K;, (pseudo)forsta ordningens konstant. Konstanten normaliseras med
hinsyn till koncentrationen fasta dmnen i slammet genom att dividera lutningen med koncentrationen fasta dmnen i
slammet. De rapporterade resultaten maste ocksa innehalla uppgifter om initialkoncentrationen for testkemikalie och
suspenderade fasta dmnen, slamretentionstiden, slammatning och slamkalla samt uppgifter om eventuell férhands-
exponering for testkemikalien.
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Resultatvariation

8. Variationen och andra aspekter rorande bionedbrytningens kinetik diskuterades nyligen vid en SETAC-workshop (7).
Dessa studier bor, rapporterade och projekterade, ge en klarare uppfattning om den kinetik som fungerar i vattenre-
ningsverk, och dirmed en bittre tolkning av befintliga data och forslag till mer relevanta utformningar av nya
testmetoder.
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C.10-B: Biofilmer

INLEDNING

1. Simuleringstest anvinds i regel pd kemikalier som inte har klarat screeningtest for latt bionedbrytbarhet (kapitel
C4 A tll F i denna bilaga (9)) men som har klarat test for litt bionedbrytbarhet. Undantagsvis anvinds
simuleringstest ocksd for kemikalier ddr det kravs mer information, sirskilt storvolymskemikalier, och i regel
anvands test med aktiverat slam (C.10 A). Under vissa omstindigheter kravs det dock specifik information om
hur en kemikalie agerar ndr reningsmetoderna inbegriper biofilm (biologiska filter eller bakteriefilter, roterande
biologiska kontaktorer, fluidbadd). For att mota dessa behov har olika slags utrustning tagits fram.

2. Gerike m.fl. (1) anvinde stora bakteriefilter i pilotskala enligt kopplad modell. Filtren var mycket utrymmeskra-
vande och kravde relativt stora mangder avloppsvatten eller syntetiskt avloppsvatten. Truesdale m.fl. (2) beskrev
sma filter (6 fot x 6 tum i diameter) som matades med naturligt avloppsvatten fritt fran ytaktiva imnen men som
fortfarande kravde ritt stora volymer. Det krivs upp till 14 veckor for utveckling av en "mogen” biofilm och
ytterligare 4-8 veckor efter forsta tillforseln av det ytaktiva testimnet innan acklimatisering sker.

3. Baumann m.fl. (3) utvecklade ett betydligt mindre filter med polyesterfleece som forst hade blotlagts i aktiverat
slam sdsom inert medium som underlag for biofilmen. Enda kolkalla var testkemikalien och bionedbrytbarheten
bedomdes utifrin métningar av uppldst organiskt kol (DOC) i inflode och utflode och utifrdn mingden CO, i
utloppsgasen.

4. Ett nytt sitt att ndrma sig frigan hade Gloyna m.fl. (4) som uppfann den roterande rorformiga reaktorn. P4 den
inre ytan av ett roterande ror odlades en biofilm pd kind ytareal genom passage av ett flode som tillsattes i dvre
andan av det svagt horisontellt lutande roret. Reaktorn har anvints for att studera ytaktiva dmnens bioned-
brytbarhet (5) samt for att undersoka biofilmens optimala tjocklek och diffusionen genom filmen (6). Gloyna
m.fl. utvecklade reaktorn ytterligare, bl.a. genom att gora en modifikation som ger mojlighet att bestimma CO, i
utloppsgasen.
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5. Den roterande rorformiga reaktorn har antagits av Standing Committee of Analysts (UK) som en standardmetod
for bedomning av bade kemikaliers bionedbrytbarhet (7) och avloppsvattens behandlingsméjlighet och toxicitet
(8). Fordelarna med den metod som beskrivs hir dr att den ér enkel, kompakt, reproducerbar och att det krivs
relativt smé volymer organiskt medium.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

6. Syntetiskt avloppsvatten eller avloppsvatten frdn hushall, testkemikalien, i blandning eller for sig, appliceras pd
inre ytan av ett langsamt roterande lutande ror. Ett lager mikroorganismer, liknande dem som finns pa bio-
filtermedia, byggs upp pd den inre ytan. Reaktorns driftsbetingelser viljs sd att man fir adekvat eliminering av
organiskt material och, om s& krivs, oxidation av ammonium.

7. Utflodet frén roret samlas upp och far antingen sedimentera och/eller filtreras fore analys av upplost organiskt
kol (DOC) och/eller testkemikalien med en specifik metod. Som jamforelse kors kontrollenheter som inte matas
med testkemikalie parallellt under samma betingelser. Skillnaden mellan koncentrationerna DOC i utflodet fran
test- och kontrollenheterna antas bero pé testkemikalien och dess organiska metaboliter. Skillnaden jimfors med
koncentrationen tillsatt testkemikalie (som DOC) i syfte att kunna berdkna elimineringen av testkemikalien.

8. 1 regel kan bionedbrytning étskiljas frdn bioadsorption genom detaljerad granskning av kurvan for eliminering
mot tid. Bekriftelse fds vanligen genom ett test for ldtt bionedbrytbarhet (syreupptagning eller koldioxidproduk-
tion) ddr man anvinder ett acklimatiserat inokulat som tas i slutet av testet frin de reaktorer som matas med
testkemikalien.

INFORMATION OM TESTKEMIKALIEN

9. Testkemikaliens renhet, vattenloslighet, flyktighet och adsorptionsegenskaper bor vara kinda for att resultaten ska
kunna tolkas korrekt.

10. I regel kan flyktiga och daligt 16sliga kemikalier inte testas om inte sarskilda dtgarder vidtas (se tilligg 5 till kapitel
C.10 A). Dessutom bor den kemiska strukturen eller minst den empiriska formeln vara kind for att kunna
kalkylera teoretiska virden och/eller kontrollera uppmitta parametervarden, t.ex. teoretisk syreforbrukning
(ThOD) och DOC.

11. Information om testkemikaliens toxicitet for mikroorganismer (se tilligg 4 till kapitel C.10 A) kan vara till hjilp
for valet av limpliga testkoncentrationer och kan dven vara visentlig for korrekt tolkning av ldga virden for

biologisk nedbrytbarhet.

GODKANNANDENIVAER

12. Ursprungligen krivdes att den priméra biologiska nedbrytningen av ytaktiva dmnen méste nd upp till minst 80 %
for att kemikalien i fraga skulle fa slippas ut pd marknaden. Om 80 % eliminering inte uppnds, kan detta
simuleringstest (bekraftande test) tillimpas, och det ytaktiva dmnet far endast slippas ut pd marknaden forutsatt
att mer 4n 90 % av kemikalien elimineras. Generellt géller for kemikalier inte frdgan om godkant/ej godkint, och
vérdet pd den procentuella eliminering som erhéllits kan anvindas i uppskattningsberakningar av den sannolika
miljokoncentration som kan anvindas vid farobedomning for kemikalier. I ett antal studier av rena kemikalier
konstaterades att elimineringsprocenten for DOC var > 90 % i tre fjardedelar av fallen och > 80 % i 6ver 90 % av
fallen for kemikalier som visade betydande grad av biologisk nedbrytbarhet.

REFERENSKEMIKALIER

13. For att sakerstilla att forsoksforfarandet genomfors korrekt ar det limpligt att med vissa mellanrum testa
referenskemikalier med kint beteende. Sddana kemikalier r adipinsyra, 2-fenylfenol, 1-naftol, 2,2-bifenyldikar-
boxylsyra och 1-naftoesyra.

TESTRESULTATENS REPRODUCERBARHET

14. Den relativa standardavvikelsen inom tester konstaterades i ett laboratorium i Storbritannien vara 3,5 % medan
avvikelsen mellan test var 5% (7).

METODBESKRIVNING
Apparatur
Roterande rirformiga reaktorer

15. Apparaturen (se figur 1 och 2 i tilligg 8) bestdr av en grupp akrylrér med en lingd pd 30,5 cm och innerdia-
meter pd 5cm per ror, stddda pd hjul med hjulring av gummi inom en stodram av metall. Varje ror har pa
utsidan en lipp med ett djup pd cirka 0,5cm for att hdlla roret pd hjulen, innerytan ar uppruggad
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med grov stdlull och det finns en inre ldpp med 0,5 cm djup vid 6vre dndan (inmatningsdndan) for att halla kvar
vitskan. Roren har en horisontell lutning pa cirka en grad for att fd 6nskad kontakttid nir testmediet appliceras i
ett rent ror. De gummiklidda hjulens rotation drivs med en langsam motor med variabel hastighet. Rorets
temperatur kontrolleras genom att det hélls i ett utrymme med konstant temperatur.

16. Genom att innesluta varje rorreaktor i ett aningen storre ror med lock och sikerstilla att anslutningarna ar
gastita, kan utgdende CO,-gas samlas upp i en alkalisk 16sning for efterfoljande matning (6).

17. For 24-timmarsmatning till varje testror av organiskt medium med tillsatt testkemikalie, om tillimpligt, halls
mediet i ett 20-literskérl (A) (se figur 2). Om sd krivs kan testkemikalielosningen doseras separat. Nira botten av
varje lagringskarl finns ett utlopp som dr kopplat med limpliga ror, t.ex. av silikongummi, via en peristaltisk
pump (B) till ett glas- eller akrylmatningsror som gir 2-4 cm in i den hogre (inmatnings)dndan av det lutade
roret (C). Utflodet far droppa ut frén det lutade rorets lagre dnda for uppsamling i ett annat lagringskarl (D).
Utflodet sedimenteras eller filtreras fore analys.

Filtreringsapparatur, centrifug

18. Utrustning for filtrering av prover med membranfilter av limplig porstorlek (nominell &ppningsdiameter
0,45 pm) som adsorberar organiska kemikalier eller har minimalt utslapp av organiskt kol. Om filter som slapper
ut organiskt kol anvinds, tvitta filtren forsiktigt med hett vatten for att avldgsna detta kol. Alternativt kan man
anvinda en centrifug som ndr upp till 40 000 m/s%.

19. Analytisk utrustning for bestimning av

— DOC(]totalt organiskt kol (TOC) eller kemisk syreforbrukning (COD),

— specifik kemikalie (HPLC, GC osv.), om sd krivs,

— pH, temperatur, surhet, alkalinitet,

— ammonium, nitrit och nitrat, om testerna genomfors under nitrifikationsférhallanden.

Vatten

20. Kranvatten med mindre d4n 3 mg/l DOC.

21. Destillerat eller avjoniserat vatten med mindre dn 2 mg/l DOC.

Organiskt medium

22. Syntetiskt avloppsvatten, avloppsvatten fran hushall eller en blandning av bdda kan anvindas som organiskt
medium. Det har visat sig att anvindning av enbart avloppsvatten fran hushéll ofta ger 6kad procentandel DOC-
eliminering (i enheter for aktiverat slam) och t.o.m. majliggor biologisk nedbrytning av vissa kemikalier som inte
bryts ned nir syntetiskt avloppsvatten enligt OECD anvinds. Darfor rekommenderas anvindning av avlopps-
vatten fran hushéll. Mat DOC- eller COD-koncentrationen i varje ny sats av organiskt medium. Det organiska
mediets surhet eller alkalinitet ska vara kind. Om mediet har 13g surhet eller alkalinitet kan det krévas tillsats av
lamplig buffert (natriumvitekarbonat eller kaliumvitefosfat) for att pH i reaktorn ska héllas kring 7,5 + 0,5 under
testet. Mangden buffert och tillsdttningstidpunkten mdste faststillas separat i varje enskilt fall.

Syntetiskt slam

23. Per liter kranvatten upploses foljande: 160 mg pepton, 110 mg kottextrakt, 30 mg urea, 28 mg vattenfritt
dikaliumvitefosfat (K,HPO,), 7 mg natriumklorid (NaCl), 4 mg kalciumkloriddihydrat (CaCl,-2H,0), och 2 mg
magnesiumsulfatheptahydrat (Mg,SO,-7H,0). Detta syntetiska avloppsvatten enligt OECD ir ett exempel, och ger
en medelkoncentration pé cirka 100 mg/l DOC i inflodet. Alternativt kan man anvinda andra sammansattningar
med ungefir samma DOC-koncentration, som ligger nirmare verkligt avloppsvatten. Detta syntetiska avlopps-
vatten kan goras i destillerat vatten i en koncentrerad form och forvaras i cirka 1 C upp till en vecka. Spad vid
behov ut med kranvatten (detta medium ar inte tillfredsstéllande, kvdvekoncentrationen ar t.ex. mycket hog och
kolhalten relativt 1dg, men det finns inga bittre forslag utom att tillsitta mera fosfat som buffert samt extra

pepton).
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Avloppsvatten fran hushdll

. Anvand firsk bottensats av avloppsvatten som samlas upp dagligen frén reningsanldggningar som i huvudsak tar
emot avloppsvatten frdn hushdll. Avloppsvattnet ska samlas upp frén primarsedimenteringstankens overflodes-
kanal eller frin matningen till aktivslamanldggningen, och det ska till 6vervigande del vara fritt frén grova
partiklar. Avloppsvattnet kan anvindas efter ett antal dagars lagring vid cirka 4 °C, om det gér att pavisa att
DOC (eller COD) inte har sjunkit betydligt (mindre dn 20 %) under lagringen. For att undvika systemstorningar
ska DOC (eller COD) i varje ny sats justeras fore anvandningen till ett lampligt konstant virde, t.ex. genom
utspadning med kranvatten.

Smarjmedel

. Glycerol eller olivolja kan anvindas for smorjning av den peristaltiska pumpens rullar; bida ar lampliga for
anvindning pé silikongummirér.

Stamldsningar av testkemikalien

. For kemikalier med rimlig loslighet bereds stamlosningar med limpliga koncentrationer (t.ex. 1-5 g/l) i avjoni-
serat vatten eller i mineraldelen av syntetiskt avloppsvatten. For olosliga kemikalier, se tilligg 5 till kapitel C.10 A.
Denna metod &r inte limplig for flyktiga kemikalier utan modifiering av de rorformade reaktorerna (punkt 16).
Bestim DOC och TOC for stamlosningen och upprepa mitningarna for varje ny sats. Om skillnaden mellan DOC
och TOC ir storre dn 20 % bor testkemikaliens vattenloslighet kontrolleras. Jamfor testkemikaliens DOC eller
koncentration uppmatt genom specifik analys av stamlosningen med det nominella virdet, for att kunna bedoma
om utbytet ar tillrdckligt bra (i regel kan > 90 % forvintas). Sirskilt for dispersioner bor man forsikra sig om att
DOC kan anvidndas som analytisk parameter; annars mdste en analysteknik som ar specifik for testkemikalien
anvindas. For dispersioner krivs centrifugering av proverna. For varje ny sats bor matning géras av DOC, COD
eller testkemikalien med specifik analys.

. Bestdm stamlosningens pH. Extremvirden tyder pd att tillsats av kemikalien kan paverka pH-vdrdet for det
aktiverade slammet i testsystemet. I sd fall bor stamlosningen neutraliseras till pH 7 £ 0,5 med sméd mingder
oorganisk syra eller bas, men utfillning av testkemikalien bor undvikas.

FORFARANDE
Forberedning av organiskt medium for dosering

. Se till att alla inflodes- och utflodesbehéllare samt roren frin inflodeskirl och till utflodeskdr] rengors omsorgs-
fullt for att eliminera mikrobtillvixt initialt och under hela testet.

. Forbered farskt syntetiskt avloppsvatten (punkt 23) varje dag, antingen frdn fasta dmnen eller frén koncentrerad
stamldsning genom lamplig utspadning med kranvatten. Mt upp den mangd som krévs i en cylinder och fyll pa
i ett rent inflodeskdrl. Tillfor vid behov ocksd nodvindig mingd stamlosning av testkemikalie eller referens-
kemikalie till det syntetiska avloppsvattnet fore utspadning. Om det 4r mera praktiskt eller nodvandigt for att
undvika forlust av testkemikalien, forbered en separat utspadd 16sning av testkemikalien i ett separat kirl och
mata losningen till de lutade roren via en skild doseringspump.

. Alternativt (och helst) bor sedimenterat avloppsvatten fran hushall anvindas (punkt 24) som uppsamlats firskt
varje dag, om mojligt.

Anvandning av de roterande rorformade reaktorerna

. Tva identiska rorformade reaktorer behdvs for bedomning av en testkemikalie, och de monteras i ett utrymme
med konstant temperatur, i regel 22 + 2 °C.

. Justera de peristaltiska pumparna pd 250 £ 25 ml/tim organiskt medium (utan testkemikalie) till de lutade roren,
som ska ha en rotation pa 18 + 2 rpm. Tillsitt smorjmedel (punkt 25) pd pumpens ror (till en borjan och
direfter regelbundet under testets gang) for att sakerstilla korrekt funktion och forlinga rorens livslangd.

. Justera rorens horisontella lutningsvinkel sa att en uppehallstid pa 125 * 12,5 sekunder fis vid matning in i ett
rent ror. Uppskatta retentionstiden genom att tillsitta en icke-biologisk markor (t.ex. NaCl, inert firgmedel) till
matningen — den tid som krévs for att nd toppkoncentration i utflodet anses utgéra den genomsnittliga reten-
tionstiden (ndr filmen dr maximal kan retentionstiden oka till cirka 30 minuter).

. Dessa parametrar har konstaterats ge adekvat eliminering (> 80 %) av DOC (eller COD) och producera nitrifierade
utfloden. Flodeshastigheten bor dndras om elimineringen ar otillrdcklig eller om simuleringen giller ett specifikt
reningsverk. I det senare fallet bor doseringen av det organiska mediet justeras tills reaktorns prestanda dr samma
som for reningsverket.
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Inokulering

. Luftburen inokulering kan ricka for att starta tillvixt av mikroorganismer nir syntetiskt avloppsvatten anvinds;
om s inte sker, tillsitt 1 ml/l sedimenterat avloppsvatten till matningen under 3 dagar.

Matningar

. Kontrollera regelbundet att doseringen och roteringshastigheterna ligger inom satta granser. Mt ocksé utflodets
pH, sirskilt om nitrifikation forvéntas.

Provtagning och analys

. Metod, monster och frekvens viljs enligt testets dndamal. Ta t.ex. stickprov av inflode och utflode eller ta prover

over en liangre period, t.ex. 3-6 veckor. Under den forsta perioden, utan testkemikalie, tas prover tvd ganger i

veckan. Filtrera proverna genom membraner eller centrifugera dem vid cirka 40 000 m/s? i cirka 15 minuter

(punkt 18). Det kan vara nddvindigt att sedimentera och/eller grovfiltrera proverna fore membranfiltrering.
Bestdim DOC (eller COD) minst i duplikat och om s krivs BOD, ammonium och nitrit/nitrat.

. Alla analyser bor goras sa snart som mojligt efter provtagning och beredning av proverna. Om analyser maste

senareldggas bor proverna forvaras vid cirka 4 C i morker i helt fyllda och titt forslutna flaskor. Om proverna

maste forvaras langre dn 48 timmar bor de konserveras genom djupfrysning, syrabehandling eller genom tillsats
av lampligt gift (t.ex. 20 ml/l av en 10 g/l-losning av kvicksilver(Il) klorid). Se till att konserveringstekniken inte
paverkar analysresultaten.

Inkorningsperiod

. Under inkdrningsperioden vixer ytans biofilm till optimal tjocklek, vilket i regel tar cirka 2 veckor men inte far
overskrida 6 veckor. Elimineringen (punkt 44) av DOC (eller COD) 6kar och nér platdvarde. Nir platdvardet har

ndtt samma nivd i bada roren, viljs ena roret till kontrollror for dterstoden av testet, under vilken réren bor
fungera pa ett enhetligt sitt.

Tillsdttning av testkemikalie

. I detta skede tillsitts testkemikalie till den andra reaktorn i limplig koncentration, i regel 10-20 mg C/l. Kontroll-
reaktorn matas fortsittningsvis endast med organiskt medium.

Acklimatiseringsperiod

. Fortsdtt med analyserna av DOC (eller COD) tva ganger i veckan och om édven primir bionedbrytbarhet ska
bedomas, ska dven en mitning av testkemikaliens koncentration goras genom specifik analys. Lat acklimatise-
ringen pdagd i 1-6 veckor (eller under speciella omstandigheter lingre) efter att testkemikalien tillsatts for forsta
gdngen. Nir den procentuella elimineringen (punkterna 43-45) ndr ett maximivirde bestims 12-15 giltiga
virden frdn platifasen Over cirka 3 veckor for utvirdering av genomsnittlig procentuell eliminering. Testet anses
vara slutfort nar en tillrickligt hog grad av eliminering nds. Normalt ska testet inte pdgd lingre dn 12 veckor fran
forsta tillsittning av testkemikalien.

Omsning av film

42. Plotsligt avldgsnande av stora mingder overskottsfilm fran roren ("6msning”), sker med relativt regelbundna
intervall. For att sdkerstdlla att resultatens jamforbarhet inte paverkas bor testet ticka minst tva fulla cykler av
tillvixt och 6msning.

DATA OCH RAPPORTERING

Behandling av resultaten

43. Berdkna procentandelen DOC- eller COD-eliminering av testkemikalie for varje bedomningstidpunkt genom
foljande ekvation:

dar

D, = 100 [C, — (E — E)]/ C, %

procentuell eliminering av DOC (eller COD) vid tidpunkten ¢,

koncentrationen DOC (eller COD) som kan tillskrivas testkemikalien, helst uppskattad utifrin stamlos-
ningens koncentration och tillsatt volym (mg/l),
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[e2]
1}

uppmitt DOC (eller COD) i testutflodet vid tidpunkten t (mg/l),

[e2]
I

uppmitt DOC (eller COD) i kontrollutflodet vid tidpunkten t (mg]l).
Upprepa berdkningen for referenskemikalien, om sédan testas.

Kontrollreaktorns funktion

44, Graden av DOC- eller COD-climinering (Dy) i det organiska mediet i kontrollenheten bidrar till bedémningen av
den biologiska nedbrytningsaktiviteten i biofilmen under testet. Den procentuella elimineringen kan berdknas
genom foljande ekvation:

Dy = 100 (1 — E,[C,) %
dar

C, = DOC (eller COD) i det organiska mediet i kontrollenhetens inflode (mgfl).

m

45. Elimineringen av testkemikalie (Dgy) kan berdknas om den har uppmitts med en specifik analysmetod vid varje
bedomningstidpunkt, genom f6ljande ekvation:

DST = 100 (1 — S,/S) %

dir
S; = uppmitt eller helst uppskattad koncentration av testkemikalien i testinflodet (mg/l),
S. = uppmitt koncentration av testkemikalien i testutflodet vid tidpunkten t (mg/l).

Om den analytiska metoden ger ett positivt virde i oforindrat avloppsvatten ekvivalent med S. mg/l, kan den
procentuella elimineringen (Dgc) berdknas genom foljande:

DSC = 100 (S; — Se + SJ/(S; + S %

Presentation av testresultat

46. Plotta den procentuella elimineringen D, och Dgy (eller Dg¢), om tillginglig, mot tiden (se tilligg 2 till kapitel
C.10 A). Berdkna medelvirdet (uttryckt i ndsta heltal) och standardavvikelsen for de 12-15 virden for Dy (och
Dgp om tillgdngligt) som erhéllits for platafasen, som procentandelen eliminering av testkemikalien. Eliminerings-
kurvans form kan ge underlag for vissa slutsatser om elimineringsprocessen.

Adsorption

47. Om kraftig DOC-eliminering observeras frin bérjan av testet, dr det sannolikt att testkemikalien elimineras
genom adsorption pd biofilmen. Detta kan eventuellt pavisas genom att bestimma méngden testkemikalie
som adsorberas pé fasta dmnen som lossnat frén filmen. Det ér inte vanligt att elimineringen av DOC for
adsorberbara kemikalier forblir kraftig genom hela testet; eliminering 4r i regel kraftig i borjan for att sedan
gradvis minska till ett jamviktsvirde. Om diremot den adsorberade testkemikalien pd ett eller annat sitt kan
orsaka acklimatisering av den mikrobiella populationen, stiger testkemikaliens DOC-eliminering dérefter och nér
ett hogt platdvirde.

Lagfas

48. P4 samma sdtt som vid statiska screeningtest, kraver manga testkemikalier en lagfas innan full biologisk ned-
brytning intrédffar. Under lagfasen sker acklimatisering eller anpassning av de kompetenta bakterierna praktiskt
taget utan eliminering av testkemikalien vid bakterietillvixtens inledande skede. Denna fas upphor och nedbryt-
ningsfasen anses borja ndr cirka 10 % av den inledande mingden testkemikalie har eliminerats (efter att adsorp-
tion har fétt ske, i forekommande fall). Lagfasen dr ofta mycket varierande och svér att reproducera.

Platéfas

49. Platdfasen i en elimineringskurva for ett kontinuerligt test definieras som den fas dd maximal nedbrytning sker.
Platdfasen bor pdgd minst 3 veckor och ska ge cirka 12-15 uppmitta giltiga vérden.
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Genomsnittlig elimineringsgrad for testkemikalien

50. Berdkna medelvirdet utifrn testkemikaliens elimineringsvirden D, (och Dy) under platafasen. Avrundat till
ndrmaste heltal (i %) dr detta testkemikaliens elimineringsgrad. Dessutom rekommenderas en berdkning av
medelvirdets 95 % konfidensintervall. Berdkna pd samma sitt genomsnittlig eliminering (Dy) av det organiska
mediet i kontrollkarlet.

Indikation pa biologisk nedbrytning

51. Om testkemikalien inte adsorberas i betydlig grad pd biofilmen och elimineringskurvan har den typiska formen
for en biologisk nedbrytningskurva med lagfas, kan nedbrytnings- och platdfaserna (punkterna 48, 49) med
sikerhet tillskrivas biologisk nedbrytning. Om det har forekommit stark inledande eliminering kan simulations-
testet inte anvandas for att skilja mellan biologiska och abiotiska elimineringsprocesser. I sddana fall, och i andra
fall dir det kan finnas tvivel om biologisk nedbrytning (t.ex. vid strippning), bor en analys goéras rorande
adsorberad testkemikalie eller ytterligare (screening)test for biologisk nedbrytning genomforas pd grundval av
parametrar som klart indikerar biologiska processer. Sddana test dr syreupptagningsmetoder (kapitel C.4 i denna
bilaga D, E och F (9)) eller test med mitning av koldioxidproduktion (kapitel C.4 C i denna bilaga) eller
Headspace-metoden (10); som inokulat anvinds forhandsexponerad biofilm fran limplig reaktor.

52. Om bdde DOC-eliminering och eliminering av specifik kemikalie har uppmatts och det finns betydande skillnader
mellan elimineringsgraderna (DOC-elimineringen dr ligre), tyder detta pd att utflodena innehéller intermedidra
organiska produkter som kan vara svarare att bryta ned och som madste undersokas.

Testresultatens giltighet

53. Testet kan anses vara giltigt om graden av DOC- eller COD-eliminering (D) i kontrollenheten ar > 80 % efter 2
veckor och inget ovanligt har observerats.

54. Om en latt biologiskt nedbrytbar (referens)kemikalie har testats, bor graden av biologisk nedbrytbarhet vara
> 90 % och skillnaden mellan duplikatvirden far inte vara storre d4n 5 %. Om dessa tvd kriterier inte uppfylls bor
forsoksforfarandena ses over ochfeller avloppsvatten fran hushall tas frén en annan kalla.

55. Likasa galler att skillnader mellan bionedbrytningsvirden fran duplikatenheter (om sddana anvinds) for behand-
ling av testkemikalie inte fir avvika med mer dn 5 %. Om detta kriterium inte uppfylls men elimineringen 4r
stark, bor analysen fortsitta i ytterligare tre veckor. Om elimineringen ar svag bor testkemikaliens inhiberande
effekter undersokas, om de inte ar kinda, och testet upprepas med en ligre koncentration testkemikalie, om detta
ir genomforbart.

Testrapport

56. Testrapporten ska innehélla foljande information:

Testkemikalie:

— Identifieringsdata.

— Fysikalisk natur och, nar det dr relevant, fysikalkemiska egenskaper.

Testbetingelser:

— Eventuella modifieringar av testsystemet, sarskilt vid testning av olosliga eller flyktiga kemikalier.

— Typ av organiskt medium.

— Andel och egenskaper hos industriellt avfall i avloppsvattnet, om sadant ingér, och om kinda.

— Inokuleringsmetod.

— Stamlosningens DOC (upplost organiskt kol) och TOC (totalt organiskt kol), i forekommande fall berednings-
sitt for suspension, anvinda testkoncentrationer, motivering for koncentrationer utanfor intervallet
10-20 mg/l DOC, tillsdttningsmetod, datum for forsta tillsittning, eventuella koncentrationsindringar.
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— Genomsnittlig hydraulisk retentionstid (utan tillvixt), rorets rotationshastighet, ungefarlig lutningsvinkel, om
mojligt.

— Uppgifter om lossning (6msning), tid och intensitet.

— Testtemperatur och temperaturomrade.

— Analystekniker som anvints.

Testresultat:

— Alla uppmitta data (DOC, COD), specifika analyser, pH, temperatur, kvivekemikalier, om relevant.
— Alla berdknade virden for D, (eller D,), Dy och Dy, i tabellform samt elimineringskurvor.

— Information om lag- och platifaserna, testets tidslingd, elimineringsgrad for testkemikalien och referens-
kemikalien (om testad) och for det organiska mediet (i kontrollenheten), tillsammans med statistiska data
och utlatanden om biologisk nedbrytbarhet och testets giltighet.

— Diskussion om resultaten.
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Figur 2
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DEFINITIONER

testkemikalie: alla amnen eller blandningar som testas med denna testmetod.

kemikalier: termen kemikalie anvinds i vid bemairkelse i Unced-avtal (Unced, United Nations Conference on the Environ-
ment and Development, dvs. Forenta nationernas konferens om miljé och utveckling) och i dokument som grundar sig pa
dessa, och termen omfattar dmnen, produkter, blandningar, beredningar eller motsvarande som kan anvindas i befintliga
system.”

(10) Foljande kapitel laggs till som kapitlen C.27, C.28, C.29 och C.30:

»C.27 TOXICITETSTEST 1 SEDIMENT- OCH VATTENFAS PA CHIRONOMIDLARVER MED SPIKAT
SEDIMENT

INLEDNING

1. Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje 218 (2004). Syftet med testmetoden ar att bedoma effekterna
av ldngvarig kemikaliecexponering pé sedimentlevande larver i sotvatten av fjadermyggor Chironomus sp. Metoden
ar baserad pa befintliga toxicitetstestprotokoll for Chironomus riparius och Chironomus tentans som har tagits fram
i Europa (1) (2) (3) och Forenta staterna (4) (5) (6) (7) (8) samt ringtestats (1) (6) (9). Aven &vriga vildoku-
menterade chironomider kan anvindas, t.ex. Chironomus yoshimatsui (10) (11).

2. Exponeringsscenariot i denna testmetod gar ut pa att spika sediment med testimnet. Valet av limpligt expo-
neringsscenario beror pd den avsedda tillimpningen for testet. Scenariot med spikning av sediment 4r avsett att
simulera ackumulerade nivder av kemikalier som finns kvar i sedimentet. Detta exponeringssystem innebar
spikning av sediment i ett testsystem med sediment- och vattenfas.

3. Amnen som behover testas pd sedimentlevande organismer r sidana som i allmidnhet blir kvar i sedimentet
under ldnga tidsperioder. De sedimentlevande organismerna kan exponeras via ett antal rutter. Den relativa
betydelsen av varje exponeringsrutt och den tid det tar for var och en av dem att bidra till de totala toxiska
effekterna beror pd den berorda kemikaliens fysikalkemiska egenskaper. For starkt adsorberande dmnen (t.ex. log

Kow > 5) eller for amnen som binds kovalent till sedimentet, kan fortiring av fororenad foda vara en betydande
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exponeringsrutt. For att toxiciteten hos starkt lipofila 4mnen inte ska underskattas kan tillsittning av foda till
sedimentet fore applicering av testimnet Overvdgas. For att alla potentiella exponeringsrutter ska beaktas har
denna testmetod fokus pd langvarig exponering. Testets lingd dr 20-28 dagar for C. riparius och C. yoshimatsui
och 28-65 dagar for C. tentans. Om korttidsdata krivs for ett specifikt dndamadl, tex. for att undersoka
effekterna av en instabil kemikalie, kan tilliggsreplikat avligsnas efter tio dagar.

De endpoints som mits dr det totala antalet klickta vuxna exemplar och utvecklingstiden fram till klackning.
Det rekommenderas att mitningar av larvernas overlevnad och tillvixt endast gors efter en tiodagarsperiod i fall
dir ytterligare korttidsdata krdvs, med anvindning av ytterligare replikat enligt vad som ér lampligt.

For detta test rekommenderas syntetiskt sediment. Syntetiskt sediment har flera fordelar jamfort med naturliga
sediment:

— Variationen mellan experiment reduceras eftersom syntetiskt sediment bildar en reproducerbar “standard-
matris”, och behovet av att fi fram oférorenade och rena sediment elimineras.

— Testningen kan inledas nir som helst utan att beakta sdsongvariationer i testsedimentet och det behovs
ingen forbehandling av sediment for att fd bort naturligt forekommande fauna. Nir syntetiskt sediment
anvinds uppstar heller inte kostnader for insamling pa faltet av tillrdckliga mangder sediment for rutin-
testning.

— Anvindning av syntetiskt sediment ger mojlighet till jimforelser av toxicitet och ddrmed klassificering av
amnen.

Definitioner finns i tillagg 1.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Chironomidlarver i forsta larvstadiet exponeras for ett urval koncentrationer av testkemikalien i sediment-
vattensystem. Testimnet spikas i sedimentet och direfter tillfors larverna i testkirlen som har stabiliserade
sediment- och vattenkoncentrationer. Klickning av fullbildade myggor och utvecklingshastighet mits i slutet
av testet. Overlevande larver och deras vikt kan ocksd mitas efter tio dagar om s4 krivs (med anvindning av
ytterligare replikat enligt det som &r limpligt). Dessa data analyseras med anvindning av en regressionsmodell
for att uppskatta den koncentration som skulle orsaka x % minskning av antalet fullbildade myggor eller av
larvernas 6verlevnad eller tillvixt (t.ex. EC;5, ECs osv.) eller genom anvindning av statistisk hypotesprévning
for att bestimma NOEC/LOEC. Hypotesprovningen kraver en jamforelse mellan effektvirden och kontrollvirden
med anvindning av statistiska test.

INFORMATION OM TESTAMNET

Testdmnets vattenloslighet, dngtryck, uppmitta eller berdknade fordelning i sedimentet samt stabilitet i vatten
och sediment bor vara kdnda. Det bor finnas en tillforlitlig analysmetod for kvantifiering av testimnet i
overliggande vatten, porvatten och sediment med kdnd och rapporterad exakthet och detektionsgrans. Det dr
ocksd bra att kinna till testimnets strukturformel och renhet. Hur testimnet agerar kemiskt (t.ex. upplosning,
abiotisk och biotisk nedbrytning osv.) hor ocksd till den information som 4r anvindbar. Nirmare vigledning for
testning av dmnen vars fysikalkemiska egenskaper forsvérar detta test finns i (12).

REFERENSKEMIKALIER

Referenskemikalier kan testas periodiskt for att sikerstilla att testprotokollet och testbetingelserna ar tillforlitliga.
Exempel pé toxiska referensimnen som med framgdng har anvints i ringtest och valideringsstudier r lindan,
trifluranid, pentaklorfenol, kadmiumklorid och kaliumklorid (1) (2) (5) (6) (13).

TESTETS GILTIGHET

For att testet ska vara giltigt giller foljande villkor:

— Klidckningen av vuxna exemplar i kontrollkdrlen méste vara minst 70 % i slutet av testet (1) (6).

— Klidckningen av vuxna exemplar av C. riparius och C. yoshimatsui i kontrollkdrlen bor intriffa 12-24 dagar
efter att de har inforts i kérlen, for C. tentans krivs en period pd 20-65 dagar.
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— Vid slutet av testet bor pH och koncentrationen upplost syre mitas i varje kirl. Syrekoncentrationen bor
vara minst 60 % av luftmattnadsvardet (ASV) vid den anvinda temperaturen och pH i 6verliggande vatten
bor vara 6-9 i alla testkérl.

— Variationen i vattentemperatur far inte vara storre dn + 1,0 °C. Vattentemperaturen kan hallas under kontroll
genom att gora testningen i ett isotermiskt utrymme, varvid rumstemperaturen bor kontrolleras med
lampliga tidsintervall.

METODBESKRIVNING
Testkirl

Testet gors i 600 ml-glasbidgare med 8 cm i diameter. Aven andra slags kérl kan anvindas, men d& maste det g&
att garantera att overliggande vatten och sediment har limpliga djup. Sedimentytan bor vara tillrackligt stor for
att ge 2-3 cm? per larv. Forhdllandet mellan sedimentskiktets djup och 6verliggande vattnets djup bor vara 1:4.
Testkdr] och annan apparatur som kommer i kontakt med testsystemet bor vara gjorda av glas eller annat
kemiskt inert material (t.ex. teflon).

Val av arter

Den art som anvénds i testet ska helst vara Chironomus riparius. Chironomus tentans kan ocksd vara lamplig, men
den &r svérare att hantera och kréver en lingre testperiod. Aven Chironomus yohimatsui kan anvindas. I tilligg 2
finns ndrmare uppgifter om odlingsmetoder for Chironomus riparius. Information om odlingsbetingelser finns
ocksa for andra arter, t.ex. Chironomus tentans (4) och Chironomus yoshimatsui (11). Arternas identifiering maste
bekriftas fore testningen men &r inte nodvindig fore varje test om organismerna harror frin en odling inom
laboratoriet.

Sediment

Helst ska syntetisk sediment anvindas. Om naturligt sediment anvinds bor dess egenskaper bestimmas (minst
pH, halten organiskt kol, och gdrna dven andra parametrar sisom forhallandet C/N och granulometri). Sedi-
mentet maste dven vara fritt frn fororeningar och andra organismer som kan konkurrera med eller konsumera
chironomiderna. Dessutom rekommenderas att naturligt sediment som &r avsett att anvéndas i ett chironomid-
toxicitetstest konditioneras i sju dagar under samma betingelser som réder i det efterfoljande testet. Foljande
syntetiska sediment, baserat pa den syntetiska jord som anvinds i testmetod C.8 (14), rekommenderas for detta
test (1) (15) (16):

a) 4-5 % (torrvikt) torv sd nira pH 5,5-6 som mojligt; det ar viktigt att anvanda endast lufttorkad och finmalen
torv i pulverform (partikelstorlek < 1 mm).

b) 20 % (torrvikt) kaolinlera (kaolinithalt helst 6ver 30 %).

¢) 75-76 % (torrvikt) kvartssand (till storsta delen bestdende av fin sand dir mer dn 50 % av partiklarna har
storleken 50-200 pm).

d) Avjoniserat vatten tillsdtt sd att blandningen fir en slutlig fukthalt pd 30-50 %.

) Kemiskt rent kalciumkarbonat CaCO;) tillsitts for att justera den slutliga sedimentblandningens pH till
7,0 £ 0,5. Den slutliga blandningens kolhalt bor vara 2 % + 0,5 % och kan justeras med hjilp av limpliga
mingder torv och sand, enligt punkterna a och c.

Torv, kaolinlera och sand ska harréra frin kidnda kéllor. Sedimentkomponenterna bor kontrolleras for att
bekrifta avsaknaden av kemiska fororeningar (t.ex. tungmetaller, organiska klorforeningar, organiska fosforfor-
eningar osv.) Ett exempel pd hur syntetiskt sediment kan tillredas beskrivs i tilligg 3. Det dr ocksd godtagbart att
blanda torra bestindsdelar om det gar att demonstrera att tillsats av oOverliggande vatten inte leder till att
sedimentets bestandsdelar separerar (t.ex. flytande torvpartiklar) och att torven eller sedimentet konditioneras
tillrackligt.

Vatten

Allt vatten som uppfyller de kemiska kriterierna for godtagbart utspadningsvatten (se tilliggen 2 och 4) idr
lampligt som testvatten. Allt lampligt vatten, naturligt vatten (ytvatten eller grundvatten), rekonstituerat vatten
(se tillagg 2) och avklorerat kranvatten 4r godtagbart som odlings- och testvatten om chironomiderna 6verlever
i det under odling, acklimatisering och testning utan att uppvisa tecken pé stress. Vid teststart ska testvattnets
pH vara mellan 6 och 9 och totalhdrdheten fir inte vara hogre dn 400 mg/l uttryckt som CaCO;. Om man
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misstidnker vixelverkan mellan hérdhetsjoner och testimnet, bor vatten med ligre hirdhet anvindas (i en sddan
situation far Elendt Medium M4 inte anvindas). Samma typ av vatten bor anviandas under hela testningen. De
vattenkvalitetsegenskaper som fortecknas i tilligg 4 bor madtas minst tva gdnger om dret eller om man miss-
tinker att egenskaperna har dndrats betydligt.

Stamlosningar — spikat sediment

Spikat sediment med vald koncentration bereds i regel genom tillsittning av en 16sning av testimnet direkt i
sedimentet. En stamlosning av testimnet upplost i avjoniserat vatten blandas med det syntetiska sedimentet i en
rullkvarn, matningsblandare eller manuellt. Om testimnet har 1ag loslighet i vatten kan det losas upp i minsta
mojliga volym lampligt organiskt losningsmedel (t.ex. hexan, aceton eller kloroform). Denna 16sning blandas
sedan med 10 g fin kvartssand for ett testkarl. Losningsmedlet far avdunsta och maste vara helt avlagsnat ur
sanden, och darefter blandas sanden med limplig mingd sediment per testbigare. Endast dmnen som avdunstar
latt far anvindas for att upplosa, dispergera eller emulgera testimnet. Har bor noteras att den sand som foljer
med testimnet och sandblandningen méste beaktas nar sedimentet forbereds (dvs. sedimentet ska ha mindre
mingd sand). Det ar viktigt att se till att testimnet som tillsitts sedimentet fordelas omsorgsfullt och jamnt
inom sedimentet. Vid behov kan delprover analyseras for att bestimma homogeniteten.

TESTETS UTFORMNING

Testets utformning avser antalet koncentrationer och intervallen mellan dem, antalet karl per koncentration och
antalet larver per kirl. Hir beskrivs utformningar for uppskattning av effektkoncentration, uppskattning av
NOEC och for grinstest.

Utformning for regressionsanalys

Effektkoncentrationen (t.ex. EC;5, ECsq) och det koncentrationsomride som ér relevant for testimnet bor
omfattas av de koncentrationer som ingdr i testet. Allmént taget giller att exaktheten och sirskilt giltigheten
for uppskattningar av effektkoncentrationer (EC,) forbattras nir effektkoncentrationen ligger inom omradet for
de koncentrationer som testas. Extrapolering under ligsta positiva koncentration eller 6ver hogsta koncentration
bor undvikas. Preliminéra test kan anvindas for att hitta ritt koncentrationsomrade (se punkt 27).

Om EC, ska uppskattas bor testet omfatta minst fem koncentrationer och tre replikat for varje koncentration.
Det ir under alla omstindigheter tillrddligt att anvinda tillrickligt ménga testkoncentrationer for att fi en god
modelluppskattning. Faktorn mellan koncentrationer bor inte vara storre dn tva (undantag kan goras i fall dar
dos-responskurvan har liten lutning). Antalet replikat per behandling kan minskas om antalet testkoncentratio-
ner med olika respons okas. En 6kning av antalet replikat eller minskning av testkoncentrationsintervall tenderar
att leda till ett smalare konfidensintervall for testet. Ytterligare replikat krivs om en uppskattning ska goras av
larvernas 6verlevnad och tillvixt under en tiodagarsperiod.

Uppldgg for uppskattning av NOEC/NOEC

Om LOEC eller NOEC ska uppskattas bor fem testkoncentrationer med minst fyra replikat anvandas och faktorn
mellan koncentrationerna bor inte vara storre dn tvd. Antalet replikat bor vara tillrackligt for att sakerstilla
tillracklig statistisk styrka for att uppticka en skillnad pd 20 % jamfort med kontrollen vid nivdn 5 % for
signifikans (p = 0,05). For uppskattning av utvecklingshastighet ar det i regel limpligt med variansanalys
(ANOVA), sdsom Dunnets eller Williams test (17) (18) (19) (20). For klackningsfrekvens kan ett Cochran-
Armitage-test, Fishers exakta test (med Bonferronikorrigering) eller ett Mantel-Haenszel-test anvandas.

Grianstest

Grinstest kan goras (en testkoncentration och kontroll) om inga effekter framkommit vid det preliminira testet
for att faststilla testomrdde. Syftet med grénstest dr att genomfora ett test vid en koncentration som &r
tillrackligt hog for att man ska kunna utesluta eventuella toxiska effekter av testimnet, och grinsen sitts vid
en koncentration som inte forvintas forekomma i nigon situation. 1 000 mgfkg (torrvikt) rekommenderas.
regel krivs minst sex replikat bade for behandling och kontroll. Man méste kunna demonstrera tillricklig
statistisk styrka for att uppticka en skillnad pd 20 % jimfort med kontrollen vid nivén 5 % for signifikans
(p = 0,05). Eftersom t-test ger kvantitativ respons (utvecklingshastighet och vikt) ar t-test en lamplig statistisk
metod forutsatt att data uppfyller testkraven (normalitet, homogena varianser osv.). Om dessa krav inte uppfylls
kan man anvinda t-testet med olika varians eller ett icke-parametriskt test, sisom Wilcoxon-Mann-Whitneys
test. For klackningsfrekvens ar det lampligt att anvdnda Fischers exakta test.
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FORFARANDE
Exponeringsbetingelser
Beredning av systemet med spikat sediment och vatten

Det forfarande for spikning som beskrivs i testmetod C.8 (Toxicitet for daggmaskar) rekommenderas for
applicering av testimnet (14). Spikade sediment placeras i kirlen och 6verliggande vatten tillsitts s att forhdl-
landet mellan sediment och vatten dr 1:4 (se punkterna 11 och 15). Sedimentets djup bér vara 1,5-3 cm. For
att undvika separation av sedimentets bestdndsdelar och dtersuspension av finfordelat material medan testvatten
tillsdtts i vattenkolumnen, kan sedimentet tickas med en plastplatta medan vattnet tillsitts, varefter plattan
avligsnas omedelbart. Aven andra metoder kan vara limpliga.

Testkdrlen bor vara tickta (t.ex. med glasplattor). Vid behov fylls under testets gang vatten pé till ursprunglig
volym for att kompensera for avdunstning. Detta bor goras med destillerat eller avjoniserat vatten for att
forebygga ackumulering av salter.

Stabilisering

Efter beredning av spikat sediment och Gverliggande vatten rekommenderas att testimnet fir fordelas fran
vattenfasen till sediment (3) (4) (6) (13). Detta bor helst goras med samma temperatur- och luftningsbetingelser
som anvinds vid testningen. Stabiliseringstiden beror pa sedimentet och kemikalien, och kan variera mellan
nagra timmar och flera dagar, i sillsynta fall upp till flera veckor (4-5 veckor). Eftersom en ldng stabiliseringstid
kan leda till att vissa kemikalier sonderfaller, efterstravas hir inte jamvikt; i stdllet rekommenderas en sta-
biliseringstid pd 48 timmar. I slutet av denna jimviktsperiod ska testimnets koncentration matas i det over-
liggande vattnet, porvattnet och sediment, atminstone fér den hogsta koncentrationen och en ligre koncent-
ration (se punkt 38). Dessa analytiska bestimningar av testimnet gor det mojligt att berdkna massbalans och
uttrycka resultaten pd grundval av uppmitta koncentrationer.

Tillforsel av testorganismer

Fyra till fem dagar innan testorganismerna tillfors testkirlen ska dggmassorna avldgsnas fran odlingarna och
placeras i smé kirl i odlingsmedium. Aldrat medium fran stamodling eller firskt berett medium kan anvindas.
Om firskt medium anvinds bor en liten méngd foda, tex. gronalger ochfeller nigra droppar filtrat frén en
finmald suspension av fiskfoder i flingform tillsittas odlingsmediet (se tilligg 2). Endast firska dggmassor far
anvindas. I regel borjar larverna klickas ndgra dagar efter att dggen har lagts (2-3 dagar for Chironomus riparius
vid 20 °C och 1-4 dagar for Chironomus tentans vid 23 °C och Chironomus yoshimatsui vid 25 °C), och larvernas
tillvaxt sker i fyra stadier pd 4-8 dagar per stadium. For testet ska forsta stadiets larver anvindas (2-3 eller 1-4
dagar efter klackningen). Bestimning av larvstadium kan mojligen goras genom mitning av huvudkapseldia-
meter (6).

Tjugo forsta stadiets larver fordelas slumpvis till varje testkdrl som innehéller spikat sediment och vatten, med
anvindning av en trubbig pipett. Luftningen av vattnet mdste stoppas medan larverna tillsitts testkdrlen och
hallas stoppad i ytterligare 24 timmar efter tillsittningen (se punkterna 25 och 32). Enligt det testuppligg som
anvinds (se punkterna 19 och 20) ar antalet larver per testkoncentration minst 60 for uppskattning av EC-
punkt och 80 for bestimning av NOEC.

Testkoncentrationer

Ett preliminart test kan anvindas for att faststilla koncentrationerna for det definitiva testet. For detta dndamdl
anvinds en serie brett spridda koncentrationer av testimnet. For att fd samma ytdensitet per chironomid som
ska anvindas for det slutliga testet, exponeras chironomiderna for varje koncentration av testimnet under en
period som ger mojlighet att uppskatta lampliga testkoncentrationer. Inga replikat krévs.

Testkoncentrationerna for det definitiva testet baseras pa resultaten frdn det prelimindra testet. Det ska finnas
minst fem testkoncentrationer som viljs enligt beskrivningen i punkterna 18-20.

Kontrollkdrl

Kontrollkirl som inte innehéller testimne utan enbart sediment bor ingd i testet med lampligt antal replikat (se
punkterna 19 och 20). Om lésningsmedel har anvints for applicering av testimnet (se punkt 16) bor det ocksd
finnas kontrollkirl med sediment och losningsmedel.
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Testsystem

De system som anvinds dr statiska. Semistatiska system eller genomflodessystem med intermittent eller kon-
tinuerlig fornyelse av Gverliggande vatten kan anvindas i undantagsfall, t.ex. om vattenkvalitetspecifikationerna
inte 4r lampliga for testorganismen eller paverkar den kemiska jamvikten (t.ex. om syrenivderna blir for laga,
koncentrationen av utséndrade produkter blir for hog eller om mineraler sldpps ut fran sedimentet och paverkar
pH och/eller vattenhdrdheten). I regel ar det dock tillrdckligt och rekommendabelt att anvinda andra metoder
for kompensering av kvaliteten pé overliggande vatten, sdsom luftning.

Foder

Larverna bor ges foder helst dagligen eller minst tre gdnger per vecka. Fiskfoder (suspension i vatten eller finmalt
foder, tex. Tetra-Min eller Tetra-Phyll, se nirmare i tilligg 2) i mangder om 0,25-0,5 mg (0,35-0,5 mg for C.
yoshimatsui) per larv per dag anses vara lampligt for unga larver under de tio forsta dagarna. For dldre larver kan
det krévas lite storre mangd: 0,5-1 mg per larv och dag bor vara tillrackligt for dterstoden av testet. Mdngden
bor minskas for alla behandlingar och kontroller om det uppstdr svamptillvixt eller mortalitet observeras i
kontrollerna. Om svamptillvixten inte kan stoppas méste testet upprepas. Vid testning av starkt adsorberande
amnen (t.ex. log Ky, > 5) eller dmnen som 4r kovalent bundna till sedimentet, kan mingden foder som kravs
for att sikerstdlla overlevnad och naturlig tillvaxt for organismerna tillsdttas i det syntetiska sedimentet fore
stabiliseringsperioden. D4 ska vaxtmaterial anvindas i stillet for fiskfoder, t.ex. 0,5 % (torrvikt) finmalda l6v frdn
tex. brinnéssla (Urtica dioica), mullbdr (Morus alba), vitklover (Trifolium repens), spenat (Spinacia oleracea) eller
annat vaxtmaterial (Cerophyl eller alfacellulosa).

Inkubationsbetingelser

Skonsam luftning av overliggande vatten i testkérlen infors helst 24 timmar efter tillsattning av larverna och far
pagd genom hela testet (se till att halten upplost syre inte faller under 60 % av luftmdttnadsvirdet ASV).
Luftningen gors med hjilp av en Pasteur-glaspipett som &r fiast 2-3 cm ovanfor sedimentskiktet (en eller ett
fital bubblor per sekund). Vid testning av flyktiga kemikalier kan man Overviga att utesluta luftning av
sediment-vattensystemet.

Testet genomfors vid konstant temperatur pa 20 °C (£ 2 °C). For C. tentans och C. yoshimatsui rekommenderas
temperaturer pa 23 °C respektive 25 °C (£ 2 °C). En ljusperiod pa 16 timmar anvinds och ljusintensiteten ska
vara 500-1 000 lux.

Exponeringstid

Exponeringen inleds nir larver tillsitts i spikade kirl och kontrollkdrl. Den maximala exponeringstiden dr 28
dagar for C. riparius och C. yoshimatsui och 65 dagar for C. tentans. Om myggor kldcks tidigare, kan testet
avslutas efter minst fem dagar efter att det sista vuxna exemplaret har klickts i kontrollen.

Observationer
Kldckning

Utvecklingstiden och totalantalet fullbildade han- och honmyggor bestims. Hanarna ar litta att kinna igen pa
sina fjiderantenner.

Testkarlen bor granskas visuellt minst tre ganger i veckan for att bedoma forekomsten av onormalt beteende
(tex. exemplar som ldmnar sedimentet, ovanligt simmande) jamfort med kontrollen. Under perioden for for-
vantad klickning ar det nodvindigt att dagligen rdkna antalet klickta exemplar. K6n och antal fullbildade
exemplar registreras dagligen. Efter identifiering avldgsnas myggorna frén kéirlen. Agg som har deponerats
fore testets slutforande bor registreras och darefter avldgsnas for att forhindra att larver pad nytt introduceras
i sedimentet. Likasd ska registrering goras av antalet synliga puppor som inte har klickts. Vigledning om
overvakning av klickning finns i tilligg 5.

Tillvixt och éverlevnad

Om det krivs data om 6verlevnad och tillvixt under en tiodagarsperiod bor ytterligare testkérl inforlivas fran
borjan, sd att dessa ddrefter kan anvindas. Larverna i sedimentet frén dessa tilliggskarl tillvaratas genom séllning
med ett 250 pm-sdll. Kriterierna for dod ar ororlighet eller utebliven reaktion p& mekanisk stimulans. Larver
som inte tillvaratas bor rdaknas som doda (larver som har dott i borjan av testet kan ha sonderdelats av
mikrober). Torrvikten (askfri) for Gverlevande larver per testkirl bestims och den genomsnittliga individuella
torrvikten per kirl berdknas. Det dr bra att bestimma vilket stadium overlevande larver tillhor, och for detta kan
mitning av huvudkapselns bredd anvindas.
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45.

46.

Analytiska mitningar
Testimnets koncentration

Innan testet inleds, dvs. fore tillsittning av larver, tas prover av bulksediment frin minst ett karl per behandling
for analytisk bestimning av testimnets koncentration i sedimentet. Man bor dtminstone analysera prover av
overliggande vatten, porvatten och sediment i bérjan (se punkt 24) och i slutet av testet, for den hogsta
koncentrationen och en ligre koncentration. Dessa bestimningar av testimneskoncentrationen ger information
om testimnets beteende/férdelning i vatten-sedimentsystemet.

Om mellanliggande mitningar gors (t.ex. dag 7) och om det for analysen kravs stora prover som inte kan tas
fran testkdrlen utan att testsystemet paverkas, bor de analytiska bestimningarna goéras pa prover som tas frin
extra testkdrl som behandlas pa samma sitt (inklusive forekomst av testorganismer) men som inte anvands for
biologiska observationer.

Centrifugering vid tex. 10 000 g och 4 °C i 30 minuter dr det rekommenderade forfarandet for att isolera
porvatten. Om det har demonstrerats att testimnet inte adsorberas pa filter kan dven filtrering godtas. I vissa fall
ar det kanske inte mojligt att analysera koncentrationerna i porvattnet dirfor att provet ar for litet.

Fysikalkemiska parametrar

Testkarlens pH och temperatur bor mitas pa lampligt sitt (se punkt 10). Hirdhet och ammonium bor mitas i
kontrollerna och ett testkdrl vid den hogsta koncentrationen i borjan och slutet av testet.

DATA OCH RAPPORTERING
Behandling av resultaten

Syftet med detta test dr att bestimma testimnets effekt pd utvecklingshastigheten och totalantalet fullbildade
han- och honmyggor eller, om det giller ett tiodagarstest, effekterna pé larvernas 6verlevnad och vikt. Om det
inte finns indikationer pd statistiskt avvikande kinslighet for hanar och honor, kan resultaten poolas for
statistiska analyser. Kdnslighetsskillnaderna mellan hanar och honor kan bedomas statistiskt, t.ex. genom ett
"2t x 2 table test”. Larvernas dverlevnad och genomsnittlig individuell torrvikt per kirl méste bestimmas efter
tio dagar dar detta kravs.

Effektkoncentrationerna uttryckta och baserade pa torrvikt berdknas helst pd grundval av uppmitta sediment-
koncentrationer vid testets borjan (se punkt 38).

For att berdkna en punktvis uppskattning av ECs eller nigot annat EC,-virde, kan statistiken per karl anvindas
som dkta replikat. Vid berdkning av konfidensintervallet for ett EC,-virde bor variansen mellan kirl beaktas,
eller s& bor man pdvisa att variansen 4r s liten att den kan ignoreras. Om modellen anpassas med minsta
kvadratmetoden bor transformation tillimpas pd den kirlvisa statistiken i syfte att forbittra variansens homo-
genitet. ECy-virdena bor dock berdknas ndr responsen har transformerats tillbaka till det ursprungliga vardet.

Nir syftet med den statistiska analysen dr att bestimma NOEC/LOEC genom hypotestestning, mdste variansen
mellan kdrl beaktas, t.ex. genom nidstad ANOVA. Alternativt kan mer robust testning (21) vara limplig i
situationer dir de vanliga ANOVA-antagandena inte giller.

Kldckningsfrekvens

Klackningsfrekvenser dr dikotoma (tvdpunktsfordelade) data och kan analyseras genom Cochran-Armitage test
som tillimpas pé step-down-grund ddr monoton dos-respons forvantas och dessa data stimmer Gverens med
forvantningen. Om inte, kan Fishers exakta test eller ett Mantel-Haenszel-test med Bonferroni-Holm-korrigerade
p-véirden anvindas. Om det finns bevis pa storre variation mellan replikat inom samma koncentration dn det
som en binomial fordelning skulle indikera (ofta kallad extra-binomial fordelning), bor ett robust Cochran-
Armitage-test eller Fischers exakta test anvindas, enligt det som foreslds i punkt 21.

Det totala antalet myggor som klackts per kirl, n,, bestims och divideras med antalet tillsatta larver, n, enligt
foljande:

ER =—
M
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dar:

ER = klickningsfrekvens

=3
Il

. = antalet myggor som klickts per kérl

n, = antalet larver som tillsatts per karl

Ett alternativ som bast limpar sig for stora provstorlekar, nir det finns extra-binomial varians, 4r att behandla
klackningsfrekvensen som en kontinuerlig respons och anvinda forfaranden sisom William-test nir monoton
dos-respons forvantas och stimmer Overens med dessa data for klickningsfrekvens. Dunnett-test 4r lampligt i
fall ddr det inte ar hallbart med monotonicitet. I detta sammanhang definieras begreppet “stort prov” som ett
prov ddr antalet klickta och antalet inte klickta Overstiger fem, per replikatkarl.

Vid anvindning av ANOVA-metoder bor virdena for kliackningsfrekvens forst transformeras genom arcsin-sqrt-
transformation eller Freeman-Tukeytransformation for att fa en ungefirlig normalfordelning och jimna ut
varianserna. Cochran-Armitage-test, Fishers exakta test (Bonferroni) eller Mantel-Haenszel-test kan anvindas
nir absoluta frekvenser anvinds. For att gora arcsin-sqrt-transformation tar man inverterad sinus (sin”!) av
kvadratroten av klackningsfrekvensen.

EC,-virden for klackningsfrekvenser beridknas med regressionsanalys (t.ex. probit (22), logit, Weibull, limplig
kommersiell mjukvara eller dylikt). Om regressionsanalysen inte lyckas (om det tex. finns mindre dn tvd
partiella responser) anvinds andra icke-parametriska metoder sdsom glidande medelvirde eller enkel interpole-
ring.

Utvecklingshastighet

Med genomsnittlig utvecklingstid avses den genomsnittliga tidsomfattningen mellan tillsdttning av larver (testdag
0) och klickningen av den experimentella kohorten myggor (for berikning av den faktiska utvecklingstiden bor
man beakta larvernas alder vid tillsittningstidpunkten). Vardet for utvecklingshastighet dr det reciproka vérdet av
tidsenheten for utveckling (enhet: 1/dag) och representerar den andel larvutveckling som sker per dag. Utveck-
lingshastigheten dr det matt som helst ska anvindas for utvirdering av dessa sedimenttoxicitetsstudier eftersom
variansen 4r ligre och homogenare samt nirmare normalférdelningen i jimforelse med utvecklingstiden.
Kraftfulla parametriska testforfaranden kan alltsd anvandas baserade pa utvecklingshastighet hellre d4n pa utveck-
lingstid. For utvecklingshastighet som en kontinuerlig respons kan EC,-vdrden uppskattas med hjilp av regres-
sionsanalys (t.ex. (23), (24)).

For efterfoljande statistiska test antas antalet myggor observerade pa inspektionsdag x ha klickts i mitten av
tidsintervallet mellan dag x och dag x-1 (I dr inspektionsintervallets lingd, i regel 1 dag). Genomsnittlig
utvecklingshastighet per kirl (x) beriknas enligt foljande:

m
X

— iXi
F= Zf—
i=1 fle

dar:

=l

genomsnittlig utvecklingshastighet per karl

i: index for inspektionsintervall

m: maximiantalet inspektionsintervall

fi: antalet myggor som klickts under inspektionsintervallet i

n,: totalantalet myggor som klackts i slutet av experimentet (= > f;)
x;: utvecklingshastigheten for myggor som klackts under intervallet i

1

=

Xj =

dar:
dag;: inspektionsdag (dagar fran appliceringen)

I

& inspektionsintervallets lingd i (dagar, i regel 1 dag)
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Tes

trapport

52. Testrapporten ska innehélla minst foljande uppgifter:

Testimne:

Fysikalisk natur och, dir det ar relevant, fysikalkemiska egenskaper (vattenloslighet, dngtryck, fordelnings-
koefficient i jord (eller i sediment, om tillginglig), stabilitet i vatten osv.).

Kemiska identifieringsdata (trivialnamn, kemiskt namn, strukturformel, CAS-nummer osv.) samt renhet och
analysmetod for kvantifiering av testimnet.

Testarter:

Test

Organismer som anvints for testet: art, vetenskapligt namn, ursprung och odlingsbetingelser.
Information om hantering av dggmassor och larver.

Organismernas dlder nir de tillfors testkdrlen.

betingelser:

Sediment som anvints (naturligt eller syntetiskt).

For naturligt sediment, insamlingsplatsens beldgenhet och beskrivning av sedimentet, inbegripet i man av
mojlighet fororeningshistoria och egenskaper: pH, halten organiskt kol, C/N-kvot och granulometri (om
lampligt).

Beredning av syntetiskt sediment: bestdndsdelar och egenskaper (halten organiskt kol, pH, fukthalt osv. vid
testets borjan).

Beredning av testvatten (om rekonstituerat vatten anvinds) och egenskaper (syrehalt, pH, konduktivitet,
hardhet osv. vid testets borjan).

Sedimentets och overliggande vattnets djup.
Volymen for 6verliggande vatten och porvatten, vikten for vatt sediment med och utan porvatten.
Testkdrl (material och storlek).

Metod for spikning av sediment: testkoncentrationer, antalet replikat och, i forekommande fall, anvint
16sningsmedel.

Fasen for stabilisering av jamvikt i systemet med spikat sediment och vatten: varaktighet och betingelser.
Inkubationsbetingelser: temperatur, ljuscykel och intensitet samt luftning (frekvens och intensitet).

Detaljerad information om utfodringen, inklusive typ av foder, beredning, mingd och utfodringsschema.

Resultat:

Nominella testkoncentrationer, uppmitta testkoncentrationer och resultaten av alla analyser for bestimning
av testimnets koncentration i testkérl.

Vattenkvaliteten i testkdrlen — pH, temperatur, upplost syre, hardhet och ammonium.
Ersdttning av avdunstat testvatten, i forekommande fall.

Antalet klackta hon- och hanmyggor per kirl och dag.

Antalet larver som inte utvecklats till myggor, per karl.

Genomsnittlig individuell torrvikt for larver per kirl och per stadium, om lampligt.

Procentandel klickta exemplar per replikat- och testkoncentration (han- och honmyggor poolade).
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— Genomsnittlig utvecklingshastighet for fullbildade myggor per replikat och behandlingsnivd (han- och hon-
myggor poolade).

— Uppskattning av toxiska endpoints t.ex. EC, (och associerade konfidensintervall), NOEC och/eller LOEC och
de statistiska metoder som anvints for bestimning av dem.

— Diskussion av resultaten, inbegripet inverkan pé testresultatet som kan tillskrivas avvikelser fran denna
testmetod.
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Tilligg 1
DEFINITIONER

I denna testmetod giller foljande definitioner:

syntetiskt sediment: rekonstituerat, konstgjort sediment som &r en blandning av material avsedda att efterlikna de fysiska
bestandsdelarna i naturligt sediment.

overliggande vatten: det vatten som hélls ovanfor sedimentet i testkarlet.
porvatten: det vatten som finns i mellanrummen mellan sediment- och jordpartiklar.
spikat sediment: sediment med tillsatt testimne.

testkemikalie: alla amnen eller blandningar som testas med denna testmetod.
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Tilligg 2

Rekommendationer for odling av Chironomus riparius

Chironomus-larver kan odlas i kristalliseringskarl eller stora behallare. Fin kvartssand sprids som ett tunt skikt pé cirka
5-10 mm pa behallarens botten. Aven kiselgur (t.ex. Merck, Art. 8117) har visat sig vara ett limpligt substrat (det
ricker med ett tunt lager pd ndgra mm). Lampligt vatten tillsitts till ett djup pé flera cm. Vattennivderna bor fyllas pa
efter behov for att ersitta avdunstning och forebygga uttorkning. Vattnet kan vid behov ersittas. Det bor finnas en
skonsam luftning. De kdrl som innehaller larver bor hallas i en limplig bur som hindrar vuxna exemplar frin att
rymma. Buren bor vara tillrickligt stor for att de vuxna exemplaren ska kunna svdrma, annars kan kopulation utebli
(minimum &r cirka 30 x 30 x 30 cm).

Burarna ska hallas i rumstemperatur eller ett tempererat utrymme vid 20 £ 2 °C med en ljusperiod pa 16 timmar
(intensitet ca 1 000 lux) och 8 timmar morker. Det har rapporterats att luftfuktighet under 60 % RH kan himma
reproduktion.

Utspidningsvatten

Allt lampligt naturligt eller syntetiskt vatten kan anvindas. Ofta anvinds kallvatten, avklorerat kranvatten och
artificiella medier (t.ex. Elendt M4 eller M7, se nedan). Vattnet maste luftas fore anvindningen. Vid behov kan
odlingsvattnet fornyas genom att forsiktigt halla eller sifonera anvint vatten fran odlingskirlen utan att forstora
larvroren.

Utfodring av larver

Chironomus-larverna ges fiskfoder i flingform (Tetra Min®, Tetra Phyll® eller motsvarande patenterat marke), cirka
250 mg per kirl och dag. Fodret kan ges i form av torrt malet pulver eller som suspension i vatten: 1,0 g flingfoder
blandas med 20 ml utspadningsvatten till en homogen blandning. Beredningen kan ges med en dosering pé cirka
5 ml per kirl och dag (skaka om fére anvindning). Aldre larver kan f& en storre dos.

Utfodringen justeras enligt vattenkvaliteten. Om odlingsmediet blir grumligt bor dosen sinkas. Foderdoseringen mdste
overvakas noggrant. For liten mangd leder till att larverna emigrerar mot vattenkolumnen och for stor mingd leder
till okad mikrobiell aktivitet och ligre syrekoncentrationer. Bida omstindigheterna kan leda till minskad tillvaxt.

Aven celler av vissa gronalger (t.ex. Scenedesmus subspicatus, Chlorella vulgaris) kan tillsittas ndr nya odlingskarl liggs
upp.

Utfodring av vuxna exemplar

Vissa testutovare har foreslagit att bomullskompresser indrankta i mattad sukroslosning kan anvindas som foder for
vuxna exemplar.

Klickning

Vid 20 + 2 °C borjar vuxna exemplar klickas i odlingskarlen efter cirka 13-15 dagar. Hanarna dr ldtta att kdnna igen
pa sina fjaderantenner.

Aggmassor

Nar vuxna exemplar finns i odlingsburen bor alla larver i odlingskdrlen kontrolleras tre gdnger per vecka for att se
om gelatindsa dggmassor har deponerats. Om sddana uppticks, bor de avlidgsnas forsiktigt. Aggmassorna dverfors till
ett litet kdrl som innehdller ett prov av odlingsvattnet. De anvinds sedan for att starta nya odlingskérl (t.ex. 2—4
dggmassor per kirl) eller for toxicitetstest.

Forsta stadiets larver bor klickas efter 2-3 dagar.

Upplidggning av nya odlingskirl

Nar odlingarna ar etablerade bor det vara majligt att lagga upp en farsk larvodling veckovis eller med lingre intervall
beroende pa testningskraven, och avligsna aldre kirl efter att vuxna myggor har klackts. P& detta sitt fs regelbunden
tillgang till vuxna exemplar med minimal insats.
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Beredning av testlgsningarna M4 och M7

M4-mediet uppticktes av Elendt (1990). M7-mediet bereds pd samma sitt som M4-mediet med undantag for de
amnen som anges i tabell 1, for vilka koncentrationerna ir fyra gdnger lagre i M7 jamfort med M4. En publikation
om M7-mediet 4r under arbete (Elendt, personlig kommunikation). Testlosningen ska inte beredas enligt Elendt och
Bias (1990) eftersom de angivna koncentrationerna av NaSiO;-5H,0, NaNO3, KH,PO, och K,HPO, inte 4r limpliga.

Beredning av M7-medium

Varje stamlosning (I) bereds individuellt och en kombinerad stamlosning (Il) bereds av dessa stamlosningar (I) (se
tabell 1). 50 ml av den kombinerade stamlosningen (II) och de méingder av varje stamlosning med makronéring som
anges i tabell 2 och avjoniserat vatten tillsdtts upp till 1 liter for att bereda M7-mediet. En stamlosning med vitaminer
bereds genom att tillsitta tre vitaminer till avjoniserat vatten enligt tabell 3, och 0,1 ml av den kombinerade
vitaminstamlosningen tillsdtts till det slutliga M7-mediet strax fore anvindningen (vitaminstamlosningen forvaras
djupfryst i sma alikvoter). Mediet luftas och stabiliseras.

LITTERATUR

BBA (1995), "Long-term toxicity test with Chironomus riparius: Development and validation of a new test system”, redigerat
av M. Streloke och H. Kopp. Berlin 1995.

Tabell 1

Stamlosningar av spirelement for M4- och M7-medium

Mined Beredning av kombinerad stamlosning
soma?;b; gg(smlip (II): blanda féljande mangder (ml) Slutliga koncentrationer i
Stamlosningar (1) dll 1 fiter med stamlosnllrrll;gd(Is)l ‘O(S:i:gig ‘iife;lu 1 liter testlosningarna (mgfl)
avjoniserat V)
vaten M4 M7 M4 M7

H;BO; (1) 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl, - 4H,0 (%) 7210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl (1) 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCl () 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, - 6H,0 (1) 3040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (1) 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, - 2H,0 () 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
Cudl, - 2H,0 () 335 1,0 0,25 0,017 0,004
ZnCl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, - 2H,O 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO5 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO; 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA - 2H,0 (") (3 5000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO, - 7H,0 (1) (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(") Dessa damnen avviker i M4 och M7, sdsom anges ovan.

(%) Dessa dmnen bereds individuellt, blandas och autoklaveras omedelbart.
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Tabell 2

Stamlésningar med makroniringsimnen fér medium M4 och M7

Mingd som byggs upp till 1
liter med avjoniserat vatten

Mingd staml6sning med
makrondringsimnen som till-
sitts for att bereda medium

Slutliga koncentrationer i
testlsningarna M4 och M7

(mg) M4 och M7 (mg/l)
(mlfl

CaCl, - 2H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7H,0 246 600 0,5 123,3
KCl 58 000 0,1 5,8
NaHCO; 64 800 1,0 64,8
NaSiO; - 9H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO; 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1 840 0,1 0,184

Tabell 3

Stamlosningar med vitaminer fér medium M4 och M7 Alla tre vitaminlosningar kombineras till en enda
vitaminstamlosning.

Mingd som byggs upp till 1
liter med avjoniserat vatten

(mg)

Mingd stamlosning med
vitaminer som tillsitts for att
bereda medium M4 och M7

Slutliga koncentrationer i
testlosningarna M4 och M7

(mgfl)

(ml]l)
Tiaminhydroklorid 750 0,1 0,075
Cyanokobalamin (B12) 10 0,1 0,0010
Biotin 7,5 0,1 0,00075
LITTERATUR

Elendt, B. P. (1990), "Selenium Deficiency in Crustacean”, Protoplasma 154, s. 25-33.

Elendt, B. P. och W. R. Bias (1990), "Trace Nutrient Deficiency in Daphnia magna Cultured in Standard Medium for
Toxicity Testing. Effects on the Optimization of Culture Conditions on Life History Parameters of D. magna”, Water

Research 24 (9), s. 1157-1167.
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Tilligg 3
BEREDNING AV SYNTETISKT SEDIMENT
Sedimentsammansittning
Syntetiskt sediment ska ha foljande sammansittning:
Bestdndsdel Egenskaper 7 av sedimentets

Torv Sphagnum, sd ndra pH 5,5-6 som mojligt utan synliga véxtrester | 4-5

och finfordelad (partikelstorlek <1 mm) och lufttorkad.
Kvartssand Partikelstorlek: > 50 % av partiklarna bor ha storlek inom omradet | 75-76

50-200 pm
Kaolinitlera Kaolinithalt = 30 % 20
Organiskt kol Justeras genom tillsats av torv och sand 2(x0,5)
Kalciumkarbonat CaCOj3, pulveriserat, kemiskt rent 0,05-0,1
Vatten Konduktivitet < 10 pS/m 30-50

Beredning

Torven lufttorkas och mals ner till ett fint pulver. En suspension av behovlig mangd torvpulver i avjoniserat vatten bereds
med effektiv homogeniseringsapparat. Suspensionens pH justeras till 5,5 £ 0,5 med CaCO;. Suspensionen konditioneras
minst tvd dagar med skonsam omrorning vid 20 + 2 °C, for att stabilisera pH och etablera en stabil mikrobiell kom-
ponent, varefter pH uppmats pa nytt och bor vara 6,0 £ 0,5. Torvsuspensionen blandas sedan med de 6vriga bestands-
delarna (sand och kaolinlera) och avjoniserat vatten till ett homogent sediment med en vattenhalt som ger kring 30-50
procent torrvikt av sediment. Dérefter mits den slutliga blandningens pH pa nytt och justeras vid behov till 6,5-7,5 med
CaCOj;. Prover tas av sedimentet for att bestimma torrvikten och halten organiskt kol. Likasd rekommenderas att det
syntetiska sediment som ska anvindas i ett chironomidtoxicitetstest konditioneras fore anvindningen i sju dagar i samma
betingelser som rader i det efterfoljande testet.

Forvaring

De torra bestandsdelarna for beredning av syntetiskt sediment kan lagras i ett torrt och svalt utrymme vid rumstempe-
ratur. Berett (vatt) sediment ska inte lagras for anvindning i test. Det bor anvindas omedelbart efter den 7 dagar linga
konditioneringsperioden i slutet av beredningen.

LITTERATUR

Kapitel C.8 i denna bilaga, Toxicitet hos daggmaskar.

Meller M., Egeler P., Rombke J., Schallnass H., Nagel R., Streit B. (1998), "Short-term Toxicity of Lindane, Hexachloro-
benzene and Copper Sulfate on Tubificid Sludgeworms (Oligochaeta) in Artificial Media”, Ecotox. and Environ. Safety 39, s.
10-20.
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Tilligg 4

Krav pd kemiska egenskaper hos utspidningsvatten

Amne Koncentrationer
Partikelinnehall <20 mg/l
Totalt organiskt kol <2 mgfl
Ojoniserad ammoniak <1 pgfl

Hérdhet som CaCO;

< 400 mg/l (*)

Restklor <10 pg/l
Bekdmpningsmedel med organiska fosforforeningar, totalt. <50 ngfl
Bekdmpningsmedel med organiska klorforeningar plus polyklorerade bifenyler, totalt. <50 ngfl
Totalt organiskt klor <25 ngfl

(*) Hér bor noteras att om man misstinker vixelverkan mellan hdrdhetsjoner och testimnet, bor vatten med ligre hardhet anvindas (och i

en sddan situation fir Elendt Medium M4 inte anvindas).
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Tilligg 5

Vigledning for overvakning av klickning av chironomider

Fillor placeras pd testbigarna. Dessa fallor behovs fran dag 20 fram till testets slut. Exempel pé en filla visas nedan.

A

A: nylonnit D: filterportar for vattenutbyte
B: upp-och-nedvind plastkopp E: vatten
C: exponeringskirl utan lipp F: sediment

C. 28 TOXICITETSTEST I SEDIMENT- OCH VATTENFAS PA CHIRONOMID-LARVER MED SPIKAT
VATTEN

INLEDNING

1. Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje 219 (2004). Syftet med testmetoden ér att bedoma effekterna
av langvarig kemikalicexponering pd sedimentlevande larver i sotvatten av fjddermyggor Chironomus sp. Den
baserar sig i huvudsak pd BBA-vigledningen med ett sediment-vatten-testsystem med syntetisk jord och vatten-
kolumnexponering (1). Metoden beaktar ocksa existerande toxicitetstestprotokoll for Chironomus riparius och
Chironomus tentans som har tagits fram i Europa och Forenta staterna (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) och ringtestats
(1) (6) (9). Aven 6vriga vildokumenterade chironomider kan anvindas, t.ex. Chironomus yoshimatsui (10) (11).

2. Exponeringen i denna testmetod gors med spikat vatten. Valet av lampligt exponeringsscenario beror pé den
avsedda tillimpningen for testet. Vattenexponeringen med spikad vattenkolumn &r avsedd att simulera vind-
avdrift av bekdmpningsmedel och ticker den inledande toppkoncentrationen i porvatten. Metoden dr ocksd
anvandbar for andra typer av exponering (inklusive kemikaliespill), med undantag for ackumuleringsprocesser
som dr lingre 4n testperioden.
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Amnen som behéver testas pd sedimentlevande organismer 4r sidana som i allménhet blir kvar i sedimentet
under ldnga tidsperioder. De sedimentlevande organismerna kan exponeras via ett antal rutter. Den relativa
betydelsen av varje exponeringsrutt och den tid det tar for var och en av dem att bidra till de totala toxiska
effekterna beror pa den berorda kemikaliens fysikalkemiska egenskaper. For starkt adsorberande dmnen (t.ex. log
Kow > 5) eller for amnen som binds kovalent till sedimentet, kan fortiring av fororenad foda vara en betydande
exponeringsrutt. For att toxiciteten hos starkt lipofila amnen inte ska underskattas kan tillsittning av foda till
sedimentet fore applicering av testimnet Overvigas. For att alla potentiella exponeringsrutter ska beaktas har
denna testmetod fokus pd ldngvarig exponering. Testets lingd dr 20-28 dagar for C. riparius och C. yoshimatsui
och 28-65 dagar for C. tentans. Om korttidsdata krévs for ett specifikt andamal, t.ex. for att undersoka effekterna
av instabila kemikalier, kan tilliggsreplikat avldgsnas efter tio dagar.

De endpoints som mits dr det totala antalet klickta vuxna exemplar och utvecklingstiden fram till klackning.
Det rekommenderas att métningar av larvernas overlevnad och tillvixt endast gors efter en tiodagarsperiod i fall
dir ytterligare korttidsdata krivs, med anvindning av ytterligare replikat enligt vad som &r lampligt.

For detta test rekommenderas syntetiskt sediment. Syntetiskt sediment har flera fordelar jamfort med naturliga
sediment:

— Variationen mellan testningar reduceras eftersom syntetiskt sediment bildar en reproducerbar "standardmat-
ris”, och behovet av att fi fram ofororenade och rena sediment elimineras.

— Testningen kan inledas ndr som helst utan att beakta sidsongvariationer i testsedimentet och det behovs ingen
forbehandling av sediment for att fi bort naturligt forekommande fauna. Nar syntetiskt sediment anvéinds
uppstdr heller inte kostnader for insamling pd faltet av tillrickliga mingder sediment for rutintestning.

— Anvindning syntetiskt sediment ger mojlighet till jaimforelser av toxicitet och dirmed klassificering av
amnen. Toxicitetsdata fran tester med naturliga och syntetiska sediment har visat sig vara jamforbara for
flera kemikalier (2).

Definitioner finns i tillagg 1.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Forsta stadiets chironomidlarver exponeras for ett urval koncentrationer av testimnet i ett sediment-vatten-
system. Testet inleds genom att tillsitta forsta stadiets larver i testbigare som innehéller ett sediment-vatten-
system och direfter spika vattnet med testimnet. Klickning av fullbildade myggor och utvecklingshastighet mits
i slutet av testet. Overlevande larver och deras vikt kan ocksd mitas efter tio dagar om sa kravs (med anvidndning
av ytterligare replikat enligt det som ér limpligt). Dessa data analyseras med anvidndning av en regressionsmodell
for att uppskatta den koncentration som skulle orsaka x % minskning av antalet fullbildade myggor eller av
larvernas overlevnad eller tillvixt (ECy5, ECs osv.) eller genom anvidndning av statistisk hypotesprévning for att
bestimma NOEC/LOEC. For hypotesprévningen krivs en jimforelse mellan effektviarden och kontrollvirden med
anvindning av statistiska test.

INFORMATION OM TESTAMNET

Testdmnets vattenloslighet, dngtryck, uppmitt eller berdknad fordelning i sedimentet samt stabilitet i vatten och
sediment bor vara kdnda. Det bor finnas en tillforlitlig analysmetod for kvantifiering av testimnet i 6verliggande
vatten, porvatten och sediment med kdnd och rapporterad exakthet och detektionsgrins. Det dr ocksé bra att
kinna till testdimnets strukturformel och renhet. Hur testimnet agerar kemiskt (t.ex. upplosning, abiotisk och
biotisk nedbrytning osv.) hor ocksé till den information som &r anvindbar. Narmare vigledning for testning av
amnen vars fysikalkemiska egenskaper gor det svart att genomféra detta test finns i (12).

REFERENSKEMIKALIER

Referenskemikalier kan testas periodiskt for att sdkerstdlla att testprotokollet och testbetingelserna ar tillforlitliga.
Exempel pé toxiska referensimnen som med framgdng har anvints i ringtest och valideringsstudier 4r lindan,
trifluranid, pentaklorfenol, kadmiumklorid och kaliumklorid (1) (2) (5) (6) (13).

TESTETS GILTIGHET

For att testet ska vara giltigt giller foljande villkor:

— Kldckningen av vuxna exemplar i kontrollkirlen méste vara minst 70 % i slutet av testet (1) (6).
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— Klickningen av vuxna exemplar av C. riparius och C. yoshimatsui i kontrollkirlen bor intriffa 12-24 dagar
efter att de har inforts i kérlen, for C. tentans krdvs en period pa 20-65 dagar.

— Vid slutet av testet bor pH och koncentrationen upplost syre mitas i varje karl. Syrekoncentrationen bor vara
minst 60 % av luftmittnadsvirdet (ASV) vid den anvinda temperaturen och pH i overliggande vatten bor
vara 6-9 i alla testkérl.

— Variationen i vattentemperatur far inte vara storre dn + 1,0 °C. Vattentemperaturen kan kontrolleras genom
att gora testningen i ett isotermiskt utrymme, varvid rumstemperaturen bor kontrolleras med limpliga
tidsintervall.

METODBESKRIVNING
Testkiirl

Testet gors i 600 ml-glasbdgare med 8 cm i diameter. Aven andra slags kirl kan anvindas, men dd méste det g&
att garantera att overliggande vatten och sediment har limpliga djup. Sedimentytan bor vara tillrickligt stor for
att ge 2-3 cm? per larv. Forhallandet mellan sedimentskiktets djup och 6verliggande vattnets djup bor vara 1:4.
Testkdr] och annan apparatur som kommer i kontakt med testsystemet bor vara gjorda av glas eller annat
kemiskt inert material (t.ex. teflon).

Val av arter

Den art som anvands i testet ska helst vara Chironomus riparius. Chironomus tentans kan ocksa vara limplig, men
den &r svérare att hantera och kréver en lingre testperiod. Aven Chironomus yohimatsui kan anvéndas. I tilligg 2
finns narmare uppgifter om odlingsmetoder for Chironomus riparius. Information om odlingsbetingelser finns
ocksd for andra arter, t.ex. Chironomus tentans (4) och Chironomus yoshimatsui (11). Arternas identifiering méste
bekriftas fore testningen men dr inte nodvindig fore varje test om organismerna hérror fran en odling inom
laboratoriet.

Sediment

Helst ska syntetiskt sediment anvdndas. Om naturligt sediment anvinds bor dess egenskaper bestimmas (minst
pH, halten organiskt kol, och gdrna dven andra parametrar sdsom forhdllandet C/N och granulometri). Sedi-
mentet maste dven vara fritt frén fororeningar och andra organismer som kan konkurrera med eller konsumera
chironomiderna. Dessutom rekommenderas att naturligt sediment som &r avsett att anvandas i ett chironomid-
toxicitetstest konditioneras i sju dagar under samma betingelser som rédder i det efterfoljande testet. Foljande
syntetiska sediment, baserat pd den syntetiska jord som anvinds i testmetod C.8 (14) rekommenderas for detta
test (1) (15) (16):

a) 4-5% (torrvikt) torv sd ndra pH 5,5-6 som mojligt; det ar viktigt att anvinda endast lufttorkad och finmalen
torv i pulverform (partikelstorlek < 1 mm).

b) 20 % (torrvikt) kaolinlera (kaolinithalt helst over 30 %).

¢) 75-76 % (torrvikt) kvartssand (till storsta del bestdende av fin sand dir mer dn 50 % av partiklarna har
storleken 50-200 pm).

d) Avjoniserat vatten tillsitt sd att blandningen fir en slutlig fukthalt pd 30-50 %.

e) Kemiskt rent kalciumkarbonat CaCOj;) tillsitts for att justera den slutliga sedimentblandningens pH till
7,0 £0,5.

f) Den slutliga blandningens kolhalt bor vara 2 % = 0,5 % och kan justeras med hjilp av limpliga mangder torv
och sand, enligt punkterna a och c.

Torv, kaolinlera och sand ska hdrrora fran kinda killor. Sedimentkomponenterna bor kontrolleras for att
bekrifta avsaknaden av kemiska fororeningar (t.ex. tungmetaller, organiska klorforeningar, organiska fosforfor-
eningar osv.) Ett exempel pd hur syntetiskt sediment kan tillredas beskrivs i tilligg 3. Det dr ocksd godtagbart att
blanda torra bestdndsdelar om det gr att demonstrera att tillsats av overliggande vatten inte leder till att
sedimentets bestdndsdelar separerar (t.ex. flytande torvpartiklar) och att torven eller sedimentet konditioneras
tillrackligt.
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Vatten

Allt vatten som uppfyller de kemiska kriterierna for godtagbart utspadningsvatten (se tilliggen 2 och 4) idr
lampligt som testvatten. Allt lampligt vatten, naturligt vatten (ytvatten eller grundvatten), rekonstituerat vatten
(se tilldgg 2) och avklorerat kranvatten dr godtagbart som odlings- och testvatten om chironomiderna 6verlever i
det under odling, acklimatisering och testning utan att uppvisa tecken pa stress. Vid teststart ska testvattnets pH
vara mellan 6 och 9 och totalhdrdheten fir inte vara hogre dn 400 mg/l uttryckt som CaCO;. Om man
misstanker vixelverkan mellan hardhetsjoner och testimnet, bor vatten med lagre hardhet anvindas (i en sddan
situation far Elendt Medium M4 inte anvindas). Samma typ av vatten bor anvindas under hela testningen. De
vattenkvalitetsegenskaper som fortecknas i tilligg 4 bor métas minst tvd ganger om dret eller om man miss-
tinker att egenskaperna har dndrats betydligt.

Stamlésningar — spikat vatten

Testkoncentrationerna beriknas pd grundval av vattenkolumnens koncentrationer, dvs. det vatten som ligger
over sedimentet. Testlosningar for de valda koncentrationerna bereds i regel genom utspddning av en stamlos-
ning. Stamlosningarna ska helst beredas genom upplosning av testimnet i ett testmedium. I vissa fall kan det
krdvas losningsmedel eller dispergeringsmedel for att fa en stamlosning med limplig koncentration. Exempel pa
lampliga losningsmedel ar aceton, etanol, metanol, etylenglykolmonoetyleter, etylenglykoldimetyleter, dimetyl-
formamid och trietylenglykol. Dispergeringsmedel som kan anvindas dr Cremofor RH40, Tween 80, metylcel-
lulosa 0,01 % och HCO-40. Losningsmedlets koncentration i det slutliga testmediet bor vara minimal (t.ex.
< 0,1 mlfl) och bor vara samma for alla behandlingar. Om losningsmedel anvinds, fir det inte ha nagon
betydande effekt pa Gverlevnad eller synliga skadliga effekter pa chironomidlarverna, vilket kan verifieras genom
en kontroll med enbart 16sningsmedel. Man bor dock in i det sista undvika att anvanda dessa medel.

TESTETS UTFORMNING

Testets utformning avser antalet koncentrationer och intervallen mellan dem, antalet kirl per koncentration och
antalet larver per kirl. Hir beskrivs utformningar for uppskattning av effektkoncentration, uppskattning av
NOEC och for grinstest. Regressionsanalys rekommenderas for att testa hypotesen.

Utformning for regressionsanalys

Effektkoncentrationen (t.ex. ECy5, EC5g) och det koncentrationsomrade som ir relevant for testimnet bor
omfattas av de koncentrationer som ingdr i testet. Allmént taget giller att exaktheten och sirskilt giltigheten
for uppskattningar av effektkoncentrationer (EC,) forbittras nér effektkoncentrationen ligger inom omradet for
de koncentrationer som testas. Extrapolering under ldgsta positiva koncentration eller 6ver hogsta koncentration
bor undvikas. Preliminéra test kan anvindas for att hitta ratt koncentrationsomrade (se punkt 27).

Om EC, ska uppskattas bor testet omfatta minst fem koncentrationer och tre replikat for varje koncentration.
Det dr under alla omstindigheter tillrddligt att anvinda tillrackligt manga testkoncentrationer for att fa en god
modelluppskattning. Faktorn mellan koncentrationer bor inte vara storre dn tva (undantag kan goras i fall ddr
dos-responskurvan har liten lutning). Antalet replikat per behandling kan minskas om antalet testkoncentratio-
ner med olika respons 6kas. En 6kning av antalet replikat eller minskning av testkoncentrationsintervall tenderar
att leda till ett smalare konfidensintervall for testet. Ytterligare replikat kravs om en uppskattning ska goras av
larvernas overlevnad och tillvixt under en tiodagarsperiod.

Uppligg for uppskattning av NOEC/NOEC

Om LOEC eller LOEC ska uppskattas bor det finnas fem testkoncentrationer med minst fyra replikat och faktorn
mellan koncentrationerna fir inte vara storre dn tvd. Antalet replikat bor vara tillrackligt for att sakerstalla
tillracklig statistisk styrka for att uppticka en skillnad pd 20 % jamfort med kontrollen vid nivan 5% for
signifikans (p = 0,05). For uppskattning av utvecklingshastighet dr det i regel limpligt med variansanalys
(ANOVA), sdsom Dunnets eller Williams test (17) (18) (19) (20). For klickningsfrekvens kan ett Cochran-
Armitage-test, Fishers exakta test (med Bonferronikorrigering) eller ett Mantel-Haenszel-test anvandas.

Grdnstest

Grinstest kan goras (en testkoncentration och kontroll) om inga effekter framkommit vid det preliminira testet
for att faststdlla testomréde. Syftet med granstest dr att f4 indikation om att testimnets toxiska virde dr hogre dn
den testade granskoncentrationen. Inga forslag pd rekommenderade koncentrationer kan ges i denna testmetod,
utan frigan méste bedomas av tillsynsmyndigheterna. I regel kriavs minst sex replikat bdde for behandling och
kontroll. Man mdste kunna demonstrera tillricklig statistisk styrka for att uppticka en skillnad pa 20 % jamfort
med kontrollen vid nivin 5 % for signifikans (p = 0,05). Eftersom t-test ger kvantitativ respons (utvecklings-
hastighet och vikt) dr t-test en limplig statistisk metod forutsatt att data uppfyller testkraven (normalitet,
homogena varianser osv.). Om dessa krav inte uppfylls kan man anvinda t-testet med olika varians eller ett
icke-parametriskt test, sdisom Wilcoxon-Mann-Whitneys test. For klickningsfrekvens ér det lampligt att anvinda
Fischers exakta test.
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FORFARANDE
Exponeringsbetingelser
Beredning av systemet med spikat vatten och sediment

Lampliga mangder syntetiskt sediment (se punkterna 13 och 14 och tilligg 3) tillfors testkirlet sd att det bildas
ett lager pd minst 1,5 cm. Vatten tillsitts till ett djup pd 6 cm (se punkt 15). Forhdllandet mellan sediments-
kiktets djup och vattenskiktets djup ska inte Gverskrida 1:4 och sedimentskiktet ska inte vara djupare dn 3 cm.
Systemet sediment-vatten bor hallas under skonsam luftning i sju dagar fore tillsats av testorganismer (se punkt
14 och tilligg 3). For att undvika separation av sedimentets bestandsdelar och &tersuspension av finfordelat
material medan testvatten tillsitts i vattenkolumnen, kan sedimentet tickas med en plastplatta medan vattnet
tillsétts, varefter plattan avligsnas omedelbart. Aven andra metoder kan vara limpliga.

Testkdrlen bor vara tickta (t.ex. med glasplattor). Vid behov fylls under testets gdng vatten pa till ursprunglig
volym for att kompensera for avdunstning. Detta bor goras med destillerat eller avjoniserat vatten for att
forebygga ackumulering av salter.

Tillforsel av testorganismer

Fyra till fem dagar innan testorganismerna tillfors testkirlen ska dggmassorna avligsnas fran odlingarna och
placeras i smd kirl i odlingsmedium. Aldrat medium fran stamodling eller firskt berett medium kan anvindas.
Om firskt medium anvinds bor en liten mingd foda, tex. gronalger ochfeller nagra droppar filtrat frin en
finmald suspension av fiskfoder i flingform tillsittas odlingsmediet (se tilligg 2). Endast firska dggmassor far
anvindas. I regel borjar larverna klickas nigra dagar efter att dggen har lagts (2-3 dagar for Chironomus riparius
vid 20 °C och 1-4 dagar for Chironomus tentans vid 23 °C och Chironomus yoshimatsui vid 25 °C), och larvernas
tillvaxt sker i fyra stadier pd 4-8 dagar per stadium. For testet ska forsta stadiets larver anvindas (2-3 eller 1-4
dagar efter klackningen). Bestimning av larvstadium kan mojligen goras genom madtning av huvudkapseldiame-
ter (6).

Tjugo forsta stadiets larver fordelas slumpvis till varje testkirl som innehdller spikat sediment och vatten, med
anvindning av en trubbig pipett. Luftningen av vattnet miste stoppas medan larverna tillsitts testkdrlen och
hallas stoppad i ytterligare 24 timmar efter tillsittningen (se punkterna 24 och 32). Enligt det testuppligg som
anvinds (se punkterna 19 och 20) 4r antalet larver per testkoncentration minst 60 for uppskattning av EC-punkt
och 80 for bestimning av NOEC.

Tjugofyra timmar efter tillsittning av larverna spikas den overliggande vattenkolumnen med testimnet, och en
latt luftning infors pa nytt. Smd volymer av testimnet tillsitts under vattenytan med hjilp av en pipett. Direfter
gors forsiktig omrorning av det 6verliggande vattnet utan att stora sedimentet.

Testkoncentrationer

Ett preliminirt test kan anvindas for att faststilla koncentrationerna for det definitiva testet. For detta dandamal
anvinds en serie brett spridda koncentrationer av testimnet. For att fi samma ytdensitet per chironomid som
ska anvindas for det slutliga testet, exponeras chironomiderna for varje koncentration av testimnet under en
period som ger mojlighet att uppskatta limpliga testkoncentrationer. Inga replikat kravs.

Testkoncentrationerna for det definitiva testet baseras pd resultaten fran det preliminéra testet. Det ska finnas
minst fem testkoncentrationer som viljs enligt beskrivningen i punkterna 18-20.

Kontrollkérl

Kontrollkirl som inte innehéller testimne utan enbart sediment bor ingd i testet med lampligt antal replikat (se
punkterna 19-20). Om l6sningsmedel har anvints for applicering av testimnet (se punkt 16) bor det ocksd
finnas kontrollkirl med sediment och 16sningsmedel.

Testsystem

De system som anvinds ér statiska. Semistatiska system eller genomflodessystem med intermittent eller kon-
tinuerlig fornyelse av overliggande vatten kan anvindas i undantagsfall, t.ex. om vattenkvalitetsspecifikationerna
inte dr lampliga for testorganismen eller paverkar den kemiska jamvikten (t.ex. om syrenivderna blir for laga,
koncentrationen av utsondrade produkter blir for hog eller om mineraler som sldpps ut fran sediment péverkar
pH och/eller vattenhdrdheten). I regel dr det dock tillrackligt och rekommendabelt att anvinda andra metoder for
kompensering av kvaliteten pd overliggande vatten, sdsom luftning.
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Foder

31. Larverna bor ges foder helst dagligen eller minst tre ganger per vecka. Fiskfoder (suspension i vatten eller finmalt
foder, t.ex. Tetra-Min eller Tetra-Phyll, se narmare i tilligg 2) i mingder om 0,25-0,5 mg (0,35-0,5 mg for C.
yoshimatsui) per larv per dag anses vara lampligt for unga larver under de tio forsta dagarna. For dldre larver kan
det krévas lite storre mangd: 0,5-1 mg per larv och dag bor vara tillrackligt for dterstoden av testet. Mangden
bor minskas for alla behandlingar och kontroller om det uppstdr svamptillvaxt eller mortalitet observeras i
kontrollerna. Om svamptillvixten inte kan stoppas madste testet upprepas. Vid testning av starkt adsorberande
amnen (t.ex. log K, > 5) eller dmnen som ér kovalent bundna till sedimentet, kan méngden foder som kravs for
att sikerstilla 6verlevnad och naturlig tillvixt for organismerna tillsittas i det syntetiska sedimentet fore sta-
biliseringsperioden. D& ska vixtmaterial anvindas i stillet for fiskfoder, t.ex. 0,5 % (torrvikt) finmalda 16v frin
tex. branndssla (Urtica dioica), mullbar (Morus alba), vitklover (Trifolium repens), spenat (Spinacia oleracea) eller
annat vaxtmaterial (Cerophyl eller alfacellulosa).

Inkubationsbetingelser

32. Skonsam luftning av 6verliggande vatten i testkérlen infors helst 24 timmar efter tillsdttning av larverna och far
pagd genom hela testet (se till att halten upplost syre inte faller under 60 % av luftmittnadsvardet ASV).
Luftningen gors med hjilp av en Pasteur-glaspipett som ar fist 2-3 cm ovanfor sedimentskiktet (en eller ett
fatal bubblor per sekund). Vid testning av flyktiga kemikalier kan man Overviga att utesluta luftning av
sediment-vattensystemet.

33. Testet genomfors vid konstant temperatur pd 20 °C (x 2 °C). For C. tentans och C. yoshimatsui rekommenderas
temperaturer pa 23 °C respektive 25 °C (£ 2 °C). En ljusperiod pd 16 timmar anvinds och ljusintensiteten ska
vara 500-1 000 lux.

Exponeringstid

34. Exponeringen inleds ndr larver tillsitts i spikade karl och kontrollkdrl. Den maximala exponeringstiden dr 28
dagar for C. riparius och C. yoshimatsui och 65 dagar for C. tentans. Om myggor klicks tidigare, kan testet
avslutas efter minst fem dagar efter att det sista vuxna exemplaret har klickts i kontrollen.

OBSERVATIONER
Klickning

35. Utvecklingstiden och totalantalet fullbildade han- och honmyggor bestims. Hanarna ar litta att kinna igen pa
sina fjaderantenner.

36. Testkdrlen bor granskas visuellt minst tre gdnger i veckan for att bedoma forekomsten av onormalt beteende
(t.ex. exemplar som limnar sedimentet, ovanligt simmande) jamfort med kontrollen. Under perioden for for-
vintad klackning dr det nodvindigt att dagligen rikna antalet klickta exemplar. Kon och antal fullbildade
exemplar registreras dagligen. Efter identifiering avligsnas myggorna frin kirlen. Agg som har deponerats
fore testets slutforande bor registreras och direfter avldgsnas for att forhindra att larver pd nytt introduceras
i sedimentet. Likasd ska registrering goras av antalet synliga puppor som inte har klickts. Vigledning om
overvakning av klickning finns i tilligg 5.

Tillvéxt och éverlevnad

37. Om det krivs data om overlevnad och tillvixt under en tiodagarsperiod bor ytterligare testkarl inforlivas fran
borjan, sd att dessa direfter kan anvindas. Larverna i sedimentet fran dessa tillaggskarl tillvaratas genom sdllning
med ett 250 pm-sdll. Kriterierna for dod dr ordrlighet eller utebliven reaktion pa mekanisk stimulans. Larver som
inte tillvaratas bor riknas som doda (larver som har dott i borjan av testet kan ha sonderdelats av mikrober).
Torrvikten (askfri) for 6verlevande larver per testkirl bestims och den genomsnittliga individuella torrvikten per
kirl berdknas. Det dr bra att bestimma vilket stadium overlevande larver tillhor, och for detta kan mitning av
huvudkapselns bredd anvindas.

Analytiska mitningar
Testdmnets koncentration

38. Som ett minimum bor prover av 6verliggande vatten, porvatten och sediment analyseras i borjan (helst inom en
timme frén tillsats av testimne) och i slutet av testet, for den hogsta koncentrationen och for en liagre kon-
centration. Dessa bestimningar av testimneskoncentration ger information om testsubstansens beteende/for-
delning i vatten-sedimentsystemet. Provtagning av sediment vid testets borjan kan péverka testsystemet (t.ex.
genom att larver avldgsnas) och darfor maste ytterligare testkdrl anviandas for analytiska bestimningar vid testets
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start samt under testets gdng om sd ar limpligt (se punkt 39). Mitningar i sedimentet dr eventuellt inte
nodvindiga om fordelningen av testimnet mellan vatten och sediment har faststallts tydligt under motsvarande
betingelser (t.ex. forhdllandet mellan sediment och vatten, typ av applicering, sedimentets halt av organiskt kol).

Om mellanliggande matningar gors (t.ex. dag 7) och om det for analysen krivs stora prover som inte kan tas
fran testkdrlen utan att testsystemet péverkas, bor de analytiska bestimningarna goras pd prover som tas frdn
extra testkdrl som behandlas pd samma sitt (inklusive forekomst av testorganismer) men som inte anvinds for
biologiska observationer.

Centrifugering vid t.ex. 10 000 g och 4°C i 30 minuter 4r det rekommenderade forfarandet for att isolera
porvatten. Om det har demonstrerats att testimnet inte adsorberas pa filter kan dven filtrering godtas. I vissa fall
ar det kanske inte mojligt att analysera koncentrationerna i porvattnet darfor att provet dr for litet.

Fysikalkemiska parametrar

Mitning bor goras av pH, upplost syre i vattnet och temperatur i testkdrlen pa limpligt sitt (se punkt 10).
Hérdhet och ammonium bor mitas i kontrollerna och ett testkirl vid den hogsta koncentrationen i bérjan och
slutet av testet.

DATA OCH RAPPORTERING
Behandling av resultaten

Syftet med detta test dr att bestimma testimnets effekt pd utvecklingshastigheten och totalantalet fullbildade
han- och honmyggor eller, om det giller ett tiodagarstest, effekterna pd larvernas overlevnad och vikt. Om det
inte finns indikationer pé statistiskt avvikande kinslighet for hanar och honor, kan resultaten poolas for sta-
tistiska analyser. Kanslighetsskillnaderna mellan hanar och honor kan bedomas statistiskt t.ex. genom "y?-r x 2
table test”. Larvernas overlevnad och genomsnittlig individuell torrvikt per kdrl maste bestimmas efter tio dagar

ddr detta krivs.

Effektkoncentrationerna uttryckta som koncentrationer i overliggande vatten berdknas helst pd grundval av
uppmitta sedimentkoncentrationer vid testets borjan (se punkt 38).

For att berdkna en punktvis uppskattning av ECs, eller ndgot annat EC.-varde, kan statistiken per karl anvindas
som dkta replikat. Vid berdkning av konfidensintervallet for ett EC -virde bor variansen mellan kirl beaktas, eller
s bor man pdvisa att variansen dr sa liten att den kan ignoreras. Om modellen anpassas med minsta kva-
dratmetoden bor transformation tillimpas pa den kirlvisa statistiken i syfte att forbattra variansens homogenitet.
EC,-virdena bor dock berdknas nir responsen har transformerats tillbaka till det ursprungliga virdet.

Nir syftet med den statistiska analysen &r att bestimma NOEC/LOEC genom hypotestestning, maste variansen
mellan kirl beaktas, t.ex. genom nistad ANOVA. Alternativt kan mer robust testning (21) vara limplig i
situationer dir de vanliga ANOVA-antagandena inte géller.

Kldckningsfrekvens

Klackningsfrekvenser ar dikotoma (tvipunktsfordelade) data och kan analyseras genom Cochran-Armitage test
som tillimpas pd step-down-grund dir monoton dos-respons forvantas och dessa data stimmer overens med
forvantningen. Om inte, kan Fishers exakta test eller ett Mantel-Haenszel-test med Bonferroni-Holm-korrigerade
p-virden anvindas. Om det finns bevis pd storre variation mellan replikat inom samma koncentration dn det
som en binomial fordelning skulle indikera (ofta kallad extra-binomial fordelning), bor ett robust Cochran-
Armitage-test eller Fischers exakta test anvidndas, enligt det som foreslas i punkt 21.

Det totala antalet myggor som klackts per kirl, n,, bestims och divideras med antalet tillsatta larver, n, enligt
foljande:

ne
ER ==~
Ny
dar:
ER = klickningsfrekvensen
n, = antalet myggor som klackts per karl

=
1}

. = antalet larver som tillsatts per karl
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Ett alternativ som bést ldmpar sig for stora provstorlekar, nir det finns extra-binomial varians, dr att behandla
klackningsfrekvensen som en kontinuerlig respons och anvinda forfaranden sdsom William-test nir monoton
dos-respons forviantas och stimmer overens med dessa data for klickningsfrekvens. Dunnett-test ar lampligt i
fall dar det inte dr hallbart med monotonicitet. I detta sammanhang definieras begreppet "stort prov” som ett
prov ddr antalet klickta och antalet inte klackta overstiger fem, per replikatkérl.

Vid anvindning av. ANOVA-metoder bor virdena for klickningsfrekvens forst transformeras genom arcsin-
kvadratsrotstransformation eller Freeman-Tukeytransformation for att fd en ungefarlig normalfrdelning och
jamna ut varianserna. Cochran-Armitage-test, Fishers exakta test (Bonferroni) eller Mantel-Haenszel-test kan
anvindas nir absoluta frekvenser anvinds. For att gora arcsin-kvadratrotstransformation tar man inverterad
sinus (sin"!) av kvadratroten av klickningsfrekvensen.

EC,-virden for klackningsfrekvenser berdknas med regressionsanalys (t.ex. probit (22), logit, Weibull, limplig
kommersiell mjukvara eller dylikt). Om regressionsanalysen inte lyckas (om det t.ex. finns mindre 4n tva partiella
responser) anvands andra icke-parametriska metoder sdsom glidande medelvirde eller enkel interpolering.

Utvecklingshastighet

Med genomsnittlig utvecklingstid avses den genomsnittliga tidsomfattningen mellan tillsittning av larver (testdag
0) och klackningen av den experimentella kohorten myggor (for berdkning av den faktiska utvecklingstiden bor
man beakta larvernas alder vid tillsittningstidpunkten). Virdet for utvecklingshastighet 4r det reciproka virdet av
tidsenheten for utveckling: (enhet: 1/dag) och representerar den andel larvutveckling som sker per dag. Utveck-
lingshastigheten dr det matt som helst ska anvindas for utvirdering av dessa sedimenttoxicitetsstudier eftersom
variansen ar ldgre och homogenare samt narmare normalférdelningen i jimforelse med utvecklingstiden. Kraft-
fulla parametriska testforfaranden kan alltsd anvindas baserade pd utvecklingshastighet hellre 4n pé utvecklings-
tid. For utvecklingshastighet som en kontinuerlig respons kan EC,-virden uppskattas med hjilp av regressions-
analys (t.ex. (23), (24)).

For efterfoljande statistiska test antas antalet myggor observerade pd inspektionsdag x ha klackts i mitten av
tidsintervallet mellan dag x och dag x-1 (1 dr inspektionsintervallets lingd, i regel 1 dag). Genomsnittlig utveck-
lingshastighet per kirl (x) berdknas enligt foljande:

m
- "
. Zﬂ.
i=1 Me

dar:
X genomsnittlig utvecklingshastighet per karl
i index for inspektionsintervall

m:  maximiantalet inspektionsintervall

fir antalet myggor som klickts under inspektionsintervallet i
n,:  totalantalet myggor som klickts i slutet av experimentet (= Y f;)
xi  utvecklingshastigheten for myggor som klackts under intervallet i
1
X =—F—r
1 1
(1 2)
dir:

dag;: inspektionsdag (dagar fran appliceringen)

inspektionsintervallets langd i (dagar, i regel 1 dag)

Testrapport

Testrapporten ska innehélla minst f6ljande uppgifter:
Testimne:

— Fysikalisk natur och, dir det ir relevant, fysikalkemiska egenskaper (vattenloslighet, angtryck, fordelnings-
koefficient i jord (eller i sediment, om tillginglig), stabilitet i vatten osv.).

— Kemiska identifieringsdata (trivialnamn, kemiskt namn, strukturformel, CAS-nummer osv.) samt renhet och
analysmetod for kvantifiering av testimnet.
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Testarter:

— Organismer som anvénts for testet: art, vetenskapligt namn, ursprung och odlingsbetingelser.
— Information om hantering av dggmassor och larver.

— Organismernas dlder nir de tillfors testkarlen.

Testbetingelser:

— Sediment som anvints (naturligt eller syntetiskt).

— For naturligt sediment, insamlingsplatsens beldgenhet och beskrivning av sedimentet, inbegripet i mdn av
mojlighet fororeningshistoria och egenskaper: pH, halten organiskt kol, C/N-kvot och granulometri (om
lampligt).

— Beredning av syntetiskt sediment: bestdndsdelar och egenskaper (halten organiskt kol, pH, fukthalt osv. vid
testets borjan).

— Beredning av testvatten (om rekonstituerat vatten anvinds) och egenskaper (syrehalt, pH, konduktivitet,
hardhet osv. vid testets borjan).

— Sedimentets och Gverliggande vattnets djup.

— Volymen for overliggande vatten och porvatten, vikten for vatt sediment med och utan porvatten.
— Testkarl (material och storlek).

— Metod for beredning av stamlosningar och testkoncentrationer.

— Tillsdttning av testimne: antalet koncentrationer, antalet replikat och, i forekommande fall, anvint 16snings-
medel.

— Inkubationsbetingelser: temperatur, ljuscykel och intensitet, luftning (frekvens och intensitet).
— Detaljerad information om utfodringen, inklusive typ av foder, beredning, mingd och utfodringsschema.
Resultat:

— Nominella testkoncentrationer, uppmatta testkoncentrationer och resultaten av alla analyser for bestimning
av testamnets koncentration i testkarl.

— Vattenkvaliteten i testkdrlen — pH, temperatur, upplost syre, hdrdhet och ammonium.

— Ersittning av avdunstat testvatten, i forekommande fall.

— Antalet klackta hon- och hanmyggor per kirl och dag.

— Antalet larver som inte utvecklats till myggor, per karl.

— Genomsnittlig individuell torrvikt for larver per karl och per stadium, om lampligt.

— Procentandel klickta exemplar per replikat- och testkoncentration (han- och honmyggor poolade).

— Genomsnittlig utvecklingshastighet for fullbildade myggor per replikat och behandlingsnivd (han- och hon-
myggor poolade).

— Uppskattning av toxiska endpoints t.ex. EC, (och associerade konfidensintervall), NOEC och/eller LOEC, och
statistiska metoder som anvints for bestimning av dem.

— Diskussion av resultaten, inbegripet inverkan pd testresultatet som kan tillskrivas avvikelser frin denna
testmetod.
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Tilligg 1

DEFINITIONER
I denna testmetod giller foljande definitioner:

syntetiskt sediment: rekonstituerat, konstgjort sediment som &r en blandning av material avsedda att efterlikna de fysiska
bestandsdelarna i naturligt sediment.

overliggande vatten: det vatten som hélls ovanfor sedimentet i testkdrlet.
porvatten: det vatten som finns i mellanrummen mellan sediment- och jordpartiklar.
spikat sediment: sediment med tillsatt testimne.

testkemikalie: alla amnen eller blandningar som testas med denna testmetod.
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Tilligg 2

Rekommendationer for odling av Chironomus riparius

. Chironomus-larver kan odlas i kristalliseringskarl eller stora behallare. Fin kvartssand sprids som ett tunt skikt pa cirka

5-10 mm p4 behéllarens botten. Aven kiselgur (t.ex. Merck, Art. 8117) har visat sig vara ett limpligt substrat (det
ricker med ett tunt lager pd ndgra mm). Lampligt vatten tillsitts till ett djup pa flera cm. Vattennivderna bor fyllas pa
efter behov for att ersitta avdunstning och forebygga uttorkning. Vattnet kan vid behov ersittas. Det bor finnas en
skonsam luftning. De kérl som innehdller larver bor héllas i en limplig bur som hindrar vuxna exemplar fran att
rymma. Buren bor vara tillrackligt stor for att de vuxna exemplaren ska kunna svdrma, annars kan kopulation utebli
(minimum &r cirka 30 x 30 %30 cm).

. Burarna ska héllas i rumstemperatur eller ett tempererat utrymme vid 20 + 2 °C med en ljusperiod pd 16 timmar

(intensitet ca 1 000 lux) och 8 timmar morker. Det har rapporterats att luftfuktighet under 60 % RH kan himma
reproduktion.

Utspddningsvatten

. Allt lampligt naturligt eller syntetiskt vatten kan anvindas. Ofta anvinds kéllvatten, avklorerat kranvatten och

artificiella medier (t.ex. Elendt M4 eller M7, se nedan). Vattnet mdste luftas fore anvindningen. Vid behov kan
odlingsvattnet fornyas genom att forsiktigt halla eller sifonera anvint vatten fran odlingskérlen utan att forstora
larvroren.

Utfodring av larver

. Chironomus-larverna ges fiskfoder i flingform (Tetra Min®, Tetra Phyll® eller motsvarande patenterat marke), cirka

250 mg per kirl och dag. Fodret kan ges i form av torrt malet pulver eller som suspension i vatten: 1,0 g flingfoder
blandas med 20 ml utspédningsvatten till en homogen blandning. Beredningen kan ges med en dosering pé cirka
5 ml per kirl och dag (skaka om fore anvandning). Aldre larver kan fd en storre dos.

. Utfodringen justeras enligt vattenkvaliteten. Om odlingsmediet blir grumligt bor dosen sankas. Foderdoseringen méste

overvakas noggrant. For liten mangd leder till att larverna emigrerar mot vattenkolumnen och for stor mangd leder
till okad mikrobiell aktivitet och lagre syrekoncentrationer. Bdda omstindigheterna kan leda till minskad tillvaxt.

. Aven celler av vissa gronalger (t.ex. Scenedesmus subspicatus, Chlorella vulgaris) kan tillsittas nir nya odlingskarl liggs

upp.

Utfodring av vuxna exemplar

. Vissa testutovare har foreslagit att bomullskompresser indrdnkta i mittad sukroslosning kan anvindas som foder for

vuxna exemplar.

Klickning

. Vid 20 * 2 °C borjar vuxna exemplar kldckas i odlingskérlen efter cirka 13-15 dagar. Hanarna ir litta att kdnna igen

pa sina fjaderantenner.

Aggmassor

. Nar vuxna exemplar finns i odlingsburen bor alla larver i odlingskirlen kontrolleras tre gdnger per vecka for att se

om gelatindsa dggmassor har deponerats. Om sddana uppticks, bor de avldgsnas forsiktigt. Aggmassorna dverfors till
ett litet kirl som innehaller ett prov av odlingsvattnet. De anvinds sedan for att starta nya odlingskarl (t.ex. 2—4
dggmassor per karl) eller for toxicitetstest.

Forsta stadiets larver bor klickas efter 2-3 dagar.

Uppldggning av nya odlingskirl

Nir odlingarna ar etablerade bor det vara mojligt att ldgga upp en farsk larvodling veckovis eller med langre intervall
beroende pé testningskraven, och avlagsna dldre kérl efter att vuxna myggor har klickts. Pa detta sitt fis regelbunden
tillgang till vuxna exemplar med minimal insats.
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Beredning av testlgsningarna M4 och M7

12. M4-mediet uppticktes av Elendt (1990). M7-mediet bereds pd samma sitt som M4-mediet med undantag for de
amnen som anges i tabell 1, for vilka koncentrationerna 4r fyra ganger lagre i M7 jamfort med M4. En publikation
om M7-mediet 4r under arbete (Elendt, personlig kommunikation). Testlosningen ska inte beredas enligt Elendt och
Bias (1990) eftersom de angivna koncentrationerna av NaSiO;-5H,0, NaNO3, KH,PO, och K,HPO, inte 4r limpliga.

Beredning av M7-medium

13. Varje stamlosning (I) bereds individuellt och en kombinerad stamlosning (Il) bereds av dessa stamlosningar (I) (se
tabell 1). Femtio ml av den kombinerade stamldsningen (II) och de mangder av varje stamlosning med makroniring
som anges i tabell 2 och avjoniserat vatten tillsdtts upp till 1 liter for att bereda M7-mediet. En stamlosning med
vitaminer bereds genom att tillsdtta tre vitaminer till avjoniserat vatten enligt tabell 3, och 0,1 ml av den kom-
binerade vitaminstaml6sningen tillsdtts till det slutliga M7-mediet strax fore anvindningen (vitaminstamlosningen

forvaras djupfryst i smd alikvoter). Mediet luftas och stabiliseras.

Tabell 1

Stamldsningar av spirelement for M4- och M7-medium

Beredning av kombinerad
Mangd (mg) stfimlosnmg (m: blaind? foljande Slutliga koncentrationer i
som byggs upp | mangder (ml) stamlosning (I) och testlosningarna (mg]l)
Stamlésningar (I) till 1 liter med bygg upp till 1 liter med sningar s
avjoniserat avjoniserat vatten
vatten
M4 M7 M4 M7

H;3BO; (1) 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl, - 4H,0 (%) 7210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl () 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCl (1) 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, - 6H,0 (1) 3040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (1) 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, - 2H,0 (}) 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
Cudl, - 2H,0 () 335 1,0 0,25 0,017 0,004
ZnCl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, - 2H,O 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO4 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,4VO; 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA - 2H,0 () (3 5000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO4 - 7H20 (') (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(") Dessa dmnen avviker i M4 och M7, sdsom anges ovan.
(3) Dessa dmnen bereds individuellt, blandas och autoklaveras omedelbart.

Tabell 2

Stamldsningar med makroniringsimnen f6r medium M4 och M7

Mined som b ll Mingd stamlosning med
? %t 50 d Y88s upp " makroniringsdimnen som | Slutliga koncentrationer i
et n*:/eatt:;ll]omsera tillsitts for att bereda testlsningarna M4 och M7
(mg) medium M4 och M7 (mg]l)
e (i
CaCl, - 2H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7H,0 246 600 0,5 1233
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Mined b ll Mingd stamlsning med
alfllgi " :2;“ d yggsnlilpf; tl makrondringsimnen som | Slutliga koncentrationer i
¢ ett avjonisera tillsdtts for att bereda testlosningarna M4 och M7
V(?n e)n medium M4 och M7 (mg/)
i (ml])
KCl 58 000 0,1 5,8
NaHCO;4 64 800 1,0 64,8
NaSiO; - 9H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO; 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1 840 0,1 0,184
Tabell 3

Stamldsningar med vitaminer for medium M4 och M7

Alla tre vitaminlosningar kombineras till en enda vitaminstamlosning.

Mingd staml6sning med
Mingd som byggs upp till 1| vitaminer som tillsitts for | Slutliga koncentrationer i
liter med avjoniserat vatten att bereda medium testlosningarna M4 och M7
(mg) M4 och M7 (mg/l)
(mlfT)

Tiaminhydroklorid 750 0,1 0,075
Cyanokobalamin (B12) 10 0,1 0,0010
Biotin 7,5 0,1 0,00075
LITTERATUR

BBA (1995), "Long-term toxicity test with Chironomus riparius: Development and validation of a new test system”,
redigerat av M. Streloke och H. Kopp. Berlin 1995.

Elendt, B. P. (1990), "Selenium Deficiency in Crustacean”, Protoplasma 154, s. 25-33.

Elendt B. P. och Bias W. R.(1990), "Trace Nutrient Deficiency in Daphnia magna Cultured in Standard Medium for Toxicity
Testing. Effects on the Optimization of Culture Conditions on Life History Parameters of D. magna”, Water Research 24 (9),

s. 1157-1167.
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Tilligg 3
BEREDNING AV SYNTETISKT SEDIMENT
Sedimentsammansittning
Syntetiskt sediment ska ha foljande sammansittning:
% av sedimentets
Bestandsdel Egenskaper
torrvikt

Torv Sphagnum, s nira pH 5,5-6 som mojligt utan synliga vixtrester och 4-5

finfordelad (partikelstorlek <1 mm) och lufttorkad.
Kvartssand Partikelstorlek: > 50 % av partiklarna bor ha storlek inom omrddet 75-76

50-200 pm
Kaolinitlera Kaolinithalt > 30 % 20
Organiskt kol Justeras genom tillsats av torv och sand 2 (£0,5)
Kalciumkarbonat CaCOs3, pulveriserat, kemiskt rent 0,05-0,1
Vatten Konduktivitet < 10 pS/m 30-50

Beredning

Torven lufttorkas och mals ner till ett fint pulver. En suspension av beh6vlig méngd torvpulver i avjoniserat vatten bereds
med effektiv homogeniseringsapparat. Suspensionens pH justeras till 5,5 * 0,5 med CaCO;. Suspensionen konditioneras
minst tvd dagar med skonsam omrorning vid 20 2 °C, for att stabilisera pH och etablera en stabil mikrobiell kom-
ponent, varefter pH uppmits pa nytt och bor vara 6,0 £ 0,5. Torvsuspensionen blandas sedan med de 6vriga bestdnds-
delarna (sand och kaolinlera) och avjoniserat vatten till ett homogent sediment med en vattenhalt som ger kring 30-50
procent torrvikt av sediment. Direfter mits den slutliga blandningens pH pé nytt och justeras vid behov till 6,5-7,5 med
CaCOj. Prover tas av sedimentet for att bestimma torrvikten och halten organiskt kol. Likasd rekommenderas att det
syntetiska sediment som ska anvindas i ett chironomidtoxicitetstest konditioneras fore anvindningen i sju dagar i samma
betingelser som rdder i det efterfoljande testet.

Forvaring

De torra bestindsdelarna for beredning av syntetiskt sediment kan lagras i ett torrt och svalt utrymme vid rumstempe-
ratur. Berett (vatt) sediment ska inte lagras for anvindning i test. Det bor anvindas omedelbart efter den 7 dagar ldnga
konditioneringsperioden i slutet av beredningen.

LITTERATUR:

Kapitel C.8 i denna bilaga, Toxicitet hos daggmaskar.

Meller M., Egeler P., Rombke J., Schallnass H., Nagel R., Streit B. (1998), "Short-term Toxicity of Lindane, Hexachloro-
benzene and Copper Sulfate on Tubificid Sludgeworms (Oligochaeta) in Artificial Media”, Ecotox. and Environ. Safety 39, s.
10-20.
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Tilligg 4

Krav pd kemiska egenskaper hos utspidningsvatten

Amne Koncentrationer
Partikelinnehall <20 mg/l
Totalt organiskt kol <2mgfl
Ojoniserad ammoniak <1 pgfl

Hérdhet som CaCOj;

< 400 mg/l (*)

Restklor <10 pg/l
Bekdmpningsmedel med organiska fosforforeningar, totalt. <50 ngfl
Bekimpningsmedel med organiska klorforeningar plus polyklorerade bifenyler, totalt. <50 ngfl
Totalt organiskt klor <25 ngfl

(*) Hér bor noteras att om man misstinker vixelverkan mellan hirdhetsjoner och testimnet, bér vatten med ligre hdrdhet anvindas (och i

en sddan situation fir Elendt Medium M4 inte anvindas).
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Tilligg 5

Vigledning for overvakning av klickning av chironomider

Fillor placeras pa testbagarna. Dessa fillor behovs fran dag 20 fram till testets slut. Exempel pa en filla visas nedan.

A: nylonnit D: filterportar for vattenutbyte
B: upp-och-nedvind plastkopp E: vatten
C: exponeringskirl utan lapp F: sediment

C.29 LATT BIONEDBRYTBARHET - CO, I FORSLUTNA KARL (Headspace-test)

INLEDNING

Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje310 (2006). Denna testmetod dr en screeningmetod for utvir-
dering av kemikaliers littnedbrytbarhet och ger liknande information som de sex testmetoder som beskrivs i
kapitel C.4 i denna bilaga A-F. En kemikalie som ger positiva testresultat med denna metod kan anses vara latt
bionedbrytbar och sonderfaller sdledes snabbt i miljon.

Den viletablerade koldioxidmetoden (1) 4r baserad pa Sturms ursprungliga test (2) for bestimning av organiska
kemikaliers bionedbrytbarhet, genom mitning av koldioxid (CO,) som produceras genom mikrobiell verksam-
het, har i regel varit det forsta valet for testning av déligt losliga kemikalier och kemikalier med starkt
adsorberande egenskaper. Testet viljs ocksd for 16sliga (men inte flyktiga) kemikalier, eftersom manga anser
att utveckling av koldioxid 4r det enda otvivelaktiga beviset pd mikrobiell aktivitet. Avldgsnandet av upplost
organiskt kol kan paverkas av fysikalkemiska processer — adsorption, avdunstning, utfillning, hydrolys — saval
som av mikrobiell aktivitet och médnga icke-biologiska reaktioner som forbrukar syre; CO, produceras sillan
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fran organiska kemikalier pd abiotisk vig. I det ursprungliga och modifierade Sturmtestet (1) (2) avlidgsnas CO,
fran vitskefasen till de absorberande kirlen genom s.k. sparging (luftbubblor fir stromma genom vitskemediet
for att avligsna CO,), medan Larsons version (3) (4) gér ut pd att overfora CO, frin reaktionskirlet till
absorberingsenheterna genom att ldta CO,-fri luft passera genom utrymmet ovanfor vitskan samtidigt som
testkirlet omskakas kontinuerligt. Omskakning av reaktionskarlet anvinds endast i Larson-modifieringen, och
omrdrning anges endast for olosliga dmnen i ISO 9439 (5) och i den ursprungliga US-versionen (6), enligt vilka
sparging rekommenderas hellre 4n ersittning av gasfasen. I en annan officiell US EPA-metod (8) baserad pa
Gledhill-metoden (8) hélls reaktionskarlet under omskakning och forseglat frén atmosfiren, och CO, som
produceras samlas in i en intern alkalisk falla direkt frn gasfasen, pd samma sitt som i klassiska Warburg/
Barcroft-respirometerflaskor.

Det har dock visat sig att det for ett antal kemikalier ackumuleras oorganiskt kol i mediet vid anvdndning av
standard-Sturmtest i modifierad form (9). En koncentration pa upp till 8 mg/l oorganiskt kol konstaterades
under sonderfall av 20 mg C/l anilin. Uppsamling av CO, i alkaliska fillor gav siledes inte en dkta bild av
mingden mikrobiologiskt producerad CO, vid mellanliggande tidpunkter under sonderfallet. Det medfor att
specifikationen om att minst 60 % av teoretisk maximal CO,-produktion (ThCO,) mdste samlas upp inom ett
tiodagarsfonster (de tio dagar som foljer omedelbart efter att 10 % bionedbrytning har uppnétts) for att en
testkemikalie ska klassificeras som litt bionedbrytbar, inte uppfylls for vissa kemikalier som skulle ges denna
klassificering om man anvénder eliminering av uppldst organiskt kol (DOC).

Om procentandelen sonderdelning ar ligre 4n forvintat, dr det mojligt att oorganiskt kol har ackumulerats i
testlosningen. D& kan nedbrytbarheten bedomas med andra test for biologisk nedbrytbarhet.

De 6vriga nackdelarna med Sturmtest (besvirligt, tidskravande, hogre risk for experimentella fel och kan inte
anvindas for flyktiga kemikalier) har tidigare lett till sokning efter en teknik med forslutet kirl, annan én
Gledhill, hellre dn gasgenomflode (10) (11). Boatman m.fl. (12) granskade de tidigare metoderna och valde
ett system med slutet utrymme ovan for vitskeytan dir CO, frigjordes till detta utrymme i slutet av inkuba-
tionen genom forsurning av mediet. CO, uppmittes med gaskromatografi (GC)/IC i automatiskt tagna prover i
gasutrymmet, medan upplost oorganiskt kol (DIC) i vitskefasen inte beaktades. Likasa var de kérl som anvindes
mycket smé (20 ml) med endast 10 ml medium, vilket orsakade problem t.ex. vid tillsittning av de mycket smé
mingderna av olosliga testkemikalier, och/eller eventuellt fanns det inte tillrdckliga méngder eller inga mikroor-
ganismer i det inokulerade mediet som kunde sonderbryta testkemikalierna.

Dessa svarigheter har 16sts genom oberoende studier gjorda av Struijs och Stoltenkamp (13) samt av Birch och
Fletcher (14), dir de senare byggde pd erfarenheter med apparatur anvind i test for anaerob biologisk ned-
brytning (15). I den tidigare metoden (13) mits CO, i utrymmet ovanfor vitskan efter forsurning och jamvikt,
medan den senare metoden (14) innebar att man miter DIC i bdde gas- och vitskefaserna, utan behandling; 6ver
90 % av bildat oorganiskt kol fanns i vitskefasen. Bada metoderna har fordelar jamfort med Sturmtest, i den
meningen att testsystemet dr mera kompakt och ldtthanterligt, flyktiga kemikalier kan testas och man undviker
risken for fordrojning vid miétning av producerad CO,.

De tvé principerna kombinerades i ISO Headspace CO, Standard (16) som ringtestades (17) och denna standard
utgor grunden for den testmetod som beskrivs hir. De tvd principerna har ocksd anvints i US EPA-metoden
(18). Tvd metoder for matning av CO, har rekommenderats — CO, i utrymmet ovanfor vitskan (headspace) efter
forsurning (13) och oorganiskt kol i vitskefasen efter tillforsel av overskottsalkali. Den senare metoden inf6rdes
av Peterson under CONCAWE-ringtestet (19) av denna headspace-metod som modifierats till att mita litt
biologisk nedbrytbarhet. De dndringar som gjordes vid 1992 ars revidering (20) av metoden i kapitel C.4 i
denna bilaga om ldtt bionedbrytbarhet har inférlivats i denna testmetod, sd att betingelserna (medium, tidslingd
osv.) for 6vrigt dr desamma som betingelserna i det reviderade Sturmtestet (20). Birch och Fletcher (14) har visat
att de resultat som erholls med detta headspace-test dr mycket lika de resultat som erhélls med samma
kemikalier i OECD-ringtest (21) av de reviderade testmetoderna.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Testkemikalien, i regel 20 mg C/l, sdsom enda kalla for kol och energi, inkuberas i ett buffert-mineralsaltmedium
som har inokulerats med en blandad population mikroorganismer. Testet genomférs i forslutna flaskor med ett
luftutrymme ovanfor vitskan som syrekalla for aerob biologisk nedbrytning. Utvecklingen av CO, till foljd av
fullstandig aerob biologisk nedbrytning av testkemikalien bestims genom att mita den mingd oorganiskt kol
som produceras i testflaskorna utover den mingd som produceras i kontrollkdrl for bakgrundsvirde som endast
innehaller inokulerat medium. Graden av biologisk nedbrytning uttrycks som en procentandel av den teoretiska
maximiproduktionen av oorganiskt kol (ThIC), jamfort med den méingd testkemikalie (i form av organiskt kol)
som tillférdes i borjan.

DOC-elimineringen och/eller graden av primér biologisk nedbrytning av testkemikalien kan ocksd matas (20).
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12.

13.

14.

INFORMATION OM TESTKEMIKALIEN

Testkemikaliens halt av organiskt kol (viktprocent) méste vara kind, antingen pd grundval av den kemiska
strukturen eller genom matning, s att den procentuella nedbrytningen kan beriknas. For flyktiga testkemikalier
kan uppmiitt eller berdknad Henrys lags konstant anvindas for beridkning av limplig kvot mellan utrymmet
ovanfor vitskan och vitskevolymen. Information om testkemikaliens toxicitet for mikroorganismer kan anvin-
das for att vilja en limplig testkoncentration och for tolkning av resultat som tyder pa délig biologisk ned-
brytbarhet — inhibitionskontroll rekommenderas om det inte ar ként att testkemikalien inte inhiberar mikrobiella
aktiviteter (se punkt 24).

METODENS LAMPLIGHET

Testmetoden kan anvindas for vattenlosliga och olosliga testkemikalier; god dispergering av testkemikalien bor
sakerstillas. Med anvindning av den rekommenderade kvoten pa 1:2 mellan utrymmet ovanfor vitskan och
vitskevolymen kan flyktiga kemikalier med en Henrys lags konstant upp till 50 Pa m> mol™! testas eftersom
andelen testkemikalie i utrymmet ovanfor vitskan inte overskrider 1% (13). Ett mindre utrymme ovanfor
vétskan kan anvindas vid testning av kemikalier som r flyktigare, men deras biotillganglighet kan utgéra en
begrinsning, sirskilt om de har dalig 16slighet i vatten. Man bor dock se till att kvoten mellan utrymmet ovanfor
vétskan och vitskevolymen samt testkemikaliens koncentration ger tillgang till tillrdckligt med syre for att
fullstindig aerob bionedbrytning ska kunna ske (t.ex. genom att undvika en hdg substratkoncentration och
for liten volym ovanfor vitskan). Vigledning om detta finns i (13) och (23).

REFERENSKEMIKALIER

I syfte att kontrollera testforfarandet bor en testkemikalie med kind biologisk nedbrytbarhet testas parallellt. For
detta dndamal kan anilin, natriumbensoat eller etylenglykol anvindas vid testning av vattenldsliga testkemikalier
och 1-oktanol for testkemikalier med dalig 1oslighet. Referenskemikaliernas biologiska nedbrytbarhet bor nd upp
till mer dn 60 % av ThIC inom 14 dagar.

REPRODUCERBARHET

Vid ISO-ringtest av metoden (17) erholls foljande resultat i rekommenderade betingelser, i vilket ingick 20 mg C
testkemikalie/l.

Medelvirde for procentuell Variationskoefficient
Testkemikalie biologisk nedbrytning ariatio i oetlicie Antal laboratorier
(%)
(28 d)
Anilin 90 16 17
1-oktanol 85 12 14

Variationen mellan tester (replikerbarhet) med anvindning av anilin var 1dg, med variationskoefficienter under
5% for de flesta testningskorningar. I de tva fall dar replikerbarheten var simre berodde den storre variationen
sannolikt pd hog produktion av oorganiskt kol i kontrollkirlen for bakgrundsvirde. Replikerbarheten var simre
med 1-oktanol men var fortfarande ligre dn 10 % for 79 % av testkorningarna. Denna storre variation mellan
tester kan ha berott pa doseringsfel, eftersom en liten volym (3—4 pl) 1-oktanol maste injiceras i de forslutna
testflaskorna. Variationskoefficienterna kan bli hogre nar ligre koncentrationer av testkemikalie anvands, sarskilt
vid koncentrationer under 10 mg C/l. Detta kan delvis 16sas genom att sinka koncentrationen totalt oorganiskt
kol (TIC) i inokulatet.

I ett EU-ringtest (24) med fem ytaktiva dmnen tillsatta sdsom 10 mg C/l erholls foljande testresultat:

Medelvirde for procentuell Variationskoefficient
Testkemikalie biologisk nedbrytning and 10ni oethaien Antal laboratorier
(%)
(28 d)
Tetrapropylen 17 45 10
Bensensulfonat
Di-iso-oktylsulfo-succinat 72 22 9
(anioniskt)
Hexadekyl-trimetyl (*) 75 13 10
Ammoniumklorid
(katjonisk)
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17.
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Medelvirde for procentuell Variationskoefficient

Testkemikalie biologisk nedbrytning o Antal laboratorier
(28 d) %)
Iso-nonylfenol- 41 32 10
(etoxylat)q
(icke-joniskt)
Cocoamido- 60 23 11
propyl-
betain
(amfoteriskt)

(*) SiO, tillsattes for att neutralisera toxicitet.

Resultaten tyder pé att variationen allmént taget var hogre for de ytaktiva damnen som hade simre nedbrytning.
Variationen mellan tester var mindre dn 15 % for over 90 % av fallen, och den hogsta variationen var 30-40 %.

ANMARKNING: De flesta ytaktiva dmnen har inte enhetlig molekyldr struktur utan r blandningar av isomerer,
homologer osv. som sonderfaller efter olika linga lagfaser och med olika kinetiska hastigheter,
vilket resulterar i lagre kurvor, dvs. gransvirdet pd 60 % kanske inte nds inom tiodagarsfonstret,
dven om varje enskild molekyldr enhet skulle nd detta virde vid testning for sig. Detta kan dven
observeras med andra komplexa blandningar.

METODBESKRIVNING
Apparatur

Normal laboratorieapparatur och foljande:

a) Glasserumflaskor, forseglade med butylgummiproppar och kapsyllock av aluminium. Rekommenderad storlek
ar 125 ml’ som har en total volym pé cirka 160 ml (i detta fall bor man forsakra sig om att volymen for var
och en flaska dr 160 +1 ml. Mindre karl kan anvindas om resultaten uppfyller de villkor som beskrivs i
punkterna 66 och 67.

b) Kolanalysator eller annat instrument (t.ex. gaskromatograf) fér métning av oorganiskt kol.
¢) Hogprecisionssprutor for gas- och vitskeformiga prover.
d) Orbitalt skakbord i temperaturkontrollerad omgivning.

e) Tillforsel av CO,-fri luft — kan ordnas genom att lata luft floda genom kalk-soda-granulat eller genom att
anvinda en gasblandning av 80 % N, och 20 % O, (frivilligt) (se punkt 28).

f) Membranfiltreringsutrustning med 0,20-0,45 pm porstorlek (frivilligt).
g) Analysutrustning for organiskt kol (frivilligt).

Reagenser

Alla reagenser som anvinds ska vara av analytisk renhetsgrad.

Vatten

Destillerat eller avjoniserat vatten ska anvindas med < 1 mg/l som totalt organiskt kol. Detta representerar < 5 %
av det ursprungliga organiska kol som tillfors genom den rekommenderade dosen testkemikalie.

Stamlsningar av mineralsaltmediet

Stamlosningar och mineralsaltmedium liknande de i testerna ISO 14593 (16) och C.4 for litt biologisk ned-
brytbarhet (20) ska anvindas. En hogre koncentration av ammoniumklorid (2,0 g/l i stdllet for 0,5 gfl) 4r endast
nodvandigt i sdrskilda undantagsfall, t.ex. ndr koncentrationen testkemikalie overstiger 40 mg C/l. Stamlosning-
arna bor forvaras i kylskdp och slingas efter sex manader, eller tidigare om det finns tecken pé fillning eller
mikrobiell tillvixt. Foljande stamlosningar ska beredas:
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a) Kaliumdivitefosfat (KH,PO,) 8,50 g
Dikaliumvatefosfat (K,HPO,) 21,75 g
Dinatriumvitefosfatdihydrat (Na,HPO,2H,0) 33,40 g
Ammoniumklorid (NH,Cl) 0,50 g
Los upp i vatten och fyll upp till 1 liter. Losningens pH bor vara 7,4 (+ 0,2). Om inte, bered en ny losning.
b) Kalciumkloriddihydrat (CaCl,-2H,0) 36,40 g
Los upp i vatten och fyll upp till 1 liter.
¢) Magnesiumsulfatheptahydrat (MgSO,7H,0) 22,50 g
Los upp i vatten och fyll upp till 1 liter.
d) Jarn(lkloridhexahydrat (FeCl;-6H,0) 0,25 g
Los upp i vatten och fyll upp till 1 liter och tillsitt en droppe koncentrerad viteklorid.
Beredning av mineralmedium
Blanda 10 ml av l6sning a med cirka 800 ml vatten (punkt 17), tillsitt 1 ml av losningarna b, ¢ och d och fyll

upp till 1 liter med vatten (punkt 17).

Ovriga reagenser

Koncentrerad ortofosforsyra (H;PO,) (> 85 % massa per volym).

Natriumhydroxidlosning 7 M

Los upp 280 g natriumhydroxid (NaOH) i 1 liter vatten (punkt 17). Bestim DIC-koncentrationen i denna
losning och beakta virdet vid berdkning av testresultaten (se punkterna 55 och 61), sirskilt med tanke pa
giltighetskriteriet enligt punkt 66 b. Bered en ny, firsk 16sning om koncentrationen DIC dr for hog.

Testkemikalie

Bered en stamlosning av en tillrackligt vattenloslig kemikalie i vatten (punkt 17) eller i testmedium (punkt 19) i
en koncentration som helst dr 100-faldig jamford med den koncentration som ska anvindas i testet; det kan
vara nodvandigt att justera stamlosningens pH. Stamlosning tillfors mineralmediet sd att den slutliga halten av
organiskt kol blir mellan 2 och 40 mg C/l, helst 20 mg C/l. Om lagre koncentrationer anvands kan precisionen
bli lidande. Losliga och olosliga vitskeformiga kemikalier kan tillsattas i kérlen direkt med hjilp av hogpreci-
sionssprutor. For daligt 16sliga och olosliga testkemikalier kan det krivas specialbehandling (25). Det finns
foljande alternativ:

a) Direkt tillsattning av kinda vdgda mangder.
b) Dispergering med ultraljud fore tillsattning.

¢) Dispergering med hjilp av emulgeringsmedel som kravs for att faststdlla huruvida de har inhiberande eller
stimulerande effekter pd den mikrobiella aktiviteten fore tillsattning.

d) Adsorption av vitskeformig testkemikalie eller 16sning i ett lampligt flyktigt 1osningsmedel, pé ett annat
medium eller underlag (t.ex. glasfiberfilter), och direfter avdunstning av 16sningsmedlet om sddant anvints
och direkt tillsdttning av kdnda mangder.

e) Tillsdttning av kind mingd av en 16sning av testkemikalien i ett lattflyktigt l1osningsmedel i ett tomt testkarl,
och direfter avdunstning av losningsmedlet.
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Medel eller 16sningsmedel som anvinds i ¢, d och e méste ha testats for stimulerande eller inhiberande effekt pa
mikrobiell aktivitet (se punkt 42 b).

Referenskemikalie

Bered en stamlosning av (loslig) testkemikalie i vatten (punkt 17) i en koncentration som helst dr 100-faldig i
jamforelse med den slutliga koncentration som ska anvindas (20 mg Cfl) i testet.

Inhibitionskontroll

Det hinder ofta att testkemikalier inte uppvisar ndgon betydande nedbrytning under de betingelser som anvinds
for bedomning av litt bionedbrytbarhet. En tinkbar orsak ar att testkemikalien fungerar inhiberande pd in-
okulatet vid den koncentration som anvinds i testet. Inhibitionskontroll kan inforlivas i testutformningen for att
gora det mojligt att (i efterhand) identifiera inhibering som en mojlig orsak eller bidragande faktor. Alternativt
kan man med hjilp av inhibitionskontrollen utesluta sddana storningar och pavisa att ingen eller svag ned-
brytning endast beror pd motstind mot mikrobiell attack i testbetingelserna. For att fi information om test-
kemikaliens toxicitet for (aeroba) mikroorganismer) bereds en 16sning i testmediet med testkemikalien och
referenskemikalien (punkt 19), var och en i samma koncentration som tillsatt koncentration (se punkterna
22 och 23).

Inokulat

Inokulatet kan hirréra fran ett flertal killor: aktiverat slam, avloppsvatten (oklorerat), ytvatten och jordar eller
fran en blandning av dessa (20). Killans bionedbrytningsaktivitet bor kontrolleras med hjdlp av en referens-
kemikalie. Oavsett killa bor mikroorganismer som tidigare exponerats for testkemikalien inte anvindas om
forfarandet dr avsett att anvindas som ett test for litt bionedbrytbarhet.

Varning: Aktiverat slam, avlopp och avloppsutflode innehaller patogena organismer och maste hanteras for-
siktigt.

Erfarenheter har visat att den optimala volymen for inokulat dr en volym som

— dr tillracklig for att ge en tillborlig bionedbrytningsaktivitet,

— ger tillrdcklig nedbrytning av referenskemikalien (se punkt 66),

— ger 10 till 10° kolonibildande enheter per milliliter i den slutliga blandningen,

— i regel ger en koncentration pd 4 mg/l suspenderade fasta dmnen i den slutliga blandningen nir aktiverat
slam anvinds; koncentrationer upp till 30 mg/l kan anvindas men dd uppstir betydlig 6kning av CO,-
produktionen i kontrollkirlen for bakgrundsvirde (26),

— bidrar till mindre 4n 10 % av ursprungskoncentrationen av organiskt kol som tillférs genom testkemikalien,
— i regel 4r 1-10 ml inokulat per 1 liter testlosning.

Aktiverat slam

Aktiverat slam tas i farsk form fran luftningstanken i ett reningsverk eller en enhet i laboratorieskala som i
huvudsak behandlar avlopp frin hushdll. Vid behov kan grova partiklar avligsnas genom sillning (t.ex. 1 mm?)
och slammet bér hallas aerobt fram till att det anvinds.

Alternativt kan slammet efter eliminering av grova partiklar fi sedimentera eller slammet centrifugeras (t.ex.
1100 x g i 10 minuter). Avligsna supernatantvitskan. Slammet kan tvittas i minerallosningen. Det koncent-
rerade slammet suspenderas i mineralmediet till en koncentration pd 3-5 g suspenderade fasta dmnen per liter.
Detta hélls under luftning tills att det anvinds.

Slammet bor tas fran ett effektivt fungerande konventionellt reningsverk. Om slam madste tas frén ett high rate-
reningsverk (hogre belastningsgrad och kortare retentionstider) eller kan formodas innehélla inhibitorer, bor det
tvittas. Sedimentera eller centrifugera det atersuspenderade slammet efter grundlig blandning, avligsna over-
stdende vitska och suspendera tvittat slam pd nytt i en ny volym av mineralmedium. Upprepa forfarandet tills
att slammet anses vara fritt frin 6verflodigt substrat eller inhibitor.

Efter fullstindig atersuspension eller, om det giller obehandlat slam, ta ett prov strax fore anvindning for
bestimning av torrvikten for suspenderade fasta amnen.
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Ett annat alternativ 4r att homogenisera aktiverat slam (3-5 g suspenderade fasta dmnen/l). Behandla slammet i
en Waring-blandare i 2 minuter pd medelhastighet. Lt det blandade slammet sdtta sig i 30 minuter eller vid
behov lingre och dekantera vitskan for anvindning som inokulat (cirka 10 mg/l mineralmedium).

Ytterligare minskning av CO,-utveckling i kontrollprovet for bakgrundsvarde kan fis genom att lufta slammet
over natten med CO,-fri luft. Anvind 4 mg/l fasta dmnen fran aktiverat slam som koncentration for inokulatet i
detta test (13).

Sekundrt avloppsutflode

Alternativt kan inokulat tas frin sekundirt utflode frdn ett reningsverk eller en enhet i laboratorieskala som i
huvudsak tar emot avloppsvatten frin hushéll. Hall provet under aeroba forhéllanden och anvind det samma
dag som det tagits eller gor vid behov forkonditionering. Utflodet filtreras genom ett grovfilter for att avligsna
stora partiklar och darefter mits pH.

For att minska halten oorganiskt kol gor sparging av filtratet med CO,-fri luft (punkt 15 €) i 1 timme medan pH
halls pd 6,5 med hjilp av ortofosforsyra (punkt 20). Direfter aterstills pH-vérdet till det ursprungliga med
natriumhydroxid (punkt 21) och efter sedimentering cirka 1 timme tas en limplig volym av supernatanten for
inokulering. Genom sparging reduceras inokulatets halt av oorganiskt kol. Om t.ex. den maximala rekommen-
derade volymen av filtrerat utflode som genomgitt sparging (100 ml) per liter vatten anvants som inokulat, ar
miéngden oorganiskt kol i kontrollkirlen for bakgrundsvirde mellan 0,4 till 1,3 mg/l (14), vilket representerar
2-6,5 % av testkemikaliens kol vid 20 mg C/l och 4-13 % vid 10 mg C/l.

Ytvatten

Ett prov tas av lampligt ytvatten. Provet bor héllas i acroba forhdllanden och anvindas samma dag som det tas.
Vid behov bor provet koncentreras genom filtrering eller centrifugering. Den volym inokulat som anvénds i vart
och ett testkdrl bor bestimmas enligt kriterierna i punkt 26.

Jordar

Ett prov tas av limplig jord pd ned till 20 cm djup frdn jordytan. Stenar, vixtrester och invertebrater bor
avldgsnas fran jordprovet innan det séllas genom 2 mm maskor (vid behov kan provet torkas lite om det ér for
vétt for sdllning). Provet bor hallas under acroba forhéllanden och anvindas samma dag som det tas (om provet
transporteras i en lost sluten polyetenpdse kan det forvaras vid 2—4 °C upp till en ménad).

Forkonditionering av inokulat

Inokulatet kan férkonditioneras for forsoksforhdllandena men far inte foranpassas till testkemikalien. Genom
forkonditionering kan man minska bakgrundsutveckling av CO, i kontrollkirlen. Forkonditionering innebir att
aktiverat slam luftas efter utspadning i testmediet till 30 mg/l med fuktig CO,-fri luft upp till 5-7 dagar vid
testtemperatur.

TESTFORFARANDE
Antal flaskor

Antalet flaskor (se punkt 15 a) som behovs for ett test beror pad analysfrekvensen och testets tidslingd.

Det rekommenderas att ett triplikat flaskor analyseras efter ett tillrickligt antal tidsintervall s att tiodagars-
fonstret kan faststillas. Minst fem testflaskor (se punkt 15 a) frdn uppsittningarna a, b och ¢ (se punkt 42)
analyseras i slutet av testet, som grund for berikning av 95 %-konfidensintervall for den genomsnittliga pro-
centuella biologiska nedbrytningen.

Inokulerat medium

Inokulatet anvinds vid en koncentration pd 4 mg/l aktiverat slam riknat som torrvikt. Bered omedelbart fore
anvindning tillracklig méingd inokulerat medium genom tillsittning av t.ex. 2 ml lampligt behandlat aktiverat
slam (se punkterna 27-32) med 2 000 mg/l till 1 liter mineralsaltmedium (se punkt 19). Nir sekundirt avlopps-
utflode ska anvindas, tillsdtt upp till 100 ml utflode (se punkt 33) till 900 ml mineralsaltmedium (se punkt 19)
och spiad till 1 liter med medium.
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Beredning av flaskor

Alikvoter av inokulerat medium doseras till replikatflaskor sd att kvoten mellan ovanforliggande utrymme och
vatten dar 1:2 (tillsatt tex. 107 ml till flaskor med 160 ml kapacitet). Andra kvoter kan anvindas, men se
varningarna i punkt 11. Oavsett vilken typ av inokulat som anvinds ar det viktigt att se till att det inokulerade
mediet blandas tillrickligt for att sikerstilla enhetlig fordelning i testflaskorna.

Flaskuppsittningarna (punkt 15 a) bereds enligt foljande:

a) Testkdrl (betecknade Fy) som innehéller testkemikalie.

b) Kontrollkirl for bakgrundsvirde (betecknade Fg) som endast innehéller testmedium plus inokulat; likasa
maste alla eventuella kemikalier, losningsmedel, agenter eller glasfiberfilter som anvinds for att infora test-
kemikalien i testkirlen tillsittas.

¢) Kairl (betecknade F) for kontroll av forfarandet med referenskemikalien.

d) Vid behov, kirl (betecknade F) for kontroll av eventuell inhiberande effekt fran testkemikalien som innehéller
bade testkemikalie och referenskemikalie vid samma koncentrationer (punkt 24) som i flaskorna Fy och Fe.

¢) Kirl (betecknade Fg) for kontroll av eventuell abiotisk sonderdelning som i led a plus 50 mg/l HgCl, eller
steriliserade pd annat sitt (t.ex. i autoklav).

Vattenlosliga testkemikalier och referenskemikalier tillsitts som vattenbaserade stamlosningar (punkterna 22, 23
och 24) sd att koncentrationer pd 10-20 mg C/1 erhélls.

Olosliga testkemikalier och olosliga referenskemikalier tillsatts flaskorna pd olika sitt (se punkt 22 a—e) beroende
pd testkemikaliens natur, antingen fore eller efter tillsittning av inokulerat medium, beroende pd metoden for
behandling av testkemikalien. Om ndgot av de forfaranden som anges i punkt 22 a-e anvinds ska kontroll-
flaskorna for bakgrundsvirde Fy (punkt 42 b) behandlas pd samma sitt, men testkemikalien och referens-
kemikalien utesluts.

Flyktiga testkemikalier ska injiceras i forslutna flaskor (punkt 47) med anvindning av mikrospruta. Dosen
berdknas utifrdn injicerad volym och testkemikaliens densitet.

Vid behov bor vatten tillsittas, for att fo samma vitskevolym i varje kdrl. Det ar viktigt att se till att kvoten
mellan utrymmet ovanfor vitskan och vitska (i regel 1:2) och koncentrationen testkemikalie 4r sddana att det
finns tillrackligt med syre i utrymmet ovanfor vitskan for fullstindig biologisk nedbrytning.

Direfter forseglas alla flaskor med t.ex. butylgummipropp (septum) och kapsyllock av aluminium. Om flyktiga
kemikalier testas, tillsitts de i detta skede (punkt 45). Om 6vervakning ska géras av DOC-koncentrationsminsk-
ningen i testlosning och tidpunkt noll-analyser goras for ursprunglig koncentration av oorganiskt kol (sterila
kontroller, punkt 43 e) eller andra determinanter, tas ett limpligt prov fran testkidrlet. Ddrefter slings testkarlet
och dess innehall.

De forslutna flaskorna placeras pa ett roterande skakbord (punkt 15 d) ddr skakhastigheten ar tillricklig for att
hilla flaskornas innehall vil blandat och suspenderat (t.ex. 150-200 rpm), och inkuberas i morker vid 20 °C
som bor héllas inom + 1 °C.

Provtagning

Provtagningsschemat beror pd lagperioden och den kinetiska hastigheten for testkemikaliens biologiska ned-
brytning. Flaskorna tas for analys pa provtagningsdagen, och provtagning bor goras minst varje vecka eller oftare
(tex. tvd ganger i veckan) om en fullstindig nedbrytningskurva onskas. Behovligt antal replikatflaskor tas frén
skakbordet sd att Fr, Fz och Fe representeras, och, i forekommande fall F; och Fg (se punkt 42). Testperioden édr
normalt 28 dagar. Om bionedbrytningskurvan tyder pa att platifasen har ntts tidigare 4n efter 28 dagar, kan
testet avslutas tidigare. Ta prover fran de fem flaskor som reserverats for testdag 28 for analys, och anvind
resultaten for att berdkna konfidensintervall eller variationskoefficient for procentandelen biologisk nedbrytning.
Provtagning frén flaskor som representerar kontrollerna av inhibering och abiotisk nedbrytning behover inte
goras lika ofta som for de 6vriga flaskorna — dag 1 och dag 28 ir tillrackligt.
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Analys av oorganiskt kol

CO,-produktionen i flaskorna bestims genom att mita Gkningen av koncentrationen oorganiskt kol under
inkubationen. Det finns tvd metoder som rekommenderas for matning av miangden oorganiskt kol som pro-
duceras under testet; dessa beskrivs nedan. Eftersom metoderna kan ge ndgot avvikande resultat, bor endast en
av metoderna anvandas vid en testkorning.

Metod a rekommenderas om mediet sannolikt innehéller rester av t.ex. glasfilterpapper och/eller oloslig test-
kemikalie. Analysen kan goras med gaskromatograf om kolanalysator inte finns att tillgd. Det ar viktigt att
flaskorna har testtemperatur eller ndra testtemperatur ndr gasen i utrymmet ovanfor vitskan analyseras. Metod b
kan vara enklare for laboratorier som anvinder kolanalysatorer for att mita oorganiskt kol. Det ar viktigt att
natriumhydroxidlosningen (punkt 21) som anvinds for att omvandla CO, till karbonat dr antingen nyberedd
eller att 16sningens halt av oorganiskt kol ar kidnd, sa att detta kan beaktas vid berdkning av testresultaten (se
punkt 66 b).

Metod a: forsurning till pH <3

Fore varje analyssats ska analysatorn av oorganiskt kol kalibreras med hjilp av en limplig standard (t.ex. 1%
wlw CO, i N,). Koncentrerad ortofosforsyra (punkt 20) injiceras genom varje provtagningsflaskas gummipropp
for att sinka mediets pH till < 3 (tillsdtt t.ex. 1 ml till 107 ml testmedium). Flaskorna sitts tillbaka pd skakbor-
det. Efter en timme pa skakbordet i testtemperatur avligsnas flaskorna, alikvoter (t.ex. 1 ml) av gas dras ur
utrymmet ovanfor vitskan i varje flaska och injiceras i analysatorn for oorganiskt kol. De uppmatta koncent-
rationerna oorganiskt kol registreras som mg C/l.

Principen med denna metod &r att efter forsurning till pH < 3 och stabilisering vid 20 °C, fa en jamviktskonstant
for fordelningen av CO, mellan vitske- och gasfaserna i testflaskorna som 4r 1,0 ndr den uppmits som en
koncentration (13). Detta bor demonstreras for testsystemet minst en géng, enligt foljande:

Lagg upp flaskor som innehéller 5 och 10 mg/l oorganiskt kol med anvindning av vattenfritt natriumkarbonat
(Na,CO3) i CO,fritt vatten som beretts genom forsurning av vatten till pH 6,5 med koncentrerad ortofosforsyra
(punkt 20), med sparging over natten med CO,-fri luft och dérefter hojning av pH till neutralt med alkali. Se till
att kvoten mellan utrymmet ovanfor vitskan och vitskans volym 4r samma som vid testningen (t.ex. 1:2).
Forsura och stabilisera till jamvikt enligt beskrivningen i punkt 52 och mit koncentrationerna av oorganiskt kol
i badde gas- och vitskefasen. Kontrollera att bdda koncentrationerna 4r desamma inom grénserna for forsoksfel.
Om de inte ér det, bor forfarandena ses over. Denna kontroll av fordelningen av oorganiskt kol mellan vitske-
och gasfasen behover inte goras varje ging testet utfors, men kan rutinmdissigt goras ndr kalibrering utfors.

Om DOC-eliminering ska mitas (endast vattenlosliga testkemikalier) bor proverna tas fran vitskefasen i separata
(icke-forsurade) flaskor, membranfiltreras och injiceras i DOC-analysatorn. Dessa flaskor kan enligt behov
anvindas for andra analyser for matning av primar bionedbrytning.

Metod b: omvandling av CO, till karbonat

Fore varje analyssats ska analysatorn for oorganiskt kol kalibreras med hjilp av lamplig standard, t.ex. en 16sning
av natriumbikarbonat (NaHCO3) i CO,-fritt vatten (se punkt 53) inom omrddet 0-20 mg/l riknat som oorga-
niskt kol. Natriumhydroxidlosning (7 M, punkt 21) (tex. 1 ml till 107 ml medium) injiceras genom varje
provtagningsflaskas gummipropp och flaskorna skakas i en timme vid testtemperaturen. Anvind samma Na-
OH-losning for alla flaskor som tas till provtagning pd en viss dag, men inte nodvindigtvis for alla prov-
tagningar under hela testets gdng. Om absoluta bakgrundsvirden for oorganiskt kol kravs vid alla provtagningar,
maste bestimning av oorganiskt kol goéras for NaOH-losningen varje ging den anvinds. Flaskorna tas ur
skakbordet och innehéllet fir sitta sig. Limpliga volymer (t.ex. 50-1 000 pl) av vitskefasen i varje kérl dras
ut med injektionsspruta. Proverna injiceras i analysatorn for oorganiskt kol och koncentrationerna registreras.
Man bor se till att analysatorn ar tillborligt utrustad for att tdla de alkaliska prover som analyseras i denna
metod.

Principen med metoden r att efter tillsdttning av alkali och omskakning, ska koncentrationen av oorganiskt kol
i utrymmet ovanfor vitskan vara negligerbar. Detta bor kontrolleras for testsystemet minst en gdng med
anvindning av standarder for oorganiskt kol, tillsats av alkali, jamviktsstabilisering och mitning av koncent-
rationen oorganiskt kol bade i gas- och vitskefasen (se punkt 53). Koncentrationen i gasfasen bor nirma sig
noll. Denna kontroll av virtuell fullstindig absorption av CO, behéver inte goras varje gang testet utfors.

Om DOC-eliminering ska mdtas (endast vattenlosliga testkemikalier) bor proverna tas fran vitskefasen i separata
flaskor (som inte innehéller tillsatt alkali), membranfiltreras och injiceras i DOC-analysatorn. Dessa flaskor kan
enligt behov anvindas for andra analyser for matning av primér bionedbrytning.
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DATA OCH RAPPORTERING
Berikning av resultaten

Utifran ett antagande om 100 % mineralisering av testkemikalie till CO,, motsvarar det ThIC utéver det som
produceras i kontrollkdrlen for bakgrundsvirde det TOC som tillfordes till varje testkirl i testets borjan, vilket
betyder att

ThIC = TOC

Totalmassan (mg) oorganiskt kol (TIC) i varje flaska 4r da

TIC = (mg C i vdtskan + mg C i gasfasen) = (V| x C) + (Vy x Cp) Ekvation 1

dar:

V. = volymen vitska i flaskan (liter),

C. = koncentrationen oorganiskt kol i vitskan (mg/l raknat som kol),

<
T
1

= gasfasens volym (liter),

Cy

koncentrationen oorganiskt kol i gasfasen (mg/l raknat som kol).

Berikningarna av totalt oorganiskt kol for de tvd analysmetoderna som anvinds for métning av oorganiskt kol i
detta test beskrivs nedan i punkterna 60 och 61. Den procentuella bionedbrytningen (% D) i vart och ett fall fis
genom foljande:

TIC, — TIC
7( t ) x 10

TOC 0 Ekvation 2

%D =

dar:

TIC, = mg TIC i testflaskan vid tidpunkten t,

TIC, = genomsnitt fér mg TIC i kontrollflaskorna for bakgrundsvirde vid tidpunkten t,
TOC = mg TOC som i borjan tillfordes testkarlet.

Den procentuella andelen biologisk nedbrytning % D berdknas for flaskorna for test (Fy), referens (Fo) och, om
inhibitionsovervakning gors, overvakning (F) utifrdn de respektive mangder TIC som producerats fram till varje
provtagningstidpunkt.

Om det har forekommit en betydande 6kning av TIC i de sterila kontrollerna (Fs) over testperioden, kan man
sannolikt sluta sig till att det har forekommit abiotisk nedbrytning av testkemikalien, och detta méste beaktas vid
berdkning av D i ekvation 2.

Forsurning till pH <3

Eftersom forsurning till pH < 3 och balansering till jamvikt leder till utjgmning av TIC-koncentrationen i vatske-
och gasfaserna, behover endast IC-koncentrationen i gasfasen madtas. Fran ekvation 1 fis sdledes TIC = (V| +
Vi) x Cy = Vy x Cy, dir Vi = serumflaskans volym.
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Omvandling av CO, till karbonat

I denna metod gors berdkningarna sdsom i ekvation 1, men den negligerbara miangden IC i gasfasen ignoreras,
dvs. VH X CH = 0 och TIC = VL X CL'

Presentation av resultaten

En bionedbrytningskurva fis genom att plotta den procentuella biologiska nedbrytningen D mot inkubations-
tiden och, om mojligt, lagfasen, bionedbrytningsfasen, tiodagarsfonstret och platdfasen (den fas dd maximal
nedbrytning har uppnétts och bionedbrytningskurvan fasar ut). Om det finns jamforbara resultat for parallella
testkérl Fp (< 20 % skillnad), plottas en genomsnittskurva (se figur 1 i tilligg 2), och om inte, plottas kurvor for
varje kirl. Genomsnittsvirdet for den procentuella bionedbrytningen i platifasen bestims eller det hogsta vardet
uppskattas (t.ex. nir kurvan gir nedat i platdfasen), men i det senare fallet bor man se upp att det inte handlar
om ett utomliggande virde. Ange i testrapporten den maximala nivan av biologisk nedbrytning sisom test-
kemikaliens grad av bionedbrytning. Om antalet testkdrl inte varit tillrdckligt for att platafasen ska framga,
anvinds uppmitta data under testets sista dag for att berdkna ett medelvirde. Detta sista virde, medelvirdet av
fem replikat, indikerar den precision med vilken den procentuella biologiska nedbrytningen bestimts. Rapportera
ocksa det virde som erholls i slutet av tiodagarsfonstret.

Plotta pd samma sitt en kurva for referenskemikalien F- och, i forekommande fall, for den abiotiska elimine-
ringskontrollen Fg och inhiberingskontrollen Fy.

Mingderna TIC i kontrollkirlen (Fp) registreras, liksom méngderna i flaskorna Fg (abiotisk kontroll), om dessa
kérl har ingtt i testet.

Berdkna D for F-kirlen, pd grundval av teoretiskt IC-virde uppskattat endast frdn blandningens referenskom-
ponent. Om pd dag 28 [(Dyc () — Dy (¥))/Dgcl * 100 > 25 %, kan man anta att testkemikalien har inhiberat
inokulatets aktivitet och detta kan vara orsaken till ligre virden pd Dy som erhallits under testbetingelserna. Da
méste testet upprepas med en ligre testkoncentration och helst dven med mindre DIC i inokulatet och TIC som
bildas i kontrollkdrlen, eftersom den ligre koncentrationen annars minskar metodens precision. Alternativt kan
ett annat inokulat anvindas. Om det i flaskorna Fg (abiotiska) observeras en betydande 6kning (> 10 %) av
miéngden TIC, kan abiotiska nedbrytningsprocesser ha intriffat.

Resultatens giltighet

Ett test anses vara giltigt om

a) den genomsnittliga procentuella nedbrytningen i Fe-kérl (som innehaller referenskemikalie) dr > 60 % senast
den 14:e dagen efter inkubation, och

b) den genomsnittliga mingden TIC i kontrollkdrlen Fy i slutet av testet &r > 3 mg C/L.

Om dessa grinsvirden inte nds, miste testet upprepas med inokulat frin en annan kélla och/eller testforfaran-
dena bor ses over. Om tex. en hog produktion av IC i kontrollkdrlen ir ett problem, bor forfarandet enligt
punkterna 27-32 anvindas.

Om testkemikalien inte nar upp till 60 % ThIC och inte visat sig vara inhiberande (punkt 65) kan testet upprepas
med 6kad koncentration av inokulat (upp till 30 mg/l) aktiverat slam och 100 ml utflode/l) eller inokulat fran
andra killor, sdrskilt om nedbrytningen har legat inom omrddet 20-60 %.

Tolkning av resultaten

Biologisk nedbrytning > 60 % inom tiodagarsfonstret demonstrerar i detta test att testkemikalien dr biologiskt
lattnedbrytbar i aeroba betingelser.

Om grinsvirdet pad 60 % ThIC inte uppnds, bestim pH-virdet i mediet i flaskor som inte har forsurats eller
alkaliserats — ett varde lagre dn 6,5 kan tyda pa att nitrifikation har intriffat. Upprepa i sd fall testet med en
buffertlosning med hogre koncentration.

(") Procentuell nedbrytning i Fe-kirl (som innehéller referensimne).
(%) Procentuell nedbrytning i F-kérl.
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Testrapport

Sammanstdll en tabell med % D for varje flaska med testkemikalie (Fy), referenskemikalie (F) och, i forekom-
mande fall, inhibitionskontroll (F) for varje provtagningsdag. Om jamforbara resultat erhalls for replikatflaskor,
plotta en kurva med genomsnittet av % D mot tiden. Registrera mingden TIC i kontrollerna (Fg) och i de sterila
kontrollerna (Fs) DOC och/eller andra determinanter och den procentuella elimineringen.

Bestim genomsnittsvirdet for % D for platifasen eller anvind det hogsta virdet om bionedbrytningskurvan gér
nedét i platifasen, och rapportera detta som graden bionedbrytning for testkemikalien. Det ar viktigt att se till
att i det senare fallet se till att det hogsta virdet inte 4r ett utanforliggande virde.

Testrapporten ska innehalla foljande information:

Testkemikalie:

— Trivialnamn, kemisk beteckning, CAS-nummer, strukturformel och relevanta fysikalkemiska egenskaper.

— Testkemikaliens renhet (orenheter).

Testbetingelser:

— Hanvisning till denna testmetod.

— Beskrivning av testsystemet (t.ex. kirlvolym, kvoten mellan volymen gasfas och volymen vitskefas, omrér-
ningsmetod osv.).

— Applicering av testkemikalie och referenskemikalie till testsystemet, testkoncentration och mingd kol som
doserats till var och en testflaska, eventuell anvindning av losningsmedel.

— Uppgifter om inokulat, eventuell forbehandling och forkonditionering.

— Inkubationstemperatur.

— Validering av IC-analysens princip.

— Huvudegenskaper for IC-analysatorn (och alla andra analysmetoder som anvints).

— Antalet replikat.

Resultat:

— Rddata och beriknade virden for biologisk nedbrytning i tabellform.

— Kurva 6ver procentuell nedbrytning av test- och referenskemikalierna mot tiden, lagfas, nedbrytningsfas,
tiodagarsfonster och lutning.

— Procentandelen eliminering vid platdfasen, vid testets slut och efter tiodagarsfonstret.

— Motiveringar for eventuella forkastade testresultat

— Ovriga fakta som ir relevanta for de forfaranden som har anvints.

— Diskussion om resultaten.
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Tillagg 1
FORKORTNINGAR OCH DEFINITIONER
IC: oorganiskt kol.

ThCO,: teoretisk koldioxid (mg) 4r den mingd koldioxid som enligt berdkningar produceras frin kind eller beriknad
kolhalt i testkemikalien vid fullstindig mineralisering, ocksd uttryckt som mg koldioxid som utvecklas per mg testkemi-
kalie.

DOC: upplost organiskt kol dr den méingd organiskt kol som finns i losningen eller som passerar ett 0,45-mikrometers
filter eller som blir kvar i centrifugatet efter centrifugering vid cirka 4 000 g (cirka 40 000 m s72) i 15 minuter.

DIC: upplost oorganiskt kol.
ThIC: teoretiskt oorganiskt kol.
TIC: totalt oorganiskt kol.

litt bionedbrytbar: en godtycklig klass kemikalier som har klarat vissa specifika screeningtester for fullstindig bio-
nedbrytning; dessa tester dr sd kravande att man antar att kemikalierna snabbt bryts ned fullstindigt i vattenmiljo i aeroba
betingelser.

tiodagarsfonster: de 10 dagar som foljer omedelbart efter att 10 % biologisk nedbrytning har uppnétts.

litt biologisk nedbrytbarhet: en klassificering for en kemikalie for vilken det finns otvetydiga beligg for biologisk
nedbrytbarhet (primar eller fullstindig) i alla tester for biologisk nedbrytbarhet.

fullstindig aerob biologisk nedbrytning: den niva av nedbrytning som nds nir testkemikalien har férbrukats totalt av
mikroorganismer under utveckling av koldioxid, vatten, mineralsalter och nya mikrobiella celler (biomassa).

mineralisering: mineralisering dr en fullstindig nedbrytning av en organisk kemikalie till CO, och H,O i acroba
forhéllanden, och till CH,, CO, och H,O i anaeroba forhéllanden.

lagfas: tiden frin teststart fram till acklimatisering och/eller anpassning av de nedbrytande mikroorganismerna och nir
nivén for biologisk nedbrytning av en testkemikalie eller organiskt material har ndtt upp till en detekterbar nivé (t.ex.
10 % teoretisk biologisk nedbrytning, eller ligre, beroende pd mitningsteknikens precision).

nedbrytningsfas: tiden frin lagfasens slut fram till den tidpunkt dd 90 % av maximinivdn for nedbrytning har natts.
platéfas: platdfasen intriffar nir maximal nedbrytning har uppndtts och bionedbrytningskurvan fasar ut.

testkemikalie: alla 4mnen eller blandningar som testas med denna testmetod.
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Ordlista:

Tilligg 2

Exempel pa en bionedbrytningskurva

Figur 1
Biologisk nedbrytning av 1-oktanol i CO, Headspace-test
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C.30 BIOACKUMULERING I JORDLEVANDE OLIGOCHAETER (FABORSTMASKAR)

INLEDNING

Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje 317 (2010). Bland testmetoderna rérande omvandling, sprid-
ning och nedbrytning i miljon publicerades Biokoncentration: Genomflodestest med fisk (kapitel C.13 i denna
bilaga (49)) och bioackumulering i sedimentlevande bottenlevande oligochaeter (53) 1996 respektive 2008. Att
extrapolera data om bioackumulering i vattenlevande organismer till jordlevande organismer sdsom daggmaskar
ar svart eller omojligt. Modellberdkningar baserade pa en testkemikalies lipofilicitet, t.ex. (14) (37), anvinds for
nirvarande for bedomning av bioackumulering av kemikalier i jord, sdsom t.ex. i EU:s tekniska viglednings-
dokument (19). Behovet av en miljospecifik testmetod har redan tagits upp, tex. (55). En sddan metod ir
sarskilt viktig for utvirdering av sekundir forgiftning i livsmedelskedjan for jordlevande organismer (4). Det
finns flera nationella testmetoder som behandlar bioackumulering i andra organismer an fisk, t.ex. (2) och (72).
En metod fér mitning av bioackumulering fran férorenade jordar i daggmaskar (Eisenia fetida, Savigny) och
ringmaskar har utvecklats av. American Society for Testing and Materials (3). Genom en internationellt accep-
terad metod for bestimning av bioackumulering i spikad jord forbittras riskbedomningen av kemikalier i
ekosystem i jordar, tex. (25) (29).

Jorddtande invertebrater utsdtts for jordbundna kemikalier. Bland dessa spelar jordlevande oligochaeter (fiborst-
maskar) en viktig roll for jordarnas struktur och funktion (15) (20). Jordlevande oligochaeter lever i jorden och
delvis pé jordytan (sdrskilt i fornaskiktet) och de representerar ofta de vanligaste arterna i termer av biomassa
(54). Genom att dessa skoter bioturbation av jorden och dven utgor byte kan de ha en stark inverkan pé
kemikaliers biotillginglighet for andra organismer sdsom invertebrater (t.ex. jagande kvalster och skalbaggar,
tex. (64)) eller jagande ryggradsdjur (t.ex. rdvar och mdsar) (18) (62). Vissa arter av jordlevande oligochaeter
som for ndrvarande anvinds for ekotoxikologisk testning beskrivs i tilligg 5.



L 81/232

Europeiska unionens officiella tidning

19.3.2014

I ASTM:s Standard Guide for Conducting Laboratory Soil Toxicity or Bioaccumulation Tests with the Lumbricid
Earthworm Eisenia fetida and the Enchytraeid Potworm Enchytraeus albidus (3) finns ménga visentliga och
anvindbara uppgifter for hur man kan genomfora denna testmetod for bioackumulering. Ovriga dokument
som det hénvisas till inom den hir testmetoden 4r kapitel C.13 i denna bilaga, Biokoncentration: Genomflodes-
test med fisk (49) och OECD:s testriktlinje 315: bioackumulering i sedimentlevande bottenlevande oligochaeter
(53). Testmetoden bygger ocksd i hog grad pd praktisk erfarenhet fran studier om bioackumulering i jordar och
publicerad litteratur, t.ex. (1) (5) (11) (12) (28) (40) (43) (45) (57) (59) (76) (78) (79).

Testmetoden limpar sig bist for stabila, neutrala organiska kemikalier som tenderar att adsorberas till jordar.
Testning av bioackumulering av stabila metallorganiska foreningar som binds till jord kan goras med denna
testmetod. Testet kan ocksd anvindas for metaller och andra sparelement.

FORUTSATTNINGAR

Tester for mdtning av bioackumulering av en kemikalie i jordlevande oligochacter har gjorts med tungmetaller
(se tex. (63)) och linglivade organiska kemikalier med log K-virden mellan 3,0 och 6,0, t.ex. (40). Sidana
tester kan ocksd anvindas for

— kemikalier som har log K, pd 6,0 eller hogre (superhydrofoba kemikalier),

— kemikalier som tillhor en klass av organiska kemikalier som ar kidnda for att ha potential att bioackumuleras
i levande organismer, t.ex. ytaktiva eller mycket adsorptiva kemikalier,

— kemikalier vars strukturella egenskaper indikerar potential f6r bioackumulering, t.ex. analoger till kemikalier
med kind bioackumuleringspotential,

— metaller.

Information om testkemikalien, sisom trivialnamn, kemiskt namn (helst enligt IUPAC), strukturformel, CAS-
nummer, renhet, sikerhetstgarder, limpliga lagringsforhdllanden och analysmetoder bor inhdmtas innan stu-
dien inleds. Dirutéver bor det finnas information om

a) vattenloslighet,

b) fordelningskoefficient oktanol-vatten, K,

¢) fordelningskoefficient jord-vatten, K,

d) angtryck,

¢) nedbrytbarhet (t.ex. i jord, vatten),

f) kinda metaboliter.

Radioaktivmirkta eller inte radioaktivmirkta testkemikalier kan anvdndas. For att underldtta analysen rekom-
menderas dock radioaktivmarkta testkemikalier. Beslutet bor baseras pd detektionsgranser eller krav péd att mita
ursprunglig kemikalie och metaboliter. Om en radioaktivmarkt testkemikalie anvinds och totala radioaktiva
rester mats, ar det viktigt att de radioaktivmarkta resterna bade i jorden och i testorganismerna analyseras for
procentandelar av ursprunglig testkemikalie och radioaktivmirkta metaboliter, t.ex. i prover som tas i stabilt
tillstdnd eller i slutet av upptagningsfasen, for att gora det mojligt att berdkna bioackumuleringsfaktor (BAF) for
den ursprungliga testkemikalien och berdrda metaboliter i jorden (se punkt 50). Den metod som beskrivs har
mdste eventuellt modifieras, t.ex. for att ge tillrdcklig biomassa for métning av organiska testkemikalier som inte
ar radioaktivmirkta eller metaller. Ndr totalmédngden radioaktiva rester har uppmitts (genom vitskescintill-
lationsrakning efter extraktion, forbrinning eller vivnadsupplosning), baserar sig bioackumuleringsfaktorn pa
den ursprungliga kemikalien och metaboliterna. Berdkningen av bioackumuleringsfaktorn bor helst baseras pé
den ursprungliga testkemikaliens koncentration i organismerna och totalmingden radioaktiva rester. Ackumu-
leringsfaktorn biota-jord (BSAF), normaliserad till maskens fettinnehdll och jordens halt organiskt kol (OC) ska
alltsd berdknas utifrdn BAF, med tanke pd jamforbarhet mellan resultat frdn olika bioackumuleringstest.
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Testkemikaliens toxicitet for de arter som anvinds i testet bor vara kind, t.ex. en effektkoncentration (EC,) eller
en dodlig koncentration (LC,) vid tidpunkten for upptagningsfasen, t.ex. (19). Den valda koncentrationen for
testkemikalien bor helst vara 1 % av akut asymptotiskt LC5y och bor vara minst tiofaldig jamfort med detek-
tionsgrdnsen i jord med den analysmetod som anvinds. Helst bor toxicitetsvirden, om sddana finns, frin
langvariga studier om subletala endpoints anvindas (51) (52). Om sddana uppgifter inte finns kan test om
akut toxicitet ge virdefull information (se t.ex. (23)).

Det bor finnas en lamplig analysmetod med kind exakthet, precision och kinslighet for kvantifiering av
kemikalien i testlosningarna, i jorden och i det biologiska materialet, tillsammans med uppgifter om beredning
och lagring av savil prover som sikerhetsdatablad. De analytiska detektionsgrinserna for testkemikalien i jord
och maskvivnad bér ocksi vara kinda. Om en !'*C-mirkt testkemikalie anvinds, bor den specifika radio-
aktiviteten (Bq mol™) och den procentuella andelen radioaktivitet associerad med orenheter vara kinda. Test-
kemikaliens specifika radioaktivitet bor vara tillrackligt hog for att mojliggora analys, och de testkoncentrationer
som anvands fir inte framkalla toxiska effekter.

Testet kan genomforas med syntetiska eller naturliga jordar. Information om egenskaper hos naturlig jord som
anvinds, tex. ursprung eller bestindsdelar, pH, halten organiskt kol, partikelstorleksfordelning (procentandel
sand, dy och lera) och vattenhallningskapacitet (WHC), bor vara kdnd innan testet inleds (3) (48).

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Till de parametrar som karakteriserar en testkemikalies bioackumulering hor bioackumuleringsfaktorn (BAF),
upptagningskonstanten (kg och elimineringskonstanten (k). Definitioner av begreppen finns i tilligg 1.

Testet bestdr av tva faser: upptagningsfasen (exponering) och elimineringsfasen (efter exponering). Under upp-
tagningsfasen exponeras replikerade grupper av maskar for jord som har spikats med testkemikalien. I tillagg till
testdjuren hélls kontrollgrupper av maskar under identiska forhallanden utan testkemikalie. Testorganismernas
torrvikt och fettinnehdll mits. Detta kan goras med maskarna i kontrollgruppen. Analytiska bakgrundsvirden
kan fds genom att analysera prover av kontrollmaskarna och kontrolljorden. For elimineringsfasen flyttas
maskarna till en jord som inte innehéller testkemikalie. En elimineringsfas krdvs alltid, med undantag for om
upptaget av testkemikalie under exponeringen har varit obetydligt. Elimineringsfasen ger information om den
hastighet med vilken testkemikalien utsondras av testorganismerna (se t.ex. (27)). Om stabilt tillstdnd inte
uppnds under upptagningsfasen bor bestimningen av de kinetiska parametrarna — kinetisk bioackumulerings-
faktor BAF,, upptagnings- och elimineringskonstanterna — helst baseras pd simultan anpassning av resultaten
frén upptagnings- och elimineringsfaserna. Koncentrationen av testkemikalie i/pd maskarna kontrolleras under
testets bada faser.

Under upptagningsfasen gors métningar vid provtagningstidpunkterna upp till 14 dagar (enchytraeider) eller 21
dagar (daggmaskar) tills stabilt tillstand uppnds (11) (12) (67). Stabilt tillstind uppnds nir en kurva som plottas
for koncentrationen i maskarna mot tiden blir parallell med tidsaxeln, och tre pd varandra foljande koncent-
rationsanalyser pd prover som tas med minst tvd dagars mellanrum inte varierar med mer 4n * 20 % sins-
emellan baserat pd statistiska jamforelser (t.ex. variansanalys, regressionsanalys).

For elimineringsfasen overfors testorganismerna till kirl som innehéller samma substrat men ingen testkemi-
kalie. Under elimineringsfasen gors matningar vid provtagningstidpunkterna under 14 dagar (enchytraeider) eller
21 dagar (daggmaskar), utom om tidigare analytisk bestimning visar en minskning pa 90 % av testkemikalie-
rester i maskarna. Koncentrationen av testkemikalie i maskarna i slutet av elimineringsfasen rapporteras som
icke-eliminerade rester. Bioackumuleringsfaktorn vid stabilt tillstind (BAF,) beriknas helst bdde som kvoten
mellan koncentrationen i maskarna (Ca) och i jorden (Cs) vid uppenbar klart faststillt stabilt tillstind, och som
en kinetisk bioackumuleringsfaktor (BAFK) som kvoten mellan upptagningsfaktorn (k) och elimineringskon-
stanten (k.) (for definitioner, se tilligg 1) utifrdn ett antagande om forsta ordningens kinetik (for berdkningar, se
tilligg 2). Om forsta ordningens kinetik uppenbart inte kan tillimpas, bor andra modeller anvindas.

Upptagningskonstanten, elimineringskonstanten (eller konstanterna, om andra modeller ingdr), den kinetiska
bioackumuleringsfaktorn (BAFK) och, dir det 4r mojligt, konfidensgranserna for var och en av dessa parametrar
berdknas utifrdn datoriserade modellekvationer (se vigledning i tilligg 2). Anpassningens kvalitet (Goodness of
fit) for valfri modell kan goras t.ex. utifrdn korrelationskoefficienten eller determinationskoefficienten (koeffici-
enter néra ett tyder pd god kvalitet) eller testas med chi-tvd-test. Aven virdet pd medelfelet eller konfidensgran-
sen kring de uppskattade parametrarna kan ge indikation pd anpassningens kvalitet fér modellen.

For att minska testresultatens variation for testkemikalier med hog lipofilicitet bor bioackumuleringsfaktorerna
uttryckas i forhallande till fettinnehdllet och halten organiskt kol (kg organiskt kol i jorden per kg fett i mask).
Denna princip dr baserad pd att det for vissa kemiska klasser finns ett klart samband mellan potentialen for
bioackumulering och lipofilicitet, vilket har klart etablerats for fisk (47). Det finns ett forhallande mellan
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fettinnehéllet i fisk och bioackumulering av sddana kemikalier. For bottenlevande (bentiska) organismer har man
funnit liknande korrelationer (se t.ex. (30) (44)). Denna korrelation har dven pévisats for jordlevande oligo-
chaeter (se t.ex. (5), (6), (7) (14)). Om tillricklig midngd maskvivnad finns att tillgd, kan testdjurens fettinnehdll
bestimmas p& samma biologiska material som anvinds for bestimning av koncentrationen testkemikalie.
Alternativt kan kontrolldjur anvindas for mitning av fettinnehallet.

TESTETS GILTIGHET

For att ett test ska vara giltigt maste foljande kriterier uppfyllas for bade kontroll- och behandlingsgrupperna:

— Vid slutet av testet fir den totala dodligheten under upptagnings- och elimineringsfaserna inte overskrida
10 % (daggmaskar) eller 20 % (enchytraeider) av det totala antalet tillforda maskar.

— For Eisenia fetida och Eisenia andrei fir medelforlusten uppmatt vid slutet av upptagningsfasen och vid slutet
av elimineringsfasen inte Gverskrida 20 % jamfort med den ursprungliga farskvikten vid start av varje fas.

METODBESKRIVNING
Testarter

Det finns flera arter av jordlevande oligochaeter som rekommenderas for testning av bioackumulering. De oftast
anvinda arterna Eisenia fetida, Eisenia andrei (Lumbricidae), Enchytraeus albidus, Enchytraeus crypticus eller Enchytraeus
luxuriosus (Enchytraeidae) beskrivs i tilligg 5.

Apparatur

Uppmirksamhet bor fistas vid att undvika anvindning av material (géller alla delar av utrustningen) som kan
upplosas, adsorbera testkemikalien eller licka andra kemikalier och som kan ha negativa effekter pd testdjuren.
Standardmissiga rektanguldra eller cylindriska kirl gjorda av kemiskt inert material kan anvindas, av limplig
storlek for antalet testmaskar. Rostfritt stdl, plast eller glas kan anvindas for utrustning som ar i kontakt med
testmediet. Testkdrlen ska vara tillborligen tickta sd att maskarna inte kan komma ut, samtidigt som tillricklig
lufttillforsel sakerstills. For kemikalier med hoga adsorptionskoefficienter, sisom syntetiska pyretroider, kan det
vara nodvindigt med silaniserat glas. I sddana situationer méste utrustningen kasseras efter anvandning (49). Det
ar viktigt att se till att radioaktivmarkta testimnen och flyktiga kemikalier inte kan licka ut. Det bor finnas
fillor (t.ex. gastvittflaskor av glas) som innehaller limpliga adsorbenter som héller kvar eventuella rester som
avdunstar fran testkérlen.

Jord

Testjorden bor ha en kvalitet som ger testorganismerna mojlighet att Gverleva och helst foroka sig under
acklimatiserings- och testperioderna utan avvikelser fran normalt utseende och beteende. Maskarna bor vara
inne i jorden.

Den syntetiska jord som beskrivs i kapitel C.8 i denna bilaga (48) rekommenderas som substrat for testning-
arna. Beredning av syntetisk jord for anvindning i bioackumuleringstest och rekommendationer for hur denna
jord ska lagras beskrivs i tillagg 4. Lufttorkad syntetisk jord kan forvaras i rumstemperatur fram till anvind-
ningen.

Aven naturliga jordar frin oférorenade platser kan anvindas som test- och/eller odlingsjord. For naturjordar bér
minst anges ursprung (insamlingsplats), pH, halten organiskt kol, partikelstorleksférdelning (procentandel sand,
dy och lera), maximal vattenhéllningskapacitet (WHC,,,,) och procentuell andel vatten (3). Analys av jorden
eller dess bestandsdelar med avseende pd mikrofororeningar bor ge anvindbar information. Om filtjord fran
odlingsmark anvinds, fir den inte ha behandlats med vixtskyddsprodukter eller godsel frén behandlade djur
under minst ett ar eller med organiska godselmedel under minst sex ménader innan jordprovet tas (50). De
forfaranden som anvinds for hantering av naturjordar innan dessa jordar anvinds i ekotoxikologiska test med
oligochaeter i laboratoriet beskrivs i (3). For naturjordar bor forvaringstiden i laboratoriet minimeras.

Applicering av testkemikalien

Testkemikalien blandas in i jorden. Testkemikaliens fysikalkemiska egenskaper bor beaktas. En vattenloslig
testkemikalie bor upplosas fullstindigt i vatten innan den blandas med jorden. Det rekommenderade spiknings-
forfarandet for déligt vattenlosliga kemikalier 4r att en eller flera bestdndsdelar i (den syntetiska) jorden beldggs
med testkemikalien. Till exempel kan kvartssand eller en del av den drinkas in med en 19sning av testkemi-
kalien i lampligt organiskt losningsmedel som fir avdunsta lingsamt tills det torkat bort. Direfter kan den
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belagda jordfraktionen blandas i den vita jorden. En viktig fordel med detta forfarande ar att inget 16snings-
medel tillférs jorden. Nir naturjord anvinds kan testkemikalien tillsdttas genom att spika en lufttorkad del av
jorden enligt det som beskrivs ovan for syntetisk jord, eller genom att blanda in testkemikalien i vat jord, med
ett efterfoljande avdunstningssteg om ett solubiliseringsmedel anvinds. Allmént taget bor man sd langt som
mojligt undvika kontakt mellan vét jord och losningsmedel. Foljande bor beaktas (3):

— Om annat losningsmedel dn vatten anvinds, bor det vara blandningsbart med vatten ochfeller kunna
avligsnas (t.ex. genom avdunstning) sd att endast testkemikalien blir kvar i jorden.

— Om l6sningsmedelskontroll anvinds behovs ingen negativ kontroll. Losningsmedelskontrollen bor ha den
hogsta koncentrationen av losningsmedel som tillfors jorden och losningsmedlet bor hirstamma fran
samma sats som anvinds for beredning av stamlosningen. Losningsmedlets toxicitet och flyktighet och
testkemikaliens loslighet i det valda 16sningsmedlet bor vara de huvudsakliga kriterierna vid valet av lampligt
solubiliseringsmedel.

For kemikalier med dalig 16slighet i vatten och organiska 16sningsmedel kan 2,0-2,5 g finmald kvartssand per
testkarl blandas med mingden testkemikalie, t.ex. genom mortling, for att fd 6nskad testkoncentration. Bland-
ningen av kvartssand och testkemikalie tillfors den forhandsfuktade jorden och blandas omsorgsfullt med
lamplig mingd avjoniserat vatten for att fi onskad fukthalt. Den slutliga blandningen fordelas i testkérlen.
Forfarandet upprepas for varje testkoncentration och likasé bereds en limplig kontroll med 2,0-2,5 g finmald
kvartssand per testkarl.

Koncentrationen av testkemikalie i jorden bor faststillas efter spikning. Innan testorganismerna tillfors jorden
bor det kontrolleras att testkemikalien dr homogent fordelad i jorden. Metoden for spikning och motivering for
valet av ett visst spikningsforfarande bor rapporteras (24).

Jamvikten mellan jorden och porvattenfasen bor idealiskt sett etableras innan organismerna tillfors; en tids-
period pd fyra dagar vid 20 °C rekommenderas. For ett antal daligt vattenlosliga organiska kemikalier kan tiden
for att nd faktisk jamvikt mellan adsorberade och upplosta fraktioner raknas i dagar eller manader. Beroende pa
studiens dndamdl, t.ex. om man vill efterlikna vissa miljéforhéllanden, kan den spikade jorden fa "aldras” for en
langre period, t.ex. for metaller i tre veckor vid 20 °C (22).

Odling av testorganismer

Maskarna bor helst hallas i en permanent laboratorieodling. Vagledning om laboratorieodlingsmetoder for
Eisenia fetida och Eisenia andrei och arter av enchytraeider finns i tilligg 5 (se ocksd (48) (51) (52)).

Maskarna som anvinds for testet bor vara fria fran synliga sjukdomar, abnormaliteter och parasiter.

TESTFORFARANDE

Testorganismerna exponeras for testkemikalien under upptagningsfasen. Upptagningsfasen ska pagd i 14 dagar
(enchytraeider) eller 21 dagar (daggmaskar) utom om det kan pavisas att stabilt stadium har uppnatts.

For elimineringsfasen flyttas maskarna till en jord som inte innehéller testkemikalie. Den forsta provtagningen
bor goras 4-24 timmar efter elimineringsfasens borjan. Exempel pd provtagningsschema for en 21-dagars
upptagningsfas och en 21-dagars elimineringsfas finns i tillagg 3.

Testorganismer

Ménga arter av jordlevande enchytraeider har en mycket ldg individuell vikt (t.ex. 5-10 mg vatvikt per individ
for Enchytraeus albidus och mindre for Enchytraeus crypticus eller Enchytraeus luxuriosus). For vdgning och kemisk
analys kan det vara nodvindigt att poola maskarna i replikattestkarlen (dvs. alla maskar i ett replikatkérl for att
fd de analytiska vdvnadsresultaten). Tjugo individer enchytraeider tillfors varje replikat, och antalet replikat bor
vara minst tre. Om testkemikaliens analytiska detektionsgrins dr hog kan det krivas flera maskar. For testarter
med hogre individuell vikt (Eisenia fetida och Eisenia andrei) kan replikatkdrl med en enda individ anvindas.

Daggmaskar som anvinds i ett test bor ha liknande vikt (t.ex. Eisenia fetida och Eisenia andrei bor ha en
individuell vikt p& 250-600 mg). Enchytraeider (t.ex. Enchytraeus albidus) bor ha en lingd pa cirka 1 cm. Alla
maskar som anvinds i ett visst test bor komma frdn samma killa och vara vuxna individer med clitellum
(gordel) (se tilligg 5). Eftersom ett djurs vikt och alder kan péverka BAF-virdena (t.ex. beroende pd varierande
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fettinnehall och/eller forekomsten av 4gg), bor dessa parametrar registreras noggrant och beaktas vid tolkningen
av resultaten. Dessutom kan kokonger deponeras under exponeringsperioden, vilket ocksd paverkar BAF-var-
dena. Det rekommenderas att ett delprov av testmaskarna vigs fore testet for att fa en uppskattning av vét och
torr medelvikt.

33. Forhéllandet mellan jord och maskar bor vara hogt for att minimera sjunkande koncentration av testkemikalien
i jorden under upptagningsfasen. For Eisenia fetida och Eisenia andrei bor det finnas en minimimingd pa 50 g
jord (torrvikt) per mask och for enchytracider rekommenderas en minimiméangd pd 10-20 g jord (torrvikt) per
testkérl. Jordlagret i kdrlen bor vara 2-3 cm (enchytraeider) eller 4-5 cm (daggmaskar).

34. Testmaskarna tas bort ur odlingen (t.ex. enchytracider med anvindning av guldsmedstdng). Vuxna exemplar
overfors till obehandlad testjord for acklimatisering och ges foda (se punkt 36). Om testbetingelserna avviker
frin odlingsbetingelserna bor en acklimatiseringsfas pd 24-72 timmar vara tillricklig for att maskarna ska
anpassa sig till testbetingelserna. Efter acklimatiseringen skoljs maskarna genom att overforas till glaskarl (t.ex.
petriskdlar) som innehaller rent vatten, och direfter vigs maskarna innan de overfors till testjorden. Fore
vigningen ska Overskottsvatten avligsnas frin maskarna genom att forsiktigt stryka av dem lings skalens
kant eller forsiktigt torka av dem med en ldtt fuktad pappersduk.

35. Testorganismernas nedgravningsbeteende bor observeras och registreras. I test med daggmaskar graver sig
djuren (kontroll och behandling) in i jorden inom négra timmar; detta bor kontrolleras senast 24 timmar efter
att maskarna har placerats i testkdrlen. Om maskarna inte graver in sig i jorden (t.ex. 6ver 10 % mer dn hilften
av maskarna i upptagningsfasen), tyder detta pa att testbetingelserna ir olimpliga eller att testorganismerna inte
ar friska. Da bor testet stoppas och goras pa nytt. Enchytraeiderna vistas i huvudsak i jordens haligheter och det
ar vanligt att deras integument inte alltid kommer i kontakt med omgivande substrat; exponeringen av grivande
och icke-griavande enchytraeider antas vara ekvivalent och om enchytraeiderna inte graver in sig i jorden betyder
detta inte nodvindigtvis att testet mdste upprepas.

Utfodring

36. Utfodring rekommenderas om jorden har lag halt totalt organiskt kol. Om syntetisk jord anvinds rekommen-
deras veckovis utfodring (dvs. maskarna far foda en géng i veckan) med 7 mg torr dynga per g torrvikt jord for
daggmaskar och en veckovis mangd pd 2-2,5 mg malda havreflingor per g torrvikt jord for enchytraeider (11).
Den forsta portionen foda bor blandas med jorden omedelbart innan testorganismerna tillfors. Helst ska samma
typ av foda som i odlingarna anvindas (tillagg 5).

Ljus och temperatur

37. Testningarna bor genomforas med en kontrollerad ljus/morker-cykel pa 16/8 timmar, helst med 400-800 Ix i
omradet dar testkirlen finns (3). Testtemperaturen bor vara 20 + 2 °C under hela testet.

Testkoncentrationer

38. En enda koncentration anvinds. Om ytterligare koncentrationer anvdnds mdste detta motiveras. Om testkemi-
kaliens toxicitet (ECx) ligger ndra den analytiska detektionsgrinsen rekommenderas anvindning av radioaktiv-
mirkt testkemikalie med hog specifik radioaktivitet. For metaller bor koncentrationen ligga over bakgrunds-
nivderna i vdvnad och jord.

Replikat

39. For kinetikmatningar (upptagnings- och elimineringsfaserna) bor det finnas minst tre behandlade replikatkérl
per provtagningspunkt. Totalantalet replikat som bereds bor vara tillrckligt for att ticka alla provtagnings-
tidpunkter under upptagnings- och elimineringsfaserna.

40. For biologiska observationer och métningar (t.ex. forhallandet mellan torrvikt och vatvike, fettinnehdll) samt for
analys av bakgrundskoncentrationerna i maskar och jord, bor minst 12 replikatkirl med negativ kontroll (fyra
provtagningar vid start, fyra vid slutet av upptagningen och fyra vid slutet av elimineringen) beredas om inget
annat losningsmedel 4n vatten anvinds. Om solubiliseringsmedel anvinds for applicering av testkemikalien bor
det finnas en 16sningsmedelskontroll (fyra replikatkarl for provtagningen vid start, fyra vid slutet av upptag-
ningen och fyra vid slutet av elimineringen) som innehaller alla bestindsdelar utom testimnet och som kors i
tilligg till de behandlade replikaten. I detta fall kan fyra ytterligare replikatkdrl med negativ kontroll (inget
16sningsmedel) dven anvéndas for frivillig provtagning i slutet av upptagningsfasen. Dessa replikat kan jaimforas
biologiskt med losningsmedelskontrollen for att fa information om eventuella effekter av 16sningsmedlet pd
testorganismerna. Likasd rekommenderas ett tillrickligt antal ytterligare reservreplikatkarl (t.ex. tta) for behand-
ling och kontroll(er).
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Frekvens for kvalitetsmitning av jord

Vid start och slut av upptagnings- och elimineringsfaserna bor jordens pH, fukthalt och temperatur matas
(kontinuerligt). En gdng per vecka bor jordens fukthalt kontrolleras genom att viga testkirlen och jamfora de
vikterna med vikterna vid testets borjan. Vattenforlust bor kompenseras genom tillforsel av avjoniserat vatten.

Provtagning och analys av maskar och jord

Exempel pd ett schema for upptagnings- och eliminationsfaserna i bioackumuleringstest for daggmaskar och
enchytraeider finns i tillagg 3.

Jordprover tas fran testkirlen for bestimning av koncentrationen testkemikalie innan maskarna tillfors, samt
under upptagnings- och elimineringsfaserna. Under testet bestims koncentrationerna testkemikalie i maskarna
och jorden. I regel mits de totala koncentrationerna i jorden. Alternativt kan koncentrationerna i porvatten
mitas, och da bor motivering och limpliga metoder faststillas innan studien inleds, och inkluderas i rapporten.

Prover av maskar och jord tas minst sex ganger under upptagnings- och elimineringsfaserna. Om man kan
pavisa att testkemikalien dr stabil, kan antalet jordanalyser reduceras. Det rekommenderas att minst tre replikat
analyseras i borjan och slutet av upptagningsfasen. Om koncentrationen i jord uppmatt i slutet av upptagnings-
fasen avviker fran den ursprungliga koncentrationen med mer dn 30 %, bor dven jordprover som tagits andra
dagar analyseras.

Ta bort maskarna i ett givet replikat varje gng prover ska tas (t.ex. genom att sprida ut jorden pd en grund
bricka och plocka bort maskarna med en mjuk guldsmedstdng), och skolj dem snabbt i vatten pd en grund glas-
eller stélbricka. Avligsna 6verflodigt vatten (se punkt 34). Overfor maskarna forsiktigt till ett forhandsvagt karl
och vidg omedelbart kirlet plus maskar inklusive tarminnehall.

Direfter bor daggmaskarna (Eisena sp.) limnas over natten for tomning av tarminnehdll, t.ex. pd ett fuktat
filterpapper i en tickt petriskdl (se punkt 34). Efter tomningen bestims maskarnas vikt i syfte att bedoma
eventuell minskning av biomassa under testet (se giltighetskriterierna i punkt 17). Vdgning och vdvnadsanalys av
enchytraeider gors utan tarmtomning, eftersom detta ar tekniskt svart pd grund av att maskarna &r s sma. Efter
slutlig viktbestdimning bor maskarna avlivas omedelbart med limpligaste metod (t.ex. med flytande kvive eller
nedfrysning under 18 °C).

Under elimineringsfasen ersitter maskarna fororenat tarminnehall med ren jord. Det betyder att métningar i
otomda maskar (i detta fall enchytraeider) som tas ut omedelbart fore elimineringsfasen inkluderar férorenad
jord i tarmen. For vattenlevande oligochaeter antas att storsta delen av fororenat tarminnehdll har ersatts med
rent sediment efter de forsta 4-24 timmarna av elimineringsfasen (se t.ex. (46)). Liknande resultat har rap-
porterats for daggmaskar i studier rérande ackumulering av radioaktivmarkt kadmium och zink (78). Fér icke-
tomda enchytraeider kan koncentrationen i detta forsta prov fran elimineringsfasen anses vara koncentrationen i
vivnad efter tarmtomning. For att beakta den utspidning av testimneskoncentrationen som kan tillskrivas
ofororenad jord under elimineringsfasen kan tarminnehallets vikt uppskattas frn forhillandena mellan mas-
karnas vétvikt/askvikt eller torrvikt/askvikt.

Jord- och maskproverna bor helst analyseras omedelbart efter att de tagits (inom 1-2 dagar) for att undvika
nedbrytning eller andra forluster, och det rekommenderas att ungefirliga virden for upptagning och eliminering
beriknas medan testet framskrider. Om analysen mdste vinta, bor proverna forvaras pa lampligt sitt, tex. i
djupfryst form (s —18 °C).

Kontroll bor goras av att den kemiska analysens precision och reproducerbarhet, sdvil som extraktion av
testkemikalie frén jord- och maskproverna ir tillfredsstillande for den metod det giller, och extraktionseffek-
tiviteten, detektionsgriansen (LOD) och kvantifieringsgransen (LOQ) bor rapporteras. Dessutom bor man kont-
rollera att testkemikalien inte kan detekteras i kontrollkirlen i koncentrationer som r hogre dn bakgrunden.
Om koncentrationen av testkemikalie i testorganismen C, dr > 0 i kontrollmaskarna, bor detta inkluderas i
berakningen av de kinetiska parametrarna (se tilligg 2). Genom hela testet bor alla prover hanteras med tanke
pa minsta mojliga fororening och forlust (t.ex. till f6ljd av att testkemikalien adsorberas pd provtagningsutrust-
ningen).
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Nir radioaktivitetsmarkta testkemikalier anvinds dr det mojligt att analysera ursprunglig kemikalie och meta-
boliter. Kvantifiering av ursprunglig testkemikalie och metaboliter vid stabilt tillstand eller i slutet av upp-
tagningsfasen ger viktig information. Proverna bor sedan putsas upp sd att den ursprungliga testkemikalien kan
kvantifieras separat. Om miéngden av en enskild metabolit 6verskrider 10 % av den totala radioaktiviteten i det
analyserade provet (de analyserade proverna) rekommenderas identifiering av dessa metaboliter.

Det totala utbytet, och utbytet av testkemikalie i maskar, jord och i forekommande fall fillor med adsorbenter
som fingar upp avdunstad testkemikalie, bor registreras och rapporteras.

Pooling av enskilda prover frin ett givet testkirl godtas for enchytraeider som dr mindre dn daggmaskar. Om
poolingen inbegriper minskning av antalet replikat, begransas de statistiska forfaranden som kan anviandas pé
erhdllna data. Om det krévs ett specifikt statistiskt forfarande och en specifik tyngd, bor testet omfatta till-
rickligt manga replikatkérl for att fA den pooling, det forfarande och den tyngd som onskas.

Det rekommenderas att BAF uttrycks bdde som funktion av total torrvikt och, nir sd krdvs (t.ex. for starkt
hydrofoba kemikalier), som en funktion av fettinnehéllet. Limpliga metoder bor anvindas for bestimning av
fettinnehéllet (vissa befintliga metoder, t.ex. (31) (58), bor anpassas for andamalet). Dessa metoder bygger pa en
kloroform/metanol-extraktionsteknik. For att undvika klorerade 1osningsmedel bor en modifiering av Bligh och
Dyer-metoden (9) enligt beskrivningen i (17) anvindas. Eftersom de olika metoderna inte ger identiska varden,
ar det viktigt att beskriva den metod som anvints. Om det 4r mojligt, dvs. om det finns tillrackligt med
maskvavnad att tillgd, bor analysen av fettinnehdll helst goras pd samma prov eller extrakt som det som
anvands for analys av testkemikalien, eftersom fetterna ofta maste avligsnas frén extraktet innan det kan
analyseras kromatografiskt (49). Alternativt kan kontrolldjur anvindas for att mdta fettinnehallet, som sedan
kan anvindas for att normalisera BAF-virdena. Det senare forfarandet minskar fororeningen av utrustningen
med testkemikalien.

DATA OCH RAPPORTERING
Behandling av resultaten

Upptagningskurvan for testkemikalien erhdlls genom att plotta koncentrationen i/pd maskarna under upptag-
ningsfasen mot tiden enligt aritmetisk skala. Nar kurvan har ndtt en plata eller stabilt tillstind (se definitionerna
i tillagg 1) kan bioackumuleringsfaktorn vid stabilt tillstind BAF berdknas enligt foljande:

C, vid stabilt tillstdnd eller slutet av upptagningsfasen (genomsnitt)
C; vid stabilt tillstand eller slutet av upptagningsfasen (genomsnitt)

C, ir testkemikaliens koncentration i testorganismen

C, ar testkemikaliens koncentration i jorden

Om stabilt tillstind inte uppnds bor man i stillet for att bestimma BAF bestimma BAFK pa grundval av
upptagnings- och elimineringskonstanterna, enligt foljande:

— Bestdm ackumuleringsfaktorn (BAFy) som kvoten k/k..

— Upptagning och eliminering ska helst berdknas samtidigt (se ekvation 11 i tillagg 2).

— Elimineringskonstanten (k,) bestdms i regel fran elimineringskurvan (koncentrationen av testimnet i mas-
karna under elimineringsfasen). Direfter berdknas upptagningskonstanten k, utifran k., och ett virde pa C,
som harleds frdn upptagningskurvan — se tilldgg 2 for en beskrivning av dessa metoder. For att fd BAF; och
konstanterna k, och k, rekommenderas datorstodda icke-linjira parameteruppskattningsmetoder. Om eli-
mineringen uppenbart inte dr av forsta ordningen bor mer komplexa modeller anvindas.

Testrapport

Testrapporten ska innehélla foljande information:
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Testkemikalie:

All tillgdnglig information om akut toxicitet eller ldngtidstoxicitet (t.ex. EC,, LC,, NOEC) av testkemikalien
pa jordlevande oligochaeter.

Renhet, fysikalisk natur och fysikalkemiska egenskaper, t.ex. log K. vattenloslighet.

Kemisk identifiering, kélla, identitet och koncentration for eventuella 16sningsmedel som anvints.

Om radioaktivmarkta testkemikalier anvinds, uppgifter om exakt position for de markta atomerna, specifik
radioaktivitet och radiokemisk renhet.

Testarter:

Vetenskapligt namn, stam, eventuell forbehandling, acklimatisering, alder, storleksintervall osv.

Testbetingelser:

Testforfarande.

Belysningens typ, egenskaper och ljusperiod(er).

Testets utformning (t.ex. antalet kirl, kirlstorlek, jordmassa, jordlagrets tjocklek, antalet replikat, antalet
maskar per replikat, antalet testkoncentrationer, upptagnings- och elimineringsfasernas varaktighet samt
provtagningsfrekvens.

Motivering for valet av testkarlens material.

Metod for beredning och applicering av testimne samt motivering for valet av en specifik metod.

Nominella testkoncentrationer, medelvirde for uppmatta virden och deras standardavvikelse i testkirlen och
metoden for att erhdlla dessa virden.

Killa for bestandsdelarna i syntetisk jord eller — om naturligt medium anvinds — jordens ursprung, be-
skrivning av eventuell forbehandling, resultat for kontrollerna (Gverlevnad, utveckling av biomassa och
reproduktion), jordens egenskaper (pH, totalhalten organiskt kol, partikelstorleksférdelning (procent sand,
dy och lera), WHC,,,,, procentandelen vatten vid testets borjan och slut samt alla andra matningar som har
gjorts.

Detaljerad information om behandling av jord- och maskprover, inbegripet detaljer om beredning, lagring,
spikningsforfaranden, extraktion och analytiska forfaranden (inklusive precision) for testimne i maskar och
jord, fettinnehdll (om uppmatt) och utbyte for testimnet.

Resultat:

Mortalitet for kontrollmaskarna och maskarna i varje testkirl och allt observerat onormalt beteende (t.ex.
undvikande av jorden och utebliven reproduktion i bioackumuleringstest med enchytraeider).

Forhallandet mellan torrvikt och vétvikt for jorden och testorganismerna (utnyttjas vid normalisering).

Maskarnas vétvikt vid varje provtagningstidpunkt; for daggmaskar vatvikterna vid testets borjan och vid
varje provtagningstidpunkt fore och efter tarmtomning.

Testorganismernas fettinnehdll (om detta bestims).
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— Kurvor som visar upptagnings- -och elimineringskinetiken for testkemikalien i maskarna och tiden fram till
stabilt tillstand.

— C, och C (med standardavvikelse och omrdde, om limpligt) for alla provtagningstidpunkter (C, uttryckt
som g per kg vatvikt och torrvikt for hela kroppen, C, uttryckt som g per kg vatvikt och torrvikt for jord).
Om det krivs en ackumuleringsfaktor biota-jord (BSAF) (t.ex. for jamforelse av resultat fran tva eller flera
test med djur som har olika fettinnehéll), kan C, dven uttryckas som g per kg fettinnehéll i organismen och
C, kan uttryckas som g per kg organiskt kol i jorden.

— BAF (uttryckt som kg jord per kg mask), jordens upptagningskonstant k, (uttryckt som g jord per kg mask
per dag) och elimineringskonstanten k. (uttryckt per dag), BSAF (uttryckt som kg totalt organiskt kol i
jorden per kg fettinnehdll i mask) kan ocksé rapporteras.

— Om uppmitt: procentandelen ursprunglig kemikalie, metaboliter och bundna rester (den procentandel
testkemikalie som inte kan extraheras med vanliga extraktionsmetoder) som detekteras i jord och testdjur.

— Metoder som anvints for statistiska analyser av data.

Utvirdering av resultaten

— Resultatens 6verensstimmelse med giltighetskriterierna som fortecknas i punkt 17.

— Oférvintade eller ovanliga resultat, t.ex. ofullstindig eliminering av testkemikalien frén testdjuren.
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Tilligg 1

DEFINITIONER

bioackumulering: okningen av testkemikaliens koncentration i eller pd en organism i forhdllande till testkemikaliens kon-
centration i det omgivande mediet. Bioackumulering uppstér till f6ljd av bade biokoncentrations- och biomagnifierings-
processer (se nedan).

biokoncentration: 6kningen av testkemikaliens koncentration i eller pd en organism till foljd av upptagning av kemikalien
som endast sker frdn det omgivande mediet (t.ex. via kroppsytan och fortird jord) i forhéllande till testkemikaliens
koncentration i det omgivande mediet.

biomagnifiering: 6kningen av testkemikaliens koncentration i eller pd en organism, framst till foljd av upptagning fran
fororenad foda eller fororenat byte, i forhallande till testkemikaliens koncentration i fodan eller bytet. Biomagnifiering kan
leda till overforing eller ackumulering av testimnet inom néringsvévar.

eliminering: eliminering av en testkemikalie betyder att kemikalien avldgsnas frdn testorganismens vidvnad genom aktiva
eller passiva processer som intriffar oberoende av om testimnet finns eller inte finns i det omgivande mediet.

bioackumuleringsfaktor (BAF): den koncentration av testkemikalien under valfri tidpunkt under upptagningsfasen som
forekommer i eller pd testorganismen (C, uttryckt som g per kg torrvikt mask) dividerad med testkemikaliens kon-
centration i det omgivande mediet (C, uttryckt som g per kg torrvikt jord); BAF uttrycks med enheten kg jord per kg
mask.

bioackumuleringsfaktor vid stabilt tillstand (BAF,): den BAF som giller vid stabilt tillstdnd och som inte forandras betydligt
over en lingre tidsperiod medan koncentrationen av testkemikalie i det omgivande mediet (C, uttryckt som g per kg
torrvikt jord) dr konstant under denna tidsperiod.

kinetisk bioackumuleringsfaktor (BAFy): de bioackumuleringsfaktorer som beriknas direkt fran forhallandet mellan upptag-
ningskonstant och elimineringskonstant (k; och k., se nedan).

bioackumuleringsfaktor biota-jord (BSAF): den fettnormaliserade koncentrationen av testkemikalien i eller pd testorganismen
dividerad med den organiskt kol-normaliserade koncentrationen av testkemikalien vid stabilt tillstand. C, uttrycks som g
per kg fettinnehall i organismen och C; som g per kg organiskt innehdll i jorden; BSAF har enheten kg organiskt kol per
kg fett.

platd eller stabilt tillstdnd: jamvikt rdder mellan upptagnings- och elimineringsprocesser som intriffar samtidigt under
exponeringsfasen. Stabilt tillstdnd syns i kurvan 6ver BAF mot tiden ndr kurvan blir parallell med tidsaxeln och tre péd
varandra foljande analyser av BAF péd prover som tagits med minst tvd dagars mellanrum ligger inom 20 % frén varandra,
och det inte finns nagra statistiskt signifikanta skillnader mellan de tre provtagningsperioderna. For testkemikalier som tas
upp langsamt dr det lampligare med ett intervall pd sju dagar (49).

fordelningskoefficienten organiskt kol-vatten (K,.): forhéllandet mellan en kemikalies koncentration i eller pa jordens fraktion
av organiskt kol och kemikaliens koncentration i vatten vid jamvikt.

fordelningskoefficienten oktanol-vatten (K,,,): forhdllandet mellan en kemikalies 16slighet i n-oktanol och i vatten vid jamvikt;
uttrycks dven som P,,. Logaritmen av K, (log K,,,) anvinds som indikator f6r en kemikalies potential f6r bioackumu-
lering i vattenlevande organismer.

upptagnings- eller exponeringsfasen: den tid under vilken testorganismerna dr exponerade for testkemikalien.

upptagningskonstant (ky): ett numeriskt virde som definierar hur snabbt koncentrationen av testimnet Okar i eller pad
testorganismen till f6ljd av upptagning fran jordfasen; k uttrycks som g jord per kg mask per dag.

elimineringsfas: den tid efter overforingen av testorganismerna fran ett fororenat medium till ett medium som inte
innehaller testimne, under vilken eliminering (eller nettoforlust) av kemikalien frin testorganismerna studeras.

elimineringskonstant (k,): det numeriska virde som definierar reduktionshastigheten f6r koncentrationen av testimne i eller
pd testorganismen efter overforing av testorganismerna fran ett medium som innehéller testimnet till ett medium som
inte innehdller testimnet; k, uttrycks som d!.

testkemikalie: alla dmnen eller blandningar som testas med denna testmetod.
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Berikning av upptagnings- och elimineringsparametrar

Den huvudsakliga endpointen for ett bioackumuleringstest 4r bioackumuleringsfaktorn BAF. Uppmitt BAF kan beraknas
genom att dividera koncentrationen i testorganismen C, med koncentrationen i jorden C, vid stabilt tillstind. Om stabilt
tillstdnd inte uppnds under upptagningsfasen berdknas BAF utifrdn konstanterna i stillet for utifrin BAFgg. Det bor dock
finnas en anmérkning om huruvida BAF &r baserat pd koncentrationer vid stabilt tillstand eller inte.

Den vanliga metoden for att fd fram kinetisk bioackumuleringsfaktor (BAFy), upptagningskonstant (ky) och eliminerings-
konstant (k,) dr att anvinda icke-linjira datorbaserade parameteruppskattningsmetoder, t.ex. baserade p& de modeller som
beskrivs i (68). Utifrdn en viss uppsittning sekventiella tid-koncentrationsdata och modellekvationerna

C, == x Cy(1 —ekel) 0<t<t (ekvation 1)

eller

kg
C, = e Cy(e el — eket) t>t (ekvation 2)

€

C, = koncentrationen kemikalie i maskar (g per kg vét- eller torrvikt)
k, = upptagningshastigheten i vdvnad (g jord per kg mask per dag)
= koncentrationen kemikalie i jord (g per kg vat- eller torrvikt)

k, = elimineringskonstant (d-!)

t. = tidpunkten vid slutet av upptagningsfasen

berdknar dessa datorprogram virden for BAFy, k, och k..

Om bakgrundskoncentrationen i icke-exponerade maskar t.ex. pd dag 0 avviker betydligt frin noll (kan vara fallet t.ex. for
metaller) bor denna bakgrundskoncentration C,  inforlivas i ekvationerna, enligt foljande:

kg
C, = Cao+ i x Cs(1 — e’ket) 0<t<t (ekvation 3)
€
och
k
Co=Cyo + k—s X Cs(e'ke("m) —ekeh) t>t (ekvation 4)

Om en signifikant minskning av testkemikaliekoncentrationen i jorden kan observeras Gver tid under upptagningsfasen,
kan foljande modeller anvindas, tex. (67) (79):

C, = Cole™) (ekvation 5)

ddr
C, = kemikaliekoncentrationen i jorden (g per kg vét- eller torrvikt)
k, = sonderfallskonstant i jord (d°!)

C, = ursprunglig kemikaliekoncentration i jord (g per kg vét- eller torrvikt)

k

= (et — kel 0<t<t (ekvation 6)
ke - l(0

Ca
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C, = ks x e Kot _ okgte  ok(t=t0) t> (ekvation 7)
ke —ko
didr
C, = koncentrationen kemikalie i maskar (g per kg vét- eller torrvikt)

k, = upptagningshastigheten i vdvnad (g jord per kg mask per dag)
ko = sonderfallskonstant i jord (d1)

k, = elimineringskonstant (d!)

t. = tidpunkten vid slutet av upptagningsfasen.

Om stabilt tillstdind nds under upptagningsfasen (t.ex. t = o) kan ekvation 1

K,
C, = X Co(1 — eXeh) 0<t<t (ekvation 1)
€
reduceras till
C, = k, x C
a — ke S
eller
C,/C, = kik. = BAFg (ekvation 8).

Dé ar kyk, x C; en tillndrmning av testimneskoncentrationen i maskvivnad vid stabilt tillstand (C, ).

Ackumuleringsfaktorn biota-jord (BSAF) kan berdknas enligt foljande:

f,
BSAF = BAFi * f‘l (ekvation 9)
lip

dar f, ar fraktionen organiskt kol i jorden och fy;, ar fraktionen fett i maskar, bdda helst bestimda pa prover som tagits i
testet och pd grundval av torrvikt eller vatvikt.

Elimineringskinetiken kan modelleras med stod av data fran elimineringsfasen och med tillimpning av foljande modell-
ekvation och en datorstodd icke-linjar metod fér modelluppskattning. Om datapunkterna plottade mot tiden indikerar en
konstant exponentiell minskning av testimneskoncentrationen i djuren, kan en one-compartment-modell (ekvation 9)
anvindas for att beskriva elimineringens tidsforlopp.

Cl) = Cup X et (ekvation 10)

a,ss

Elimineringsprocesserna verkar i bland ha tva faser med en snabb minskning av C, till en bérjan och darefter en
langsammare avgdng av testimne senare under elimineringen, t.ex. (27) (68). De tvé faserna kan tolkas genom antagande
om att det finns tvd olika enheter i organismen frdn vilka testimnet avgdr med olika hastigheter. I sddana fall bor
information inhdmtas fran specifik litteratur, t.ex. (38) (39) (40) (78).

Med anvindning av modellekvationerna ovan kan de kinetiska parametrarna kg och k, dven kalkyleras i ett steg genom att
samtidigt tillimpa modeller for forsta ordningens kinetik pd alla data frdn bade upptagnings- och elimineringsfasen.
Beskrivning av en metod som ger mojlighet till en sddan kombinerad berikning av upptagnings- och elimineringskon-
stanter kan sokas i hdnvisningarna (41), (73) och (70).

Ky

K
G=| G- e x (m = 1)} + [k—s x Cy(eKelmt) _ Kty 5 (m = 2) (ekvation 11)

Anmdrkning: Ndr upptagnings- och elimineringsparametrar uppskattas samtidigt utifrdn kombinerade upptagnings- -och
elimineringsdata dr "m” ssom visas i ekvation 11 en deskriptor som gor det mojligt f6r datorprogrammet
att tilldela ekvationens subtermer till datauppsittningarna for respektive fas och géra utvirderingen korrekt
(m = 1 for upptagningsfasen och m = 2 for elimineringsfasen).

Dessa modellekvationer bor dock anvindas med forsiktighet, sdrskilt ndr det sker dndringar i testkemikaliens biotillgidng-
lighet eller om (bio)nedbrytning sker under testet (se t.ex. (79)).
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EXEMPEL PA SCHEMAN FOR TEST AV BIOACKUMULERING FRAN JORDAR

Test med daggmaskar

a) Upptagningsfas med 8 provtagningsdatum som anvénds for berikning av kinetik.

Dag Aktivitet
-6 Konditionering av forberedd jord under 48 timmar.
-4 Spikning av jordfraktionen med testkemikalielosning, avdunstning av eventuellt 1osningsmedel,

blandning av jordbestdndsdelarna, fordelning av jord i testkdrlen och stabilisering till jamvikt
under testbetingelserna i 4 dagar (3 veckor for metallspikad jord).

-3l -1 Separation av testorganismerna frdn odlingen for acklimatisering, beredning och fuktning av
jordbestdndsdelarna.
0 Mitning av temperatur och jordens pH, avligsnande av jordprover fran behandlade kirl och

losningsmedelskontroller for bestdimning av testkemikaliens koncentration, tillsats av foda, vig-
ning och slumpvis fordelning av maskarna till testkdrlen med bibehallande av tillrickligt antal
maskar for bestimning av analytiska bakgrundsvirden, vét- och torrvikt och fettinnehill, vigning
av alla testkirl for kontroll av jordens fukthalt och kontroll av lufttillférsel om stingda test-
system anvénds.

1 Kontroll av lufttillforsel, registrering av maskarnas beteende och temperatur samt tagning av
jord- och maskprover for bestimning av koncentrationen testimne.

2 Samma som dag 1.

3 Kontroll av lufttillférsel, maskarnas beteende och temperatur.

4 Samma som dag 1.
5-6 Samma som dag 3.

7 Samma som dag 1: tillforsel av foda, kontroll av jordens fukthalt genom vigning av testkirlen

och vattenpéfyllnad motsvarande avdunstningen.

8-9 Samma som dag 3.
10 Samma som dag 1.
11-13 Samma som dag 3.
14 Samma som dag 1: tillforsel av foda, kontroll av jordens fukthalt genom vigning av testkirlen

och vattenpéfyllnad motsvarande avdunstningen.

15-16 Samma som dag 3.
17 Samma som dag 1.
18-20 Samma som dag 3.
21 Samma som dag 1: mitning av temperatur och jordens pH, kontroll av jordens fukthalt genom

vagning av testkérlen, slut pd upptagningsfasen, 6verforing av maskarna fran aterstdende expo-
nerade replikat till kdrl som innehaller ren jord for elimineringsfasen (ingen tarmtomning) samt
provtagning av jord och maskar frin 16sningsmedelskontrollerna.

Aktiviteterna fore exponering (stabiliseringsfasen) bor tidplaneras med beaktande av testkemika-
liens egenskaper.

Aktiviteterna for dag 3 bor genomforas dagligen (itminstone pd arbetsdagar).
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b) Elimineringsfas

Dag

Aktivitet

Beredning och fuktning av jordens bestindsdelar samt konditionering av beredd jord i
48 timmar.

Blandning av jordens bestindsdelar, fordelning av jord till testkdrlen och inkubation under
testbetingelserna i 4 dagar.

0 (upptagnings-
fasens slut)

Mitning av temperatur och jordens pH, vigning och slumpmissig fordelning av maskar till
testkarlen, tillforsel av foda, 6verforing av maskar frin dterstdende exponerade replikat till karl
som innehéller ren jord samt tagning av jord- och maskprover efter 4-6 timmar for bestimning
av testkemikaliens koncentration.

Kontroll av lufttillférsel, registrering av maskarnas beteende och temperatur samt tagning av
jord- och maskprover for bestimning av testkemikaliens koncentration.

Samma som dag 1.

Kontroll av lufttillforsel, maskarnas beteende och temperatur.

Samma som dag 1.

Samma som dag 3.

Samma som dag 1: tillforsel av foda, kontroll av jordens fukthalt genom vigning av testkirlen
och vattenpéfyllnad motsvarande avdunstningen.

8-9

Samma som dag 3.

10

Samma som dag 1.

11-13

Samma som dag 3.

14

Samma som dag 1: tillforsel av foda, kontroll av jordens fukthalt genom vigning av testkirlen
och vattenpéfyllnad motsvarande avdunstningen.

15-16

Samma som dag 3.

17

Samma som dag 1.

18-20

Samma som dag 3.

21

Samma som dag 1: mitning av temperaturen och jordens pH, kontroll av jordens fuktighet
genom vigning av testkdrlen samt tagning av jord- och maskprover fran 16sningsmedelskon-
trollerna.

Beredning av jorden fore elimineringsfasens borjan bor goras pad samma sitt som beredningen
fore upptagningsfasen.

Aktiviteterna for dag 3 bor genomforas dagligen (dtminstone pa arbetsdagar).

Test med enchytraeider

a) Upptagningsfas med 8 provtagningsdatum som anvénds for berikning av kinetik.

Dag

Aktivitet

Konditionering av forberedd jord under 48 timmar.

Spikning av jordfraktionen med testkemikalielosning, avdunstning av eventuellt 16sningsmedel,
blandning av jordbestdndsdelarna, fordelning av jord i testkdrlen och stabilisering till jamvikt i
testbetingelserna i 4 dagar (3 veckor for metallspikad jord).
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Dag Aktivitet
-3¢l -1 Separation av testorganismerna frdn odlingen for acklimatisering, beredning och fuktning av
jordbestdndsdelarna.

0 Mitning av temperatur och jordens pH, avligsnande av jordprover fran behandlade kirl och
losningsmedelskontroller for bestimning av testkemikaliens koncentration, tillsats av foda till
jorden, vigning och slumpvis fordelning av maskarna till testkdrlen med bibehallande av till-
rickligt antal maskar for bestimning av analytiska bakgrundsvirden, vét- och torrvikt och fett-
innehall, viagning av alla testkirl for kontroll av jordens fukthalt och kontroll av lufttillforsel om
stangda testsystem anvands.

1 Kontroll av lufttillforsel, registrering av maskarnas beteende och temperatur samt tagning av
jord- och maskprover for bestimning av koncentrationen testimne.

2 Samma som dag 1.

3 Kontroll av lufttillforsel, maskarnas beteende och temperatur.

4 Samma som dag 1.

5-6 Samma som dag 3.

7 Samma som dag 1: tillférsel av foda till jorden, kontroll av jordens fukthalt genom vigning av
testkdrlen och vattenpéafyllnad motsvarande avdunstningen.

9 Samma som dag 1.

10 Samma som dag 3.

11 Samma som dag 1.

12-13 Samma som dag 3.
14 Samma som dag 1: tillforsel av foda till jorden, mitning av temperaturen och jordens pH,

kontroll av jordens fukthalt genom vigning av testkérlen; slut pd upptagningsfasen; 6verforing
av maskarna fran aterstiende exponerade replikat till kirl som innehaller ren jord for elimine-
ringsfasen (ingen tarmtomning) samt provtagning av jord och maskar frin 16sningsmedelskon-
trollerna.

Aktiviteterna fore exponering (stabiliseringsfasen) bor tidplaneras med beaktande av testkemika-
liens egenskaper.

Aktiviteterna for dag 3 bor genomforas dagligen (itminstone pd arbetsdagar).
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Syntetisk jord - rekommendationer for beredning och lagring

Eftersom naturjordar frdn en viss kalla inte alltid finns att tillgd under hela dret, och ingdende organismer och mikro-
fororeningar kan pédverka testet, rekommenderas syntetiskt substrat, syntetisk jord enligt kapitel C.8 i denna bilaga,
Toxicitet for daggmaskar (48), for anvidndning i detta test. Flera olika testarter kan Gverleva, vixa och foroka sig i denna
jord, och den ger ocksd maximal standardisering sdval som jamforbarhet inom och mellan laboratorier och odlings-
betingelser.

Jordens bestandsdelar

Torv: 10 % Sphagnum-torv, enligt OECD:s riktlinje 207 (48)

Kvartssand: 70 % Industriell kvartssand (lufttorkad), minst 50 % av partiklarna bor ha en storlek
inom omrddet 50-200 pm, men alla partiklar bor vara < 2 mm

Kaolinitlera: 20 % Kaolinithalt > 30 %

Kalciumkarbonat: <1% CaCOj;, pulveriserat, kemiskt rent

Alternativt kan jordens organiska kolhalt minskas, t.ex. genom att sinka torvhalten till 4-5% av torrjord och oka
sandhalten i motsvarande grad. Med en sddan minskning av halten organiskt kol kan mojligheterna till adsorption av
testkemikalien till jorden (organiskt kol) minskas, och da blir testkemikalien bittre tillganglig f6r maskarna (74). Det har
demonstrerats att Enchytraeus albidus och Eisenia fetida kan uppfylla validitetskriterierna for reproduktion vid testning i
faljordar med lagre halt organiskt kol, t.ex. 2,7 % (33), (61), och det finns erfarenheter som visar att detta ocksd kan
uppnds i syntetisk jord med 5 % torv.

Beredning

Jordens torra bestandsdelar blandas omsorgsfullt (t.ex. i en storskalig laboratorieblandare). Detta bor goras cirka en vecka
innan testet inleds. De blandade torra jordbestandsdelarna bor fuktas med avjoniserat vatten minst 48 timmar fore
applicering av testimnet for att nd surhetsjamvikt. For bestimning av pH anvinds en blandning av jord och 1 M 16sning
av KCl i forhdllandet 1:5. Om pH-virdet inte ligger inom rekommenderat omréde (6,0 + 0,5) bor tillrdcklig mangd CaCO5
tillforas jorden eller si mdste en ny sats jord beredas.

Den syntetiska jordens maximala vattenhéllningskapacitet (WHC) bestdms enligt ISO 11268-2 (35). Minst tvd dagar innan
testet inleds fuktas den torra syntetiska jorden med tillricklig mingd avjoniserat eller rekonstituerat vatten till en
vattenhalt som motsvarar cirka hilften av den slutliga vattenhalten. Den slutliga vattenhalten bor vara cirka 40-60 %
av maximal vattenhdllningskapacitet (WHC). Vid teststart ska den forhandsfuktade jorden delas upp i lika ménga delar
som antalet testkoncentrationer och kontroller som anvinds for testet, och fukthalten justeras till 40-60 % av WHC,,,,
genom anvandning av en losning av testimnet ochfeller genom tillforsel av avjoniserat eller rekonstituerat vatten.
Fukthalten bestims i borjan och i slutet av testet (vid 105 °C). Fukthalten bor vara optimal for den art som testas
(fukthalten kan ocksd kontrolleras genom att forsiktigt krama jorden i handen och dd bor det komma fram sma
vattendroppar mellan fingrarna).

Forvaring

De torra bestdndsdelarna av syntetisk jord kan forvaras i rumstemperatur fram till anvidndningen. Den forberedda
forfuktade jorden kan forvaras i svalt utrymme i upp till tre dagar fore spikningen, och vattenavdunstningen bor
minimeras. Jord som spikats med testimne bor anvindas omedelbart, med undantag for om det finns information
om att jorden i frdga kan forvaras utan att testimnets toxicitet och biotillganglighet paverkas. Prover av spikad jord
kan sedan forvaras i de forhdllanden som rekommenderas for testsystemet i friga fram till analys.
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Arter av jordlevande oligochaeter som rekommenderas for testning av bioackumulering frin jord

Daggmaskar

Rekommenderad testart r Eisenia fetida (Savigny 1826), som tillhér familjen Lumbricidae. Frdn och med 1972 ar den
uppdelad i tvd underarter (Eisenia fetida och Eisenia andrei (10)). Enligt Jaenike (36) dr dessa dkta, separata arter. Eisenia
fetida kdnns latt igen genom de klargula banden mellan segmenten medan Eisenia andrei har en enhetlig morkrod firg. De
hdrstammar sannolikt frén Svartahavsregionen och finns numera over hela virlden, sirskilt i antropogent modifierade
livsmiljoer sdsom komposthogar. Bida kan anvindas for bade ekotoxikologiska test och bioackumuleringstest.

Eisenia fetida och Eisenia andrei siljs allmdnt pd marknaden, t.ex. som fiskbete. Jimfért med andra daggmaskar (familjen
Lumbricidae) har de en kort livscykel och ndr vuxenstadiet inom cirka 2-3 manader (vid rumstemperatur). Den optimala
temperaturen for dessa daggmaskar ligger kring 20-24 °C. De foredrar relativt fuktiga substrat med néstan neutralt pH
och en hog halt av organiskt material. Dessa arter har anvints i stor utstrickning i standardiserade ekologiska tester i cirka
25 ar och odling av dem dr darfor vl etablerad (48) (77).

Bada arterna kan odlas i ett stort urval djuravfall. Som odlingsmedium rekommenderas enligt ISO (35) en 50/50-
blandning av hist- eller boskapsgodsel och torv. Mediet bor ha pH pa cirka 6-7 (reglerat med kalciumkarbonat), lag
jonisk konduktivitet (ligre an 6 mS/cm eller en salthalt under 0,5 %) bor inte ha for hog halt av ammoniak eller
animaliskt urin. Likasd kan man anvinda kommersiell tradgdrdsjord fri fran tillsatser eller syntetisk jord enligt OECD
(48) eller en 50/50-blandning av bdda. Substratet bor vara fuktigt men inte for vatt. Limplig storlek pd odlingslddorna 4r
10-50 liter.

For att fi maskar med standardalder och standardmassa ir det bast att inleda odlingen med kokonger. For detta tillsitts
vuxna maskar till en odlingsldda med firskt substrat for att de ska producera kokonger. Erfarenheterna har visat att en
populationsdensitet pd cirka 100 vuxna maskar per kg substrat (vitvikt) ger goda forokningsnivaer. Efter 28 dagar
avligsnas de vuxna maskarna. Daggmaskarna som klackts ur kokonger anvinds for testning nar de har natt vuxenstadium
efter minst 2 méinader men hogst 12 ménader.

Maskar av de arter som beskrivs ovan kan anses vara friska om de ror sig genom substratet, inte forsoker limna substratet
och forokar sig kontinuerligt. Mycket langsamma rorelser eller gul bakre del (i friga om Eisenia fetida) tyder pa utarmat
substrat. D4 rekommenderas firskt substrat och/eller mindre antal djur per lada.

Valda ytterligare hinvisningar
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Rombke J. E., Egeler P., Fill C. (1997), "Literaturstudie tiber Bioakkumulationstests mit Oligochaeten im terrestrischen
Medium”, Berichtﬁjr das UBA, F + E 206 03 909, 86 S.

Rundgren S. (1977), "Seasonality of emergence in lumbricids in southern Sweden”, Oikos 28, s. 49-55.
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Enchytraeider

Den rekommenderade testarten dr Enchytraeus albidus Henle 1837 (vit ringmask). Enchytraeus albidus dr en av de storsta
arterna (upp till 15 mm) bland ringmaskar (Annelida) i Oligochaetfamiljen Enchytraeidae och finns over hela virlden, se
tex. (8). Enchytraeus albidus finns i marina och limniska livsmiljoer och livsmiljoer pa land, frimst i multnande organiskt
material (tdng, kompost) men 4r sillsynt pd dngar (42). Denna breda ckologiska tolerans och vissa morfologiska
variationer tyder pd att det kan finnas olika raser av denna art.

Enchytraeus albidus siljs allmdnt pd marknaden som fiskfoder. Kontroll bor goras av om odlingen ar fororenad av andra, i
regel mindre arter (60). Om fororening forekommer bor alla maskar tvittas med vatten i en petriskdl. Stora vuxna
exemplar av Enchytraeus albidus viljs sedan ut (med anvdndning av stereomikroskop) for start av en ny odling. Alla
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andra maskar kasseras. Livscykeln dr kort eftersom maskarna blir konsmogna mellan 33 dagar (vid 18 °C) och 74 dagar
(vid 12 °C). Endast odlingar som har hallits i laboratoriet minst 5 veckor (en generation) utan problem fir anvindas for
testning.

Aven andra arter av Enchytraeus dr limpliga, sirskilt Enchytraeus luxuriosus. Denna art dr en #kta jordlevande mask, vilket
nyligen har beskrivits i (65). Om andra arter av Enchytraeus anvinds bor de identifieras tydligt och rapporten bor innehalla
motivering for valet av denna art.

Enchytraeus crypticus (Westheide & Graefe 1992) dr en art som tillhor samma grupp som Enchytraeus luxuriosus. Man har
inte med sdkerhet kunna bekrifta dess existens pa filtet, eftersom den endast har beskrivits utifrdn daggmaskodlingar och
komposthdgar (Rombke 2003). Artens ursprungliga ekologiska krav dr darfor inte kdnda. Nyligen gjorda laboratoriestu-
dier av olika slags filtjordar har dock bekriftat att denna art har en bred tolerans nir det géller jordegenskaper som pH
och textur (Jansch m.fl. 2005). Under de senaste dren har denna art ofta anvints i ekotoxikologiska studier eftersom den
ar ldtt att odla och testa(se t.ex. Kuperman m.fl. 2003). Den ar dock liten (3-12 mm, i genomsnitt 7 mm, Westheide &
Miiller 1996), vilket gor hanteringen svérare i jimforelse med Enchytraeus albidus. Nar denna art anvinds i stillet for
Enchytraeus albidus, kan storleken pd testkirlen vara mindre, men det 4r inget krav. Dessutom bor man beakta att arten
forokar sig mycket snabbt med en generationstid pd mindre dn 20 dagar vid 20 + 2 °C (Achazi m.fl. 1999) och dnnu
snabbare vid hogre temperaturer.

Enchytraeider av arten Enchytraeus albidus (sdval som andra Enchytraeus-arter) kan odlas i stora plastlador (t.ex. 30 x 60 x
10 cm eller 20 x 12 x 8 ¢m, som lampar sig for odling av sméd maskar) fyllda med en blandning av syntetisk jord och
allmint tillganglig oférorenad tradgardsjord utan tillsatser. Kompostmaterial bor undvikas eftersom det kan innehélla
giftiga kemikalier sdsom tungmetaller. Fauna bor avligsnas fran odlingsjorden fore anvindning genom djupfrysning i tre
omgéangar. Rent syntetisk jord kan ocksd anvindas men d kan forokningshastigheten vara ligre jamfort med blandade
substrat. Substratet bor ha pH 6,0 + 0,5. Odlingen halls i en inkubator vid 15 # 2 °C utan ljus. Under alla omstindigheter
ska temperaturer over 23 °C undvikas. Jorden (syntetisk eller naturlig) ska vara fuktig men inte vat. Nir jorden kramas
forsiktigt i handen ska endast sma vattendroppar komma fram. Under alla omstindigheter bor anoxiska betingelser
undvikas (om t.ex. lock anvinds, bor det ha tillrickligt antal hdl for att ge tillracklig luftvixling). Odlingsjorden bor
luftas genom forsiktig omblandning en gang per vecka.

Maskarna bor utfodras minst en gang per vecka ad libitum med havreflingor som placeras i en kavitet pd jordens yta och
ticks med jord. Om det finns kvar foder fran foregdende utfodring bor méngden foder justeras i motsvarande grad. Om
det vixer svamp pd overblivet foder bor det ersittas med en ny mingd havreflingor. For att stimulera forokningen kan
havreflingorna kompletteras med allmént tillgangligt vitaminberikat proteinpulver varannan vecka. Efter tre manader
overfors djuren till en firsk kultur eller firskt odlingssubstrat. Havreflingorna ska forvaras i kirl med tittslutande lock
och bor behandlas i autoklav eller hettas upp fore anvindning for att undvika infektion med mjolkvalster (t.ex. Glyzy-
phagus sp., Astigmata, Acarina) eller rovkvalster (t.ex. Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles, Gamasida, Acarina). Efter desinfek-
tering ma(l@ls fodret s att det enkelt kan spridas pa jordytan. En annan tinkbar foderkilla dr bakningsjist eller fiskfoder
TetraMin™.

Allmint taget géller att odlingsbetingelserna ar tillrickliga om maskarna inte forsoker limna substratet, ror sig snabbt
genom jorden, har en glansig yta utan vidhiftande jordpartiklar, har en mer eller mindre vitaktig firg och det gér att
iaktta maskar av olika dldrar. Dessutom kan maskarna anses vara friska om de forokar sig kontinuerligt.
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